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Tiivistelmä 

Tutkielman kirjallisessa osassa perehdytään bisfosfonaatteihin, niiden ominaisuuksiin ja 

valmistukseen sekä käyttöön lääketieteessä. Bisfosfonaattien valmistuksessa 

perehdytään sekä itse bisfosfonaattien että niiden johdannaisten valmistukseen. 

Bisfosfonaattien ominaisuuksia käydään läpi esittämällä niiden kemiallisia, 

biokemiallisia sekä farmakologisia ominaisuuksia ja vaikutustapoja. Eri bisfosfonaattien 

ominaisuuksia käsittelevät kappaleet on jaoteltu niistä käytettävän sukupolvijaottelun 

mukaisesti. Bisfosfonaattien käytössä pääosassa ovat niiden lääketieteelliset sovellukset. 

Bisfosfonaattien aihiolääkkeiden valmistuksessa keskitytään happoryhmän esteröintiin, 

amino- tai hydroksyyliryhmän muokkaamiseen sekä makromolekyylien tai 

lääkeaineiden konjugoimiseen bisfosfonaatteihin. 

Kokeellisen osan tavoitteena oli syntetisoida alendronaatin sappihappokonjugaatteja, 

bisfosfonaattien oraalisen biosaatavuuden parantamiseksi. Kun bisfosfonaatteja 

muokataan rasvaliukoisemmaksi, niiden imeytyminen ja turvallisuus parantuu.  

Aluksi sappihapon karboksyyliryhmä aktivoitiin muuttamalla se anhydridiksi. 

Anhydridin annettiin sitten reagoida natriumalendronaatin kanssa. Tavoitteena oli 

muodostaa amidisidos natriumalendronaatin aminoryhmän ja sappihapon 

karboksyylihapon välille. Spektrien perusteella synteesien uskotaan onnistuneen, mutta 

täydellistä varmuutta ei asiasta saatu.   
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Käytetyt lyhenteet 

 

ADP   Adenosiinidifosfaatti 

ALE   Alendronaatti 

ATP   Adenosiinitrifosfaatti 

BP   Bisfosfonaatti 

DEBP   Dietyylimetyylibisfosfonaatti 

DMF   Dimetyyliformamidi 

DTT  Ditiotreitoli 

FDA   Food and Drug Administration 

FPP   Farnesyylipyrofosfaatti 

GTP   Guanosiinitrifosfaatti 

HA   Hyaluronihappo 

HAP   Hydroksiapatiitti 

in vitro  Tutkimustekniikka, joka suoritetaan elävän organismin tai 

  solun ulkopuolella (kuten esim. koeputkessa tai maljoilla) 

in vivo  Tutkimustekniikka, joka suoritetaan elävässä organismissa 

  tai solussa  

IPP   Isopentenyylipyrofosfaatti 

PBS  Fosfaattipuskuroitu suolaliuos 

PTH   Parathormoni 

TMSBr  Bromitrimetyylisilaani 
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1 Bisfosfonaatit 

Bisfosfonaatit (BP), joita aiemmin kutsuttiin myös difosfonaateiksi, ovat yhdisteitä, 

jotka tunnistaa P-C-P-sidoksesta. Ne ovat pyrofosfaattien kaltaisia yhdisteitä, joissa on 

hiiliatomi happiatomin sijaan (Kuva 1).  

 

Kuva 1. Pyrofosfaatin ja yleinen bisfosfonaattien rakenne. 

Pyro- ja polyfosfaatteja on jo vuosikymmeniä käytetty estämään kalkkeumia, 

lisäaineina pesuaineissa, aktiivisena osana hammaskiveä ehkäisevissä hammastahnoissa 

sekä poistamaan vedessä olevia kalsiumkarbonaattisaostumia. Pyrofosfaatteja ja 

emäksisiä fosfataaseja esiintyy luonnostaan plasmassa, virtsassa, hampaissa ja luussa, 

mutta niitä ei voida käyttää lääkeaineina niiden nopean hajoamisen takia.
1
 

Bisfosfonaatteja on syntetisoitu ensimmäisen kerran jo 1800-luvun lopulla, mutta vielä 

silloin niille ei ollut kaupallista tarkoitusta. Ensimmäisen kerran niitä käytettiin mm. 

pesuaineissa sitomaan kalsiumia ja magnesiumia, mutta lääketieteelliseen käyttöön ne 

tulivat vasta 1960-luvulla. 1960-luvun alussa Procter & Gamblen tutkijat tutkivat 

fluoridin käyttäytymistä hammaskiilteessä ja hammasluussa etsiessään keinoa karieksen 

ehkäisyyn. Tutkimuksissaan he löysivät yhdisteitä, jotka muuttivat happaman fluoridin 

vaikutuksia radikaalisti kiillotetun hammaskiilteen pinnalla. Yhdisteet muuttivat 

fluoridin syövyttävän vaikutuksen ja suurien CaF2-kiteiden muodostumisen 

ultraohueksi, tiiviisti pakatuksi kerrokseksi amorfista CaF2:a. Tämä ohut kerros suojasi 

hammaskiillettä syöpymiseltä säilyttäen kariekselta ehkäisevän vaikutuksensa. Samaan 

aikaan näiden tutkimusten kanssa P&G:ssä tutkittiin kalsiumia kelatoivien tekijöiden 

vaikutusta hammaskiven poistoon. Tämän ja muiden tutkimusten jälkeen aloitettiin 

tutkimusprojekteja bisfosfonaattien kemiallisten ja biologisten ominaisuuksien 

selvittämiseksi. Euroopassa bisfosfonaatit otettiin 1990-luvulla käyttöön 

hyperkalsemian ja syöpäpotilaiden luuongelmien hoitoon.
2-4
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2 Bisfosfonaattien ominaisuuksia 

Bisfosfonaatit ovat erittäin hydrofiilisiä, koska niillä on ionisoituvat 

fosfonaattihapporyhmät rungossaan. Yleisesti ne ovatkin hyvin happamia, ja 

yksinkertaisimmat bisfosfonaatit sisältävät jopa neljä hapanta protonia. 

Fosfonaattiryhmän ensimmäisen protonin pKa-arvo on alle 1, toisen n. 2,5, kolmannen 

välillä 6-7 ja neljännen yli 10. Jos keskushiilessä toisena R-ryhmänä on 

hydroksyyliryhmä, sen protoni on erittäin heikosti hapan eikä se deprotonoidu pH:n 

ollessa alle 13. Bisfosfonaattirunkoa voidaan muokata monin eri tavoin. Fosfaattiryhmiä 

voidaan muokata esimerkiksi esteröimällä ja keskushiileen kiinnittyneisiin kahteen 

muuhun ketjuun voidaan liittää melkein minkälaisia hiiliketjuja tahansa. P-C-P-sidokset 

kestävät kuumuutta ja useimpia kemiallisia reagensseja, mutta ovat myös täysin 

resistenttejä entsymaattiselle hydrolyysille. UV-valon vaikutuksesta ne voivat kuitenkin 

hydrolysoitua. 
2, 3, 5, 6

  

Bisfosfonaateilla on suuri affiniteetti metallikationeita, kuten esimerkiksi kalsiumia 

kohtaan. Bisfosfonaatit voivat sitoa kationeja kaksi- ja kolmihampaisesti (Kuva 2).  

 

Kuva 2. Bisfosfonaattien kaksi- ja kolmihampainen sitoutuminen. 

Kolmihampainen sitoutuminen on voimakkaampaa. Metallikationien kanssa 

bisfosfonaatit voivat muodostaa sekä liukenevia että liukenemattomia komplekseja ja 

yhdistelmiä riippuen liuoksen pH:sta ja metallikationista. Bisfosfonaattien luuhun 

kiinnittyminen tapahtuu näiden kaksi- ja kolmihampaisten sitoutumisten ansiosta ja 

näiden on oletettu olevan vastuussa myös niiden fysikokemiallisista ominaisuuksista, 

joista tärkeimpänä pidetään kalsiumkiteiden kasvun estoa. Luuhun kiinnittyminen on 

edellytys antiresorptiiviselle aktiivisuudelle, vaikkakin kahdella saman luuhun 

kiinnitymisaffiniteetin omaavalla bisfosfonaatilla voi olla huomattavan erilaiset 

antiresorptiiviset ominaisuudet.
1-3
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Bisfosfonaatteja on tutkittu paljon, koska niiden on huomattu vaikuttavan ihmisten ja 

eläinten luihin. Jokaisella bisfosfonaatilla on oma fysikokemiallinen ja biologinen 

profiilinsa. Biologisissa systeemeissä bisfosfonaatit sitoutuvat kemiallisesti kalsiumiin, 

jota on luiden ja hampaiden hydroksiapatiitissa, sekä pehmeiden kudosten 

kalkkeutumiin. Kiinnittymällä luiden hydroksiapatiittikiteisiin bisfosfonaatit estävät 

sekä luiden kasvua, että niiden liukenemista.
2, 3, 7

 

Bisfosfonaatit voidaan jaotella eri tavoin. Yleisesti ne jaotellaan sen mukaan, sisältääkö 

yhdiste typpiatomin vai ei. Joskus ne jaotellaan myös sen mukaan, minkä sukupolven 

lääkeaineita ne ovat tai miten ne vaikuttavat luuhun. Bisfosfonaattien antiresorptiiviset 

ominaisuudet 100-kertaistuvat sukupolvien välillä in vitro, mutta vain 10-kertaistuvat in 

vivo. Bisfosfonaattien biologinen aktiivisuus riippuu paljon hiiliatomin kahdesta 

sivuketjusta (Kuva 3). 

 

Kuva 3. Bisfosfonaattien aktiiviisuus. 

Luuhun kiinnittyminen tapahtuu P-C-P-sidoksen kautta. Kiinnittymistä parantaa, mikäli 

toinen sivuketju on hydroksyyliryhmä tai primäärinen aminoryhmä, koska tämä 

mahdollistaa kolmihampaisen konfiguraation ja tehokkaamman sitoutumisen Ca
2+

-

ioniin. Toisen sivuketjun rakenne ja kolmiulotteinen konfiguraatio määräävät 

bisfosfonaatin vaikutuksen soluihin ja niiden inhibointitehokkuuden luun resorptiolle. 

Kun toisen sivuketjun alkyyliketjuun lisätään primäärinen typpiatomi, molekyylin 

antiresorptiivinen vaikutus satakertaistuu. Yhdisteissä, joiden alkyyliketjuissa on 

tertiäärinen typpiatomi, vahvuus on moninkertaistunut vielä lisää. Tämän päivän 

lupaavimpia bisfosfonaatteja ovat ne, joissa on typpiatomi heterosyklisessä renkaassa.
2-

4, 8
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3 Bisfosfonaattien vaikutustapa 

Luun koostumuksesta n. 65 % on mineraalia, hydroksiapatiittia. Noin 35 % on erilaista 

väliainetta, joka suurimmaksi osaksi on kollageenia. Näiden lisäksi luu sisältää erilaisia 

soluja ja vettä. Tietyillä aineilla, kuten bisfosfonaateilla, on erityinen affiniteetti 

kalsiumvajaaseen apatiittiin, jota esiintyy luun mineraaleissa. Apatiitti käsittää tässä 

tapauksessa yleisesti ne ainekset, jota luussa esiintyy, kuten fosfaatin, sitraatin, 

karbonaatin, natriumin, magnesiumin, fluoridin ja strontiumin. Ne joko sisältyvät luun 

kiderakenteeseen tai absorboituvat siihen (Kuvat 4 ja 5).
2
 

 

 

Kuva 4. Kuvasuurennos luun rakenteesta.
9
 

 

Kuva 5 . Kuva kollageenin ja hydroksiapatiitin rakenteista ja vuorovaikutuksesta.
10

 

Bisfosfonaatit pienentävät aktivaatiotaajuutta, eli taajuutta jolla uuden luun uudet 

rakennusyksiköt saadaan aikaan. Toisessa vaikutustavassa bisfosfonaatit kiinnittyvät 

luun pintaan ja vapautuvat osteoklastien, luun syöjäsolujen muodostamassa happamassa 

ympäristössä. Kun bisfosfonaatit saavuttavat osteoklastit, ne saavat osteoklastin 

entsyymien tuotannon pienenemään, mikä estää osteoklastien luun resorption. 
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Bisfosfonaatit indusoivat myös osteoklastien apoptoosia. In vitro-testeissä bisfosfonaatit 

estävät erilaisten toimenpiteiden indusoimaa luun resorptiota solu- ja kudosviljelyissä. 

Bisfosfonaatit vähentävät luiden hajoamista mm. pitkissä luissa ja vastasyntyneiden 

lasten kalloissa.
2, 4

 

  



 

6 

 

4 Bisfosfonaattien käyttö 

4.1 Bisfosfonaattien lääketieteellinen käyttö 

Bisfosfonaatteja käytetään erilaisten tuki- ja liikuntaelinsairauksien hoitoon, kuten 

esimerkiksi osteoporoosin, Pagetin taudin ja lihaksen luutumismuutoksen (luutuva 

myosiitti) hoitoon sekä syöpien luustometastaasien estämiseen. Menopaussin 

aiheuttama estrogeenitason lasku indusoi luukatoa kahdella kolmesta naisesta. 

Estrogeenihoitoa voitaisiin käyttää menopausaalisen luukadon hoitoon, mutta sillä on 

havaittu olevan muita ikäviä sivuvaikutuksia, kuten epänormaalia vuotoa kohdussa ja 

rinta- tai kohtusyövän kehittymistä. Pagetin taudissa ilmenee paikallisia luuston 

rakennehäiriöitä. Normaali luunmuodostus häiriintyy ja syntyy muusta luusta erottuvaa 

poikkeavaa luuta. Lihaksen luutumismuutos kehittyy yleensä ajan kuluessa sen jälkeen, 

kun esimerkiksi reisi on saanut ruhjeen tai iskun. Oireisiin kuuluu mm. kova kipu 

lihaksessa urheilusuorituksen aikana. Urheilijan liikerata jalassa on rajoittunut ja syvällä 

lihaksessa voi tuntua kova patti. Luun kasvu voidaan havaita ja varmistaa röntgenin 

avulla. Neljä eniten käytettyä bisfosfonaattia ovat alendronaatti, etidronaatti, 

ibandronaatti ja risedronaatti.
11-15

 

Bisfosfonihappojen johdannaisia käytetään myös hammaslääketieteessä.
16

 Itse-

etsautuvilla aineilla saadaan aikaan luja sidos vahvistavan komposiitin ja 

hammasaineksen välille. Ne ovat yleensä vesipohjaisia liuoksia, jotka pohjautuvat 

happamiin monomeereihin. Itse-etsautuvia sidosaineita käytetään hammaskiilteen ja 

luun etsaamiseen. Sidosaineet sisältävät myös kemiallisia sidoksia muodostavia 

monomeereja, jotka kopolymeroituvat happamien polymeerien kanssa muodostaen 

liukenemattoman matriisin.  

Bisfosfonaattilääkitys perustuu lääkeaineen hakeutumiseen luuhun ja kalsiumin 

sitoutumiseen siihen. Huonoin puoli bisfosfonaattien käytössä on niiden erittäin huono 

imeytyminen ruoansulatuskanavasta. Imeytyminen tapahtuu passiivisella diffuusiolla. 

Vain n. 1 % suun kautta annostellusta bisfosfonaatista imeytyy ja imeytymistä heikentää 

kalsiumin tai raudan samanaikainen läsnäolo. Siksi ateriointia ja maitotuotteiden 

käyttöä samanaikaisesti lääkkeen kanssa ei suositella. Kahvin tai appelsiinimehun 

juominen voi vähentää imeytymistä jopa 50 %. Suonensisäisesti biosaatavuus voi olla 

jopa 100 %. Absorboituneesta bisfosfonaatista 50 % imeytyy luuhun 12-24 tunnin 

aikana. Bisfosfonaatit, jotka eivät kiinnity luuhun, poistuvat elimistöstä munuaisten 
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kautta. Parantamalla bisfosfonaattien rasvaliukoisuutta lääkkeen imeytyminen paranisi. 

Bisfosfonaatit annetaan yleensä injektiona suoneen, koska lihakseen tai ihon alle 

injektoidessa voi ilmetä paikallista nekroosia. Suun kautta nautittuna bisfosfonaattien 

aiheuttama luun resorption vähentyminen havaitaan kolmen kuukauden kuluessa. 

Suonensisäisesti käytettynä suppressio voidaan havaita vielä nopeammin. 

Absorboitumisen jälkeen bisfosfonaatit poistuvat nopeasti verenkierrosta 

puoliintumisajan ollessa ≤ 1h. Puolet bisfosfonaateista erittyy virtsaan ja puolet 

kiinnittyy luuhun, jossa puoliintumisaika voi olla yli vuoden.
4, 5, 8, 17-19

 

Bisfosfonaatit voivat muodostaa erilaisia metallisuoloja ja -komplekseja 

ruoansulatuskanavassa, mikä on yksi syy bisfosfonaattien erittäin heikkoon 

imeytymiseen. Osteoporoosin hoidossa imeytyminen vaihtelee tapauskohtaisesti ollen 

kuitenkin alle yhden prosentin. Kliinisesti imeytyminen on tehokasta, koska 

osteoporoosia hoidetaan kroonisesti ja suurin osa absorboituneesta lääkkeestä kiinnittyy 

luuhun.
17

 

Typpeä sisältäviä bisfosfonaatteja on käytetty myös radionukleotidien kuljettajina, kun 

on kehitelty uusia sovelluksia luun kuvantamiseen. Tällöin bisfosfonaatti kiinnittyy 

teknetiumin isotooppiin, joka emittoi gammasäteilyä. Ensimmäinen teknetiumyhdiste, 

joka oli pelkistetyn teknetiumin ja natriumtripolyfosfaatin kompleksi, otettiin käyttöön 

1971. Tämän jälkeen yhdiste kehittyi pitkäketjuiseksi, lineaariseksi polyfosfaatiksi ja 

tästä edelleen pyrofosfaatiksi. Poly- ja pyrofosfaatit hajoavat kuitenkin herkästi 

entsyymien, kuten fosfataasien vaikutuksesta, jolloin teknetium vapautuu kompleksista. 

Varsin nopeasti alettiinkin kehitellä yhdistettä, jossa bisfosfonaatti korvaisi käytetyn 

pyrofosfaatin. Tämän Tc-BP-yhdisteen huomattiin poistuvan verestä nopeammin ja sitä 

kerääntyi luuhun enemmän.
2, 6, 17, 20

    

Suomessa bisfosfonaattilääkityksessä käytetään neljää bisfosfonaattia, joista kolme on 

tablettimuodossa ja yksi suoneen annettavassa muodossa. Suomessa käytettävät 

bisfosfonaatit ovat lääkenimiltään: Aclasta, Alendronat ratiopharm, Bonasol, Fosamax, 

Fosavance, Bonviva, Ibandronat ratiopharm, Optinate, Risedronat Sandoz/Teva ja 

Vionate. Tablettimuodossa käytettäviä bisfosfonaatteja ovat alendronaatti, risedronaatti 

ja ibandronaatti, joista alendronaattia voi saada oraaliliuoksenakin. Suoneen 

annettavassa muodossa Suomessa käytetään tsoledronaattia. Taulukossa 1 on esitetty 

Suomessa käytettävien bisfosfonaattien käyttökohteet ja annostelu.
21-32
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 Taulukko 1. Bisfosfonaattien käyttökohteita 

Vaikuttava aine Vaihdevuuosien 

jälkeinen 

osteoporoosi 

Miesten 

osteoporoosi 

Pagetin 

tauti 

Luustoon 

levinnyt 

rintasyöpä 

Natriumrisedronaatti  

1 tabletti/vko, 35 mg 

● ●   

Natriumibandronaattimonohydraatti 

1 tabletti/kk, 150 mg 

● 

(Tavallista 

suurempi 

murtumisriski) 

   

Natriumibandronaattimonohydraatti 

1 tabletti/vrk, 50 mg 

   ● 

Natriumalendronaattitrihydraatti  

1 tabletti/vko, 70 mg 

+ 70/140 mg D3-vitamiinia 

●  

(D-vitamiinin 

puutteen vaara) 

   

Natriumalendronaattitrihydraatti 

100 ml:n oraaliliuos, 70 mg 

●    

Tsoledronaatin monohydraatti 

100 ml:n suonensisäinen liuos, 5 mg 

(kerran vuodessa) 

● ● ●  

 

 

4.2 Haittavaikutukset 

4.2.1 Yleiset ja lyhyen ajan haittavaikutukset 

Suun kautta otetun bisfosfonaattihoidon alkuvaiheessa yleisin sivuvaikutus on ylemmän 

ruoansulatuskanavan ongelmat. Nämä johtuvat ruokatorvessa esiintyvästä tulehduksesta 

tai turpoamisesta. Tämä johtuu yleensä siitä, ettei potilas ole pystynyt pitämään 

pystysuoraa istuma-asentoa lääkityksen aikana tai on nauttinut liian vähän vettä. 

Ruoansulatuskanavan oireet ovat yleisiä sivuvaikutuksia mm. etidronaatilla, 

klodronaatilla, pamidronaatilla ja alendronaatilla. 
4, 18

  

Yhdellä kolmesta potilaasta voi esiintyä ohimenevää akuutin faasin reaktioita, kuten 

infektioita, 24-72 tunnin ajan ensimmäisen infuusion  jälkeen. Tällöin oireina ovat mm. 

kuume, lihassärky ja nivelkipu. Toisella infuusiokerralla oireita saa yksi 15:stä ja 
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kolmannella kerralla yksi 35:stä. Tämä on kuitenkin harvinaisempaa suun kautta 

nautittavien bisfosfonaattien kohdalla.   

Muita yleisiä haittavaikutuksia ovat kuume, huimaus, sumentunut näkökyky, punaiset 

tai ärtyneet silmät sekä päänsärky.
33

 Bisfosfonaattien aiheuttama kuume on yleensä 

lievää ja ilmenee vain suonensisäisesti annetun lääkkeen jälkeen. Kuume voi kestää 

muutamia tunteja. 

 

4.2.2 Harvinaiset ja pitkän ajan haittavaikutukset 

Kaikkien bisfosfonaattien mahdolliseksi haittavaikutukseksi on listattu kipu tuki- ja 

liikuntaelimissä.
18

 FDA (Food and Drug Administration) on kuitenkin tarkentanut, että 

bisfosfonaatit voivat aiheuttaa vakavia ja jopa työkyvyn vieviä luu-, nivel- tai 

muskuloskeletaalikipuja, jotka voivat ilmetä jossain vaiheessa bisfosfonaattihoidon 

aloittamisen jälkeen. Riskitekijöitä tähän ei tunneta.  

Hypokalsemiassa veren kalsiumpitoisuus on vähentynyt.
34

 Tilapäistä hypokalsemiaa 

johtuen sekundäärisestä hyperparatyroosista on havaittu bisfosfonaatteja käyttävillä 

potilailla, mutta sen vaikutuksia on aliarvioitu. Hyperparatyroosi on lisäkilpirauhasen 

ulkopuolinen sairaus, joka saa lisäkilpirauhaset suurentumaan ja aktivoitumaan. Usein 

tämän saa aikaan munuaisvaurio, jolloin munuaiset eivät pysty poistamaan fosforia 

verestä ja tuottamaan tarpeeksi D-vitamiinia. Fosforin kasvanut määrä veressä saa 

kalsiumin määrän vähenemään, mikä stimuloi edelleen lisäkilpirauhasta tuottamaan 

lisäkilpirauhashormonia, parathormonia (PTH). Tämä taas aiheuttaa rauhasten kasvun. 

Sairauden edetessä lisäkilpirauhaset eivät enää reagoi normaalisti kalsiumiin ja D-

vitamiiniin. Sekundäärisen hyperparatyroosin alkuvaiheessa veren kalsiumpitoisuudet 

ovat joko normaalit tai matalat, mutta PTH-pitoisuus on korkea. Kun sairaus pahenee, 

munuaisten hoitoon aloitetut hoitotoimenpiteet voivat johtaa epänormaalin korkeaan 

kalsiumpitoisuuteen. Korkeat PTH-pitoisuudet aiheuttavat mm. anemiaa ja luiden 

heikkenemistä. Näistä syistä johtuen kaikkien bisfosfonaattihoidon aloittavien 

potilaiden riittävä kalsiumin ja D-vitamiinin saanti tulisi turvata.   

Suun kautta otettaviin bisfosfonaatteihin liittyy myös suurentunut riski sairastua 

ruokatorven syöpään.
18

 Alendronaatin hyväksymisestä vuodesta 1995 vuoteen 2008 

FDA vastaanotti USA:ssa 23 raporttia, joissa todettiin potilaiden sairastuneen 
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ruokatorven syöpään. Heidän tapauksissaan lääkkeiden käytön alkamisen ja syövän 

toteamisen välillä oleva mediaaniaika oli 2,1 vuotta. Euroopassa ja Aasiassa tapauksia 

oli yhteensä 31 ja mediaaniaika toteamiselle 1,3 vuotta. Suurella osalla tapauksista oli jo 

todettu Barretin ruokatorvioireyhtymä, joka on refluksitautia sairastaville kehittyvä tila. 

Sen tiedetään olevan ruokatorven syövän riskitekijä.  

Myös leuan luukuolio raportoitiin yhdeksi vakavista, mutta erittäin harvinaisista 

haittavaikutuksista vuonna 2003. Sitä havaitaan yleensä potilailla, joita on hoidettu 

antamalla bisfosfonaattilääkitys suonensisäisesti suurina määrinä. Bisfosfonaatteja 

käyttävien potilaiden tulee käydä säännöllisesti hammastarkastuksissa, koska 

osteonekroosia voidaan estää hoitamalla mahdolliset hammastulehdukset välittömästi.
18, 

33, 35 
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5 Ei-typpeä sisältävät bisfosfonaatit ja niiden vaikutusmekanismi 

Ei-typpeä sisältävät bisfosfonaatit luokitellaan ensimmäisen sukupolven 

bisfosfonaateiksi. Luun hajotuksen aikana osteoklastien alla oleva solunsisäinen tila 

happamoituu osteoklastien vakuolityyppisten protonipumppujen toimesta. 

Protonipumput sijaitsevat osteoklastien solukalvon ryppyisellä puolella. pH:n ollessa 

hapan, hydroksiapatiittia liukenee luusta ja se lisää bisfosfonaattien liukenemista 

hydroksiapatiitista samalla, kun proteolyyttiset entsyymit hajottavat solun ulkopuolista 

luumateriaalia. Ei-typpeä sisältävät bisfosfonaatit endosytoituvat osteoklasteihin, 

luultavasti kalsiumin ja luun orgaanisen matriisin proteiinien kanssa kompleksina ja 

metaboloituvat sytotoksisiksi ATP-analogeiksi (Kuva 6).
4, 36

  

 

Kuva 6. Klodronaatin metaboloituminen ATP-analogiksi. 

 

Analogit häiritsevät mitokondrioiden ADP/ATP-translokaasia, mikä estää osteoklastien 

toimintoja ja johtaa apoptoosiin (Kuva 7). 
2, 37-39
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Kuva 7 . 1. Bisfosfonaatit kiinnittyneinä luuhun. 2. Bisfosfonaatit siirtyvät endosytoosin 

kautta osteoklastin sisälle resorption aikana. 3. Osteoklastin resorptiivinen toiminta 

lakkaa.  4. Osteoklastin apoptoosi.  

 

5.1 Ensimmäisen sukupolven bisfosfonaatit 

5.1.1 1-Hydroksietylideenibisfosfonaatti 

 

Kuva 8. Etidronihappo. 

Ensimmäinen lääkekäytössä ollut bisfosfonaatti oli etidronaatti (Kuva 8), jota käytettiin 

lapsen lihaksen kalkkeutumien hoitoon. Se on lääkeainekäytössä dinatriumsuolanaan. 

Sen biosaatavuus on 3-7 %. Jatkuvasti käytettynä etidronaatti heikentää kuitenkin uuden 

luun mineralisoitumista. Hoidon jaksottaminen kahden viikon kuureiksi kolmen 

kuukauden välein on osoittautunut tehokkaaksi. 
3, 4
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5.1.2 Dikloorimetyylibisfosfonaatti 

 

Kuva 9. Klodronihappo. 

Klodronaatin (Kuva 9) biosaatavuus on 1-2 %. Klodronaattia käytetään osteoporoosin 

hoidossa sekä suun kautta otettuna että suonensisäisesti. Suonensisäisesti sitä käytetään 

jaksottaisesti annosteltuna kolmen viikon välein, suun kautta otettuna joko jaksollisesti 

25 päivän ajan joka kolmas kuukausi tai päivittäin. Kaikkien kolmen annostelutavan on 

todettu kasvattavan luun tiheyttä merkittävästi. Klodronaatin on todettu olevan 

suhteellisen turvallinen, koska sillä ei ole todistettu olevan sivuvaikutuksia. 
4, 40, 41

 

 

5.1.3 Hydroksimetyleenibisfosfonaatti 

 

Kuva 10.  Oksidronihappo. 

Oksidronaatissa eli hydroksimetyleenibisfosfonaatissa (Kuva 10) toinen hiilessä kiinni 

oleva ryhmä on hydroksyyliryhmä ja toinen on vetyatomi. Sitä käytetään 

luunkuvantamisessa yhdessä teknetiumin kanssa. Sitä voidaan antaa myös 

suonensisäisesti.
42
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5.1.4 4-Kloorifenyylitiometyylibisfosfonaatti 

 

Kuva 11. Tiludronihappo. 

Tiludronaatin (Kuva 11) biosaatavuus on 6 %. Tiludronaattia käytetään Pagetin taudin 

hoidossa. 
2, 4
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6 Typpeä sisältävät bisfosfonaatit ja niiden vaikutusmekanismi 

Typpeä sisältävien bisfosfonaattien biosaatavuus on yleisesti alle 1 %. Typpeä 

sisältävien bisfosfonaattien spesifinen farmakologia johtuu niiden kalsiumin 

adsorptiosta ja kelatoivista ominaisuuksista. Nämä bisfosfonaatit toimivat 

farmakologisesti inhiboimalla farnesyylipyrofosfaattisyntaasientsyymiä. FPPS on 

vastuussa mevalonihapon metaboliasta. (Kuva 12).   

 

 

Kuva 12. FPPS:n inhibointi.  

 

Kaikki bisfosfonaatit sitoutuvat FPPS-entsyymiin bisfosfonaatin fosfonaattiosalla, joka 

sitouu FPPS-entsyymin asparagiinirikkaaseen osaan magnesiumionin kautta (Kuva 13). 

 

Kuva 13. Risedronaatin ja tsoledronaatin sitoutuminen FPPS-entsyymiin
39

.  
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Tehokkaimmat typpeä sisältävät bisfosfonaatit muodostavat vetysidoksia bisfosfonaatin 

typestä treoniinin hydroksyyliryhmään ja lysiinin karbonyyliryhmään (Kuva 14).
39

  

 

Kuva 14. Alendronaatin vetysitoutuminen a) treoniiniin b) lysiiniin. 

 

Mevalonaattireitin pääasiallinen tarkoitus on kolesterolin tuottaminen. Ensimmäiset 

vihjeet tästä inhiboivasta vaikutustavasta saatiin vuonna 1992, kun Aminin työryhmä 

selvitti kolesterolin biosynteesin inhiboijia. He huomasivat, että aminobisfosfonaateista 

ibandronaatti ja inkadronaatti inhiboivat skvaleenin ja mahdollisesti muidenkin 

mevalonihapon synteesiin liittyvien entsyymien synteesiä. FPPS:n inhibointi johtaa 

isoprenoidilipidien, kuten farnesyylipyrofosfaatin ja geranyyligeranyylipyrofosfaatin 

vähentyneeseen tuotantoon, proteiiniprenylaation pienenemiseen sekä 

isopentenyylipyrofosfaatin (IPP) kerääntymiseen. Useiden GTPaasien tulee prenyloitua, 

jotta ne voivat hakeutua kohti solukalvoa ja aktivoitua. GTPaasien aktiivisuutta 

inhiboimalla ja prenyloitumista estämällä bisfosfonaatit häiritsevät solun toimintoihin, 

kuten migraatioon ja profilaatioon erikoistuneita solunsisäisiä prosesseja ja estävät näin 

osteoklasteja selviytymästä. IPP:n kumuloituminen aktivoi γ,δ-T-soluja ja laukaisee 

akuutin faasin reaktion. T-soluja on runsaimmin ruoansulatuskanavan limakalvoilla. 

Bisfosfonaatit vaikuttavat pääasiassa osteoklasteihin, mutta tuoreimmat tutkimukset 

ovat osoittaneet niiden vaikuttavan myös muihin solutyyppeihin, kuten osteoblasteihin, 

osteosyytteihin tai T-lymfosyytteihin.  
43-48

 

Typpeä sisältävillä bisfosfonaateilla on myös toinen vaikutusmekanismi. FPPS:n 

inhiboituessa ja IPP:n kumuloituessa IPP:stä muodostuu aminoasyyli-tRNA-

syntetaasientsyymin avulla ApppI-molekyyliä. Tämä on ATP-analogi, mutta ei 
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kuitenkaan metaboliitti, sillä sen rakenteessa ei ole bisfosfonaattia. ATP-analogit  

indusoivat osteoklastien apoptoosia. ApppI:n uskotaan muodostuvan 

adenosiinimonofosfaatin ja IPP:n  kondensoituessa.
36, 39, 49

 

 

6.1 Toisen sukupolven bisfosfonaatit 

Toisen sukupolven bisfosfonaateiksi luetaan ne typpeä sisältävät bisfosfonaatit, jotka 

eivät sisällä typpeä sisältävää heterorengasta rakenteessaan. 

 

6.1.1 (4-Amino-1-hydroksibutylideeni)bisfosfonaatti 

 

Kuva 15. Alendronihappo. 

Lääkeaineena alendronaatti (Kuva 15) on natriumsuolamuodossa. Se on yhdessä 

pamidronaatin kanssa aktiivisimpia kliinisessä käytössä olevia lääkeaineita. Sen 

biosaatavuus suun kautta on vain 0,75 %.
2, 17, 41, 42

 

Alendronaatti oli vuonna 1999 Yhdysvalloissa ainoa FDA:n hyväksymä bisfosfonaatti 

osteoporoosin hoitoon.
4
 Sen päivittäinen annostus oli 5 mg luukadon estämiseksi 

menopausaalisilla naisilla ja 10 mg jo edenneen osteoporoosin hoitoon. Yhden 

kolmivuotisen tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää murtumien riskiä alendronaattia 

käytettäessä. Tutkimukseen osallistui yli 2000 naista, mutta koe keskeytettiin hyvin 

aikaisessa vaiheessa, koska tulokset olivat jo siinä vaiheessa merkittävät - riski 

murtumille oli pudonnut puoleen. Alendronaattia ei tulisi antaa potilaille, jotka eivät 

pysty annoksen ottamisen aikana olemaan pystysuorassa asennossa tai joilla on 

ylemmän ruoansulatuskanavan tai ruokatorven oireita. 10 % lääkityksen aloittajista ei 

pysty jatkamaan lääkitystä.  
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6.1.2 (6-Amino-1-hydroksiheksylideeni)bisfosfonaatti ja (3-amino-1-

hydroksipropylideeni)bisfosfonaatti 

 

Kuva 16. Neridroni- ja pamidronihappo. 

Lääkeaineena neridronaatti (Kuva 16) on mononatriumsuolamuodossa. Neridronaatin 

on huomattu tehoavan myös CRPS-oireiden, eli monimuotoisen alueellisen 

kipuoireyhtymän hoitoon. Neridronaatti oli testilääkekäytössä CRPS-tyypin I hoitoon ja 

vuoden käytön jälkeen potilaiden oireet olivat hävinneet.
42, 50, 51

 

Pamidronaatin (Kuva 16) lääkeaine on dinatriumsuolamuodossa. Pamidronaatin 

biosaatavuus on vain 0,3-0,48 %. Pamidronaattia on käytetty mm. pahanlaatuisen 

hyperkalsemian ja Pagetin taudin hoitoon. Suun kautta otettavaa lääkettä otetaan joko 

150 mg:n tai 300 mg:n annoksina. Päivittäisen annostelun on todettu kasvattavan 

luutiheyttä selkärangassa. Suun kautta annettuna pamidronaatti aiheutti kuitenkin 

sivuvaikutuksia ruokatorvessa, minkä vuoksi sitä siirryttiin antamaan suonensisäisesti 

niille osteoporoosipotilaille, jotka eivät pystyneet käyttämään lääkettä suun kautta. 30 

mg:n annoksen annostelu tapahtuu 1-2 tunnin aikana joka kolmas kuukausi. Sekä suun 

kautta nautittavan, että suonensisäisesti annettavan pamidronaatin on todettu auttavan 

kortikosteroidin aiheuttaman osteoporoosin hoidossa. 
4, 42, 52

   

 

6.1.3 (3,3-Dimetyyliamino-1-hydroksipropylideeni)bisfosfonaatti ja [1-

hydroksi-3-(metyylipentyyliamino)propylideeni]bisfosfonaatti  

 

Kuva 17. Olpadroni- ja ibandronihappo. 
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Lääkeaineena olpadronaatti (Kuva 17) on dinatriumsuolamuodossa. Olpadronaatin 

biosaatavuus on 2-4 %. Suun kautta nautittuna olpadronaattia siedetään yleensä 5-10 

kertaa suurempina annoksina kuin alendronaattia. Olpadronaatin typessä kiinni olevat 

kaksi metyyliryhmää saavat sen vesiliukoisuuden kahdeksankertaiseksi alendronaattiin 

ja pamidronaattiin verrattuna. Olpadronaatin rakenteessa ei myöskään ole terminaalista 

aminoryhmää, minkä vuoksi sillä ei ole ruokatorveen ja ruoansulatuskanavaan 

kohdistuvia sivuvaikutuksia. 
42, 53

 

Ibandronaattia (Kuva 17) käytetään sen natriummonohydraattimuodossa. Ibandronaattia 

käytetään post-menopausaalisten naisten osteoporoosin ehkäisyyn. Ibandronaattia 

voidaan käyttää suun kautta otettavana lääkkeenä, jolloin se imeytyy nopeasti, tai 

suonensisäisesti. Ibandronaatin biosaatavuus suun kautta on 0,63 %.
42, 54 

 

6.1.4 (Sykloheptyyliamino)metyylibisfosfonaatti 

 

Kuva 18. Inkadronihappo. 

Lääkeaineena inkadronaatti (Kuva 18) on dinatriumsuolamuodossa. Inkadronaatti on 

240 kertaa tehokkaampi kuin etidronaatti ja neljä kertaa tehokkaampi kuin 

alendronaatti, mutta vain kymmenes- tai sadasosan siitä, mitä kolmannen sukupolven 

bisfosfonaatit tsoledronaatti ja risedronaatti. Inkadronaatilla on sytotoksisia vaikutuksia 

osteoklasteihin, joten sitä ei pidetä turvallisena lääkekäytössä. 
42, 55-57 
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6.2 Kolmannen sukupolven bisfosfonaatit  

Kolmannen sukupolven bisfosfonaateiksi luetaan ne typpeä sisältävät bisfosfonaatit, 

joissa on typpeä sisältävä heterorengas. 

 

6.2.1 [1-Hydroksi-2-(imidats-1-yyli)etylideeni]bisfosfonaatti 

 

Kuva 19. Tsoledronihappo. 

Tsoledronaattia (Kuva 19) käytetään lääkeaineena monohydraattimuodossa. 

Tsoledronaatti oli Suomessa hammaslääkäreiden vuonna 2013 haittavaikutuksista eniten 

raportoima bisfosfonaatti. Tsoledronaattia käytetään hyperkalsemian hoidossa ja syövän 

kemoterapiassa luuvaurioiden hoitoon. Sitä pidetään bisfosfonaateista 

käyttökelpoisimpana, koska sen pitoisuus on maksimissaan heti tiputuksen jälkeen. 

Tablettimuodossa vastaavaan pitoisuuteen päästään vasta useamman kuukauden 

lääkinnän jälkeen.  Tsoledronaatti hidastaa luun hajoamista ja laskee luista vereen 

vapautuvan kalsiumin määrää. Suun kautta sen biosaatavuus on <1 %, kun 

suonensisäisesti se voi olla jopa 100 %. 
19, 42, 58-61
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6.2.2 [1-Hydroksi-2-imidatso(1,2a)-pyridin-3-yylietylideeni]-

bisfosfonaatti ja [1-hydroksi-2-(3-pyridinyyli)etylideeni]-

bisfosfonaatti  

 

Kuva 20. Minodroni- ja risedronihappo. 

Lääkeaineena minodronaatti (Kuva 20) on käytössä monohydraattimuodossa. Sillä on 

vastaavat tai suuremmat luun antiresorptiiviset vaikutukset kuin tsoledronaatilla, mutta 

myös vastaavat tai suuremmat tulehdusta ja nekroosia aiheuttavat sivuvaikutukset. 

Tutkimukset ovat kuitenkin osoittaneet, että kun typpeä sisältäviä bisfosfonaatteja 

käytetään hoidossa yhdessä ei-typpeä sisältävien bisfosfonaattien kanssa, ne voivat 

pienentää tai estää tulehduksellisia sivuvaikutuksia. Minodronaatilla on myös kipua 

lievittäviä ominaisuuksia. 
62, 63

 

Risedronaatin (Kuva 20) biosaatavuus on 0,65 %. Risendronaatti vaikuttaa 

kasvattamalla osteoklastien solukuolemien määrää. Risedronaattihoidolla voidaan 

vähentää murtumien riskiä osteoporoosia sairastavilla. Sitä käytetään myös Pagetin 

taudin hoidossa. 
64, 65 
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7 Bisfosfonaattien valmistus 

7.1 Bisfosfonihappojen valmistus karboksyyli- ja aminohapoista 

1-Hydroksibisfosfonihappojen valmistuksessa on kaksi pääasiallista synteesireittiä. 

Ensimmäinen, suora synteesireitti perustuu kondensaatioreaktioon, jossa 

karboksyylihappo reagoi fosforihapon ja fosforitrikloridin, fosforipentakloridin tai 

fosforioksikloridin seoksen kanssa. Tämän jälkeen seuraa hydrolyysi joko vedellä tai 

suolahapolla (Kuva 21).
66, 67

  

  

Kuva 21. 1-Hydroksietylideenibisfosfonaatin synteesi etikkahaposta.  

Nämä fosfonihapot valmistetaan erilaisissa liuottimissa, kuten klooribentseenissä, 

sulfolaanissa, ioniliuoksissa tai difenyylieetterissä. Näissä liuottimissa seokseen 

muodostuu kuitenkin sakkaa, eikä se sekoitu tasaisesti. Nämä liuottimet toimivat 

laboratoriotasolla, mutteivät suurissa mittakaavoissa, minkä vuoksi niiden sijaan 

käytetään metaanisulfonihappoa. Metaanisulfonihappoa käytettäessä vältetään 

saostuminen, mutta saantoprosentit jäävät alhaisiksi. Metaanisulfonihapon määrä 

tuleekin pitää pienenä, jotta reaktio ei etenisi liian nopeasti. Reaktioseos pysyy 

nestemäisenä konsentraation ollessa 2,5 M. Tämä mahdollistaa myös karboksyylihapon 

täydellisen konversion bisfosfonaatiksi. Adiabaattisissa olosuhteissa tämä reaktio 

muuttuu itsestään lämpiäväksi +85 °C:n lämpötilassa ja  kontrolloimattomaksi >+140 

°C:ssa. Reaktio etenee kuitenkin loppuun +55 °C:ssa kolmessa päivässä ja +65 °C:n 

lämpötilassa yön yli refluksoitaessa. 
66, 68

 

Amino-1-hydroksibisfosfonihappoja voidaan valmistaa samalla menetelmällä käyttäen 

lähtöaineena haluttua aminohappoa (Kuva 22).
68

 

 

Kuva 22. (4-Amino-1-hydroksibutylideeni)bisfosfonaatin synteesi 4-aminovoihaposta. 
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Aminohappo, fosforihappo ja metaanisulfonihappo laitetaan kolviin ja reaktioseosta 

kuumennetaan typpi-ilmakehässä +65 °C:seen. Sen jälkeen seokseen lisätään 

fosforitrikloridi 20 minuutin aikana ja seoksen annetaan sekoittua 16-20 h. Väritön liuos 

jäähdytetään +25 °C:seen ja reaktio sammutetaan 0-5 °C:lla vedellä voimakkaasti 

sekoittaen. Kolvi huuhdotaan vielä vedellä ja yhdistettyjä seoksia refluksoidaan viisi 

tuntia. Seoksen annetaan jäähtyä +20 °C:seen minkä jälkeen sen pH säädetään arvoon 

1,8 50 % NaOH-liuoksella. Seosta sekoitetaan 0-5 °C:ssa vielä kaksi tuntia. Tuote 

kiteytyy suoraan jäähtyessään ja se otetaan talteen suodattamalla seos. Sakkaa pestään 

vedellä ja etanolilla, minkä jälkeen se kuivataan.
68

  

Toisessa, epäsuorassa synteesireitissä Michaelis-Arbuzovin reaktio saa aluksi aikaan α-

ketofosfonaatin happohalidista (esim. happokloridi) ja trialkyylifosfiitista (Kuva 23).
67

 

Toisessa vaiheessa dialkyylifosfiitti liitetään juuri aikaansaatuun α-ketofosfonaattiin ja 

saadaan aikaan 1-hydroksi-1,1-bisfosfonaatti. 

 

Kuva 23. 1-Hydroksialkyylibisfosfonaatin valmistus happokloridista. 

Yllä oleva reaktiotuote voidaan valmistaa myös yhden vaiheen reaktiolla (Kuva 24). 

Asyylihalidi lisätään di- ja trialkyylifosfiittien seokseen +50-60 °C:ssa. Tällä vältetään 

välituotteen muodostuminen saannon ollessa silti hyvä.
67

  

 

Kuva 24. 1-Hydroksialkyylibisfosfonaatin vaihtoehtoinen reitti happokloridista. 

Michaelis-Arbuzovin reaktion ensimmäisessä vaiheessa tapahtuu SN2-reaktio, jossa 

fosforin vapaa elektronipari hyökkää alkyylihalidin elektrofiiliseen hiileen muodostaen 

fosfoniumioni-välituotteen. Syrjäytetty halidianioni hyökkää fosfoniumioniin, jolloin 

syntyy haluttu fosfonaatti ja toinen alkyylihalidi. Syntyneet esterit muokataan 
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happomuotoon joko refluksoimalla reaktioseosta vähintään 6 M suolahapon kanssa tai 

käsittelemällä sitä trimetyylisilyylibromidilla tai -jodidilla. Tämän jälkeen reaktiotuote 

on helposti hydrolysoitavissa metanolilla happomuotoon.
67, 69

 

Vaikka 1-hydroksi-1,1-bisfosfonihapot ovat melko pysyviä yhdisteitä, 1-hydroksi-1,1-

bisfosfonihappojen esterit, esim. alendronaatin esterit, eivät niinkään. NMR-tutkimusten 

perusteella on todettu, että käsiteltäessä yhdisteitä emäksellä tai kuumentamalla niitä, ne 

uudelleenjärjestäytyvät alla olevan kuvan mukaisesti (Kuva 25). R-ryhmän ollessa 

alkyyliryhmä (esim. etidronaatti) uudelleenjärjestäytyminen tapahtuu ilman emäksen 

lisäystäkin, jos lämpötila kohoaa +120 °C:seen. 

 

Kuva 25. Bisfosfonaatin uudelleenjärjestäytyminen emäksen tai lämmön vaikutuksesta. 

 

7.2 Bisfosfonihappojen valmistus amiineista ja amideista 

Bisfosfonihappoja valmistetaan yksinkertaisella synteesillä amiineista formyloimalla ne 

ensin muurahaishapolla, jolloin saadaan välituotteeksi formamidi.
70

 Formamidi 

eristetään ja se reagoi suoraan veden ja fosforitrikloridin kanssa muodostaen 

aminometyleenibisfosfonihapon (Kuva 26). 

 

Kuva 26. Aminometyleenibisfosfonihapon valmistus amiinista. 

Reaktiot tapahtuvat helpommin primäärisillä kuin sekundäärisillä amiineilla.
70

 Di-

isopropyyliamiinilla taas reaktiota ei tapahdu lainkaan suuren steerisen esteen takia.  

100 ml:n kolviin laitetaan 5 mmol amiinia ja 19,5 mmol vedetöntä muurahaishappoa.
70

 

Reaktioseosta refluksoidaan viisi tuntia. Muodostunut vesi ja muurahaishappoylimäärä 
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poistetaan tislaamalla reaktioseosta koko refluksoinnin ajan. Kolviin muodostuu 

reaktion välituote, formamidi. Reaktioseos jäähdytetään huoneenlämpöön, minkä 

jälkeen siihen lisätään 34 mmol vettä. 31 mmol fosforitrikloridia lisätään 

reaktioseokseen hitaasti tiputtamalla, samalla kun reaktioseosta sekoitetaan 

jäähauteessa. Tippoja lisätään niin hitaasti, ettei seoksen lämpötila nouse yli +25 °C:n. 

Lisäyksen jälkeen reaktioseos lämmitetään +100-120 °C:seen, jossa sen annetaan olla 

puoli tuntia, kunnes havaitaan saostumista. Reaktio sammutetaan 30 ml:lla vettä ja 

hydrolysoidaan refluksoimalla sitä tunti. Aminobisfosfonihappo kiteytyy suoraan 

reaktioseoksen vesiliuoksesta, kun se on jäähtynyt huoneenlämpöön. Lisätään etanolia 

ja pH säädetään arvoon 1-2. Natriumbisfosfonaatti saadaan jäähdytyksen jälkeen 

säätämällä pH arvoon 7-8 20 % NaOH-liuoksella. 

Aminometyleenibisfosfonaatteja voidaan valmistaa amiineista myös 

trietyyliortoformiaatin ja dietyylifosfiitin tai etyylivetyalkyylifosfinaatin (tai 

trietyylifosfiitin) avulla. Synteesiin voidaan käyttää primäärisiä ja sekundäärisiä 

amiineja melko laajalla skaalalla. Tämä kolmen komponentin menetelmä on melko 

monimutkainen ja etenee monien välituotteiden, kuten imiinien ja aminofosfonaattien 

kineettisten ja termodynaamisten tasapainojen kautta. 
71, 72

  

Alkyyliasetamideista voidaan valmistaa fosforihapon ja fosforitrikloridin avulla 

bisfosfonaatteja kuten kappaleen 7.1 esimerkeissä.
73

 Tällöin lämpötilalla on suuri 

vaikutus. Kun reaktioseosta lämmitetään +80-85 °C:ssa 3-4 tuntia, saadaan 

bisfosfonihappo. Jos reaktioseosta puolestaan lämmitetään +85-95 °C:ssa 6-10 h, 

tuotteeksi saadaan dianhydridi, joka miedosti happamissa olosuhteissa hydrolysoituu 

monosykliseen muotoon.  

 

7.3 Bisfosfonihappojen valmistus alkyyneistä ja nitriileistä 

Kun bisfosfonihappojen synteesiin haluttiin kehittää menetelmä, joka olisi tehokas ja 

edullinen, syntyi synteesi (Kuva 27), jossa bisfosfonihapot valmistetaan nitriileistä ja 

saannot vaihtelevat välillä 64-79 %. Prosessissa käytetään metaanisulfonihapon 

vesiliuosta, jonka avulla bisfosfonaatteja voidaan valmistaa suuremmalla skaalalla. Uusi 

menetelmä on edullisempi kuin esim. kappaleen 7.1 menetelmä ja reagenssit ovat 

helposti saatavilla. Koko prosessi voidaan suorittaa yhdessä liuottimessa. Reaktiossa on 
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kuitenkin turvallisuusriski, koska se voi muuttua kontrolloimattomaksi lämpötilan 

ylittäessä +85 °C.  
66, 69

  

 

Kuva 27. Bisfosfonihappojen valmistus nitriileistä. 

Metaanisulfonihappo lisätään haluttua bisfosfonihappoa vastaavan nitriilin sekaan ja 

seosta lämmitetään +98-100 °C:ssa 8 tuntia. Reaktioseos jäähdytetään +65 °C:seen, 

minkä jälkeen reaktioseokseen lisätään fosforitrikloridia 25 min ajan. Reaktioseosta 

sekoitetaan +65-70 °C:ssa 5 tuntia, minkä jälkeen se jäähdytetään +30 °C:seen ja 

seoksen sekaan lisätään erittäin hitaasti jäähdytettyä vettä 30 min ajan. Reaktioseos 

lämmitetään +98 °C:seen ja 15 tunnin sekoituksen jälkeen jäähdytetään +50 °C:seen. 

Lisätään metanolia ja sekoitetaan +5-10 °C:ssa kaksi tuntia, minkä jälkeen sakka 

suodatetaan ja kuivataan. Natriumbisfosfonaatit valmistetaan kuten edellä, mutta ennen 

metanolilisäystä reaktioseoksen pH säädetään arvoon 4,3 30% NaOH-liuoksella. 

Myös substituoiduista nitriileistä voidaan valmistaa bisfosfonaatteja. Tästä esimerkkinä 

esitetään bentsimidatsoyylisubstituoidun bisfosfonihapon valmistus (Kuva 28).
74

 

 

Kuva 28. Bentsimidatsolyylibisfosfonihapon valmistus substituoidusta nitriilistä. 

 

7.4 Bisfosfonihappojen valmistus imiineistä ja imiinien kaltaisista 

yhdisteistä 

Etoksimetyleeni-imiinejä voidaan käyttää N-substituoitujen aminobisfosfonaattien 

valmistuksessa. Myös (bromimetyleeni)dimetyyli-iminiumbromidisuolan ja 2 eq. 

trimetyylifosfiitin välisessä reaktiossa saadaan aikaan 1,1-bisfosfonaatin 

metyyliesterijohdannainen (Kuva 29).
71, 75
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Kuva 29. Aminobisfosfonaatin valmistus imiinistä. 

 

7.5 Bisfosfonaattien valmistus bisfosfinaateista hapettamalla 

Bisfosfonaatteja voidaan valmistaa myös hapettamalla vastaavaa bisfosfinaattia 

esimerkiksi otsonolyysin avulla (Kuva 30).
76

  

 

Kuva 30. Alkyylibisfosfonaatin valmistus otsonolyysin avulla. 

Myös muita reagensseja kuin otsonia, kuten esim. H2O2, NaOCl tai Br2 on käytetty 

bisfosfinaattien hapettamiseen. Otsonolyysin on kuitenkin todettu olevan sopivin 

menetelmä. 

7.6 Bisfosfonaattien valmistus mikroaaltojen avulla 

Typpeä sisältäviä heterosykli- ja alkyylibisfosfonaatteja voidaan valmistaa nopeasti 

mikroaaltojen avulla (Kuva 31).
77

  

 

Kuva 31. 1-Hydroksibisfosfonihapon valmistus mikroaaltojen avulla. 
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Saannot ovat hyviä vain 20 minuutin reaktioajan jälkeen, kun perinteisillä menetelmillä 

bisfosfonaattien valmistamiseen kuluu päivä tai useita päiviä.
77

 Mikroaalloista on suuri 

apu bisfosfonaattien valmistuksessa, kun reaktioaika saadaan lyhyemmäksi, mutta 

samalla voidaan kontrolloida myös lämpötiloja ja mahdollisia sivutuotteita. 

Liuottimeksi reaktioihin sopii parhaiten sulfolaani, jonka korkea polariteetti parantaa 

mikroaaltojen tehokkuutta.  Lisäksi se on neutraali ja veteen sekoittuva, minkä vuoksi 

sitä ei tarvitse erikseen poistaa ennen hydrolyysiä. Se on myös myrkytön ja 

ympäristöystävällisempi kuin muut usein käytetyt orgaaniset liuottimet. Sulfolaanin 

kiehumispiste on korkea (+285 ºC), mikä mahdollistaa korkeiden reaktiolämpötilojen 

käytön. Muita mikroaaltosyntetiikassa käytettyjä liuottimia ovat olleet klooribentseeni, 

metaanisulfonihappo, ioniliuokset, difenyylieetteri ja fenoli.  

 

Mikroaaltosynteesiä voidaan käyttää myös ilman liuotinta. Dialkyyli-α-oksofosfonaatti 

ja dialkyylifosfiitti reagoivat mikroaaltojen ja dietyyliamiinikatalyytin avulla +120 

°C:ssa 20 minuutissa muodostaen hydroksibisfosfonaatin hyvällä 81-85 %:n 

saannolla.
78, 79
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8 Bisfosfonaattien aihiolääkkeet 

Aihiolääkkeet ovat sellaisia lääkeaineiden ei-aktiivisia esimuotoja, jotka muuttuvat 

elimistössä joko kemiallisen tai entsymaattisen hajoamisen kautta vaikuttavaksi 

aineeksi. Molekyylejä, joissa on kaksi toinen toisensa jälkeen hydrolysoituvaa aihio-

osaa, kutsutaan kaksinkertaisiksi aihiolääkkeiksi. Ihanteellisen aihiolääkkeen 

ominaisuuksia ovat myrkyttömyys, riittävä vesi- ja rasvaliukoisuus, kemiallinen 

pysyvyys ja sopivassa kudoksessa sopivalla nopeudella tapahtuva hydrolysaatio. 

Bisfosfonaattiaihiolääkkeiden tavoitteena on parantaa lääkkeen biosaatavuutta ja 

turvallisuutta.
41, 52, 80

 

Bisfosfonaattien happoryhmiä voidaan muokata liittämällä niihin yksi tai useampi 

rakenne, joka parantaa lääkeaineen rasvaliukoisuutta ja jotka estävät happoryhmien 

ionisoitumisen peittämällä ne.
41

 Suosituin menetelmä on esteröinti, koska useat helposti 

saatavilla olevat suojausryhmät sisältävät joko hydroksyyli- tai happoryhmän. Joissain 

bisfosfonaateissa on hydroksyyliryhmä keskushiilessä kiinni, mutta sen muokkaaminen 

on työlästä steerisen esteen takia. 

Bisfosfonaattien aihiolääkkeiksi voidaan laskea myös ne johdannaiset, jossa 

bisfosfonaatti on liitetty yhteen syöpää ehkäisevän lääkeaineen, kuten esim. 

doksorubisiinin kanssa.
81

 Näillä johdannaisilla voidaan varmistaa lääkeaineiden 

vaikutus hyödyntämällä niitä bisfosfonaattien ominaisuuksia, joilla ne hakeutuvat kohti 

luuta. Bisfosfonaattidoksorubisiiniaihiolääke sisältää tioliryhmän sisältävän 

bisfosfonaatin, jonka tiedetään reagoivan maleimidiryhmän sisältävän doksorubisiinin 

kanssa. 

Menopausaalisten naisten luukadon hoidossa ei voida käyttää estrogeenihoitoa 

sivuvaikutusten vuoksi.
11

 Tämän vuoksi on kehitelty estrogeenijohdannaisia, joihin olisi 

kiinnitetty bisfosfonaatti. Vaikka useita tällaisia johdannaisia on valmistettu, ei 

ainuttakaan niistä ole otettu kliiniseen käyttöön. 
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8.1 Alendronaattijohdannaiset 

Alendronihaposta on pyritty valmistamaan johdannaisia esteröimällä fosfonihappoja tai 

muokkaamalla alendronihapon amino- tai hydroksyyliryhmää.
82

 Tetra-

alkyylialendronaateilla (Kuva 32) ei ole enää happamia protoneja, minkä vuoksi niiden 

polaarisuus on muuttunut eikä niillä ole enää kahtaisioniluonnetta.  

 

Kuva 32. Tetra-alkyylialendronaatti. 

Polaarisuuden muutos sekä rasvaliukoisuuden paraneminen voivat muokata 

alendronaatin farmakokineettistä luonnetta.
82

 Fosfaattiryhmiä ei voida suoraan 

esteröidä, koska pH:n ollessa yli 8 ja/tai reaktion lämpötilan ollessa yli +60 °C, 

molekyyli järjestäytyy nopeasti uuteen konformaatioon, kuten kappaleessa 7.2 

mainittiin (Kuva 33). Esimerkiksi karbobentsyylioksialendronihapon suoraan 

esteröintiin kokeiltiin useita erilaisia menetelmiä, mutta jokainen niistä epäonnistui. 

Alendronaatin erittäin reaktiivinen primäärinen amiini esti myös reaktiot, jotka oli 

suunniteltu tämän uudelleenjärjestäytymisen estämiseksi.  

 

 

 

Kuva 33. Alendronaatin uudelleenjärjestäytyminen. 

N-asyylialendronaateiksi muokkaaminen vaikuttaa myös kahtaisioniluonteeseen ja lisää 

alendronaatin rasvaliukoisuutta.
82

 Vachal et al.:n tutkimuksissa keskityttiin 

rasvahappokonjugaatteihin, koska yksinkertaisimmat N-alkyylialendronaatit eivät 

muuttaisi lääkeaineen farmakokineettistä luonnetta. Tutkimuksissa harkittiin, olisiko 

lipaasiin perustuva asylaatio mahdollinen in vivo -olosuhteissa. 
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8.2 Etidronaattijohdannaiset 

Etidronaatti on maailman tutkituin bisfosfonatti. Sen valmistus eroaa klodronaatin 

valmistuksesta, sillä se uudelleenjärjestäytyy nopeasti (kts. Kuva 33).  Turhanen et al.
83-

88
 ovat tutkineet erilaisia etidronaattijohdannaisia. Etidronaatin ei-substituoidut 

alkyyliesterijohdannaiset (esim. Kuva 34) eivät ole todellisia etidronaatin aihiolääkkeitä, 

vaikka etidronaatin tetrametyyliesteri näyttikin hydrolysoituvan ihmisseerumissa. 

Myöhemmin hydrolyysituotteeksi oletetun molekyylin todettiin olevan 

uudelleenjärjestynyt isomeeri. Isomeroituminen voidaan välttää muokkaamalla 

keskushiilen alkoholiryhmää, mutta silloinkin sekä entsymaattinen että kemiallinen 

hydrolysoituminen on todella hidasta.
41

 

 

 

Kuva 34. Etidronaatin alkyyliesterijohdannaisia. 

Etidronihapon keskushiilessä on kiinni tertiäärinen hydroksyyliryhmä, jota on vaikea 

muokata steerisen esteen takia. Tätä steeristä estettä pidetään syynä siihen, miksi 

etidronihapon ja sen johdannaisten kemiallinen hydrolyysi on entsymaattista nopeampi. 

41, 89
  

Etidronaatista on johdettu myös tri- ja tetrasubstituoituja pivaloyylioksimetyyliestereitä 

(Kuva 35). 

 

Kuva 35. Etidronaatin pivaloyylioksemetyyliesterin valmistus. 

Trisubstituoidut esterit imeytyivät ihanteellisesti ruoansulatuskanavasta, kun taas 

tetrasubstituoitujen estereiden todettiin olevan erittäin rasvaliukoisia. Trisubstituoitu 

johdannainen oli myös riittävän pysyvä kemiallisessa hydrolyysissä, mutta 

entsymaattisessa hydrolyysissä vapautti etidronaatin.
41, 89
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Myöhemmin Turhanen et al.
83

 tutkivat mm. trialkyylialkyylikarbonaattiestereiden 

valmistusta dimetyylietidronaatista ja alkyyliklooriformiaatista. Johdannaisten 

valmistusmenetelmä kehiteltiin käyttämällä odottamattomia demetylaatio- ja 

dekarboksylaatioreaktioita. Nämä odottamattomat reaktiot selittivät myös osin miksi 

etidronaatin kaltaisten bisfosfonaattien alkyylikarbonaattiaihiolääkkeitä on vaikea 

valmistaa.  

Etidronaatin dimetyyliesteridinatriumsuola sekoitettiin ylimäärään 

etyyliklooriformiaattia, minkä jälkeen 3 eq. NaHCO3:a lisättiin ja reaktioseosta 

refluksoitiin yön yli. Reaktiotuote oli etidronaatin ei-symmetrinen 

alkyylikarbonaattiesterijohdannainen (Kuva 36). Siinä kaksi metyyliryhmää ja kaksi 

natriumionia on muuttunut kolmeksi etyyliryhmäksi ja yhdeksi 

etoksikarbonyyliryhmäksi. 

 

Kuva 36. Etidronaatin alkyylikarbonaattiesterijohdannainen. 

Samaan alkyylikarbonaattiesterijohdannaiseen päästiin, kun etidronaatin 

trietyyliesterikaliumsuola sekoitettiin 1 eq. NaHCO3 ja ylimäärän etyylikloori-

formiaattia kanssa asetonitriilissä ja refluksoitiin 41 h. Sama toistui, kun synteesissä 

käytettiin joko metyyli- tai butyyliklooriformiaattia. Kun synteesissä käytettiin 

butyyliklooriformiaattia ja reaktioseosta lämmitettiin +90 °C:ssa, syntyikin 

diesterialkyylikarbonaattijohdannainen (Kuva 37).  

 

Kuva 37. Vaihtoehtoinen valmistustapa alkyylikarbonaattiesterijohdannaiselle. 

Tetraesterijohdannainen saadaan dekarboksyloimalla alkyylikarbonaattiesterijohdan-

nainen (Kuva 38). 
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Kuva 38. Alkyylikarbonaattitetraesterijohdannaisen valmistus. 

 

8.3 Klodronaattijohdannaiset 

Klodronaatin ja sen johdannaisten valmistamista ja tutkimista hankaloittaa niiden 

kromoforisen ryhmän puute, minkä vuoksi niitä on mahdotonta havaita suoraan UV-

absorptiolla ilman derivatisointia. Sen sijaan niitä voitaisiin tutkia erityisellä HPLC-

valonsirontadetektori -yhdistelmällä. Klodronaatista voidaan valmistaa esimerkiksi 

selektiivisesti mono-, di-, ja trisubstituoituja esteri-, amidi-, asyylioksialkyyli- ja 

anhydridijohdannaisia. Johdannaisten toimimista aihiolääkkeinä on myös tutkittu. 

Esimerkiksi klodronaatin monoesterit eivät vapauttaneet klodronaattia kemiallisessa tai 

entsymaattisessa hydrolyysissä. 
41, 90

  

Niemi et al.
91

 tutkivat klodronaatin osittaisia amidijohdannaisia. Pysymättömämpiä 

johdannaisia saatiin, kun klodronaatti sisälsi yksi, kaksi tai kolme amidisidosta 

esterisidosten sijaan. Klodronaatin jotkin amidijohdannaiset kylläkin vapauttivat 

klodronaatin, mutta vain kemiallisen hydrolyysin avulla. Tämä luonnollisesti rajoitti 

amidijohdannaisten käyttöä. Monoamideja voidaan kuitenkin pitää lupaavina 

välituotteina kemialliselle hydrolyysille alttiita aihiolääkkeitä suunnitellessa (Kuva 39). 

 

 

Kuva 39. Klodronaatin monoamidin valmistus. 

Niemi et al. valmistivat myös klodronaatin asyylioksialkyyliestereitä. Aiemmin oli 

havaittu, etteivät klodronaatin yksinkertaiset alkyyli- tai aryyliesterit voi olla 

klodronaatin aihiolääkkeitä, koska ne ovat hydrolyyttisesti pysyviä. Tutkimusryhmä 

valmistikin siksi di-, tri- ja tetrasubstituoituja klodronaattijohdannaisia (Kuva 40). Niistä 
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klodronaatin pivaloyylioksimetyyliesterit hydrolysoituivat nopeasti klodronihapoksi. 

Seerumissa ne olivat pysyviä, mutta kvantitatiivinen hydrolyysi tapahtui kanin maksan 

homogenaatissa. Sen sijaan esimerkiksi bentsoyylioksipropyyliesterit olivat 

entsymaattisesti ja kemiallisesti stabiileja, eikä niitä siten voisi käyttää aihiolääkkeenä.  

90-92
 

 

Kuva 40. Klodronaatin di-, tri- ja tetrasubstituoidun johdannaisen valmistus. 

Klodronaatin pivaloyylioksimetyyliestereiden valmistukseen käytettiin 

vaihtoesteröintiä. Tetrametyylimetyleenibisfosfonaatti reagoi ylimäärän 

pivaloyylimetyylikloridia kanssa NaI:n ja asetonitriilin läsnä ollessa (Kuva 41). Sen 

jälkeen (tetrapivaloyylioksimetyyli)metyleenibisfosfonaatin metyleenihiili halogenoitiin 

käyttäen NaOCl:a klooraavana tekijänä, jolloin saatiin tetraesterijohdannainen. Tri- ja 

diesterijohdannaisten valmistamiseksi käytettiin tertiäärisiä ja sekundäärisiä amiineja 

dealkyloijina.
93, 94

 

 

 

Kuva 41. Klodronaatin pivaloyylioksimetyyliesterin valmistus. 

Klodronaatin bentsoyylioksipropyyliestereiden valmistus aloitettiin antamalla 

bentsaldehydin reagoida propyleeniglykolin kanssa, jolloin saatiin aikaan syklinen 

asetaali, 2-fenyyli-1,4-dioksolaani. Asetaalin reagoidessa tert-butyylihydroperoksidin ja 

vanadyyliasetaatin kanssa rengas aukesi tuottaen 3-hydroksipropyylibentsoaattia. 

Bentsoaatti reagoi seuraavaksi yhdisteen kanssa, joka oli valmistettu 

tetraisopropyylimetyleenibisfosfonaatin reagoidessa sublimoituneen fosfori-
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pentakloridin kanssa vedettömässä ympäristössä. Tetra(bentsoyylioksialkyyli)esterin 

metyylihiili kloorattiin hieman emäksisissä olosuhteissa natriumhypokloriitilla 

bentsyylietyyliammoniumkloridin ollessa läsnä faasinsiirtokatalyyttinä. Näin saatiin 

haluttu tetraesteri. Tästä tetraesteristä valmistettiin tri- ja P,P'-dibentsoyylioksi-

propyyliesterit käyttämällä piperidiiniä selektiivisenä dealkyloijana (Kuva 42).
92, 94, 95

  

 

Kuva 42. Klodronaatin dibentsoyylioksipropyyliesterin valmistus. 

Klodronaatin dianhydridien valmistamiseen käytettiin klodronaatin tetranatriumsuolaa, 

jonka annettiin reagoida suuren ylimäärän vastaavaa anhydridiä kanssa. Klodronaatista 

saatiin valmistettua asetyyli-, butyryyli-, pivaloyyli- ja bentsoyylijohdannaisia (Kuva 

43). 

 

Kuva 43. Klodronaatin dianhydridin valmistus. 

1-Hydroksimetyleeni-1,1-bisfosfonihapot voidaan muokata erilaisiksi diestereiksi. 

Tähän Monteil et al.
96

 käyttivät bis(trimetyylisilyyli)metyylifosfiittia ja happokloridia 

(Kuva 44).  
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Kuva 44. Bisfosfonihapon diesterin valmistus. 

Tutkimusryhmä oli aiemmin esitellyt miedon ja yhdessä astiassa tehtävän synteesin 

vaihtoehdoksi aiemmille mm. termisesti epästabiileille tekniikoille.  

Alkyyli- tai aryylibis(trimetyylisilyyli)metyylifosfonaatit saatiin valmistamalla 

kohdemolekyylit vastaavista dialkyylifosfonaateista. Dialkyylifosfonaatit dealkyloitiin 

ensin 30 %:lla ammoniakilla ja silyloitiin sen jälkeen saadut ammoniummonoalkyyli- 

tai aryylifosfonaatit.
96

 Reaktiot ovat hyvin eksotermisiä ja ammoniakin lisäyksen pitää 

tapahtua lämpötilan ollessa 0 °C. Reaktioajat vaihtelevat yhdestä tunnista yhteen 

vuorokauteen. Saadut silyylifosfonaatit reagoivat sitten happokloridin kanssa. 

Hydrolyysin jälkeen saatiin vastaavat hydroksimetyleenibisfosfonidiesterit. 

Ammoniumfosfiitit piti tislata pyridiinin ja bentseenin kanssa, jotta vesi saatiin 

haihdutettua kokonaan pois. Lukemattomista testatuista silylointireagensseista 

heksametyylidisilatsaani antoi parhaat tulokset. 

 

8.4 Aromaattiset hydroksibisfosfonaattiesterit 

Fenyylin tai p-bromifenyylin liittämisen hydroksibisfosfonaatteihin on todettu 

parantavan niiden inhiboivaa vaikutusta useita syöpäsolulinjoja vastaan, in vitro ja/tai in 

vivo.
97

 G- ja Ras-proteiinit ovat usein mutatoituneita maksasolusyövässä. FPP ja GPP 

ovat tärkeitä G- ja Ras-proteiinien signaloinnissa, joten signaalin estyminen estäisi 

myös proteiinien mutatoitumisen. Monteil et al.
97

 valmistivat kuusi erilaista p-bromi-

fenyyli- tai fenyylihydroksibisfosfonaattijohdannaista johtamalla niistä metyyli-, 

monofenyyli- tai difenyyliestereitä (Kuva 45). 
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Kuva 45. Bisfosfonaatin fenyyli- ja p-bromifenyylijohdannaiset. 

Johdannaiset valmistettiin antamalla 2 eq tris(trimetyylisilyyli)fosfiittia tai metyyli- tai 

fenyylibis(trimetyylisilyyli)fosfiittia reagoida sopivan happokloridin kanssa (Kuva 

46).
97

 Liuottimet haihdutettiin pois ja reaktioseokset käsiteltiin metanolilla, minkä 

jälkeen tuotteet puhdistettin uudelleenkiteyttämällä ne sopivasta liuottimesta. Tuotteet 

olivat jauhemaisia ja niillä oli hyvä, 70-95 %:n saanto. Dimetyyliesterin onnistuneeseen 

valmistamiseen tarvittiin 1 eq fenyylibis(trimetyylisilyyli)fosfiittia ja p-

bromibentsoyylikloridia, jotka kondensoitiin -10 °C:ssa. Lisäyksen jälkeen reaktioseosta 

pidettiin huoneenlämmössä 2 tuntia, minkä jälkeen liuottimet haihdutettiin pois ja 

saatiin p-bromifenyyli-α-ketofosfonaatin metyyliesteri. Metyyliesteri muutettiin 

di(trimetyylisilyyli)esteriksi antamalla reaktioseoksen reagoida 2,5 eq bromitri-

metyylisilyylin kanssa viiden tunnin ajan. Liuottimet haihdutettiin pois ja lisättiin 1 eq 

fenyylibis(trimetyylisilyyli)fosfiittia argon-ilmakehässä 0 °C:n lämpötilassa. 

Reaktioseoksen annettiin sekoittua huoneenlämmössä 2 tunnin ajan. Lopuksi liuottimet 

haihdutettiin pois ja reaktioseos käsiteltiin metanolilla. Saostuma pestiin eetterillä ja 

eristettiin hyvällä, 90 %:n saannolla. 
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Kuva 46. p-Bromifenyyli- ja fenyylihydroksidibisfosfonaattien valmistus. 

 

8.5 Bisfosfonaattien konjugointi muihin lääkeaineisiin tai 

makromolekyyleihin 

Bisfosfonaatteja voidaan konjugoida myös muihin lääkeaineisiin tai molekyyleihin. 

Bisfosfonaatit saattavat parantaa muiden lääkeaineiden ja molekyylien imeytymistä 

ja/tai muut lääkeaineet ja molekyylit bisfosfonaattien imeytymistä. Kun kaksi 

lääkeainetta on konjugoitu toisiinsa niiden ominaisuuksien parantamiseksi, tätä 

aihiolääkettä kutsutaan silloin yhteislääkkeeksi (co-drug). 
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8.5.1 Peptidyyli-alendronaatti- ja -pamidronaattijohdannaiset 

Ezra et al. tutkimuksessa
17

 valmistettiin alendronaatista ja pamidronaatista 

peptidyyliaihiolääkkeitä, prolyylifenyylialanyylialendronaattia ja -pamidronaattia (Kuva 

47). 

 

Kuva 47. Alendronaatin ja pamidronaatin peptidyylijohdannaiset. 

Tarkoituksena oli parantaa bisfosfonaattilääkkeen imeytymistä hyödyntämällä suoliston 

peptidinkuljetussysteemiä. Aihiolääkkeen odotettiin kulkeutuvan aktiivisesti sytosoliin 

ja hydrolysoituvan myöhemmin sytosolin entsyymien avulla isäntälääkkeeksi. 

Tutkimustulokset osoittivat, että suun kautta nautitut peptidyylijohdannaiset paransivat 

bisfosfonaattien imeytymistä kolminkertaisesti (rotilla). Kun aihiolääkkeiden ja 

isäntälääkkeiden antamia tuloksia vertailtiin, oli pamidronaatin aihiolääkettä 

nautittaessa bisfosfonaattijäännöstä erittyneenä virtsaan kolme kertaa enemmän kuin 

itse pamidronaattia nautittaessa. Alendronaatin tapauksessa jäännöstä oli virtsassa kaksi 

kertaa enemmän. Aihiolääkkeiden biosaatavuus laskettiin lääkkeen kerääntyymisestä 

sääriluuhun ja virtsaan. Arvot arvioitiin suun kautta nautitun lääkkeen ja 

suonensisäisesti annetun lääkkeen suhteesta 24 tuntia lääkkeenoton jälkeen. 

Bisfosfonaatin kertymä luuhun osoitti aihiolääkkeiden parantavan biosaatavuutta 

kaksinkertaisesti. Virtsasta mitattujen arvojen todettiin parantavan biosaatavuutta noin 

nelinkertaisesti. Hydrolyysin todettiin tapahtuvan tyhjäsuolen limakalvoilla. 

Merkittävää hydrolysaatiota ei tapahtunut keinotekoisessa mahanesteessä eikä 

ruoansulatuskanavassa.
17

  

 

8.5.2 Bisfosfonaattien konjugointi kamptotesiiniin ja tryptofaaniin  

Bisfosfonaatteja voidaan konjugoida kamptotesiinin ja tryptofaanin kanssa joko 

liittämällä ne bisfosfonaattiin esterisidoksella tai käyttämällä siltamolekyyliä 

aminoryhmän sisältävän yhdisteen ja bisfosfonaatin välillä.
98

 Erez et al. konjugoivat 

bisfosfonaatin tunnettuun kemoterapeuttiseen lääkeaineeseen, kamptotesiiniin. 
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Muodostunutta yhdistettä kutsuttiin kamdronaatiksi. Kamptotesiini (Kuva 48) itsessään 

on erittäin huonosti liukeneva toisin kuin bisfosfonaatit ja sillä on toksisia 

sivuvaikutuksia. Joitain sivuvaikutuksia on pystytty poistamaan muuntamalla 

kamptotesiinimolekyylin rakennetta. Kamdronaatti (Kuva 49) hakeutuu kohti 

luukudosta bisfosfonaattiosan ansiosta, minkä jälkeen kamptotesiini hydrolysoituu 

hitaasti.  

 

 

Kuva 48. Kamptotesiini ja kamdronaatti 

Kamdronaatin valmistus aloitettiin klooraamalla bisfosfonaatti-voihappojohdannainen 

oksalyylikloridilla (Kuva 49).
98

 Sen jälkeen kamptotesiini asetyloitiin edellä saadulla 

asyylikloridilla ja tuloksena saatiin kamptotesiinin esterimuoto. Esteriryhmät poistettiin 

trimetyylisilyylibromidilla, minkä jälkeen saatiin kamdronaatti. Bisfosfonihappo-osa 

muokattiin vesiliukoisemmaksi natriumsuolaksi sopivalla määrällä NaOH:a.  

 

Kuva 49. Kamdronaatin valmistus bisfosfonaatti-voihappojohdannaisesta. 



 

41 

 

Liitettäessä bisfosfonaatteja aminohappoihin, esimerkiksi  valittiin (L)-tryptofaani  jossa 

on vapaa aminoryhmä.
98

 Bisfosfonaatti yhdistettiin labiilin karbonaattisidoksen kautta 

4-hydroksi-3,5-dimetoksi-bentsyylialkoholiin. Tryptofaani yhdistettiin näin saatuun 

stabiiliin molekyyliin karbamaattisidoksen kautta. Lopulta trypdronaatin esterimuoto 

hydrattiin palladiumkatalyytin avulla trypdronaatiksi (Kuva 50). 

 

Kuva 50. Trypdronaatin valmistus tetrabentsyylibisfosfonaatista. 

Tetrabentsyylibisfosfonaatti reagoi suojatun bromiheksanolin kanssa. Suojauksen 

jälkeen saatiin molekyyli alkoholimuotoon.
98

 Sillä välin 4-hydroksi-3,5-

dimetoksibentsyylialkoholi suojattiin selektiivisellä silyloinnilla, jotta saatiin aikaan 

fenoli, joka sitten asyloitiin 4-nitrofenyyliklooriformiaatilla. Aiemmin saatu alkoholi 

liitettiin äsken valmistettuun karbonaattiin. Suojaus poistettiin happokatalyytin 

läsnäollessa ja molekyyli saatiin alkoholimuotoon. Seuraavaksi alkoholi asyloitiin 4-
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nitrofenyyliklooriformiaatilla; alkoholi reagoi sen kanssa muodostaen uuden 

karbonaattisidoksen. Syntynyt yhdiste liitettiin tryptofaaniin ja bentsyylisuojaukset 

poistettiin katalyyttisen hydrauksen avulla. Lopputuotteena saatiin trypdronaattia.  

Sekä kamdronaatti että trypdronaatti osoittivat sitoutumiskykynsä hydroksiapatiittiin ja 

aktivoituivat hydrolyyttisesti fysiologisissa olosuhteissa.
98

 Kamdronaatin todettiin 

olevan 10 kertaa vähemmän toksinen kuin itse kamptotesiini. Kamptotesiini vapautui 

bisfosfonaatista 300 tunnin aikana, eikä sillä todettu olevan affiniteettia HAP:ia 

kohtaan. Tryptofaani vapautui bisfosfonaatista 170 tunnin aikana, eikä silläkään todettu 

olevan affiniteettia HAP:ia kohtaan. Karbonaattisidos hajoaa hydrolyyttisesti 

puoliintumisajan ollessa 90 h.  

 

8.5.3 Hyaluronaani-bisfosfonaattikonjugaatit 

Hyaluronaani-bisfosfonaattikonjugaatti on lääkeaine, joka kulkeutuu paikallisesti ja 

vaikutus kohdistuu tiettyä solutyyppiä kohtaan.
99

 Lääkeaine on hydrogeelimuodossa, 

jolloin se on injektoitavissa. Pienten molekyylien käyttö hydrogeelimuodossa on 

haastavaa, koska ne saattavat poistua huokoisesta geelistä passiivisen diffuusion kautta. 

Hyaluronihappo (HA) on glykosaminoglykaani-polymeeria, pitkäketjuista 

haarautumatonta polysakkaridia, jota esiintyy miltei jokaisessa kudoksessa.  Sen 

toistuvassa yksikössä d-glukuronihappo on liittyneenä N-asetyyliglukosamiiniin (Kuva 

51). 

 

Kuva 51. Hyaluronaanin toistuva rakenneyksikkö. 

Varghese et al.
99

 valmistivat aminobisfosfonaatti-hyaluronaanijohdannaisen, jolla on 

polymeereille ominainen silloittumiskyky. Sen hydratsidiryhmä reagoi perjodaatilla 

hapetetun polyaldehydihyaluronihapon kanssa muodostaen hydrogeelin alle 30 

sekunnissa. Johdannaisen valmistukseen käytettiin itsestään hajoavaa siltamolekyyliä, 
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joka hajoaa harmittomiksi sivutuotteiksi, johdannaisen kuljettua kohteeseensa. 

Hyaluronihapon karboksylaattiin kiinnittyessään siltamolekyyli tarjoaa vapaan 

hydratsidiryhmän. Tässä tapauksessa siltamolekyylillä on kaksi funktionaalista ryhmää 

(kuva 52).  

 

Kuva 52. Siltamolekyyli biskarbatsaatti. 

Johdannaiseen saatiin hydratsidi- ja tioliryhmän ansiosta sekä silloitusominaisuuden 

omaava ryhmä että bioaktiivinen ligandi.
99

 Siltamolekyyli, joka on biskarbatsaatti, 

valmistettiin aktivoimalla 2,2-ditiodietanoli 2 eq karbonyylidi-imidatsolilla (CDI). 

Siltamolekyyli johdannaista varten saatiin sitten liittämällä 2,2-ditioetanoliin hydratsiini 

(Kuva 53). Disulfidisidoksen hajoamisen seurauksena pitäisi muodostua epästabiileja 2-

tioetyylikarbatsaattijäännöksiä, jotka käyvät läpi spontaanin etyleeniepisulfidin ja 

hiilidioksidin eliminaation ja vapauttaen lopulta hydratsidiryhmän.  

 

Kuva 53. Biskarbatsaatin valmistus 2,2-ditiodietanolista. 

Juuri valmistetun siltamolekyylin lisäksi synteesissä käytettiin myös toista 

siltamolekyyliä, ditiobis(propionidihydratsidi):a  (Kuva 54). Siltamolekyylejä käytettiin 

synteesissä 1:1 suhteessa.
99, 100

  

 

Kuva 54. Ditiobis(propionidihydratsidi). 
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Akryyliamidometyleenibisfosfonaattia käytettiin reaktiossa Michaelin vastaanottajana. 

Se valmistettiin akryloimalla aminobisfosfonaatti käyttäen akryloyylikloridia NaOH-

liuoksessa (Kuva 55).  

 

Kuva 55. Akryyliamidobisfosfonaatin valmistus aminobisfosfonaatista. 

Bisfosfonaatti-hyaluronaanijohdannainen saadaan Michaelin additioreaktiolla sen 

jälkeen, kun biskarbatsaatti on ensin liitetty hyaluronaaniin standardi-EDC -olosuhteissa 

ja disulfidisidos pelkistetty DTT:n avulla. Siten saadaan haluttu hyaluronaani-

bisfosfonaattijohdannainen (Kuva 56). 

 Kuva 56. Bisfosfonaatti-hyaluronaanijohdannaisen valmistus. 

 

Hydrogeelitesteissä johdannainen liuotettiin PBS-puskuriin ja ruisku täytettiin 2% 

liuoksella.
99

 Muodostunut geeli omasi viskoelastisia ominaisuuksia. Johdannaisten 

sytotoksisia ominaisuuksia haluttiin myös tutkia. Koska bisfosfonaatit estävät 

osteoklastien erilaistumista, ne voivat käyttää samaa apoptista vaikutusta myös 

syöpäsoluihin. Paikallinen kuljetus vähensi bisfosfonaatin toksisia vaikutuksia. 

Hyaluronidaasi (entsyymi, joka hajottaa hyaluronihappoa), ei vapauttanut 

bisfosfonaattia sen alkuperäisessä muodossa, vaan erilaisina amidijohdannaisia. Tämä 
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voi heikentää sen vahvuutta verrattuna vapaaseen bisfosfonaattiin. Hyaluronidaasi 

pilkkoo johdannaisen sopiviin palasiin, jotka solut ottavat sisäänsä CD44-

reseptoriavusteisella endosytoosilla. Hydrogeelimuoto sallisi kontrolloidun ja 

selektiivisen vapautumisen. 

 

8.5.4 Fluorokinoni-bisfosfonaattikonjugaatit 

Fluorokinoni-bisfosfonaattijohdannaisissa bisfosfonaatti on liitetty fluorokinolonin 

vapaaseen aminoryhmään.
101

 Fluorokinoni-bisfosfonaattijohdannaiset voisivat toimia 

osteotrooppisina aihiolääkkeinä luun tai luukudoksen infektion tai tulehduksen hoitoon. 

Infektioiden hoitoon tarvitaan usein suuria määriä antibiootteja. Antibioottien 

kohdistaminen luuhun annostelun jälkeen voisi tehostaa lääkkeen vaikutusta ja 

harventaa lääkkeen annostelukertoja. Staphylococcus aureus -bakteerin aiheuttama 

hoitamaton infektio voi johtaa nekroosiin. Se voi syntyä ja ilmetä luukudokseen 

muodostuneena vauriona fyysisen trauman aiheuttamana tai kromosomin lokuksessa 

vähentyneen verisuonittumisen seurauksena.  

Fluorokinolonit ovat täysin synteettisiä antibakteerisia yhdisteitä.
101

 Niitä on helppo 

valmistaa ja muokata. Houghton et al.
101

 käyttivät fluorokinoloni-bisfosfonaattien 

valmistuksessa fluorokinoloneista siprofloksasiinia, gatifloksasiinia ja 

moksifloksasiinia. Ne eroavat toisistaan fluorokinolonin bentseenirenkaaseen liittyneen 

ryhmän mukaan (Kuva 57).  

 

Kuva 57. Siprofloksasiini, gatifloksasiini ja moksifloksasiini, vasemmalta oikealle. 

Fluorokinoni-bisfosfonaattijohdannaisia voitiin valmistaa eri tavoin.
101

 Esimerkiksi 

moksifloksasiini liitettiin additiolla 1,1-etenyylibisfosfonaattiin, jonka esterisuojaus 

poistettiin TMSBr:n avulla (Kuva 58). 
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Kuva 58. Moksifloksasiini-bisfosfonaattijohdannaisen valmistus. 

Toisessa synteesireitissä aminoryhmä Boc-suojattiin ensin, jotta gatifloksasiini saatiin 

esteröityä (Kuva 59).
101

 Esterit asetyloitiin sitten bisfosfonaatin asyylikloridilla, joista 

suojauksen poistamisen jälkeen saatiin gatifloksasiinin bisfosfonoituja amideja. 

 

Kuva 59. Gatifloksasiini-bisfosfonaattijohdannaisen valmistus. 

Pienimmät inhibointikonsentraatiot olivat johdannaisilla yleisesti korkeammat kuin 

pelkillä fluorokinoloneilla.
101

 Kun fluorokinolonit vapautetaan aihio-osastaan, niiden 

aktiivisuus kasvaa. Voidaankin ajatella, että aihiolääkkeiltä puuttuu merkittävä 

antibakteerinen aktiivisuus. Tutkimustulosten mukaan osa aihiolääkkeistä vapautti 



 

47 

 

riittävästi isäntälääkettä aktiivisuuden ylläpitämiseksi. Jotkin aihiolääkkeistä eivät 

vapauttaneet isäntälääkkeitä ollenkaan. Jotkin lääkkeet estivät infektioiden etenemistä 

luussa ja luukudoksissa, mutta yleisesti niitä ei pidetty terapeuttisesti käyttökelpoisina 

luutulehduksen hoidossa. 

 

8.5.5 Diklofenaakki-bisfosfonaattikonjugaatit 

Diklofenaakki (Kuva 60) on kroonisen reumatismin hoitoon käytettävä lääke.
102

 Jotta 

sen terapeuttiset vaikutukset olisivat riittävät, joudutaan sitä annostelemaan toistuvasti.  

Tämä on potilaan kannalta ikävää, sillä diklofenaakilla on ikäviä sivuvaikutuksia. 

Sivuvaikutukset ovat samantyylisiä kuin bisfosfonaateilla, eli ne liittyvät 

ruoansulatuskanavan ongelmiin. Näitä ongelmia pyrittiin välttämään yhdistämällä 

bisfosfonaatti ja diklofenaakki. Tulokset osoittivat diklofenaakki-

bisfosfonaattijohdannaisten olevan toimivia aihiolääkkeitä mm. bisfosfonaattien 

osteotrooppisen lääkkeenkuljetussysteemin vuoksi. 

 

Kuva 60. Diklofenaakki. 

Konjugaatin synteesi (Kuva 61) aloitettiin bromietikkahapon ja DCC:n reagoidessa 

tetraetyyliaminometyylibisfosfonaatin kanssa dikloorimetaanissa 0 °C:ssa tunnin 

ajan.
102

 Vuorokauden jälkeen reaktioseos suodatettiin ja suodoksesta haihdutettiin 

liuottimet pois. Suodosjäännös liuotettiin 50 ml:aan etyyliasetaattia ja orgaaninen kerros 

pestiin 0,5 M HCl:lla ja 4 % NaHCO3-liuoksella. Orgaaninen kerros kuivattiin 

vedettömällä MgSO4:lla ja haihdutettiin liuotin pois. Kiinteä reaktioseos 

uudelleenkiteytettiin etyyliasetaatti/dietyylieetteriliuoksesta, jotta saatiin 

tetraetyylibromiasetamino-metyleenibisfosfonaatti. Tämä välituote reagoi 

natriumdiklofenaakin kanssa 4 ml:ssa trietyyliamiinia huoneenlämmössä 3 vuorokautta. 

Reaktioseos kaadettiin (30 ml) jääveteen ja saatua seosta uutettiin etyyliasetaatilla 

toistuvasti. Orgaaninen kerros kuivattiin vedettömällä MgSO4:lla ja liuotin haihdutettiin 

pois. Saatu kiinteä aines liuotettiin 10 ml:aan dikloorimetaania ja lämpötila laskettiin -
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20 °C:seen. Seokseen lisättiin trimetyylisilyylijodidia tipoittain ja reaktioseosta 

sekoitettiin 3 tuntia 0 °C:ssa. Reaktioseokseen lisättiin 5 ml metanolia ja liuottimet 

haihdutettiin pois. Kiinteä aines liuotettiin etanoliin, lisättiin natriumasetaattia ja 

saostuma suodatettiin ja pestiin etanolilla.  

 

Kuva 61. Diklofenaakki-bisfosfonaattijohdannaisen valmistus. 

 

8.5.6 Estradioli-bisfosfonaattikonjugaatit 

Estrogeeniä käytetään yleisesti vanhempien naisten osteoporoosin hoitoon. Vaikka se 

lisääkin luumassaa, se voi kuitenkin aiheuttaa epänormaalia kohdun verenvuotoa tai 

kehittää rinta- ja/tai kohtusyövän. Morioka et al.
11

 kehittivät estradioli-bisfosfonaatti-

konjugaatin, jonka oletettiin kuljettavan estrogeenin suoraan luuhun bisfosfonaattien 

kuljetussysteemiä hyödyntämällä. Aiemmin oli yritetty valmistaa estradioli-

bisfosfonaatti-konjugaatteja, jossa yhdisteet olivat yhdistettynä toisiinsa estradiolin 17-

hiilestä erilaisten esteraasille herkkien siltamolekyylien avulla. Näillä konjugaateilla ei 

kuitenkaan havaittu luuhun kohdistuvia paikallisen aihiolääkkeen ominaisuuksia ilman 

systemaattisia vaikutuksia. Morioka et al.
11

 tutkimuksissa havaittiin, että johdannaisesta 

tulee stabiilimpi, kun se konjugoidaan estradiolin 3- eikä 17-hiilestä (Kuva 62).
11, 103
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Kuva 62. Estradioli. 

Yksi estradiolin 3-hiileen konjugoiduista johdannaisista oli ((3-(17-hydroksi-1,3,5-

estratrien-3-yylioksikarbonyyliamino)-propionyyliamino)metyyli)bisfosfonaatti (Kuva 

63).  

 

Kuva 63. Estradiolin bisfosfonaattijohdannainen. 

Johdannainen valmistettiin käyttämällä lähtöaineena meripihkahapon monobentsyyli-

esteriä.
11

 Kun käytetään difenyylifosforyyliatsidia (DPPA), esteri toisiintuu Curtius-

toisiintumisella. Sen jälkeen estroni liitetään additioreaktiolla äsken saatuun 

isosyanaattivälituotteeseen (Kuva 64). Saatu karbamaatti debentsyloidaan katalyyttisella 

hydrauksella, minkä seurauksena saadaan estronin C3-hiileen karbamaattisidoksella 

sitoutunut happo. Se kondensoidaan tetraetyyliaminobisfosfonaatin kanssa käyttäen 

isobutyyliklooriformiaattia, mistä saatu tuote pelkistetään natriumboorihydridillä ja 

saadaan 17β-alkoholimuotoon. Tetraetyyliesteriryhmät poistetaan silyloimalla ne 

trimetyylisilyylijodidilla (TMSI), jolloin saadaan yllä kuvassa 63 oleva johdannainen. 
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Kuva 64. Estradioli-bisfosfonaattijohdannaisen synteesireitti.  

Vapaa estrogeeni vapautuu bisfosfonaattikonjugaatista luun ympärille esteraasin ja/tai 

proteaasin avulla.
11

 Estradioli-bisfosfonaattikonjugaatit voivat hajota myös happamissa 

olosuhteissa, jotka syntyvät mm. osteoklastien protonipumppujen aiheuttamina. Edellä 

esitetty konjugaatti ei hydrolysoitunut esteraasin tai amidaasin vaikutuksesta 8 tunnin 

aikana, eikä se hajonnut pH-arvon ollessa 4 edes kuukaudessa. Rottakokeissa havaittiin 

kuitenkin, että konjugaatti vapauttaa estrogeenin rotan verenkiertoon 8 tunnin jälkeen. 

Tästä voidaan päätellä konjugaatin kulkeutuvan luuhun, josta se hitaasti vapauttaa 

estrogeeniä. Konjugaatti lisää luumassan määrää tehokkaammin kuin pelkkä estrogeeni 

ilman, että kohdun paino kasvaa. Konjugaatin bisfosfonaattiaktiivisuutta tutkittiin 

käsittelyllä, jossa PTHrp- eli lisäkilpirauhashormonin kaltainen proteiini aiheuttaa Ca
2+

 

-ionien vapautumisen luusta. Bisfosfonaattien tulisi tyrehdyttää ionien vapautuminen, 

mutta tällä konjugaatilla tätä aktiivisuutta ei havaittu. 

 

8.5.7 Sisplatiini-bisfosfonaattikonjugaatit 

Sisplatiini on molekyyli, jota käytetään erilaisten syöpien hoidossa. Molekyylissä on 

keskellä platinaioni, johon on kiinnittyneenä kaksi kloridi-ionia sekä kaksi 

ammoniakkimolekyyliä (Kuva 65). 
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Kuva 65. Sisplatiinimolekyyli. 

Syöpää vastaan sisplatiini toimii imeytymällä solukalvon läpi, minkä jälkeen se 

aktivoituu kun vesimolekyyli syrjäyttää toisen kloridi-ioneista.
104

 Vesi korvautuu solun 

sisällä helposti DNA:n emäksisillä typpiatomeilla. Kun molekyyli on näin kiinnittynyt 

DNA:han, sen toinenkin kloridi-ioni korvautuu molekyylin kiinnittyessä vastinjuosteen 

guaniinityppeen. Molekyyli on siis kiinnittyneenä kahteen juosteeseen kaksoiskierteen 

sisällä. Näin se estää solujen mitoosia ja kasvaimen kasvua. Vaurioitunut DNA voidaan 

korjata entsyymien avulla, mutta syöpäsoluissa sitä ei tapahdu. Syöpäsolut kuolevat ja 

kasvain kutistuu. 

Platina-bisfosfonaattikompleksi DEBP-Pt valmistettiin käyttämällä lähtöaineena 

tetraetyylimetyleenidifosfonaattia, joka muokattiin ensin P,P'-dietyyliesterimuotoon 

(Kuva 66).
104

 

 

Kuva 66. DEBP-Pt:n valmistus. 

Tetraetyylimetyleenidifosfonaattia refluksoitiin ensin morfoliinissa, jolloin saatiin 

dialkyloitu bisfosfonihapon morfoliinisuola. Suola käsiteltiin ioninvaihtohartsilla 

metanolissa, minkä jälkeen saatiin dietyylimetyylibisfosfonaatti (DEBP). DEBP ja 

sisplatiini reagoivat hopeaoksidin kanssa DMF:ssa. Saostunut hopeakloridi poistettiin ja 

DEBP-Pt-molekyyli uudelleenkiteytettiin metanolista. 

Nakatake et al.
104

 totesivat yhdisteen hajoavan vesiliuoksessa DEBP:ksi ja 

diakvaplatinakompleksiksi, jonka todettiin vaikuttavan luukasvaimeen. DEBP-Pt:n 

todettiin kuitenkin olevan tarpeeksi stabiili, jotta sitä voitaisiin annostella 

suonensisäisesti. Yhdiste osoitti myös nopeampaa adsorptiota hydroksiapatiittia kohtaan 

kuin pelkkä sisplatiini. Kaikista tutkituista Pt-komplekseista, DEBP-Pt osoitti suurinta 

affiniteettia hydroksiapatiittia kohtaan, kun sitä mitattiin ihmisen veriseerumissa in vivo. 

DEBP-Pt:n todettiin myös omaavan suuremman inhibointiefektin luun resorptiota 
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kohtaan kuin pelkkä sisplatiini. Tulevaisuudessa tästä kompleksista voitaisiin saada 

lääke luukasvaimen etäpesäkkeitä vastaan.  
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9 Yhteenveto 

Bisfosfonaatteja on tutkittu jo 1800-luvulta lähtien. Niitä on käytetty esim. pesuaineiden 

lisäaineina ja vesien kalsiumkarbonaattisaostumien poistamiseen. Bisfosfonaatit ovat 

erittäin vesiliukoisia ja siksi ne aiheuttavatkin erittäin ikäviä sivuvaikutuksia suun 

kautta nautittuna. Suun kautta annosteltavien bisfosfonaattien biosaatavuus on yleisesti 

alle 1 %. 

Rakenteeltaan bisfosfonaatit ovat pyrofosfaatin kaltaisia. Niissä on kaksi 

fosfonaattiryhmää yhdistettynä toisiinsa yhden hiiliatomin välityksellä, mikä tekee 

bisfosfonaattien rakenteesta pyrofosfaatteja kestävämmän. Pyrofosfaateilla 

fosfaattiryhmät ovat yhdistettynä toisiinsa happiatomin välityksellä, eikä niiden rakenne 

ole yhtä kestävä. Fosfonaattiryhmissä on neljä hapanta protonia. Keskushiilen 

mahdollisessa hydroksyyliryhmässä oleva protoni on erittäin heikosti hapan.  

Bisfosfonaatteja käytetään muiden käyttötarkoitustensa lisäksi lääkeaineina tuki- ja 

liikuntaelinsairauksien hoidossa. Niillä hoidetaan mm. osteoporoosia, Pagetin tautia, 

erilaisia luutumisongelmia sekä estetään syövän luumetastaasien syntyä. 

Hammaslääketieteessä bisfosfonaatteja on käytetty hammaskiilteen ja -luun 

etsaamiseen. Bisfosfonaattien kaksi- tai kolmihampainen sitoutuminen 

metallikationeihin on voimakasta. Tällä tavoin bisfosfonaatti kiinnittyy myös luuhun. 

Huonon imeytymisen lisäksi bisfosfonaattien huonoja puolia ovat ikävät 

sivuvaikutukset. Suun kautta nautittavien bisfosfonaattien yleisimmät haittavaikutukset 

ovat ruoansulatuskanavan ongelmat. Kaikki bisfosfonaatit voivat aiheuttaa vakavia ja 

jopa työkyvyn vieviä luu-, nivel- tai muskuloskeletaalikipuja. Nämä kivut ilmenevät 

yleensä jossain vaiheessa bisfosfonaattihoidon jälkeen. Haittavaikutukset ovat 

harvinaisia ja bisfosfonaattien hyödyt ylittävät moninkertaisesti niihin liittyvät riskit. 

Bisfosfonaatit jaetaan yleisesti kolmeen ryhmään: ensimmäisen, toisen ja kolmannen 

sukupolven bisfosfonaatteihin. Ensimmäisen sukupolven bisfosfonaatit eivät sisällä 

typpiatomia kuten toisen ja kolmannen sukupolven bisfosfonaatit. Ensimmäisen 

sukupolven bisfosfonaatit vaikuttavat estämällä osteoklastien toimintaa aiheuttamalla 

niille solukuoleman. Typpeä sisältävät bisfosfonaatit puolestaan vaikuttavat estämällä 

farnesyylipyrofosfaattisyntaasientsyymin toimintaa. Tämä entsyymi on vastuussa 

mevalonihapon metaboliasta.  
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Bisfosfonaatteja voidaan valmistaa useilla eri menetelmillä. 1-

Hydroksibisfosfonihappoja voidaan pääasiassa valmistaa kahdella eri synteesireitillä 

karboksyylihapoista tai aminohapoista. Suora synteesireitti perustuu 

kondensaatioreaktioon. Siinä karboksyylihappo reagoi fosforihapon ja fosforitri-, 

fosforipenta- tai fosforioksikloridin seoksen kanssa, minkä jälkeen reaktio sammutetaan 

vedellä tai suolahapolla. Toinen, epäsuora synteesireitti perustuu Michaelis-Arbuzovin 

reaktioon, jossa esim. happokloridi reagoi trialkyylifosfiitin kanssa muodostaen α-

ketofosfonaatin. Toisessa vaiheessa α-ketofosfonaattiin liitetään dialkyylifosfiitti, minkä 

seurauksena saadaan 1-hydroksi-1,1-bisfosfonaatti. 1-Hydroksi-1,1-bisfosfonihappojen 

tetraesterit voivat uudelleenjärjestäytyä lämmityksen tai emästen vaikutuksesta.  

Bisfosfonihappoja voidaan valmistaa myös amiineista ja amideista. Amiinista 

muodostetaan esimerkiksi formamidi muurahaishapon avulla. Tämä reagoi sitten veden 

ja fosforitrikloridin kanssa muodostaen aminometyleenibisfosfonihapon. Reaktiot 

tapahtuvat helpommin primäärisillä kuin sekundäärisillä amiineilla, kun taas 

tertiäärisillä reaktiota ei tapahdu steerisen esteen takia lainkaan. Amideista valmistetaan 

bisfosfonihappoja esim. fosforihapon ja fosforitrikloridin avulla. Lyhyemmällä 

lämmityksellä tuotteeksi saadaan bisfosfonihappo ja pidemmällä lämmityksellä 

dianhydridi. Dianhydridi hydrolysoituu miedosti happamissa olosuhteissa 

monosykliseen muotoon. 

Nitriileistä bisfosfonihappoja voidaan valmistaa edellä mainittuja edullisemmin ja 

reagenssit ovat helpommin saatavilla. Metaanisulfonihappo reagoi haluttua 

bisfosfonihappoa vastaavan nitriilin kanssa, minkä jälkeen reaktioseokseen lisätään 

fosforitrikloridia. 

Imiinejä voidaan käyttää N-substituoitujen aminobisfosfonaattien valmistukseen. 

Trimetyylifosfiitin kanssa ne muodostavat reaktiotuotteeksi 1,1-bisfosfonaatin 

metyyliesterijohdannaisen. Joitain ei-typpeä sisältäviä bisfosfonaatteja on onnistuttu 

valmistamaan otsonolyysin avulla bisfosfinaateista. Typpeä sisältäviä alkyyli- tai 

heterosyklibisfosfonaatteja voidaan valmistaa jopa 20 minuutissa mikroaaltojen avulla. 

Mikroaaltosynteesissä voidaan myös käyttää myrkyttömämpää ja 

ympäristöystävällisempää liuotinta, sulfolaania. 

Bisfosfonaateista voidaan valmistaa erilaisia aihiolääkkeitä. Kun bisfosfonaatteja 

muokataan rasvaliukoisemmiksi, niiden imeytyminen ja turvallisuus paranevat. 



 

55 

 

Bisfosfonaattien aihiolääkkeitä voidaan valmistaa joko esteröimällä bisfosfonaatin 

happoryhmä tai muokkaamalla joko amino- tai hydroksyyliryhmää. Aihiolääkkeitä 

voidaan valmistaa myös liittämällä bisfosfonaattiin jokin molekyyli tai lääkeaine.  

Tällöin molekyyli tai lääkeaine voi parantaa bisfosfonaatin imeytymistä ja/tai 

bisfosfonaatti voi parantaa molekyylin tai lääkeaineen imeytymistä. Lääkeaine-

bisfosfonaattijohdannaisilla voidaan varmistaa lääkeaineiden vaikutus hyödyntämällä 

niitä bisfosfonaattien ominaisuuksia, joilla ne hakeutuvat kohti luuta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

56 

 

 

 

 

 

 

 

 KOKEELLINEN OSA  
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10 Työn tarkoitus 

Erikoistyöni "Bisfosfonaatti-sappihappojohdannaisten valmistus bisfosfonaattien 

oraalisen biosaatavuuden parantamiseksi" tarkoituksena oli valmistaa sarja 

sappihappojen sekä erään bisfosfonaatin, alendronaatin johdannaisia. Bisfosfonaatit 

ovat luusairauksien hoidossa käytettäviä lääkeaineita. Ne ovat vesiliukoisia, minkä 

vuoksi niiden imeytyminen on huonoa ja biosaatavuus heikko, esimerkiksi vain 0,75 % 

alendronaatista imeytyy suun kautta otettuna. Ne aiheuttavat usein myös ikäviä 

sivuvaikutuksia, kuten pahoinvointia.  

 

Sappihapot ovat steroidirakenteisia karboksyylihappoja, jotka maksa valmistaa 

kolesterolista (Kuva 67).  

 

Kuva 67. Litokoolihappo. 

 

Sappihapoissa on sekä hydroksyyliryhmien aiheuttama hydrofiilinen α-puoli että 

kurvikkaan profiilin ja metyyliryhmien aiheuttama hydrofobinen β-puoli. Sappihappoja 

voidaan muokata monin eri tavoin, kuten esteröimällä, pelkistämällä tai amidoimalla 

funktionaaliset ryhmät tai muuttamalla karboksyylihapporyhmä suolamuotoon. 

Konjugoimalla bisfosfonaatteja sappihappojen kanssa saadaan aikaan rasvaliukoisempi 

bisfosfonaattijohdannainen, minkä uskotaan tekevän siitä paremmin imeytyvän. 
105, 106

 

 

Tässä erikoistyössä pyrittiin syntetisoimaan alendronaatin sappihappokonjugaatteja. 

Synteesissä alendronaatin typpiatomiin liitettiin amidisidoksella sappihapon 

anhydridijohdannainen. 
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11 Kokeellinen osa 

11.1 Menetelmät ja laitteet 

Kaikista synteesituotteista on ajettu 
31

P- ja 
1
H NMR-spektrit Jyväskylän yliopiston 

kemian laitoksen Bruker AV 300 FT NMR -spektrometrillä. Joistakin tuotteista on 

lisäksi ajettu 
13

C NMR-spektrit Bruker AV 400 tai Bruker Avance DRX 500 NMR-

spektrometreillä. Massaspektrit on mitattu Jyväskylän yliopiston kemian laitoksen 

Micromass LCT ESI-TOF -massaspektrometrillä. 

 

11.2 Käytetyt reagenssit ja liuottimet 

Seuraavassa taulukossa (taulukko 2) esitetään synteeseissä käytetyt reagenssit. 

Taulukko 2. Käytetyt reagenssit ja liuottimet sekä niiden valmistajat ja puhtausasteet 

Reagenssi Valmistaja Puhtausaste % 

1,4-dioksaani VWR Chemicals 99,6 

Alendronihappo (valmiina)  

Dehydrokoolihappo Fluka >99  

Dietyylieetteri Sigma-Aldrich ≥99,8 

Dikloorimetaani Sigma-Aldrich ≥99,9 

Dimetyyliformamidi VWR Chemicals 100,0 

Etidronihappo (valmiina)  

Etyyliklooriformiaatti Merck 97 

Kloroformi VWR Chemicals 99 

Koolihappo Acros organics 97 

Litokoolihappo Sigma ≥95 

Natriumhydroksidi Sigma-Aldrich ≥98 

Natriumkloridi Sigma-Aldrich ≥99,0 

Natriumsulfaatti Sigma-Aldrich ≥99,0 

Tetrakloorimetaani Sigma-Aldrich  

Tionyylikloridi Riedel >98 

Trietyyliamiini Sigma-Aldrich  

Ursodeoksikoolihappo Sigma-Aldrich min. 99 

Vetykloridihappo J.T. Baker 37-38 



 

59 

 

11.3 Synteesit 

Seuraavassa luvussa esitetään erikoistyössä tehdyt synteesit pääpiirteittäin. 

Synteesiohjeet esitetään kappaleessa 14. 

 

11.3.1 Alendronaatin sappihappojohdannaiset 

Sappihappo-alendronihappojohdannaisia pyrittiin valmistamaan käyttäen 

kirjallisuudesta tuttua synteesimenetelmää
107

, jossa sappihapon karboksyylihapporyhmä 

aktivoidaan ja liitetään sitten vapaaseen aminoryhmään amidisidoksella (Kuva 68). 

Litokoolihappo aktivoitiin muokkaamalla se anhydridimuotoon. Ensimmäisellä 

synteesikerralla alendronihappo oli happomuodossa, minkä vuoksi se ei liuennut 

DMF:iin. Tästä johtuen reaktio ei toiminut toivotulla tavalla eikä haluttua tuotetta 

syntynyt. 

 

Kuva 68. Sappihappo-alendronihappojohdannaisen valmistus, menetelmä 1. 

Seuraavaksi alendronihappo muutettiin kahtaisionikseen
68, 108

, jolloin sen aminoryhmä 

oli suojattu elektrofiiliseltä hyökkäykseltä. Alendronihappo tai sen kahtaisioni olivat 

erittäin niukkaliukoisia, minkä vuoksi alendronihappo pyrittiin muuttamaan 

liukoisempaan dinatriumsuolamuotoonsa (Kuva 69).  
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Kuva 69. Alendronaatti, alendronihapon dinatriumsuola. 

Alendronihapon dinatriumsuola lisättiin sitten aktivoidun sappihapon sisältävään 

liuokseen (Kuva 70). 

 

Kuva 70. Alendronihappo-sappihappojohdannaisen valmistus, menetelmä 2. 

Reaktion etenemistä seurattiin NMR-spektroskopian avulla. NMR-spektreissä pyrittiin 

havainnoimaan muodostuvan amidisidoksen protonisignaalia. Koska amidiprotoni on 

labiili, sitä ei välttämättä havaita NMR-spektrissä. Siksi tuotteen muodostuminen 

varmistettiin massaspektrometrialla. 

Kolmannella synteesikerralla alendronihappo muutettiin dinatriumsuolamuotoonsa 

lisäämällä alendronihapon vesiliuoksen sekaan 40 % NaOH-liuosta ja sekoittamalla 

vesiliuosta jäähauteessa vain siihen saakka, kun liuos oli kirkas.
108

 Vesiliuos lisättiin 

sitten aktivoidun sappihapon joukkoon. Lopuksi tuote puhdistettiin H
+
-muotoisen 

ioninvaihtohartsin kanssa sekoittamalla (Kuva 71), jolloin lähtöaine alkoi hajoamaan ja 

tuotteen saantoprosentti jäi vähäiseksi.  
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Kuva 71. Reaktiotuotteen puhdistus ioninvaihtohartsia käyttäen. 

 

11.3.2  Etidronaatin sappihappojohdannaiset 

Sappihappo pyrittiin aktivoimaan valmistamalla siitä happokloridi
107, 109

,  jonka 

annettiin reagoida etidronihapon Na-suolan kanssa (Kuva 72). Etidronihapon Na-suola 

valmistettiin sekoittamalla sitä Na
+
-aktivoidun ioninvaihtohartsin kanssa. Reaktio ei 

onnistunut, minkä vuoksi sappihappojen etidronaattikonjugaattien valmistuksesta 

luovuttiin.  

 

Kuva 72. Etidronihappo-sappihappojohdannaisen valmistus. 
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12 Tulokset ja niiden tarkastelu 

12.1 Alendronaatin litokoolihappokonjugaatti 

Ensimmäisellä synteesikerralla alendronihappo liuotettiin DMF:iin, johon se ei 

kuitenkaan liuennut. Toisella synteesikerralla alendronihappo liuotettiin 50 ml:aan 

vettä, minkä jälkeen seoksen pH säädettiin arvoon 4. Alendronaattiliuoksen annettiin 

sekoittua jäähauteessa 0-5 °C:ssa kaksi tuntia. Sillä aikaa litokoolihappo muutettiin 

anhydridimuotoon. Litokoolihappo liuotettiin Na-kuivattuun 1,4-dioksaaniin. 

Lämpötilan annettiin laskea +10 °C:seen, minkä jälkeen seokseen lisättiin ensin 

trietyyliamiini ja sen jälkeen etyyliklooriformiaatti Na-kuivatussa 1,4-dioksaanissa. 

Seosta sekoitettiin huoneenlämmössä 30 minuutin ajan. Alendronaatin vesiliuokseen 

lisättiin 40 % NaOH-liuosta, minkä jälkeen saatu seos lisättiin litokoolihapon 

anhydridin sisältävän liuoksen sekaan. Saatua seosta sekoitettiin +80 ºC:ssa neljä 

vuorokautta, jolloin reaktioseos muuttui kirkkaasta samean vaaleaksi. Tämän jälkeen 

liuottimet haihdutettiin pois ja raakatuotetta uutettiin dietyylieetterillä. Saatu liete 

suodatettiin ja sakkaa sekoitettiin 30 min etanolissa reagoimattoman litokoolihapon 

poistamiseksi. Sen jälkeen reaktioseos suodatettiin, sakka liuotettiin veteen ja saatua 

liuosta sekoitettiin H
+
-muotoisen ioninvaihtohartsin kanssa reagoimattoman 

alendronaatin poistamiseksi. Vesi haihdutettiin tämän jälkeen pois ja jäännös liuotettiin 

kuumaan etanoliin. Suodatettiin reaktioseos ja karakterisoitiin haihdutettu suodos 
31

P ja 

1
H NMR- sekä massaspektrometrialla. 

Litokoolihapon alendronaattijohdannaisen 
1
H NMR-spektrissä (Liite 1-1) havaittiin 

sekä alendronaatille että litokoolihapolle ominaisia signaaleja. Sen perusteella ei 

kuitenkaan voitu varmistaa reaktion onnistumista, koska amidiprotonin signaalia ei 

havaittu. Koska 
31

P NMR-spektrissä (Liite 1-2) havaittiin alendronaatin 

fosforisignaalista (δ=20 ppm) poikkeava signaali kemiallisen siirtymän arvolla δ=21 

ppm, pääteltiin kyseessä olevan jokin alendronaatin johdannainen. Kun lisäksi 
13

C 

NMR-spektrissä (Liite 1-3) havaittiin karbonyylisignaali sappihappoamidille 

tyypillisellä kemiallisen siirtymän arvolla (δ=174 ppm), pääteltiin reaktiotuotteena 

syntyneen litokoolihapon ja Na-alendronaatin amidia. Sappihappojen esterien 

karbonyylisiirtymä esiintyy tyypillisesti kemiallisen siirtymän arvolla 176 ppm ja 

karboksyylihappojen siirtymä arvolla 178 ppm. Massaspektrissä (Liite 1-4) havaittiin 

litokoolihapon ja Na-alendronaatin konjugaatin [M-H]
-
 -signaali m/z-arvolla 606,2. 
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Tämän perusteella ei kuitenkaan voida sanoa, onko kyseessä amidi- vai 

esterijohdannainen, sillä molempien tuotteiden moolimassat ovat täsmälleen samat.  

 

12.2 Alendronaatin dehydrokoolihappokonjugaatti  

Dehydrokoolihappo muutettiin reaktiivisempaan anhydridimuotoonsa liuottamalla se 

ensin Na-kuivattuun 1,4-dioksaaniin ja antamalla lämpötilan laskea +10 ºC:seen. Sen 

jälkeen reaktioseokseen lisättiin ensin trietyyliamiini ja sitten etyyliklooriformiaatti Na-

kuivatussa 1,4-dioksaanissa. Reaktioseoksen annettiin sekoittua huoneenlämmössä 30 

minuuttia. Samaan aikaan dinatriumalendronaatti liuotettiin 10 ml:aan vettä ja saatua 

seosta sekoitettiin jäähauteessa niin kauan, että liuos muuttui täysin kirkkaaksi. Tämän 

jälkeen vesiliuoksen sekaan lisättiin 40% NaOH-liuosta. Saatu alendronaatin vesiliuos 

lisättiin dehydrokoolihappoanhydridiliuoksen sekaan ja annettiin sekoittua +80 °C:ssa 

48 h. Tämän jälkeen reaktioseoksen käsittelyä jatkettiin kuten edellä, kuitenkin sillä 

erotuksella, että alendronaatin dehydrokoolihappokonjugaatin tapauksessa reagoimaton 

sappihappo pestiin pois kloroformin avulla. Ioninvaihtohartsikäsittely suoritettiin kuusi 

kertaa ennen kuin kaikki vapaa alendronaatti saatiin pois. Lopulta suodoksesta 

haihdutettiin vesi pois ja tuote karakterisoitiin 
31

P ja 
1
H NMR-spektrien sekä 

massaspektrometrian avulla.  

Alendronaatin dehydrokoolihappokonjugaatin 
1
H NMR-spektrissä (Liite 2-1) havaittiin 

sekä dehydrokoolihapolle että alendronaatille ominaisia signaaleja. Sen perusteella ei 

kuitenkaan voitu varmistaa reaktion onnistumista, koska amidiprotonin signaalia ei 

havaittu. Koska 
31

P NMR-spektrissä (Liite 2-2) havaittiin alendronaatin 

fosforisignaalista (δ=19 ppm) poikkeava signaali kemiallisen siirtymän arvolla δ=20 

ppm, pääteltiin kyseessä olevan jokin alendronaatin johdannainen. Massaspektrissä 

(Liite 2-1) havaittiin dehydrokoolihapon ja Na-alendronaatin konjugaatin [M-H]
-
 

-signaali m/z-arvolla 632,5. Tämän perusteella ei kuitenkaan voitu päätellä, oliko 

reaktiossa syntynyt dehydrokoolihapon ja alendronaatin amidi vai esteri. Alendronaatin 

dehydrokoolihappojohdannaisesta ei saatu mitattua 
13

C NMR-spektriä, sillä tuote oli 

erittäin niukkaliukoinen.  
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12.3 Alendronaatin koolihappokonjugaatti  

Koolihappo muutettiin reaktiivisempaan anhydridimuotoonsa liuottamalla se ensin Na-

kuivattuun 1,4-dioksaaniin ja antamalla lämpötilan laskea +10 ºC:seen. Sen jälkeen 

reaktioseokseen lisättiin ensin trietyyliamiini ja sitten etyyliklooriformiaatti Na-

kuivatussa 1,4-dioksaanissa. Reaktioseoksen annettiin sekoittua huoneenlämmössä 30 

minuuttia. Dinatriumalendronaatti liuotettiin 10 ml:aan vettä ja saatua seosta sekoitettiin 

jäähauteessa niin kauan, että liuos muuttui täysin kirkkaaksi. Tämän jälkeen 

vesiliuoksen sekaan lisättiin 40 % NaOH-liuosta. Saatu dinatriumalendronaatin 

vesiliuos lisättiin koolihappoanhydridiliuoksen sekaan ja annettiin sekoittua +80 °C:ssa 

72 h. Reagoimaton koolihappo poistettiin etanolin avulla. Ioninvaihtohartsikäsittelyn 

jälkeen vesi suodatettiin pois, jolloin reaktioseos jäi kolvin reunoille pihkamaiseksi 

aineeksi. CHCl3- ja CCl4-liuotinten seoksella saatiin reaktiotuote saostumaan vaaleina 

kiteinä. Ioninvaihtohartsikäsittely suoritettiin vielä viisi kertaa, ennen kuin kaikki vapaa 

alendronaatti saatiin pois. Valitettavasti reaktiotuotetta ei kuitenkaan jäänyt juuri 

jäljelle. 
31

P NMR-spektroskopian perusteella tuotteen muodostuminen reaktion aikana 

voitiin varmistaa spektrissä havaitun alendronihapon kemiallisesta siirtymästä 

poikkeavan 
31

P-signaalin (δ= 20 ppm) avulla.  

 

Synteesiä yritettiin toistaa käyttäen koolihappoylimäärää. Reaktiota ei kuitenkaan 

tällöin tapahtunut lainkaan. Lopputuotteen määrää pyrittiin kasvattamaan myös 

käyttämällä kaksinkertaisia ainemääriä. Tällöin reaktioseoksen annettiin sekoittua jopa 

140 h, mutta reaktio ei ollut edennyt enää vuorokauden jälkeen. Raakatuotetta pestiin 

etanolilla reagoimattoman koolihapon poistamiseksi, minkä jälkeen jäännös liuotettiin 

veteen ja sekoitettiin H
+
-muotoisen ioninvaihtohartsin kanssa 45 minuuttia. Vesi 

haihdutettiin pois ja mitattiin 
31

P NMR-spektri. Spektrin perusteella todettiin, että 

mahdollisesti muodostuneen tuotteen määrä oli erittäin pieni ja että 

dinatriumalendronaatti oli hajonnut käsittelyjen aikana.  

 

Synteesi suoritettiin vielä liuottamalla happomuotoinen alendronihappo 2 ml:aan vettä. 

Tähän vesiliuokseen lisättiin sitten kuusi ekvivalenttia 40 % NaOH-liuosta, jotta 

alendronihappo saataisiin Na-suolakseen. Saatua suolaa käytettiin reaktiossa. 

Koolihappo muutettiin reaktiivisempaan anhydridimuotoonsa kuten aiemmin. 

Reaktioseoksen annettiin sekoittua ensin 55 ºC:ssa 15 minuuttia, minkä jälkeen kolvissa 

havaittiin pihkamaista ainetta ja kirkasta liuosta. Lämpötila nostettiin +80 ºC:seen ja 
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annettiin sekoittua 46 h. Reaktioseos suodatettiin, minkä jälkeen sakkaa uutettiin 

dietyylieetterillä. Reaktioseos muuttui erittäin tahmeaksi, eikä sitä saatu tämän jälkeen 

enää suodatettua. Dietyylieetteri haihdutettiin pois ja raakatuote liuotettiin veteen. Sen 

jälkeen vesiliuos käsiteltiin H
+
-muotoisen ioninvaihtohartsin avulla. Vesi haihdutettiin 

pois. Jäännöstä ei saatu karakterisoitua, sillä se ei liuennut yleisimpiin NMR-liuottimiin. 

 

12.4 Alendronaatin ursodeoksikoolihappokonjugaatti 

Ursodeoksikoolihappo muutettiin reaktiivisempaan anhydridimuotoonsa kuten edellä. 

Reaktioseoksen käsittelyä jatkettiin kuten aiemmin, mutta tätä reaktioseosta sekoitettiin 

+80 °C:ssa 48 h. Reagoimaton ursodeoksikoolihappo pestiin pois etanolin avulla. 

Jäännös liuotettiin veteen ja reagoimaton alendronaatti poistettiin 

ioninvaihtohartsikäsittelyllä, joka toistettiin yhteensä kuusi kertaa. Tuotetta ei juuri 

jäänyt jäljelle. 
31

P NMR-spektroskopian perusteella tuotteen muodostuminen reaktion 

aikana voitiin varmistaa spektrissä havaitun alendronihapon kemiallisesta siirtymästä 

poikkeavan 
31

P-signaalin (δ= 20 ppm) avulla. 

 

12.5 Alendronaatin deoksikoolihappokonjugaatti 

Deoksikoolihappo muutettiin reaktiivisempaan anhydridimuotoonsa kuten edellä. 

Reaktioseoksen käsittelyä jatkettiin kuten aiemmin, mutta tässä tapauksessa 

reaktioseosta sekoitettiin 44 h. Reaktio oli kuitenkin NMR-spektrien perusteella edennyt 

loppuun jo alle vuorokaudessa, jopa kahdessa tunnissa. Reagoimaton deoksikoolihappo 

poistettiin etanolin avulla. Jäännös liuotettiin veteen ja reagoimaton alendronaatti 

poistettiin 30 minuutin ioninvaihtohartsikäsittelyllä.  Vesi haihdutettiin pois ja tuotteesta 

mitattiin 
31

P NMR-spektri. 
31

P NMR-spektroskopian perusteella tuotteen 

muodostuminen reaktion aikana voitiin varmistaa spektrissä havaitun alendronihapon 

kemiallisesta siirtymästä poikkeavan 
31

P-signaalin (δ= 20 ppm) avulla. 

 

12.6  Etidronaatin dehydrokoolihappokonjugaatti 

Etidronihappo muutettiin suolamuotoonsa käyttäen Na
+
-muotoista ioninvaihtohartsia. 

Dehydrokoolihaposta valmistettiin reaktiivisempi happokloridi SOCl2:a käyttäen. 
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Dehydrokoolihappoa ja tionyylikloridiylimäärää sekoitettiin 15 minuuttia, minkä 

jälkeen tionyylikloridiylimäärä tislattiin pois. Jäännös liuotettiin CCl4:iin ja liuotin 

haihdutettiin pois. Jäännös liuotettiin uudelleen CCl4:iin, minkä jälkeen seokseen 

lisättiin Na-etidronaatti ja trietyyliamiini. Reaktioseosta sekoitettiin +85 ºC:ssa 113 h. 

Haihdutettiin liuottimet pois ja jäännökseen lisättiin 30 ml CHCl3:a. Orgaanista kerrosta 

pestiin 2 M HCl:lla, mutta orgaanista kerrosta ja vesikerrosta ei saatu erottumaan. 

 

Sakka suodatettiin ja liuotettiin eetteriin. Eetterikerrosta yritettiin jälleen pestä 2 M 

suolahapolla, vedellä ja kylläisellä NaHCO3-liuoksella, mutta emäspesun jälkeen 

orgaanista ja vesikerrosta ei saatu erottumaan. Sakka suodatettiin. NMR-spektrien 

perusteella tuotetta ei ollut syntynyt. 
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13 Yhteenveto 

Erikoistyön tarkoituksena oli syntetisoida alendronaatin sappihappokonjugaatteja, joissa 

sappihappo liitettäisiin alendronaatin aminoryhmään amidisidoksella. Sappihapot 

muokattiin ensin reaktiivisempaan anhydridimuotoon, mikä onnistui varsin 

vaivattomasti. Tämän jälkeen anhydridin annettiin reagoida alendronaatin kanssa. 

Valitettavasti tuotteiden saantoprosentit jäivät mataliksi.  

Sappihappojen hydroksyyliryhmien lukumäärä saattaa vaikuttaa niiden 

reaktiivisuuksiin. Onnistuneissa synteeseissä lähtöaineina käytettiin ei yhtään tai yhden 

hydroksyyliryhmän sisältäviä sappihappoja, epäonnistuneissa synteeseissä lähtöaineina 

käytetyissä sappihapoissa hydroksyyliryhmiä oli puolestaan useita. Ne vaikuttavat myös 

sappihappojen liukoisuuksiin, mikä puolestaan voi vaikuttaa reaktioiden kulkuun. 

 

Koska alendronaatti on hyvin niukkaliukoinen muihin kuin vesiliuoksiin, jouduttiin se 

lisäämään sappihapon anhydridiliuokseen vesiliuoksenaan. Reaktiivinen anhydridi on 

tällöin saattanut hajota takaisin vähemmän aktiiviseen happomuotoonsa. 

Työn tarkoituksena olleen alendronaatin sappihappokonjugaattien valmistuksen voidaan 

todeta onnistuneen, joskin saannot jäivät vähäisiksi. Mitatut spektrit tukivat 

johtopäätöstä, jonka mukaan synteesit tuottivat haluttuja tuotteita. NMR-spektroskopian 

ja massaspektrometrian perusteella ei valitettavasti voida sanoa, oliko haluttu 

konjugaatti lähtöaineiden amidi vai esteri. Se jää selvitettäväksi muita menetelmiä 

käyttäen.  

Projekti osoittautui haastavaksi, mutta mielenkiintoiseksi. Synteesimenetelmiä 

kehitetään jatkossa. Myös niiden tuloksena saatavien sappihappojen 

bisfosfonaattikonjugaattien käyttöä aihiolääkkeinä bisfosfonaattien oraalisen 

biosaatavuuden parantamiseksi tullaan tutkimaan. Työskentelyä motivoi, kun sai 

työskennellä kannustavassa ja asiantuntevassa ohjauksessa. Spektroskooppisten 

analyysilaitteiden monipuolinen käyttö toi myös itsevarmuutta niiden käyttöön 

tulevaisuudessa.  
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14 Synteesiohjeet 

Kuvissa 73 ja 74 on kuvattu alendronaatin litokoolihappokonjugaatin (Kuva 73) ja 

alendronaatin dehydrokoolihappokonjugaatin (Kuva 74) rakenteet. 

 

14.1 Alendronaatin litokoolihappokonjugaatti 

Alendronihappo (0,4025 g, 1,616 mmol) liuotettiin n. 50 ml:aan vettä ja seos 

jäähdytettiin huoneenlämpöön. Liuoksen pH säädettiin 40 % NaOH-liuoksella arvoon 4 

ja annettiin sekoittua 0-5 °C:ssa 2 tuntia. Litokoolihapon (0,4541 g, 1,206 mmol) ja Na-

kuivatun 1,4-dioksaanin (30 ml) seos jäähdytettiin +10 °C:seen, minkä jälkeen seokseen 

lisättiin vastatislattu trietyyliamiini (0,225 ml, 1,616 mmol) ja sen jälkeen vastatislattu 

etyyliklooriformiaatti (0,154 ml, 1,616 mmol) 3 ml:ssa Na-kuivaa 1,4-dioksaania. 

Seoksen annettiin sekoittua huoneenlämmössä 30 minuuttia. Kun alendronaatin 

vesiliuos oli sekoittunut kaksi tuntia, lisättiin sen joukkoon 1 eq (0,162 µl, 1,616 mmol) 

40 % NaOH-liuosta. Alendronaattiliuos lisättiin litokoolihapon anhydridin joukkoon, ja 

syntynyttä seosta sekoitettiin +80 °C:ssa 96 h.  

Liuottimet haihdutettiin pois ja jäännökseen lisättiin 15 ml dietyylieetteriä, minkä 

jälkeen sakka suodatettiin. Sakkaa sekoitettiin absoluuttisessa etanolissa 30 min. Sakka 

liuotettiin veteen ja liuos käsiteltiin H
+
-muotoista ionihartsia käyttäen. Vesi 

haihdutettiin pois ja jäännöstä sekoitettiin kuumassa etanolissa. Liuottimet haihdutettiin 

pois suodattamisen jälkeen. 

 

Kuva 73. Alendronaatin litokoolihappokonjugaatin rakenne. 

M(C28H51NO9P2) = 607,65 g/mol 

Teoreettinen saanto: 0,7328 g 
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Saanto: 0,052 g = 7,10 % 

1
H NMR (MeOD-d4, 300 MHz):  3.27 (overlapping, 4H (2HBA + 2HALE)), 2.35 – 1.45 

(overlapping 26 H (22 HBA +4 HALE)), 1.33 (s, 3H), 1.16 (s, 2H), 1.03 (s, 3H21), 1.01 (s, 

3H19), 0.92 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 0.75 (s, 3H18). 
 
13

C NMR (MeOD-d4, 126 MHz): δ 174.29, 70.10, 57.57 – 51.56 (overlapping), 51.43, 

41.86 – 36.13 (overlapping), 35.84 – 18.31 (overlapping), 16.51, 10.07, 6.80. 
 

31
P NMR (MeOD, 121 MHz): δ 21.41 

 

MS(ESI-TOF) m/z: [M-H]
-
= 606,2402 

 

14.2 Alendronaatin dehydrokoolihappokonjugaatti 

Dehydrokoolihapon (1,0064 g, 2,5 mmol) ja Na-kuivan 1,4-dioksaanin (30 ml) seos 

jäähdytettiin +10 °C:seen, minkä jälkeen seokseen lisättiin vastatislattu trietyyliamiini 

(0,467 ml, 3,35 mmol) ja sen jälkeen vastatislattu etyyliklooriformiaatti (0,319 ml, 3,35 

mmol) 3 ml:ssa Na-kuivaa 1,4-dioksaania. Seoksen annettiin sekoittua 

huoneenlämmössä 30 min. Samaan aikaan dinatriumalendronaatti (0,9836 g, 3,35 

mmol) liuotettiin 10 ml:aan ionivaihdettua vettä. Seosta sekoitettiin jäähauteessa niin 

kauan, kunnes liuos muuttui kirkkaaksi. Sen jälkeen vesiliuokseen lisättiin 1 eq (0,390 

ml, 3,35 mmol) 40 % NaOH-liuosta. Alendronaattiliuos lisättiin 

dehydrokoolihappoanhydridin sisältävän liuoksen joukkoon ja reaktioseosta sekoitettiin 

+80 °C:ssa 48 h.  

Liuottimet haihdutettiin pois ja jäännökseen lisättiin 15 ml dietyylieetteriä, minkä 

jälkeen sakka suodatettiin. Sakkaa sekoitettiin absoluuttisessa etanolissa 30 min. 

Suodatuksen jälkeen sakan sisältäneeseen astiaan lisättiin 20 ml kloroformia. Liuoksen 

annettiin sekoittua 20 min, minkä jälkeen sakka suodatettiin ja pestiin 3 x 10 ml 

kloroformia. Sakka liuotettiin veteen ja käsiteltiin saatua liuosta H
+
-muotoisen 

ionihartsin kanssa 15 min. Lopuksi vesi haihdutettiin pois reaktioseoksesta ja sakka 

kuivattiin. 
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Kuva 74. Alendronaatin dehydrokoolihappokonjugaatin rakenne. 

M(C28H45NO11P2) = 633,60 g/mol 

Teoreettinen saanto: 1,584 g 

Saanto: 0,0423 g = 2,67 % 

1
H NMR (D2O, 300 MHz): δ 3.42 – 3.17 (overlapping, 5H (2HALE+3HBA)), 2.60 – 1.82 

(overlapping 21 H (17HBA + 4HALE)), 1.48 (overlapping, 7H (3H19+4HALE)), 1.24 (s, 

3H18), 0.90 (d, J = 6.4 Hz, 3H21). 

 
31

P NMR (D2O, 121 MHz): δ 20.26 

 
MS (ESI-TOF): [M-H]

-
: m/z 632,2386 

 

14.3 Alendronaatin koolihappokonjugaatti 

Koolihapon (1,0516 g, 2,5 mmol) ja Na-kuivan 1,4-dioksaanin (30 ml) seos 

jäähdytettiin +10 °C:seen, minkä jälkeen seokseen lisättiin vastatislattu trietyyliamiini 

(0,467 ml, 3,35 mmol) ja sen jälkeen vastatislattu etyyliklooriformiaatti (0,319 ml, 3,35 

mmol) 3 ml:ssa Na-kuivaa 1,4-dioksaania. Seoksen annettiin sekoittua 

huoneenlämmössä 30 min. Samaan aikaan dinatriumalendronaatti (0,9980 g, 3,35 

mmol) liuotettiin 10 ml:aan ionivaihdettua vettä. Seosta sekoitettiin jäähauteessa niin 

kauan, kunnes liuos muuttui kirkkaaksi. Sen jälkeen vesiliuokseen lisättiin 1 eq (0,390 

ml, 3,35 mmol) 40 % NaOH-liuosta. Alendronaattiliuos lisättiin koolihappoanhydridin 

sisältävän liuoksen joukkoon ja reaktioseosta sekoitettiin +80 °C:ssa 72 h. 

Liuottimet haihdutettiin pois ja jäännökseen lisättiin 15 ml dietyylieetteriä, minkä 

jälkeen saatu pihkamainen saostuma suodatettiin. Saostumaa sekoitettiin absoluuttisessa 

etanolissa 30 min. Suodatuksen jälkeen sakka liuotettiin ionivaihdettuun veteen, minkä 

jälkeen saatua liuosta käsiteltiin H
+
-muotoisella ioninvaihtohartsilla 20 min. Lopuksi 

vesi haihdutettiin pois reaktioseoksesta ja sakka kuivattiin.  
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14.4 Alendronaatin ursodeoksikoolihappokonjugaatti 

Ursodeoksikoolihapon (0,9982 g, 2,5 mmol) ja Na-kuivan 1,4-dioksaanin (30 ml) seos 

jäähdytettiin +10 °C:seen, minkä jälkeen seokseen lisättiin vastatislattu trietyyliamiini 

(0,467 ml, 3,35 mmol) ja sen jälkeen vastatislattu etyyliklooriformiaatti (0,319 ml, 3,35 

mmol) 3 ml:ssa Na-kuivaa 1,4-dioksaania. Seoksen annettiin sekoittua 

huoneenlämmössä 30 min. Samaan aikaan dinatriumalendronaatti (0,9935 g, 3,35 

mmol) liuotettiin 10 ml:aan ionivaihdettua vettä. Seosta sekoitettiin jäähauteessa niin 

kauan, kunnes liuos muuttui kirkkaaksi. Sen jälkeen vesiliuokseen lisättiin 1 eq (0,390 

ml, 3,35 mmol) 40 % NaOH-liuosta. Alendronaattiliuos lisättiin 

ursodeoksikoolihappoanhydridin sisältävän liuoksen joukkoon ja reaktioseosta 

sekoitettiin +80 °C:ssa 48 h. 

Liuottimet haihdutettiin pois ja jäännökseen lisättiin 15 ml dietyylieetteriä, minkä 

jälkeen sakka suodatettiin. Sakkaa sekoitettiin absoluuttisessa etanolissa 30 min. Sakka 

liuotettiin ionivaihdettuun veteen ja liuosta käsiteltiin H
+
-muotoisella 

ioninvaihtohartsilla 30 min. Lopuksi vesi haihdutettiin pois reaktioseoksesta ja sakka 

kuivattiin.  

 

14.5 Alendronaatin deoksikoolihappokonjugaatti 

Deoksikoolihapon (1,2704 g, 3,24 mmol) ja Na-kuivan 1,4-dioksaanin (30 ml) seos 

jäähdytettiin +10 °C:seen, minkä jälkeen seokseen lisättiin vastatislattu trietyyliamiini 

(0,605 ml, 4,34 mmol) ja sen jälkeen vastatislattu etyyliklooriformiaatti (0,413 ml, 4,34 

mmol) 3 ml:ssa Na-kuivaa 1,4-dioksaania. Seoksen annettiin sekoittua 

huoneenlämmössä 30 min. Samaan aikaan dinatriumalendronaatti (1,2708 g, 4,34 

mmol) liuotettiin 10 ml:aan ionivaihdettua vettä. Seosta sekoitettiin jäähauteessa niin 

kauan, kunnes liuos muuttui kirkkaaksi. Sen jälkeen vesiliuokseen lisättiin 1 eq (0,496 

ml, 4,34 mmol) 40 % NaOH-liuosta. Alendronaattiliuos lisättiin 

deoksikoolihappoanhydridin sisältävän liuoksen joukkoon, ja reaktioseosta sekoitettiin 

+80 °C:ssa 44 h. 
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Liuottimet haihdutettiin pois ja jäännökseen lisättiin 15 ml dietyylieetteriä, minkä 

jälkeen saatu pihkamainen saostuma suodatettiin. Saostumaa sekoitettiin absoluuttisessa 

etanolissa 30 min. Saostuma liuotettiin ionivaihdettuun veteen ja saatua liuosta 

käsiteltiin H
+
-muotoisella ioninvaihtohartsilla 30 min. Lopuksi vesi haihdutettiin pois 

reaktioseoksesta ja sakka kuivattiin. 
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15 Syntetisoidut yhdisteet 
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