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Nazev vynalezu:

15p-substituované derivaty estronu jako
selektivni inhibitory 17p-
hydroxysteoiddehydrogenaz

Anotace:

15B-substituované derivaty estronu obecného vzoree
1. kde substituenty R, RZ R, RY, R jsou nezavisle '
na sob& zvoleny ze skupiny zahmujici: C,-C, alkyl,
C,-C, alkoxy, C;-C4 halogenalkyl, halogen, COOR®.
kde R%je C,-C, alkyl; H, OH; popfipadé jsou R*. R*a
R’ kazdy tvofen vodikovym atomem a soucasne R'a
RZ spolu tvoii aryl, vyhodné naftyl; pricemz
aromaticky kruh v poloze C-15 miZe byt uvedenymi

substituenty R’ az R mono-, di-, tri-, tetra- 1 penta-
substituovany. Slouceniny podle vynalezu mohou byt
vyuzity k diagnostice a piipadné i k 1é¢b¢ estrogen-
dependentnich onemocnéni.
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15B~substituované derivaty estronu jako selektivni inhibitory 17p-hydrexysteroid—
dehydrogenaz

Oblast techniky

Predkladany vynélez se tyka ptipravy a vyuZiti novych ligandi, selektivné inhibujicich skupinu
enzymi 17B-hydroxysteoriddehydrogenaz (17PHSD). SlouCeniny, které selektivné reguluji
aktivitu 17BHSD, mohou byt u¢innou slozkou farmaceutickych prostiedkii, a to zejména
prostfedki vyuzitelnych pro diagnostiku a 1é¢bu estrogen—dependentnich typii onemocnéni.

Dosavadni stav techniky

Enzymy HSD patii do skupiny NADP(H)/NAD(H) dependentnich oxidoreduktaz, které v téle
reguluji konverzi ketosteroidii na hydroxysteroidy a vice versa v procesu zvaném steroidogeneze.
17BHSD umoziiuji tento oxidaéné—redukeni proces v pozici C—17 steroidniho skeletu. Redukci
C-17-oxo skupiny steroidi tak z biologicky ne pfili§ aktivniho estronu (El) vznikd vysoce
potentni 17B-estradiol (E2), stejné tak z 4-androsten-3,17-dionu testosteron (T) a z Sa-
androstan-3,17-dionu dihydrotestosteron. Uvedené 17B-hydroxy formy, na rozdil od 17p-
ketosteroidd, disponuji vysokou afinitou k pfislu§nym receptoriim, a tim zasadné ovliviiuji &etné
pochody v t€le, predeviim vsak proliferaci a diferenciaci bunék. 17BHSD tedy maji kli¢ovou roli
pfi tvorbé biologicky aktivnich estrogend a androgenii a specificka regulace téchto enzymii by
mohla oteviit dvefe k novym skupindm terapeutickych a diagnostickych latek (Poirier, D.
Current. Med. Chem. 2003, 10, 453).

V soucasné dobé je v literatufe popsano jiz 15 izoenzymi rodiny 17B-HSD, pii¢emZ jednotlivé
typy se navzdjem podstatné lisi tkafiovou, substratovou a kofaktorovou specifitou, ale i distribuci
v burikach.

Nadmérna exprese nékterych izoenzymii z fady 17BHSD, a tedy nadméma produkce 17p—
hydroxysteroidli v tkanich, koreluje s vyskytem estrogen/androgen—dependentnich onemocnéni.
Selektivni inhibitory jednotlivych izoenzymi by s vyhodou mohly byt pouzity pro terapii
takovych chorob a stanoveni miry exprese pfislusnych typd HSD v postizenych tkanich by pak
mohlo slouzit jako diagnosticky marker zminénych nemoci. To je divodem znaéné pozornosti,
jez je v poslednich desetiletich vénovana vyzkumu 17BHSD.

Pfedkladana pfihlaSka vynalezu se tyka inhibitord izoenzymi 178HSD1 a 17BHSDS5. Tyto
izoenzymy se podileji na produkci estrogeni a androgenii v lidském téle. Ovliviiuji progresi
Cetnych  hormondlné senzitivnich onemocnéni, zejména rakoviny prsu, prostaty,
nemalobunécného karcinomu plic (NSCLC), spinoceluldrniho karcinomu a dal$ich. Zvysena
hladina E2 vede k vyskytu benignich anomalii, zejména endometridzy, adenomyozy, déloznich
myomi a poruch menstruaéniho cyklu. Hledani latek, které by byly schopny ovlivnit priibéh
takovych nemoci, je stile vénovano zna¢né usili. Divodem jsou bud’ dosavadni absence vhodné
terapeutické latky, nebo nevyhody stavajicich terapeutickych moznosti, vyuzivanych pfti 16&bé
hormonélné senzitivnich chorob. Jedna se predevsim o nezadouci u&inky, vznik rezistence pii
dlouhodobém podavani a v neposledni fadé o Casty relaps onemocnéni.

17BHSDI1 byl jako prvni ze vSech izoenzymii popsan Engelem et al. v 50. letech 20. stoleti
(Ryan, K.J.; Engel, L.L. Endocrinology 1953, 52, 287). 17BHSDI piednostné reguluje redukci
estronu (E1) na estradiol (E2) a je piirozené exprimovan zejména v placenté, vaje¢nicich, prsni
tkani, d€loze a endometriu. Ve vajeénicich katalyzuje produkci E2 z E1, v perifernich tkanich
pak kontroluje hladinu a dostupnost E2 na pre-receptorové urovni (intrakrinni modulace). V
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mensi mife 17BHSD1 Kkatalyzuje také konverzi dehydroepiandrosteronu (DHEA) na 5-
androsten—3, 1 7p—diol (A’—diol).

Vyznam pohlavniho hormonu E2 v lidském téle spociva v jeho silné afinité k estrogenovym
receptorim (ER), jejichZ prostfednictvim reguluje expresi fady genti (tzv. transkriptni faktor).
ER se v klidovém stavu nachazeji obvykle v cytosolu v podobé monomert. Po vazbé E2 na ER
jednotky receptori dimeruji, vstupuji do bun&ného jadra a tam se vazi na sekvence DNA
oznatované jako estrogen responzivni jednotky (ERE). Po vazb¢ komplexu E2-2ER na ERE se
aktivuje kaskada procesi, vedouci k proliferaci a diferenciaci bun€k. Toto mnoZeni bun€k mize
byt jak fyziologické, tak i patologické, vedouci ke zhoubnému bujeni (Ciocca, D.R.; Fanelli,
M.A. Trends Endocrinol Metab. 1997, 8, 313).

Z vySe uvedenych skuteCnosti vyplyva, ze proliferaci a diferenciaci buné&k, zpisobenou
estrogeny, lze regulovat ovlivnénim metabolizmu E2. Jednou z moznosti je zamezeni vazby E2
do aktivniho mista ER, dalsi moznosti je blokace syntézy samotného E2 inhibici jednoho ¢i
nékolika enzymii, Glastnicich se steroidogeneze (17BHSDI, aromatazy, sulfatazy) (Hong, Y.;
Chen, S. Mol. Cell. Endocrinol. 2011, 340, 120).

Estrogen senzitivni typy nadori prsu, Zenského pohlavniho Gstroji a plic (tzv. non—small—cell
lung carcinoma, NSCLC) jsou charakteristické zvySenou expresi 17BHSDI. Se zvySenou
hladinou E2 je pak spojena fada benignich anomalii. Mezi nejb&zné&jsi z nich patfi endometridéza
(patologicka lokalizace délozni vystelky jinde nez v dutiné délozni), adenomyoza (pfesun
vystelky délozni dutiny—endometria do vrstvy délozni svaloviny), menoragie (abnormalné silné
menstruaéni krvaceni), metroragie (acyklické, dysfunkéni krvaceni), dysmenorea (bolesti a jiné

obtize provazejici menstruaci) a délozni myomy (WO 2008034796 A2).

17BHSDS je exprimovana piedevsim ve varlatech, b&Zné se vyskytuje téZ v prostaté, jatrech a
nadledvinkach. ZvySenou expresi vykazuji n&které typy tumord prsni tkané a prostaty (Dufort ez
al. Endocrinology. 1999, 140, 568). Mezi ostatnimi izoenzymy zaujima 17BHSDS5 ponékud
zvla$tni postaveni. Jako jediny z rodiny 17BHSD enzymi patii mezi tzv. aldo—ketoreduktazy,
zatimco ostatni typy patfi mezi dehydrogenazy/reduktazy typu "kratky fetézec". Navic diky
znaéné prostornému vazebnému mistu vykazuje jistou substratovou multispecifitu. To znamena,
e sice prednostné redukuje 4—androsten—3,17—dion na T, dokaze vSak vazat i nékteré dalsi
estrogeny a androgeny a ovliviiovat jejich konverzi v polohach 30—, 178~ a 200—. 17BHSDS se
také podili na syntéze prostaglandinii (prostaglandin PGF,,). Bylo prokézano, ze PGFy, hraje
diilezitou roli pti ristu n&kterych typi nadord, zejména kolorektalniho karcinomu (Qualtrough,
D. Int. J. Cancer 2007, 121, 734). Vzhledem k tomu, Ze byl prokazan vliv 17BHSD5 na progresi
jak steroid—senzitivnich, tak i nesenzitivnich karcinomi, je selektivni inhibice 17BHSD5
dlouhodobé jednou z vyzev pro dalsi vyzkum.

Nejéast&j$im nadorovym onemocnénim u Zen je rakovina prsu. Standardni postup lécby ranych
stadii estrogen pozitivnich typti rakoviny prsu spoGiva v operaci a nasledné adjuvantni
chemoterapii. V ramci nasledné terapie se nejcastéji u premenopauzalnich Zen podavaji selektivni
modulatory estrogenovych receptori (SERM) jako Tamoxifen, Raloxifen a dalSi. Jedna se o
Saste¢né nebo Gplné antagonisty ER. U Zen po menopauze, jejichz nador ma ER+ status, zistava
Tamoxifen 1éivem prvni volby. V ptipadé ER— tumort prsu pak byvaji vhodnou volbou terapie
tzv. SEEM (Selective Estrogen Enzyme Modulators), napi. Tibolon ¢&i Anastrozol. Tyto latky
selektivné ovliviiuji prisluiné enzymy steroidogeneze, aromatazu, sulfatizu a sulfotransferazu.
Nevyhodou dlouhodobé 1égby SERM i SEEM je Casty vyskyt zavaznych nezadoucich ucinkt. V
ptipadé SERM se jedna o vaginalni krvaceni, endometridlni karcinom, nutnost hysterektomie,
ischemické cerebrovaskularni piihody a venozni tromboembolie (Demissie et al. J. Clin. Oncol.
2001, 79, 322). Po aplikaci SEEM jsou pozorovany zvyena lamavost kosti, zacpa/prijem,
nevolnost a zvraceni, poruchy spanku, Ginava/slabost, navaly a poceni, krvaceni z pochvy, Fidnuti
vlasii, zm&ny hmotnosti, deprese a dalsi (Eastell ef al. J. Clin. Oncol. 2008, 26, 1051). Podstatna
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cast tumord prsni tkané vykazuje zvySenou expresi 17BHSDI. Piedpoklada se, ze modulaci
Cinnosti 17PHSD1 by bylo mozné ovlivnit lokalni hladinu E2 v postizené tkani a docilit tak
regulace ristu nadorové tkang. Zadny 17BHSDI inhibitor prozatim neproSel klinickymi
zkouskami.

Lécba rakoviny prostaty je zalozena na sniZeni hladiny androgend. Toho lze dosahnout
chirurgickou nebo farmakologickou (hormonalni) kastraci, ptipadné jejich vhodnou kombinaci.
Hormonalni Ié¢ba spo¢ivd bud’ v zastaveni produkce testosteronu varlaty (LHRH-analoga
gonadotropinii), nebo v blokaci androgenniho receptoru v prostatické butice antiandrogeny (napt.
cyproteron acetat). | u antiandrogenni terapie jsou nezadouci G¢inky zna¢né, zahrnuji piedevsim
impotenci, navaly horkosti, gynekomastii, mastodynii, dale zazivaci obtize, depresi, Unavu,
malatnost a dalSi. Také podstatna ¢ast tumori prostaty vykazuje zvysenou expresi 17BHSDS.
Piedpoklada se, ze modulaci Ginnosti 17BHSDS5 by bylo mozné ovlivnit lokalni hladinu T v
postizené tkani a docilit tak regulace ristu nadorové tkang.

V literatufe je popsana celd fada inhibitord 17BHSD. Zna¢ny diraz je piitom kladen na piipravu
selektivnich, reverzibilnich inhibitord 17BHSD1 s minimalnim nebo Zadnym estrogennim
efektem. Prestoze vyzkum v této oblasti je velmi intenzivni a zahrnuje nespo&et in vitro a in vivo
studii, doposud se zadny selektivni inhibitor 17BHSD1 nedostal do klinické faze testovani jako
potencialni terapeutikum na lé¢bu estrogen—dependentnich typi onemocnéni (Poirier, D. Expert
Opin. Ther. Patents 2010, 20, 1123).

Inhibitory 17BHSD1 a 17BHSD3 lze ze strukturniho hlediska rozdélit do dvou velkych skupin, a
to na inhibitory nesteroidni povahy a inhibitory na bazi steroidii. Vzhledem k tomu, e
piedkladana pfihlaska vynalezu popisuje inhibitory, jeZ jsou derivaty estronu, bude déle
diskutovana pouze skupina steroidnich inhibitord 17BHSD1 a 178HSD5. Na téma 17BHSD
inhibitorii bylo publikovadno n&kolik souhrnnych ¢lankd (Penning, T.M.; Ricigliano, J.W. J.
Enzyme. Inhib. 1991, 5, 165; Poirier, D. Curr. Med. Chem. 2003, 10, 453; Brozi& et al. Curr.
Med. Chem. 2008, 15, 137; Poirier, D. Anti-cancer Agents Med. Chem. 2009, 9, 642; Day et al.
Minerva Endocrinol. 2010, 35, 87).

Nasledujici prehled bude zaméfen na vyvoj v oblasti inhibitord 17BHSDI1 predevsim od roku
1990 do soucasnosti. Inhibi¢ni aktivita vici 178HSD1 byla testovana u derivata progestinu, napf.
nomegestrol acetatu, medrogestonu, tibolonu a jejich metabolitd, za pouZiti rakovinnych linif
MCF-7 a T-47D (estrogen—dependentni typy rakoviny prsu) pti fyziologické hlading El.
Inhibitory nebyly selektivni vii¢i 17BHSDI1 (napt. Chetrite ef al. J. Steroid Biochem. Molec. Biol.
1996, 58, 525; Chetrite, G.S.; Pasqualini, J.R. J. Steroid Biochem. Molec. Biol. 2001, 76, 95;
Shields—Botella et al. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2005, 93, 1). Testovan byl i G¢inek
Dydrogesteronu (Duphaston®) a jeho 20-dihydro metaboliti vzhledem ke konverzi E1 na E2.
(Chetrite, G.S. et al. Anticancer Res. 2004, 24, 1433).

Série sedmnacti estratrient fluorovanych v poloze C-17 byla piipravena Delucou ef al. a byla
testovana vzhledem k inhibi¢ni aktivit¢ vaci péti izoformam 17BPHSD (1, 2, 4, 5, 7). Latky
vykazovaly primérnou inhibi¢ni aktivitu vici 17BHSDI a mizivou selektivitu vii&i ostatnim
testovanym izoformam. Studium estrogenniho potencidlu latek nebylo predmétem této studie
(Deluca et al. Mol. Cell. Endocrinol. 2006, 248, 218).

Série rGizn¢ substituovanych latek na bazi E2 s inhibiéni aktivitou viigi 17BHSDI (testovany i
izoformy 2 a 3) byla pfipravena ve skupiné D. Poiriera. Inhibitor, nesouci na uhliku C—6
butyl(methyl)thiaheptanamidovy substituent, vykazal 40% inhibi¢ni aktivitu pfi koncentraci
0,1 pmol-I"' (Poirier et al. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 1998, 64, 83). Nasledng byly ptipraveny
i tzv. dualni inhibitory, nesouci soudasn& dva farmakofory v pozici C-16. Nejlepsi z
piipravenych derivati vykazoval i antiestrogenni G&inky (Pelletier et al. Steroids 1994, 59, 536;
Tremblay, M.R.; Poirier, D. J. Chem. Soc, Perkin Trans. I 1996, 2765).
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Piipraveny byly i hybridni inhibitory se steroidnim skeletem, majici na uhliku C-16 postranni
fetézec ruzné délky nesouci adenosin. Nejlepsi latka EM—1745 je vynikajicim kompetitivnim,
reverzibilnim inhibitorem (Qiu er al. FASEB J. 2002, 16, 1829; Poirier et al. Synt. Commun.
2003, 33, 3183). V roce 2005 byly popsany nové série selektivnich hybridnich inhibitori
17BHSDI1 (testovan jests izoenzym 17BHSD?2). Jednalo se o derivaty E1 (nebo 2-ethyl-El),
nesoucich v poloze C-16 skupinu —CH,CONHR. Nejlepsi z pfipravenych latek vykazovaly
koncentraci latky nutnou k 50% inhibici, tj. ICsg, v rozmezi 27 az 37 nmol-I™! pii koncentraci E1
=2 nmol-I"' (Lawrence et al. J. Med. Chem. 2005, 48, 2759). Soubézné byly vyvijeny i inhibitory
s C—-16o-bromalkylovou a C-16B-bromalkylovou skupinou. Latky sice byly potentnimi
inhibitory 17BHSD1, byly v3ak estrogenni. Estrogenicitu se podafilo pozdgji odstranit modifikaci
steroidniho skeletu v pozici C-7, tato modifikace ovsem vedla ke zhorSeni inhibi¢ni aktivity
(Tremblay, M.R.; Poirier, D. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 1998, 66, 179; Blomquist er al.
Endocrinol. 1997, 153, 453; Tremblay ef al. Steroids 2001, 66, 821). Dalsimi modifikacemi C-16
postranniho Fetézce steroidniho skeletu bylo piipraveno velké mnozstvi latek typu enond, enold,
fenoli, sulfamat(i a nasycenych alkohold. ZlepSeni inhibi¢ni aktivity vaci 17BHSD1 v3ak nebylo
dosazeno (Ciobanu, L.C.; Poirier, D. Chem. Med. Chem. 2006, 1, 1249).

Studovana byla také E1/E2 derivatizace v polohach C-7, C-16, C-17. Pfipraveny byly derivaty
E1 s pyrazolovym, nebo isoxazolovym kruhem, jehoZ soucasti byla C—C vazba mezi uhliky C-16
a 17 (Sweet et al. Biochem. Biophys. Res. Comm. 1991, 180, 1057); testovany byly také série
derivati E1/E2 nesoucich substituovany pyrazolovy kruh, jehoZ soudasti byla C-C vazba mezi
uhliky C-16 a 17. Hodnoty ICs, derivatd E1-Cl6-methylkarboxyamidii se pohybovaly v
rozmezi od desitek nmol-I"' (Allan et al. J. Med. Chem. 2006, 49, 1325). U skupiny N— a C-
substituovanych 1,3,5(10)-estratrien—[17,16—c]-pyrazolovych derivati byla inhibi¢ni aktivita
hor$i, pohybovala se ve stovkach nmol-I"'. N-substituce pyrazolového kruhu viak potlatuje
estrogenicitu téchto derivati. Pozdé&ji pripravené derivaty mely radové lepsi hodnoty ICs
stanovené na T—47D buikach (W02004085457; Vicker et al. Chem. Med. Chem. 2006, 1, 464).
Souhrnné je E1/E2 derivatizace v polohach C-7, C—16, C-17 a biologicka aktivita nejslibnéjsich
inhibitor( diskutovana v praci (Purohit et al. Mol. Cell. Endocrinol. 2006, 248, 199).

Testovéana byla také E1/E2 derivatizace v polohach C-3, C-16, C-17. NejlepSim z testovanych
inhibitord 17BHSD1 byl 16B—m-carbamoylbenzyl-E2 (E2B), schopny redukovat proliferaci
indukovanou fyziologickou hladinou E1 v T-47D ER+ buiikach o 62 %. Riist bunck nebyl
zastaven ze 100 %, protoze latka sama vykazala slabou estrogenicitu (Laplante et al. Bioorg.
Med. Chem. 2008, 16, 1849). Proto byl ptipraven jeji 16(3,17p—y—lakton. Latka nebyla estrogenni,
ale jeji inhibi¢ni aktivita viici 17BHSDI signifikantng klesla. Derivat E2B, ktery namisto 3-OH
skupiny nesl bromethylovy fetézec, prokézal, Ze pro Gspésnou inhibici 17BHSD1 neni nezbytna
ptitomnost 3—-OH skupiny na kruhu A steroidniho skeletu. Tato latka neni estrogenni, je
kompetitivnim irreverzibilnim, selektivnim inhibitorem a byla testovana in vivo na mySim
xenograft modelu s buiikami T-47D Bylo prokazano, Ze pii davce 250 pg/den/mys se nador po
32 dnech zmensil o 74 % (W02012129673, Ayan et al. Mol. Cancer. Ther. 2012, 11, 2096;
Maltais et al. J Med. Chem. 2014, 57,204).

Messinger et al. ptipravili rozsahlou série C—150/B-E1 derivatd, z nichz nékteré meély v poloze
C-3 hydroxylovou skupinu, nékteré jeji methylether, a vykazaly vynikajici inhibi¢ni aktivitu.
Selektivita ani estrogenicita nebyla diskutovana (Messinger et al. Mol. Cell. Endocrinol. 2009,
301, 216; WO 2005047303, US?20050192263). Stejni autofi patentovali take 17—
difluorestratrieny substituované v poloze C—15 fetézcem, nesoucim ve vétsiné pripadi amidickou
funkéni skupinu (WO 2006125800, US 20060281710). Opét se jedna o pocetnou skupinu latek s
vysokou inhibiéni aktivitou, vétSinou dostateéné selektivnich vici 17BHSD1 (WO 2008065100).
Autofi popsali metodu méfeni estrogenicity, nicméné estrogenicita neni v dokumentu
kvantifikovana. Série estratriend, substituovanych v poloze C—15 derivaty triazolu, je popsana v
WO 2008034796 a US 20080146531. Jedna se o velice pocetnou skupinu latek s vynikajici
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inhibi¢ni aktivitou kolem 90 % pii koncentraci 1 umol-1". Vybrané derivaty jsou selektivni
inhibitory 17BHSD]1 (testovany je$té izoenzymy 17BHSD2 a 3). Estratrieny substituované v
poloze C—15 derivaty triazolu, se steroidnim skeletem modifikovanym v polohach C-2, 3, 4, 15a
17, predstavuji ~ selektivni inhibitory 17BHSDI (WO 2014207311, WO 2014207309,
WO 2014207310).

Mezi inhibitory 17BHSDI1 patii také C—2-D-homo-E1 derivaty; nejaktivn&jsim je 2—fenethyl—D—
homo-El s ICsp = 15 nmol-I”' (Moller et al. Bioorg. Med. Chem. Leti. 2009, 19, 6740,
WO 2006003012).

Nové 2-substituované estra—1,3,5(10)-trien—17-ony jsou popsany v patentu US 7419972
(WO 2006003013). Jejich inhibiéni aktivita vzhledem k 17BHSD1 je charakterizovéana
hodnotami ICs, které se pohybuji v rozmezi desitek az sta nmol-1".

Pokud je ndm zndmo, aZ do soucasnosti jsou C—15 derivaty estronu jako inhibitory 17BHSDI1
piedmétem pouze nékolika vySe uvedenych patentii Solvay Pharmaceuticals (J. Messinger) a
Forendo Pharma LTD (L. Hirvela) a jedné publikace (Messinger et al. Mol. Cell. Endocrinol.
2009, 301, 216-224).

Ve vSech uvedenych pripadech se jedna o strukturng velmi podobné latky, které se viak od nami
predkladanych derivatd podstatné lisi. Nyni predkladané derivaty vykazuji vyhodn&jsi a
komplexn&jsi soubor biologickych vlastnosti.

Inhibitory 17BHSD5

Pfipraveny byly C-3,17 a 18-oxiranové steroidni derivity, ovsem jejich inhibini aktivita ani
selektivita prozatim nebyla publikovana (Penning er al. Molec. Cell. Endocr. 2001, 171, 137).
Selektivni inhibice 17BHSD5 byla popsina u derivatu J2404 (Deluca et al. Mol. Cell.
Endocrinol. 2006, 248, 218). Z testované série spirolaktonli byl nejlepsim kompetitivnim a
selektivnim inhibitorem derivat EM 1404 (3—carboxamido-1,3,5—(10)—estratrien—17(R)-spiro—2—
(5,5~dimethyl—6-oxo)tetrahydro—pyran) s ICs, = 3,2 nmol-1" a K; = 6,9 nmol-1"' (Qiu et al J.
Biol. Chem. 2007, 282, 8368; WO 9946279).

Obdobny spirolakton ptipraveny Bydalem er al., 3-deoxyestradiol s C—17—dimethyl-spiro—8—
laktonem vykazoval ICs, = 2,9 nmol-1"". Latka je Jen zanedbatelné estrogenni a neni androgenni,
ale selektivita vi¢i jednotlivym izoenzym@m neni diskutovana (Bydal er al. Eur. J. Med. Chem.
2009, 44, 632). Zvefejnéna byla také syntéza dvou sérii C—I17-spirolaktonovych derivati
androstanu. Latky se nevazi na ER ani nevykazuji androgenni aktivitu, 17BHSD5 inhibuji v
rozmezi 54 az 73 % p¥i koncentraci 0,3 umol-I"' (Djigoué et al. Molecules 2013, 78, 914).
Bothem a spoluautory byla nedavno piedstavena série estra—1,3,5(10), 16-tetraecn-3—
karboxamidovych derivati (WO 2013045407, WO 2014128108). Latky nesou v poloze C-17
rizn¢ substituovany pyridinovy kruh a byly predstaveny jako inhibitory 17BHSDS, 1Cs <
50 nmol-I"". Syntézu a pouziti C-3 substituovanych estra—1,3,5(10),16tetraenti s obdobnou
hodnotou ICs, pfedklada WO 2014009274,

Podstata vyndlezu

Tato piihlaska vynalezu predklada skupinu novych C—15 derivatd estronu, které zcela specificky
inhibuji pouze izoenzymy 178-HSD1 a/nebo 17B-HSDS5, aniz by soudasné pii dané koncentraci
ovliviiovaly ostatni testované izoenzymy, konkrétng 178-HSD typu 2, 3,4, 7.

Pfedmétem vynalezu jsou 15B-substituované derivaty estronu obecného vzorce 1,
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kde:

substituenty R', R%, R, R*, R’ jsou nezavisle na sobé& zvoleny ze skupiny zahrnujici: C,~C4
alkyl, C,—C, alkoxy, C,—C, halogenalkyl, halogen, COOR®, kde R® je C,—C4 alkyl; H, OH;

popiipadé R' a R” spolu dohromady tvofi aryl, vyhodné naftyl, a pak jsou R’, R* a R’ kazdy
tvoren vodikovym atomem;

pFi¢emz aromaticky kruh v poloze C—15 miZe byt mono—, di—, tri—, tetra— i penta—substituovany
uvedenymi substituenty R' az R’.

Alkyl je linearni nebo rozvétveny C; az C, alkylovy fetézec, tedy methyl, ethyl, propyl, isopropyl
¢i butyl.

Alkoxy je skupina —OR,, kde R, je alkyl.

Aryl je uhlovodikova skupina obsahujici 6 az 10 uhlikovych atomii a alespoi jeden aromaticky
kruh. S vyhodou je aryl vybran ze skupiny zahrnujici fenyl, benzyl, naftyl; aryl mize byt
nesubstituovany nebo substituovany 1 az 5 substituenty, vybranymi ze skupiny zahrnujici ~OH,
halogen, C, az Cy alkyl, C; az C, alkoxyl, -CN a -COOR,, kde Ry, je vodik nebo C, az C, alkyl.

Halogen je vybran ze skupiny zahrnujici —F, —CI, —Br, —I.

V rozsahu uvazovanych terapeutickych koncentraci nemaji predkladané slouceniny estrogenni
ani toxicky w&inek. Vybrané derivaty navic vykazuji vlastnosti ER/AR antagonisti a/nebo
antiproliferacni u¢inek in vitro.

Predkladané latky vykazuji jedineény soubor vlastnosti, diky nimz mohou byt vyuZitelné v terapii
a diagnostice estrogen—dependentnich onemocnéni. Jsou selektivnimi inhibitory 17BHSD, nemaji
estrogenni Gcinek a nejsou obecn¢ cytotoxické. Selektivni inhibici skupiny enzymi 17—
hydroxysteoid dehydrogenaz (17BHSD), majicich maji klicovou roli pfi tvorbé biologicky
aktivnich estrogeni a androgenli, mohou zasadné ovlivnit cetné pochody v téle, predevsim
proliferaci a diferenciaci bunék.

Nadmérna exprese sledovanych izoenzymi zrady 17BHSD, a tedy nadmérna produkce 173~
hydroxysteroidi v tkanich, souvisi s vyskytem takovych estrogen/androgen — dependentnich
onemocnéni, jako jsou tumory prsni tkané, vaje¢niki, endometria, prostaty, kolorektalni
karcinom, karcinom plic, spinocelularni karcinom, ale i nenadorové poruchy typu akné,
hirsutismu, pseudohermafroditismu a mnohé dalsi. Selektivni inhibice aktivity jednotlivych
isoenzymil tedy mize prispét k 16¢b& téchto onemocnéni. Stanoveni miry exprese piislusnych
typti HSD v postizenych tkanich pak poskytuje marker pro jejich véasnou diagnostiku.

Slougeniny podle vynalezu byly vyhodné pfipraveny novym zpisobem, jimz je kiizova
metateticka reakce derivati 15B—vinylestronu s pfislusnymi alkeny za katalyzy komplexy
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ruthenia v organickych rozpoustédlech. Nasledné dva syntetické kroky pak vyuzivaji b&zné
postupy k ziskani cilové molekuly.

Strukturnim  zdkladem predkladanych sloudenin je 3-hydroxy—estra-1,3,5(10)trien~17—on
(estron), u néhoZ je pouZito nasledujici ¢islovani uhlikovych atoma:

Priklady uskuteénéni vynalezu

Seznam zkratek

[a]o specificka rotace

) chemicky posun

o smérodatnd odchylka

A549 lidsky adenokarcinom plic

Ac acetyl

AKR aldo—ketoreduktazy

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku

AR androgenni receptor

b broad (Siroky) signal v NMR spektru

BJ lidské fibroblasty

Bu butyl

cDNA komplementarni DNA (DNA vznikld zpétnym piepisem z RNA do
DNA)

CEM T-lymfoblasticka leukémie

CEM-DNR-bulk T-lymfoblasticka leukémie rezistentni na doxorubicin

CHO kfec¢¢i karcinom ovaria

d dublet

DHEA dehydroepiandrosteron

DMEM Eaglovo médium modifikované podle Dulbecca

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

El estron

E2 estradiol

E3 estriol

ekv ekvivalent

ER estrogenni receptory

ERE usek DNA, na ktery se vaze estrogenovy receptor, aktivovany vazbou
estrogenu (estrogen response element)

ESI ionizace elektrosprejem

EST estrogen sulfotransferaza

Et ethyl

FBS fetalni hovézi sérum

HCT116p53 wt lidské rakovina tlustého steva, wild—type

HCT116p53-/- lidska rakovina tlustého stfeva, mutant p53

HMPA hexamethylfosfortriamid

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
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HR-MS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim
HSD hydroxysteroiddehydrogenazy

| (&P koncentrace latky, nutna k 50% inhibici

(e infraCervena spektroskopie

J interak¢ni konstanta

K562 lidska myeloidni leukémie

K562-Tax lidska myeloidni leukémie rezistentni viiCi taxolu
LHRH hormon, fidici uvoliiovani luteinizaéniho hormonu (LH)
m multiplet

MCF-7 buné&&na linie odvozena z lidského prsniho karcinomu
Me methyl

MRC7 lidské fibroblasty

MTT test kolorimetricky test stanoveni Zivotnosti bunék
NAD(P) nikotinamidadenindinukleotid(fosfat)

NMR nuklearni magneticka rezonance

NSCLC nemalobunéény karcinom plic

P450 cytochrom P450

p53 tumor supresorovy gen

PGFy, prostaglanin F2a

pGL4 luciferazovy reporterovy vektor

PgP protein mnohocetné Iékové rezistence

PgR progresteronovy receptor

ppm dilt ¢&i ¢astic na jeden milion (parts per million)
q kvadruplet

R¢ retarda¢ni faktor

] singlet

SDR dehydrogenazy typu kratky fetézec

SEEM selektivni modulator enzym steroidogeneze
SERD selektivni deregulator estrogennich receptori
SERM selektivni modulator estrogennich receptort
SHBG globulin, vazajici pohlavni hormony

SPE extrakce na pevné fazi

STS sulfatdza

T testosteron

t triplet

T—47D bunééna linie odvozena z lidského prsniho karcinomu
TBAF tetrabutylammonium fluorid

TBS t—butyldimethylsilyl

TES triethylsilyl

THF tetrahydrofuran

TLC chromatografie na tenké vrstvé

TMS trimethylsilyl

tr retencni ¢as

tt teplota tani

U208 buiiky lidského osteosarkomu

uv ultrafialové zareni

wit "wild type"

A’—diol androstendiol (androst—5—en—3[3,173—diol)

Syntetické postupy

'H NMR spektra byla méfena pii teploté¢ 24 °C a pfi frekvenci 400 MHz na spektrometrech
Bruker AVANCE-400 a 500 v deuterochloroformu nebo deuteromethanolu, s tetramethylsilanem
jako vnitfnim standardem. Chemické posuny jsou udény v ppm (3-stupnice), interakéni
konstanty (J) jsou udany v Hz. Multiplicity signald jsou oznadeny nasledovné: s — singlet, d —
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dublet, t — triplet, q — kvadruplet, m — multiplet, pismeno b oznacuje $iroky signal (broad). Body
tani byly zméfeny na pistroji Kofler. Opticka rotace byla méfena polarimetrem Autopol 1V
(Rudolf Research Analytical, Flanders, USA), [o]p hodnoty jsou uvedeny v 10" deg.cm’e™ a
byly kompenzovany na standardni teplotu 20 °C. Infragervena spektra byla méfena v roztocich
vzorkii nebo v tabletich bromidu draselného pomoci spektrometru Bruker IFS 55, vinocty jsou
udany v cm™'. Hmotnostni spektra byla métena na spektrometrech ZAB-EQ (pti 70 eV) nebo
LCQ Classic (Thermo Finnigan). HPLC chromatografie byla provadéna na pristroji Waters 600 s
detektorem s diodovym polem PDA 2996. Fluka 60 silica gel byl pouZivan na sloupcovou
chromatografii, pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly pouzivany aluminiové desky
potazené vrstvou 60 FBsup silikagelu. Pro vizualizaci TLC byly vyuZivany roztoky KMnO;, a
fosfomolybdenové kyseliny a UV detekce.

Syntéza vychozi latky

Pfiklad 1: 3—(#~butyldimethylsilyloxy)—estra—1,3,5(10),15~tetraen—17—on (1)

MeO

TBSO

Enon 1 byl ptipraven v souladu s publikovanou metodou (Sakakibara, M.; Uchida, A.O. Biosci.
Biotech. Biochchem 1996, 60, 3, 405) Saegusovou oxidaci v 75% vytézku: tt 148 °C; [a]p —37.,4
(¢ 0,203; CHCl;); "H NMR (500 MHz, CDClz) 6 0,19 (s, 6H, Si«(CH;),), 0,98 (s, 9H, (CH;);—C),
1,11 (s,3H, H-18), 1,55 (m, 1H, H-7a), 1,66~1,85 (m, 3H, H-8, 11a, 12a), 2,01 (m, 1H, H-12b),
2,18 (dm, 1H, J = 12,9 Hz, H-7b), 2,33 (m, 1H, H-9), 2,43 (m, 1H, H-11a), 2,50 (dm, 1H, J =
11,6 Hz, H-14), 2,87-2,96 (m, 2H, H-6), 6,08 (dd, 1H, J = 6,0; 3.2 Hz, H~16), 6,59 (bd, 1H, J =
2,7 Hz, H-4), 6,64 (dd, 1H, J=8,5; 2,7 Hz, H-2), 7,12 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-8), 7,63 (dd, 1H, J
= 6,0; 1,9 Hz, H-15); "C NMR (150,9 MHz, CDCl3) 8 —4,41 (Si«(CHs),), 181,5 (C~«CHs)s),
20,97 (C-18), 25,34 (C-11), 25,67 (CHCHs)3), 26,68 (C-7), 29,08 a 29,19 (C~6, 12), 35,48 (C-
8), 45,15 (C-9), 51,46 (C-13), 56,13 (C-14), 117,33 (C-3), 120,01 (C—4), 125,82 (C-1), 131,87
(C-16), 132,28 (C-10), 137,31 (C-5), 153,58 (C-3), 158,26 (C-15), 213,09 (C-17); IC (CHCIy)
v 3076, 3050, 3029, 2960, 2932, 2897, 2860, 1705, 1615, 1607, 1569, 1497, 1472, 1463, 1443,
1436, 1417, 1391, 1371, 1363, 1258, 1186, 1104, 1005, 941, 885, 697, 582, 449 cm™'; HR-MS
(ESI) vypocitand pro CyH;0,SiNa [M+Na'] 40522203 nalezena 405,22212. RA7/1
hexan/EtOAc¢) = 0,6.

Pfiklad 2: 3(#~butyldimethylsilyloxy)-15p-vinyl-estra—1,3,5(10)~trien—17-on (2)

Me O

TBSO

Pokud je ndm znamo, ptiprava 15B-vinylestronu je publikovana pouze v WO 200834796. Tuto
metodu jsme pozménili tim, 7e misto sbutyldimethylsilylové chranici skupiny (poskytujici
vytézek reakce 24 %) byla nyni pouzita skupina benzylova. Podafilo se tak podstatné zvysit
vytézky vinylestronu 2, které po krystalizaci z EtOAc reprodukovatelng pfevysuji 90 %. Smés 1
mol-I"' roztoku vinylmagnesiumbromidu v THF (13 ml, 13,08 mmol), Cul (65 mg, 0,654 mmol)
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a HMPA (2,8 ml, 15,7 mmol) v CH,Cl, (50 ml) a inertni atmosféfe argonu byla ochlazena na
teplotu —78 °C. K této smési byl po kapkach pfidan roztok enonu 1 (2,5 g, 6,54 mmol) a TMSCI
(1,7 ml, 13,08 mmol) v CH,Cl, (50 ml). Reakéni smés byla poté pozvolna zahfata na teplotu
mistnosti a michana do druhého dne. Po pfidani vody a ptikapani | mol-I"" HCI byla smés
michdna jesté 5 minut, poté nafedéna CH,Cl, a promyta vodou. Spojené organické faze byly
promyty nasycenym roztokem NaCl, vysuseny pomoci MgSOy a odpafeny za snizeného tlaku. Po
chromatografii na silikagelu ve smési (1/1 hexan/CH,Cl,) bylo ziskano 2,5 g vinylestronu 2 v
92% vytézku ve formé bilé krystalické latky: tt 141 °C; [a]p +52.7 (¢ 0,186; CHCL,); 'H NMR
(500 MHz, CDCl3) & 0,19 (s, 6H, Si-(CHs),), 0,98 (s, 9H, (CH3);-C), 1,03 (s, 3H, H-18), 1,41-
1,56 (m, 3H, H-7a, 11a, 12a), 1,72-1,83 (m, 2H, H-8, 14), 1,90 (m, 1H, H-12b), 2,15 (m, 1H,
H-7b), 2,28 (m, 1H, H-9), 2,36 (m, 1H, H-11a), 2,52 (dd, 1H, J = 19,5; 9,0 Hz, H-16b), 2,63
(dd, 1H, J = 19,5; 2,2 Hz, H-16a), 2,80-2,92 (m, 2H, H-6), 3,13 (m, 1H, H-15), 5,13 (dt, IH, J
=10,4; 1,6 Hz, H-2b"), 5,17 (dt, 1H, J=17,2; 1,6 Hz, H-2a"), 6,10 (ddd, IH, J = 17,2; 10,4; 6,7
Hz, H-1"), 6,58 (dm, 1H, J = 2,7 Hz, H-4), 6,62 (dd, 1H, J = 8.,4; 2,7 Hz, H-2), 7,11 (dd, 1H, J =
8,6; 0,9 Hz, H-1); *C NMR (150,9 MHz, CDCl;) & —4,40 (Si~«(CHs),), 16,87 (C-18), 18,17 (C—
(CH3)3), 25,48 (C-11), 25,70 (C—(CHs)3), 26,31 (C-T7), 29,24 (C-6), 33,38 (C-12), 35,94 (C-8),
37,10 (C-15), 41,75 (C-16), 44,50 (C-9), 47,69 (C-13), 52,69 (C-14), 115,96 (C-2"), 117,24
(C-2), 119,98 (C—4), 125,85 (C-1), 132,63 (C-10), 137,62 (C-5), 139,00 (C-1"), 153,54 (C-3),
220,40 (C-17); IR (CHCI5) v 3080, 2960, 2932,2895, 2860, 1732, 1637, 1607, 1570, 1497, 1472,
1463, 1442, 1435, 1419, 1404, 1391, 1377, 1362, 1256, 1186, 1159, 1100, 1008, 1000, 941,922,
883, 841, 806, 697, 586, 447 cm'; HR-MS (ESI) vypoéitana pro CasHi0,SiNa [M+Na']
433,25333 nalezena 433,25330. R, (7/1 hexan/EtOAc) = 0,5.

a) Obecny postup metatéze vinylestronu s riznymi olefiny

K roztoku vinylestronu 2 (100 mg, 0,244 mmol) a druhého olefinu (0,488 mmol) ve smési
rozpoustédel CH,Cly/trifluorotoluen (21 ml, 2/1) byl pfidan rutheniovy katalyzator (Sigma
Aldrich, katalogové &islo 569755) Hoveyda—Grubbs druhé generace (15 mg, 0,024 mmol) a Cul
(5 mg, 0,024 mmol) v inertni atmosféfe argonu a vysledna smés byla michana pfi teploté 40 az
70 °C, nejlépe 65 °C po dobu 4 az 12 h, s pak vyhodou po dobu 4 h. Po dalsim ptidavku druhého
olefinu (0,488 mmol) a katalyzatoru (7,5 mg, 0,012 mmol) byla smés dale michana pfi stejné
teploté pies noc. Poté byla reakce ukontena odpafenim rozpoustédel za snizeného tlaku. Po
chromatografii na silikagelu (hexan/EtOAc 95/5) byl ziskan produkt zkfizené metatéze. Vytézky
metatezi vinylestronu 2 s rdznymi olefiny se u vétiny pripravovanych latek pohybovaly v
rozmezi 56 az 98 %.

b) Odstranéni TBS skupiny z hydroxylové skupiny v poloze C-3 derivati

K produktu metatéze, rozpusténému v THF, byl postupné za teploty mistnosti pfikapan roztok
TBAF, 1 mol'l"' v THF (lekv). Po 1 h byla pfidana voda a reak¢ni smés byla extrahovana
CH2Cl, a/nebo CHCls. Spojené organické faze byly promyty nasycenym roztokem NaCl,
vysudeny pomoci MgSO; a rozpoustédla byla odstranéna za sniZeného tlaku. Chromatografii na
silikagelu byl ziskan finalni odchranény produkt. Vytézky reakce vzdy prevysily 90 %.

¢) Redukce dvojné vazby

Barika s roztokem odchranéného produktu metatéze a katalyzatoru Pd/C (10 hmotn. %) v EtOAc
byla za vydatného michani evakuovana a posléze naplnéna vodikem. Reakéni smés byla vzdy
michéna pres noc. Priibéh reakce byl monitorovan pomoci TLC, k vizualizaci bylo vyuzivano
roztoku KMnO,, ktery selektivné detekuje dvojnou vazbu vedle jednoduché. Navic vychozi latky
byly obvykle viditelné pod UV lampou pfi vInové déice 254 nm, zatim co redukované produkty
jiz pii téze vinové délce viditelné nebyly. Hodnoty R, vychozi latky a produktu hydrogenace byly
vzdy stejné. Reakéni smés byla po zreagovani vychozi latky zfiltrovana pres Celit (filtragni
kiemelina SiO,), rozpoustédla byla odstranéna za snizeného tlaku a chromatografii na HPLC

-10 -
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(AcCN/H,0) byly ziskany findlni bezbarvé, krystalické produkty. Vyt&zky reakce byly vzdy
vy$si nez 90 %.

Priklad 3: 3~hydroxy—15B—fenethyl—estra—1,3,5(10)trien—17—on (3)

Latka 3 byla pfipravena podle vySe uvedeného obecného postupu reakci vinylestronu 2 se
styrenem (56 pl). Po chromatografii na HPLC (30/70 AcCN/H,0, tx = 15 min) bylo ziskéno
36 mg bezbarvé pevné latky 3 (Cislovani postranniho C-15 fetézce je ve viech nasledujicich
piikladech stejné jako u derivatu 3): mp 153 °C; [a]p +52,6 (¢ 0,547; CHCl;); '"H NMR (500
MHz, CDCl3) 6 1,03 (s, 3H, H-18), 1,35-1,55 (m, 3H, H-7a, 11a, 12a), 1,62-1,76 (m, 3H, H-8, -
14, T'a), 1,86-1,97 (m, 3H, H-7a, 12b, 1'b), 2,25 (m, 1H, H-9), 2,30-2,38 (m, 2H, H-11b, 15),
2,40 (dd, TH, J = 19,3; 2,8 Hz, H-16a), 2,49 (dd, 1H, J = 19.3; 8,1 Hz, H-16b), 2,54 (ddd, 1H, J
=13,6;9,2; 7,1 Hz, H-2'a), 2,75 (ddd, 1H, J = 13,6; 9,8; 5,2 Hz, H-2'b), 2,80-2,93 (m, 2H, H—
6), 4,82 (bs, 1H, OH), 6,59 (dm, 1H, J = 2,8 Hz, H-4), 6,63 (ddm, 1H, J = 8 4; 2,8 Hz, H-2),
7,13 (dd, 1H, J = 8,5; 1,1 Hz, H-1), 7,18 (m, 2H, H-2"), 7,21 (m, 1H, H-4"), 7,30 (m, 2H, H-
3"); "C NMR (150,9 MHz, CDCl;) & 17,71 (C-18), 25,47 (C-11), 26,57 (C-7), 29,30 (C-6),
33,09 (C-1'), 33,73 (C-15), 33,82 (C-12), 35,80 (C-2"), 35,91 (C-8), 42,70 (C-16), 44,47 (C-9),
47,19 (C-13), 52,77 (C~14), 112,70 (C-2), 115,22 (C—4), 126,04 (C—4"), 126,16 (C-1), 128,41
(C=2"), 128,46 (C-3"), 132,33 (C-10), 138,00 (C-5), 141,65 (C-1"), 153,54 (C-3), 221,37 (C—
17); IC (CHCl3) v 3599, 3413, 3086, 3064, 3027, 2929, 2861, 1729, 1603, 1585, 1499, 1454,
1465, 1378, 1261, 1178, 1166, 1151, 1124, 1030, 903, 701, 472 cm™'; HR-MS (APCI) vypoitena
pro C6H300,Na [M+Na'] 397,21380 nalezen4 397,21384. Ry (4/1 hexan/EtOAc) = 0,4.

Pfiklad 4: 3—hydroxy-15B—(4—(trifluormethyl)fenethyl)—estra~1,3,5(10)~trien—17—on @

Me O

CF,

Latka 4 byla pripravena podle vyse uvedeného obecného postupu reakci vinylestronu 2 s 4-—
(trifluormethyl)styrenem (72 pl). Po chromatografii na HPLC (30/70 AcCN/H,0, tg= 19 min)
bylo ziskano 24 mg bezbarvé pevné latky 4: mp 168 °C; [a]p +51,5 (¢ 0,136; CHCL;); '"H NMR
(500 MHz, CDCl3) 8 1,03 (s, 3H, H-18), 1,37-1,55 (m, 3H, H-7a, 11a, 12a), 1,60-1,76 (m, 3H,
H-8, 14, 1'a), 1,83-1,97 (m, 3H, H-7a, 12b, I'b), 2,26 (m, 1H, H-9), 2,30-2,38 (m, 2H, H-11b,
15),2,41 (dd, 1H, J = 19,4, 2,5 Hz, H-16a), 2,47 (dd, 1H, J = 19,4; 8,5 Hz, H-16b), 2,60 (bddd,
H, J =13,8;9,0; 7,3 He, 2'a), 2,81 (bddd, 1H, J = 13,7; 9,8; 5,3 Hz, 2'b), 2,82-2,92 (m, 2H, H-
6), 4,91 (s, 1H, OH), 6,59 (bd, 1H, J = 2,8 Hz, H-4), 6,64 (bdd, 1H, J = 8,5; 2.8 Hz, H-2), 7,13
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(bd, 1H, J = 8,5 Hz, H-1), 7,29 (m, 2H, H-2"), 7,56 (m, 1H, H-3"); "C NMR (150,9 MHz,
CDCl3) & 17,72 (C-18), 25,43 (C-11), 26,60 (C-7), 29,24 (C-6), 32,82 (C-1"), 33,71 (C-15),
33,80 (C—12), 35,59 (C-2"), 35,87 (C-8), 42,54 (C-16), 44,43 (C-9), 47,18 (C-13), 52,70 (C-
14), 112,75 (C=2), 115,21 (C—4), 124,24 (q, = 271,7 Hz, CF3), 125,40 (q, J°" = 3,8 Hz, C-3"),
126,15 (C-1), 128,46 (q, J°'= 32,4 Hz, C—4"), 128,71 (C-2"), 132,21 (C-10), 137,88 (C-5),
145,73 (q, J°F = 1,3 Hz, C—1"), 153,61 (C-3), 220,97 (C-17); ’F NMR (470,3 MHz, CDCl;) 3 —
58,46; IC (CHCL;) v 3598, 3433, 3060, 2938, 2864, 1730, 1618, 1560, 1466, 1453, 1418, 1377,
1326, 1249, 1167, 1128, 1108, 1068, 1095, 1057, 1019, 834, 611, 446 cm™'; HR-MS (APCI)
vypoétend pro C;H»0,F;Na [M+Na'] 465,20119 nalezend 465,20102. R{4/1 hexan/EtOAc) =
0,4.

Priklad 5: 3—hydroxy—15B—(4—(fluor)fenethyl)—estra—1,3,5(10)-trien—17-on (5)

MeO

©)

Latka 5 byla pfipravena podle vyse uvedeného obecného postupu reakei vinylestronu 2 s 4-
fluorstyrenem (58 ul). Po chromatografii na HPLC (30/70 AcCN/H,O, tz= 21 min) bylo ziskano
26 mg bezbarvé pevné latky 5: mp 164 °C; [a]p +33.8 (¢ 0,222; CHCLy); 'H NMR (500 MHz,
CDCly) & 1,03 (s, 3H, H-18), 1,34-1,56 (m, 3H, H-7a, 1la, 12a), 1,58-1,77 (m, 3H, H-8, 14,
1'a), 1,82—1,96 (m, 3H, H-7a, 12b, 1'b), 2,26 (m, 1H, H-9), 2,28-2,38 (m, 2H, H-11b, 15), 2,39
(bdd, 1H, J= 19,4, 2,5 Hz, H-16a), 2,45 (bdd, 1H, J = 19,4; 8,5 Hz, H-16b), 2,50 (m, 1H, 2'a),
2,72 (m, 1H, 2'b), 2,78-2,94 (m, 2H, H-6), 5,03 (bs, 1H, OH), 6,60 (bd, 1H, J = 2,7 Hz, H-4),
6,64 (bdd, 1H, J = 8,4; 2,8 Hz, H-2), 6,99 (m, 1H, H-2"), 7,07-7,20 (m, 3H, H-1, 3"); "C NMR
(150,9 MHz, CDCly) & 17,71 (C-18), 25,44 (C-11), 26,56 (C-7), 29,27 (C-6), 33,16 (C-1),
33,56 (C—15), 33,79 (C-12), 34,90 (C-2"), 35,88 (C-8), 42,64 (C-16), 44,43 (C-9), 47,20 (C-
13), 52,72 (C-14), 112,73 (C-2), 115,20 (d, JF=121,2 Hz, C-3"), 115,22 (C-4), 126,14 (C-1),
129,72 (d, ST = 7,8 Hz, C-2"), 132,20 (C-10), 137,21 (d, J“'= 3.3 Hz, C-1"), 137,92 (C-5),
153,62 (C=3), 161,32 (d, JS "= 243,7 Hz, C—4"), 221,3 (C-17); F NMR (470,3 MHz, CDCl3) &
~110,93 (m, 1F); IC (CHCl;) v 3598, 3431, 3028, 2936, 2864, 1729, 1610, 1585, 1502, 1466,
1453, 1440, 1378, 1281, 1248, 1190, 1157, 1095, 1057, 983, 959, 939, 877, 582, 472 cm'; HR—
MS (APCI) vypocltena pro CysHx9O-.FNa [M+Na'] 415,20438 nalezena 415,20447. R{(4/1
hexan/EtOAc) = 0,4.

Priklad 6: 3—hydroxy—15B—~(4—(chlor)fenethyl)}-estra—1,3,5(10)~trien—17-on (6)

Me O
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Latka 6 byla pfipravena podle vyse uvedeného obecného postupu reakei vinylestronu 2 s 4—
chlorstyrenem (59 pl). Po chromatografii na HPLC (35/65 AcCN/H,0, tz = 30 min) bylo ziskano
34 mg bezbarvé pevné latky 6: tt 168 °C; [a]p +69,3 (¢ 0,150; CHCL;); 'H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6 1,02 (s, 3H, H-18), 1,36-1,56 (m, 3H, H-7a, 11a, 12a), 1,65 (m, 1H, H-1a'), 1,64-1,76
(m, 2H, H-8, 14), 1,84-1,94 (m, 3H, H-1b', 7b, 12b), 2,26 (m, 1H, H-9), 2,26-2,38 (m, 2H, H—
11b, 15), 2,40 (dd, 1H, J = 19,3, 2,6 Hz, H-16a), 2,44 (dd, 1H, J = 19,3; 8,3 Hz, H-16b), 2,50
(ddd, TH, J = 13,8; 8,9; 7,3 Hz, H-1'a), 2,72 (ddd, 1H, J = 13,8; 9,5; 5,2 Hz, H-1b), 2,81-2,93
(m, 2H, H-6), 4,70 (s, 1H, OH), 6,59 (d, 1H, J = 2,8 Hz, H-4), 6,63 (dd, 1H, J = 8,4; 2,8 Hz, H-
2), 7,10 (m, 2H, H-2"), 7,13 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-1), 7,21 (m, 2H, H-3"); *C NMR (150,9
MHz, CDCl;) 8 17,73 (C-18), 25,45 (C-11), 26,60 (C-7), 29,27 (C-6), 32,96 (C—1"), 33,62 (C—
15), 33,82 (C-12), 35,08 (C-2"), 35,89 (C-8), 42,58 (C-16), 44,45 (C-9), 47,17 (C-13), 52,73
(C-14), 112,73 (C-2), 115,21 (C4), 126,17 (C-1), 128,57 (C-3"), 129,74 (C-2"), 131,79 (C-
4"), 132,33 (C-10), 137,95 (C-5), 140,04 (C-1"), 153,54 (C-3), 220,95 (C-17); IC (KBr) v
3372, 1728, 1711, 1618, 1611, 1501, 1492, 1464, 1407, 1375, 1015 cm'; HR-MS (APCI)
vypoctena pro CyH300,Cl [M+H"] 409,19288 nalezena 409,19284. R4/l hexan/EtOAc) = 0,4.

Pfiklad 7: 3—hydroxy—15B—(4—ethyl-methylbenzoat)-estra—1,3,5(10)~trien—17—on (7)

MeO

Latka 7 byla pfipravena podle vySe uvedeného obecného postupu reakci vinylestronu 2 s 4—
vinyl-methylbenzodtem (62 pl). Po chromatografii na HPLC (40/60 AcCN/H,0, tz = 30 min)
bylo ziskdno 17 mg bezbarvé pevné latky 7: tt 139 °C; [alp +70,2 (¢ 0,084; CHCIl5); 'H NMR
(500 MHz, CDCly) & 1,02 (s, 3H, H-18), 1,34-1,55 (m, 3H, H~7a, 11a, 12a), 1,65-1,76 (m, 3H,
H-1'a, 8, 14), 1,82-1,98 (m, 3H, H-1'b, 7b, 12b), 2,25 (m, 1H, H-9), 2,28-2,38 (m, 2H, H-11b,
15), 2,39 (dd, 1H, J = 19,3; 2,6 Hz, H-16a), 2,45 (dd, 1H, J = 19,3; 8,4 Hz, H-16b), 2,60 (ddd,
1H,J = 13,7; 8,8; 7,2 Hz, H-2'a), 2,80 (ddd, |H, J = 13,7; 9,6; 5,3 Hz, H-2'b), 2,80-2,93 (m, 2H,
H-6), 3,91 (s, 3H, OCH5), 5,01 (bs, 1H, OH), 6,59 (bd, 1H, J = 2,8 Hz, H-4), 6,64 (bdd, 1H, J =
8,4; 2,8 Hz, H-2), 7,12 (dd, 1H, J = 8,5; 1,0 Hz, H-1), 7,25 (m, 2H, H-2"), 7.98 (m, 2H, H-3");
C NMR (150,9 MHz, CDCl3) 8 17,73 (C-18), 25,43 (C-11), 25,59 (C-7), 29,25 (C-6), 32,68
(C-1"), 33,64 (C-15), 33,80 (C-12), 35,73 (C-2'), 35,87 (C-8), 42,53 (C-16), 44,43 (C-9), 47,17
(C-13), 52,07 (OCH3), 52,71 (C-14), 112,74 (C-2), 115,22 (C-4), 126,13 (C-1), 128,05 (C4m),
128,48 (C-2"), 129,84 (C-3"), 132,19 (C-10), 137,90 (C-5), 147,14 (C-1"), 153,65 (C-3),
167,09 (CO), 220,99 (C-17); IC (KBr) v 3406, 3020, 1733, 1720, 1700, 1610, 1584, 1502, 1436,
1415, 1351, 1282, 964 cm'; HR-MS (APCI) vypoctena CyH3304 [M+H'] 433,23734 nalezena
433,23716. R{(4/l hexan/EtOAc) = 0,2.
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Priklad 8: 3-hydroxy—15B—(ethyl-2—naftyl)—estra—1,3,5(10)-trien—17-on (8)

MeO

Latka 8 byla pkipravena podle vySe uvedeného obecného postupu reakci vinylestronu 2 s 2-
vinylnaftalenem (75 mg). Po chromatografii na HPLC (30/70 AcCN/H,O, tz = 38 min) bylo
ziskdno 13 mg bezbarvé pevné latky 8: tt 201 °C; [a]p +77,0 (¢ 0,309; CHCL); 'H NMR (500
MHz, CDCl;) 8 1,05 (s, 3H, H-18), 1,32-1,55 (m, 3H, H-7a, 11a, 12a), 1,66-1,75 (m, 2H, H-8,
14), 1,76 (dddd, 1H, J = 13,6; 11,7; 8,9; 5,3 Hz, H~-1 a), 1,86-1,95 (m, 2H, H-7b, 12b), 2,02
(dddd, 1H, J = 13,6; 9,5; 7,2; 2,1 Hz, H-1'b), 2,24 (m, 1H, H-9), 2,31-2,42 (m, 2H, H-11b, 15),
2,40-2,52 (m, 2H, H-16), 2,71 (ddd, 1H, J = 15,8; 8.9; 7,2 Hz, H-2'a), 2,78-2.91 (m, 2H, H-6),
2,92 (ddd, 1H, J = 13,8; 9,5; 5,3 Hz, H-2'b), 5,11 (bs, IH, OH), 6,59 (bd, 1H, J = 2,8 Hz, H-4),
6,64 (bdd, 1H, J = 8.4; 2,8 Hz, H-2), 7,12 (dd, IH, J = 8,5; 1,1 Hz, H-1), 7,32 (dd, 1H, J = 8,4,
1,8 Hz, H-3"), 7,44 (bddd, 1H, J = 8,0; 6,8; 1,4 Hz, H-6"), 7,47 (bddd, 1H, J = 8,1; 6.,8; 1,5 Hz,
H-7"), 7,61 (m, 1H, H-1"), 7,79 (m, 1H, H-8"), 7,80 (bd, 1H, J = 8,4 Hz, H4"), 7,82 (m, 1H,
H-5); *C NMR (150,9 MHz, CDCl5) § 17,74 (C-18), 25,47 (C-11), 26,62 (C-7), 29,27 (C-6),
32,85 (C-1", 33,75 (C-15), 32,85 (C-12), 35,89 (C-2"), 35,95 (C-8), 42,71 (C-16), 44,47 (C-9),
47,24 (C-13), 52,82 (C-14), 112,74 (C-2), 115,24 (C-4), 125,30 (C—6"), 126,07 (C-1), 126,11
(C-7, 126,51 (C-1"), 127,07 (C-3"), 127,35 (C-8"), 127,64 (C—4"), 128,09 (C-5"), 132,06 (C-
4a™), 132,28 (C-10), 133,58 (C-8a"), 137,97 (C-5), 139,07 (C-2"), 153,65 (C-3), 221,38 (C-
17): 1C (KBr) v 3371, 3052,3018, 1729, 1719, 1610, 1601, 1584, 1502, 1451, 1442 cm '; HR-MS
(APCI) vypoétena C3oH3;0, [M+H"] 425,24751 nalezena 425,24746. R(4/1 hexan/EtOAc) = 0,4.

Piiklad 9: 3—hydroxy-15B—(4—(methoxy)fenethyl)—estra—1,3,5(10)—trien—17-on (9)

MeO

)

OMe

Latka 9 byla pripravena podle vyse uvedeného obecného postupu reakci vinylestronu 2 s 4—
methoxystyrenem (65 ul). Po chromatografii na HPLC (37/63 ACCN/H,0, tx = 30 min) bylo
ziskano 24 mg bezbarvé pevné latky 9: tt 159 °C; [a]p +48,0 (c 0,154; CHCL); "H NMR (500
MHz, CDCl3) & 1,02 (s, 3H, H-18), 1,35-1,55 (m, 3H, H-7a, 11a, 12a), 1,63 (m, 1H, H-1'),
1,65-1,76 (m, 2H, H-8, 14), 1,85-1,94 (m, 3H, H-1'b, 7b, 12b), 2,25 (m, 1H, H-9), 2,28-2,36
(m, 2H, H-11b, 15), 2,39 (dd, 1H, J = 19,4; 2,7 Hz, H-16a), 2,44 (dd, 1H, J = 19,4; 8,7 Hz, H-
16b), 2,49 (ddd, 1H, J = 13,8; 9,0; 7,2 Hz, H-2'a), 2,69 (ddd, 1H, J = 13,8; 9,7; 5,3 Hz, H-2'b),
2,79-2,93 (m, 2H, H-6), 3,80 (s, 3H, OCH,), 4,69 (bs, 1H, OH), 6,59 (bd, 1H, J = 2,8 Hz, H-4),
6,63 (bdd, 1H, J = 8,4; 2,8 Hz, H-2), 6,84 (m, 2H, H-3"), 7,09 (m, 2H, H-2"), 7,13 (bd, 1H, J =
8.4 Hz, H-1); “C NMR (150,9 MHz, CDCl;) § 17,71 (C-18), 25,49 (C-11), 26,59 (C-7), 29,32
(C=6), 33,27 (C~1"), 33,66 (C—15), 33,83 (C—12), 34,87 (C-2"), 35,93 (C-8), 42,17 (C-16), 44,49
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(C-9), 47,19 (C-13), 52,79 (C-14), 55,27 (OCH;), 112,69 (C-2), 113,86 (C-3"), 115,22 (C—4),
126,18 (C-1), 129,30 (C-2"), 132,39 (C-10), 133,69 (C-1"), 130,06 (C-1"), 138,03 (C-5),
153,51 (C-3), 157,89 (C—4"), 221,31 (C-17); IC (KBr) v 3386, 3059, 2835,1730, 1718, 1619,
1583, 1512, 1452, 1442, 1246, 1035, 965, 708 cm'; HR-MS (APCI) vypodtend Cy;HuOs
[M+H"] 405.24242 nalezen 405,24235. R{4/1 hexan/EtOAc) = 0,3.

Priklad 10: 3—hydroxy—15B—~(3—(methoxy)fenethyl)—estra~1,3,5(10)trien—17—on (10)

MeO

(10)

Latka 10 byla pfipravena podle vyse uvedeného obecného postupu reakci vinylestronu 2 s 3—
methoxystyrenem (66 pl). Po chromatografii na HPLC (30/70 ACCN/H,0, tz = 16 min) bylo
ziskano 52 mg bezbarvé pevné latky 10: tt 178 °C; [a]p +58,3 (¢ 1,706; CHCls); 'H NMR (500
MHz, CDCl;) 8 1,03 (s, 3H, H-18), 1,36-1,50 (m, 2H, H-7a, 12a), 1,50 (m, 1H, H-11a), 1,61-
1,76 (m, 3H, H-1a, 8, 14), 1,86-1,96 (m, 3H, H-1b, 7b, 12b), 2,25 (m, 1H, H-9), 2,23-2,38 (m,
2H, H-11b, 15), 2,40 (dd, 1H, J = 19,4; 2,8 Hz, H-16a), 2,46 (dd, 1H, J = 19,4; 8,1 Hz, H-16b),
2,51 (ddd, 1H, J = 13,8; 9,1; 7,1 Hz, H-22'), 2,73 (ddd, 1H, J = 13,7; 9,7; 5,3 Hz, H-2b"), 2,80—
2,93 (m, 2H, H-6), 3,81 (s, 3H, OCH3), 5,00 (bs, 1H, OH), 6,59 (bd, 1H, J = 2,8 Hz, H-4), 6,64
(ddm, 1H, J = 8,4; 2,8 Hz, H-2), 6,73 (bdd, 1H, J = 2,6; 1,6 Hz H-2"), 6,76 (ddd, 1H, J = 8,2;
2,6; 1,0 Hz, H-4"), 6,78 (ddd, 1H, J = 7,5; 1,6; 1,0 Hz, H-6"), 7,13 (dd, 1H, J = 8,5; 1,1 Hz, H-
1), 7,22 (bt, 1H, J=7,8 Hz, H-5"); "C NMR (150,9 MHz, CDCl) 6 17,70 (C~18), 25,46 (C-11),
26,58 (C-7), 29,29 (C-6), 32,91 (C-1"), 33,72 (C-15), 33,80 (C-12), 35,81 (C-2"), 35,90 (C-8),
42,68 (C-16), 44,47 (C-9), 47,21 (C-13), 52,74 (C-14), 55,16 (OCH3), 111,03 (C—4"), 112,70
(C-2), 114,41 (C-2"), 115,22 (C—4), 120,83 (C-6"), 126,15 (C-1), 129,44 (C-5"), 132,24 (C-
10), 137,96 (C-5), 143,29 (C~1"), 153,59 (C-3), 159,64 (C-3"), 221,54 (C-17); IC (CHCl;) v
3598, 1729, 1611, 1602, 1594, 1585, 1500, 1489, 1439, 1281, 1259, 1233, 1191, 1165, 1153,
1017, 616 cm’l HR MS (APCI) vypoétena Cy;H3305 [M+H'] 405,24242 nalezena 405,24247.
R/(4/1 hexane/EtOAc) 0,3.

Priklad 11: 3-hydroxy—15B—~(3,4—~(dimethoxy)fenethyl)-estra—1,3,5(10)~trien—17—on (11)

MeO

Latka 11 byla pfipravena podle vyse uvedeného obecného postupu reakei vinylestronu 2 s 3,4—
dimethoxystyrenem (72 ul). Po chromatografii na HPLC (30/70 AcCN/H,0, tz = 14 min) bylo
ziskano 17 mg bezbarvé pevné latky 11: tt 146 °C; [a]p +55,3 (¢ 0,347; CHCL3); '"H NMR (500
MHz, CDCI;) 8 1,03 (s, 3H, H-18), 1,31-1,56 (m, 3H, H-7a, 11a, 12a), 1,60-1,77 (m, 3H, H-
14, 8, 14), 1.85-1,95 (m, 3H, H-1b, 7b, 12b), 2,25 (m, 1H, H-9), 2,28-2,38 (m, 2H, H-11b, 15),
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2.37-2,52 (m, 3H, H-16, H-22'), 2,71 (ddd, 1H, J = 13,8; 9,3; 5.2 Hz, H-2b"), 2,78-2,92 (m, 2H,
H-6), 3,86 (s, 3H, OCH), 3,88 (s, 3H, OCHj), 5,62 (bs, 1H, OH), 6,60 (bdm, 1H, J = 2,8 Hz, H-
4), 6,65 (bdd, 1H, J = 8,5, 2,8 Hz, H-2), 6,70 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-2"), 6,72 (dd, 1H, J = 8,1;
2,8 Hz, H-6"), 6,81 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-5"), 7,12 (bd, 1H, J = 8,5 Hz, H-1); °C NMR (150,9
MHz, CDCl3) § 17,69 (C—18), 25,41 (C—11), 26,56 (C-7), 29,25 (C—6), 33,03 (C-1"), 33,49 (C~
15), 33,75 (C-12), 35,20 (C-2"), 35,87 (C-8), 42,64 (C—16), 44,40 (C-9), 47,22 (C-13), 52,67
(C-14), 55,80 (OCHs), 55,87 (OCH3), 111,19 (C=5"), 111,62 (C-2"), 112,73 (C-2), 115,22 (C~
4), 120,29 (C—6"), 126,06 (C-1), 131,98 (C-10), 134,17 (C-1"), 137,79 (C-5), 147,24 (C—4"),
148,79 (C-3"), 153,79 (C-3), 221,87 (C-17); IC (CHCL) v 3598, 2839, 1610, 1591, 1516, 1501,
1454, 1442, 1260, 1193, 1155, 1029, 870, 808, 581, 544 cm™'; HR-MS (APCI) vypoltena
C34Hy704Si [M+Si] 547,32381 nalezena 547,32368. R(4/I hexan/EtOAc) = 0,25.

Priklad 12: 3-hydroxy—15B—(4—(ethoxy)fenethyl)}-estra—1,3,5(10)-trien—17—on (12)

MeO

OEt

Latka 12 byla pripravena podle vySe uvedeného obecného postupu reakei vinylestronu 2 s 4—
ethoxystyrenem (73 pl). Po chromatografii na HPLC (30/70 AcCN/H,O, tg = 17 min) bylo
ziskano 62 mg bezbarvé pevné latky 12: tt 173 °C; [a]p +62,5 (¢ 0,208; CHCIy); 'H NMR (500
MHz, CDCl;) & 1,02 (s, 3H, H-18), 1,35-1,49 (m, 2H, H-7a, 12a), 1,41 (t, 3H, J = 7,0 Hz,
OCH,CH,), 1,50 (m, 1H, H-11a), 1,58-1,75 (m, 3H, H-1'a, 8, 14), 1,84-1,93 (m, 3H, H-1'b, 7b,
12b), 2,25 (m, 1H, H-9), 2,28-2,37 (m, 2H, H-11b, 15), 2,39 (dd, IH, J = 19,4, 2,8 Hz, H-16a),
2,44 (dd, 1H, J = 19,4; 8,1 Hz, H-16b), 2,47 (ddd, 1H, J = 13,8; 9,0; 7,1 Hz, H-2'a), 2,69 (ddd,
1H, J = 13,8; 9,6; 5,3 Hz, H-2'b), 2,78-2,93 (m, 2H, H-6), 4,02 (q, 2H, OCH,CH3), 4,83 (bs, 1H,
OH), 6,59 (bdt, TH, J = 2,8; 1,0; 1,0 Hz, H-4), 6,63 (bdd, 1H, J = 8,4; 2,8 Hz, H-2), 6,83 (m,
2H, H-3"), 7,08 (m, 2H, H-2"), 7,13 (dd, 1H, J = 8.,5; 1,1 Hz, H-1); C NMR (150,9 MHz,
CDCl;) & 14,87 (OCH,CH3), 17,70 (C—-18), 25,48 (C-11), 26,57 (C-T7), 29,32 (C-6), 33,25 (C-
1'), 33,63 (C-15), 33,82 (C-12), 34,86 (C-2"), 35,91 (C-8), 42,72 (C-16), 44,48 (C-9), 47,20
(C-13), 52,77 (C-14), 63,42 (OCH,CH;), 112,69 (C-2), 114,44 (C-3"), 115,22 (C-4), 126,16
(C-1), 129,28 (C-2"), 132,33 (C-10), 133,55 (C-1"), 138,01 (C-5), 153,54 (C-3), 157,23 (C-
4™), 221,46 (C—17); IC (CHCl;) v 3598, 3098, 3060, 1729, 1611, 1583, 1512, 1502, 1453, 1441,
1245, 1042 cm'; HR-MS (APCI) vypoctena CygH3s03 [M+H'] 419,25807 nalezena 419,25810.
RA4/1 hexan/EtOAc) = 0,3.

Ptiklad 13: 3-hydroxy—15B—(4—(i—butoxy)fenethyl)}—estra—1,3,5(10)~trien—17-on (13)

MeO
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Latka 13 byla pfipravena podle vyse uvedeného obecného postupu reakei vinylestronu 2 s 4—¢—
butoxystyrenem (92 pl). Po chromatografii na HPLC (30/70 AcCN/H,0, tz = 17 min) bylo
ziskano 94 mg bezbarvé pevné latky 13: tt 192 °C; [a]y +62,5 (¢ 0,208; CHCL;); 'H NMR
(500 MHz, CDCl3) & 1,02 (s, 3H, H-18), 1,35-1,49 (m, 2H, H-7a, 12a), 1,41 (t, 3H, J = 7,0 Hz,
OCH>CH3), 1,50 (m, 1H, H-11a), 1,58-1,75 (m, 3H, H-1'a, 8, 14), 1,84-1,93 (m, 3H, H-1'b, 7b,
12b), 2,25 (m, 1H, H~9), 2,28-2,37 (m, 2H, H-11b, 15), 2,39 (dd, 1H, J = 19,4; 2,8 Hz, H-16a),
2,44 (dd, 1H, J = 19,4; 8,1 Hz, H-16b), 2,47 (ddd, 1H, J = 13,8; 9,0; 7,1 Hz, H-2"a), 2,69 (ddd,
1H, J=13,8;9,6; 5,3 Hz, H-2'b), 2,78-2,93 (m, 2H, H-6), 4,02 (q, 2H, OCH,CHj), 4,83 (bs, 1H,
OH), 6,59 (bdt, 1H, J = 2,8; 1,0; 1,0 Hz, H-4), 6,63 (bdd, 1H, J = 8,4; 2,8 Hz, H-2), 6,83 (m,
2H, H-3"), 7,08 (m, 2H, H-2"), 7,13 (dd, 1H, J = 8,5; 1,1 Hz, H-1); °C NMR (150,9 MHz,
CDCls) 4 14,87 (OCH,CH3), 17,70 (C-18), 25,48 (C-11), 26,57 (C-7), 29,32 (C—6), 33,25 (C—
1'), 33,63 (C-15), 33,82 (C-12), 34,86 (C-2"), 35,91 (C-8), 42,72 (C-16), 44,48 (C-9), 47,20
(C-13), 52,77 (C-14), 63,42 (OCH,CH3), 112,69 (C-2), 114,44 (C-3"), 115,22 (C—4), 126,16
(C-D), 129,28 (C-2"), 132,33 (C-10), 133,55 (C-1"), 138,01 (C-5), 153,54 (C-3), 157,23 (C—4"),
221,46 (C-17); IC (CHCIl5) v 3598, 3098, 3060, 1729, 1611, 1583, 1512, 1502, 1453, 1441, 1245,
1042 cm’l; HR-MS (APCI) vypoétena CygH;50; [M+H'] 419,25807 nalezena 419,25810. R{(4/1
hexan/EtOAc) = 0,3.

Ptiklad 14: 3—hydroxy—15B—(4—(hydroxy)fenethyl)-estra-1,3,5(10)~trien—1 7—on (14)

MeO

OH (14)

Latka 14 byla pfipravena podle vyse uvedeného obecného postupu reakei vinylestronu 2 s 4—
vinylfenolem (59 mg). Po chromatografii na HPLC (30/70 AcCN/H,0, tg = 12 min) bylo ziskano
37 mg bezbarvé pevné latky 14: tt 169 °C; [a]p +79,1 (¢ 0,283; CH;0H); '"H NMR (500 MHz,
MeOD) 6 0,99 (s, 3H, H-18), 1,29 (s, 1H, H-7a), 1.34-1,47 (m, 2H, 11a, 12a), 1,57-1,68 (m,
3H, H-1', 8, 14), 1,75-1.89 (m, 3H, H-1'b, 7b, 12b), 2,17 (m, 1H, H-9), 2,25-2,33 (m, 2H, H-
11b, 15), 2,34-2,40 (m, 2H, H-16), 2,42 (dt, 1H, J = 13,6, 7,9 Hz, H-2'a), 2,66 (ddd, 1H, J =
13,6; 8,5; 5,4 Hz, H-2'b), 2,74-2,80 (m, 2H, H-6), 6,49 (dm, 1H, J = 2,7 Hz, H-4), 6,53 (bdd,
IH, J = 8,5; 2,7 Hz, H-2), 6,71 (m, 2H, H-3"), 7,00 (m, 2H, H-2"), 7,04 (dd, 1H, J = 8.,5; 1,1
Hz, H-1); °C NMR(150,9 MHz, MeOD) & 18,21 (C-18), 26,68 (C-11), 27,78 (C-7), 30,38 (C—
6), 34,57 (C-15), 34,58 (C-1"), 35,09 (C-12), 35,69 (C-2"), 37,41 (C-8), 43,64 (C-16), 45,83
(C-9), 48,49 (C-13), 53,92 (C~14), 113,71 (C-2), 116,12 (C—4), 116,14 (C=3"), 126,91 (C-1),
130,54 (C-2"), 132,33 (C-10), 134,00 (C-1"), 138,76 (C-5), 156,11 (C-3), 156,52 (C4"),
224,20 (C-17); IC (KBr) v 3370, 2926, 2855, 1716, 1612, 1583, 1514, 1450, 1441, 1376, 1356,
1217, 1170, 1099, 922, 827, 755, 731 ecm™; HR-MS (APCI) vypoltend CyHj3 O3 [M+H]
391,22677 nalezena 391,22690. R(7/1 CHCl;/MeOH) = 0,3.

Ptiklad 15: 3—hydroxy—15B—(4—(methyl)fenethyl)—estra—1,3,5(10)trien—17—on (15)
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Latka 15 byla p¥ipravena podle vyse uvedeného obecného postupu reakci vinylestronu 2 s 4—
methylstyrenem (64 pl). Po chromatografii na HPLC (35/65 AcCN/HO, tx = 36 min) bylo
ziskano 25 mg bezbarvé pevné latky 15: tt 159 °C; [a]p —13,9 (c 0,170; CHCI3); 'H NMR (500
MHz, CDCl;) 8 1,02 (s, 3H, H-18), 1,36-1,55 (m, 3H, H-7a, 11a, 12a), 1,64 (dddd, 1H, J= 13,6,
11,7; 9,2; 5,3 Hz, H-1"a), 1,66—1,76 (m, 2H, H-8, 14), 1,86-1,95 (m, 3H, H-1b', 7b, 12b), 2,25
(m, 1H, H-9), 2,33 (s, 3H, CHs—Ph), 2,30-2,34 (m, 2H, H-11b, 15), 2,37-2,46 (m, 2H, H-16),
2,49 (ddd, 1H, J = 13,7; 9,2; 6,9 Hz, H-1'a), 2,71 (ddd, 1H, J = 13,7; 9.8; 5,3 Hz, H-1'b), 2,80—
2,94 (m, 2H, H-6), 4,68 (s, 1H, OH), 6,59 (dm, IH, J = 2,8 Hz, H-4), 6,63 (dd, 1H, J = 8.5;
2,8 Hz, H-2), 7,07 (m, 2H, H-2"), 7,11 (m, 2H, H-3"), 7,13 (dd, 1H, J = 8,5; 1,0 Hz, H-1); Bc
NMR (150,9 MHz, CDCl;) 8 17,73 (C-18), 21,01 (CH;-Ph), 25,51 (C-11), 26,62 (C-7), 29,34
(C-6), 33,22 (C-1"), 33,81 (C-15), 33,85 (C-12), 35,40 (C-2"), 35,95 (C-8), 42,72 (C-16), 44,52
(C-9), 47,20 (C-13), 52,81 (C-14), 112,71 (C-2), 115,23 (C-4), 126,20 (C-1), 128,29 (C-2"),
129,15 (C-3"), 132,41 (C-10), 135,54 (C—4"), 138,05 (C-5), 138,58 (C-1"), 153,51 (C-3),
221,34 (C-17); IC (KBr) v 3382, 1734, 1719, 1584, 1514, 1501, 1443, 708 cm'; HR-MS (APCI)
vypoétend Cy7H;350, [M+H'] 389,24751 nalezena 389,24751. Ry (4/1 hexan/EtOAc) = 0,3.

Ptiklad 16: 3-hydroxy—15B~(3,4,5—(trifluor)fenethyl)—estra—1,3,5(10)-trien—17-on (16)

(16)

Latka 16 byla pfipravena podle vy3e uvedeného obecného postupu reakei vinylestronu 2 s 3,4,5—
trifluorstyrenem (77 mg). Po chromatografii na HPLC (30/70 AcCN/H;0, tz = 21 min) bylo
ziskano 8 mg bezbarvé pevné latky 16: tt 182 °C; [a]p +48.3 (¢ 0,118; CHCl); 'H NMR
(500 MHz, CDCL3) § 1,03 (s, 3H, H-18), 1,39-1,56 (m, 3H, H-7a, 11a, 12a), 1,57-1,77 (m, 3H,
H-1'a, 8, 14), 1,81-1,96 (m, 3H, H-1'b, 7b, 12b), 2,21-2,40 (m, 3H, H-11b, 9, 15), 2,36 (dd, 1H,
J =19,3; 2.2 Hz, H-16a), 2,46 (dd, 1H, J = 19,3; 8,9 Hz, H-16b), 2,48 (ddd, 1H, J = 14,0; 9,3;
7,0 Hz, H-2'a), 2,69 (ddd, 1H, J = 14,0; 9,7; 5,1 Hz, H-2'b), 2,82-2,95 (m, 2H, H-6), 4,86 (bs,
1H, OH), 6,60 (d, 1H, J = 2,8 Hz, H-4), 6,64 (dd, 1H, J = 8,4; 2,7 Hz, H-2), 6,78 (m, 2H, H-2"),
7,13 (bd, 1H, J = 8,4 Hz, H-1); °C NMR (150,9 MHz, CDCl3) & 17,73 (C-18), 25,41 (C-11),
26,66 (C-7), 29,20 (C-6), 32,60 (C-1"), 33,56 (C-15), 33,79 (C-12), 35,08 (C-2"), 35,86 (C-8),
42,43 (C-16), 44,42 (C-9), 47,16 (C-13), 52,65 (C-14), 112,19 (dd, JF=15,9; 4,7 Hz, C-2"),
112,78 (C-2), 115,23 (C-4), 126,14 (C-1), 132,14 (C-10), 137,77 (C-1"), 137,82 (C-5), 138,16
(dt, S =249.4; 152 Hz, C-4"), 151,10 (ddd, S*" = 249,6; 9.8; 3,9 Hz, C-3"), 153,65 (C-3),
220,74 (C-17); "°F NMR (470,3 MHz, CDCl3) 8 160,47 (t, 1F, J°F = 20,5 Hz), 131,13 (d, /"
= 20,5 Hz); IC (KBr) v 3295, 1718, 1620, 1585, 1529, 1501, 1376 cm'; HR-MS (APCI)
vypoctena CysHsO-F 5 [M+H+] 429,20259 nalezena 429,20349. R(4/1 hexan/EtOAc) = 0,3.
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Ptiklad 17: 3-hydroxy-1 5B—(2,3.4,5,6—(pentafluor)fenethyl)—estra—1,3,5(10)trien—1 7—on an

MeO

a7)

Latka 17 byla pfipravena podle vyse uvedeného obecného postupu reakci vinylestronu 2 s
2,3,4,5,6—pentafluorstyrenem (67 pl). Po chromatografii na HPLC (35/65 ACCN/H,0, tg =
42 min) bylo ziskdno 27 mg bezbarvé pevné latky 17: tt 151 °C; [a]p +43,7 (c 0,544; CHCly), 'H
NMR (500 MHz, CDCl;) 8 1,00 (s, 3H, H~18), 1,41-1,55 (m, 3H, H-7a, 11a, 12a), 1,61 (m, 1H,
H-12"), 1,69 (m, 1H, H-8), 1,74 (m, 1H, H-14), 1,85-1,95 (m, 3H, H-1b', 7b, 12b), 2,27 (m, 1H,
H-9), 2,30-2,39 (m, 2H, H-11b, 15), 2,43 (dd, 1H, J = 19,4; 2,4 Hz, H-16a), 2,51 (dd, 1H, J =
19,4, 8,6 Hz, H-16b), 2,67 (m, 1H, H-2a'), 2,79 (m, 1H, H-2b"), 2,83-2,96 (m, 2H, H-6), 4,93
(bs, 1H, OH), 6,60 (bd, 1H, /= 2,8 Hz, H-4), 6,64 (dd, 1H, J= 8,4; 2,8 Hz, H-2), 7,13 (bd, 1H,
J = 8,4 Hz, H-1); "C NMR (150,9 MHz, CDCly) 6 17,63 (C-18), 22,19 (C-2"), 25,43 (C-11),
26,56 (C-7), 29,19 (C-6), 30,80 (C-1"), 33,74 (C-12), 33,96 (C-15), 35,86 (C-8), 42,34 (C-16),
44,40 (C-9), 47,12 (C-13), 52,61 (C-14), 112,77 (C-2), 114,44 (bt, T =18,8 Hz C-1"),
115,23 (C4), 126,16 (C-1), 132,10 (C-10), 137,46 (dm, JF = 250.4 Hz, C-3"), 137,87 (C-95),
139,68 (dm, J°© = 251,7 Hz, C—4"), 144,97 (dm, J°F = 2432 Hz, C-2"), 153,63 (C=3), 220,53
(C-17); "°F NMR (470,3 MHz, CDCls) 6 ~158,78 (m, 2F, F-3"), —153,61 (t, 1F, F4"), —141,15
(m, 2F, F-2"); IC (CHCly) v 3599, 1732, 1657, 1611, 1585, 1521, 1504, 1440, 1378, 1122, 1068,
963 cm"; HR-MS (APCI) vypoctena CysHO,Fs [M+H'] 465,18475 nalezena 465,18468. R(4/1
hexan/EtOAc) = 0,3.

Vysledky testovani

Priklad 18: Stanoveni miry inhibice enzymové aktivity 17BHSD vyvolané pisobenim
testovanych sloucenin

Inhibi¢ni aktivita testovanych latek byla stanovena pro jednotlivé izoenzymy rodiny 17BHSD,
konkrétn¢ se jednalo o typy 1, 2, 3, 4, 5 a 7. Pro rekombinantni expresi Jjednotlivych izoenzyma
lidské 17BHSD bylo pouZito expresnich systémi Escherichia coli a savéich bunék. Pouze v
piipad¢ 17BHSDS byl enzym &aste¢né purifikovan, a pro testovani byl pouzit supernatant,
ziskany centrifugaci bakterialniho lyzatu. Systémy, exprimujici konkrétni typ 17BHSD, byly
suspendovany v reakénim pufru a inkubovény s tritiem znadenymi substraty a pfislu$nymi
kofaktory pii teplot¢ 37 °C ve dvou soubéznych testech, v kontrolnim uspotadani (absence
inhibitoru) a v testovacim uspofadani. DMSO slouzi v tomto pfipadé Jjako negativni kontrola
(Schéma 11). Poté, co bylo v kontrolnim testu 20 az 30 % substratu piem&néno Einnosti enzymu
na produkt, byly oba testy ukonceny. Substrat a produkt z testovaciho usporadani byly izolovany
pomoci SPE (extrakce na pevné fazi) a nasledné separovany pomoci HPLC na reverzni fazi.
Konverze substratu byla uréena pomoci integrace signali substratu a produktu a byla vyjadfena v
%. Pro Gcely nasledujiciho vypoctu inhibice enzymu byla konverze kontrolniho testu zvolena
Jjako 0 % inhibice. V3echny testy byly provedeny v triplikatech. Hodnoty ICs, byly poté urgeny
standardni metodou pomoci "One Ligand Binding" modelu modulu SigmaPlot kinetics
(Schustera et. al. J. Ster. Biochem. Mol. Biol. 2011, 125, 148; Méller et. al. Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2009, 19, 6740; Moller et. al. PLoS One, 2010, 5, 6, ¢ 10969).
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Testované latky vykazaly vysokou inhibi¢ni aktivitu vi¢i lidské 17BHSD typu 1 a obvykle také
17BHSD typu 5. Jedna se o velmi potentni inhibitory pfi koncentracich latek v testu jak
1 umol-1"', tak i 0,1 pmol-I"". Inhibi¢ni aktivita testovanych derivatii vyjadiena v % inhibice
lidské 17BHSD typu 1 a 5 pii riznych koncentracich testovanych latek je shrnuta v tabulce 1.
Dva nej(¢innéjsi derivaty jsou v tabulce 1 zvyraznény.

Aktivita ostatnich zkoumanych izoenzymd — 17BHSD typu 2, 3, 4 a 7 — nebyla piitomnosti latek
pfi koncentraci 1 pmol-I"" v testech viibec ovlivnéna. Jedna se proto o zcela selektivni inhibitory
17BHSD1 a 17BHSDS. Latka 2 inhibuje exkluzivné pouze izoenzym 17BHSDI, soucasné vsak
vykazuje i ¢astecnou estrogenicitu.

Tabulka 1. Inhibi¢ni aktivita vybranych derivatd vyjadfena v % inhibice lidské 17BHSD typu 1 a
5 pfi riiznych koncentracich testovanych latek.

£ 17BHSD1 17BHSDS5
“7 10,1 pmol1! 1 pmol 1! ICso(nmol 1™y 1 pmol 1"
2 79 95 17 7
3 66 83 50 60
4 68 91 42 89
5 72 92 55 70
6 90 97 9 90
7 84 99 16 63
8 77 92 18 76
9 91 100 10 91
10 72 87 ns ns
11 36 67 ns ns
12 85 88 ns ns
13 62 80 ns ns
14 72 97 ns ns
15 87 100 8 86
16 67 95 36 79
17 56 90 ns ns

ns: nebylo stanoveno; ¢.d: Cislo derivatu.

Priklad 19: Stanoveni aktivity sloudenin na steroidnich receptorech ERa a AR v bunéCnych
luciferazovych reportérovych testech.

Vliv nové piipravenych latek na aktivitu steroidnich receptord, estrogenniho receptoru o (ERa) a
androgenniho receptort (AR), byl ové&fen in vitro pomoci selektivnich luciferazovych
reportérovych testi zalozenych na bunéénych reportérovych liniich pro ERo a AR v U208
buiikach (Sedlak er al. Comb. Chem. High T. Scr. 2011, 14, 248). Tyto bun&né linie byly
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vytvofeny vnesenim expresniho vektoru s kodujici sekvenci pro konkrétni lidsky steroidni
receptor a reportérového vektoru pGL4 (Promega, USA), obsahujiciho responsivni elementy pro
konkrétni steroidni receptor v promotoru, fidicim expresi luciferazového genu. Burky, které oba
vektory stabilné integrovaly do genomu, byly izolovany pomoci selekéniho média obsahujicim
hygromycin a G418 (aminoglykosid Geneticin®). Z takto selektované buné&né kultury byly dale
izolovany klony bun¢k, poskytujici optimalni odpovéd’ pti testovani s referenénimi ligandy pro
dany steroidni receptor.

Reporterové linie U20S byly péstovany v médiu DMEM (Thermo Fisher Scientific, katalogové
Cislo 11880-036) bez fenolové &ervené s pridavkem 10% FBS (Thermo Fisher Scientific,
katalogové ¢islo 10270-106), 2 mmol-I"' Glutamaxu (Thermo Fisher Scientific, katalogové &islo
35050061) a roztoku penicilinu a streptomycinu (Thermo Fisher Scientific, katalogové &islo
15070063). Buriky byly inkubovany v prostfedi s 5% CO,, pfi teploté 37 °C. Dva dny pied
testovanim slouCenin bylo vyménéno ristové médium za DMEM bez fenolové &erveng, s
ptidavkem 2 mmol-I"" Glutamax a 4% FBS zbaveného lipofilnich slozek (v&etné endogennich
ligandii steroidnich receptordi) (Hyclone, GE Healthcare Life Sciences, USA). Dva dny po
vyméné média byly buiky sklizeny, spoditany a resuspendovany v médiu stejného slozeni v
koncentraci 0,5 x 10%ml. Bun&na suspenze byla davkové prenesena do 1536jamkovych bilych
destiCek s upravou pro kultivaci adherentnich bungk (Corning Inc., NY, USA). Do kazdé jamky
byly vneseny 4 pl bunééné suspenze odpovidajici 2500 bunék. Testované slouceniny byly
nafedény v DMSO a pfeneseny do jamek k buiikdm pomoci bezkontaktniho akustického
davkovace slou¢enin Echo 520 (Labcyte). Testovani bylo provedeno v 10 koncentra¢nich bodech
v rozsahu od 10 umol-I"" do 1 nmol-I"", v triplikatech. Experiment byl proveden ve dvou modech.
V agonistickém modu byly stanoveny agonistické vlastnosti testovanych latek, v antagonistickém
modu byly detekovany antagonistické vlastnosti. V antagonistickém modu bylo k testovanym
vzorkim 30 min po pfenosu testovanych latek pfidano 0,5 ul roztoku agonisty. Pro ERo byl
pouzit roztok 1 nmol-I"" E2, pro AR 1 nmol-1" dihydrotestosteronu. Pro rozpusténi agonistt bylo
pouzito riistové médium pro butiky.

Luciferazové aktivita byla stanovena komerénim kitem Britelite plus luciferase reportér gene
assay reagent (Perkin Elmer, USA), 24 h po pfidani slougenin k butikim. Intenzita luminescence
byla zméfena na multimode spektrofotometru Envision (PerkinElmer).

V rozsahu uvazovanych terapeutickych koncentraci latky nemaji estrogenni ucinek. Vybrané
latky vykazuji dokonce vlastnosti ER/AR antagonisti. Latky 3, 4 a 7 jsou antagonisty ER; latka 9
Je antagonista AR a latky 11, 12 a 13 jsou antagonisty obou typii receptorii (ER i AR).

Piiklad 20: Stanoveni cytotoxicity slougenin v bun&éné linii U20S

Pro oddéleni antagonistické aktivity testovanych sloucenin od cytotoxického efektu na U20S
burikach (bun&&na linie odvozena z osteosarkomu) byl paralelné s reportérovym testem proveden
experiment pro stanoveni bun&né viability. PGvodni, geneticky nemodifikované U20S buriky
byly péstovany za stejnych podminek jako reportérové buiiky. Tyto buriky byly dale zpracovany
a inkubovany se slouceninami zcela identickym zptisobem a po stejnou dobu jako buriky v
reportérovém testu. Na konci experimentu bylo stanoveno mnozstvi ATP pomoci luciferazového
homogenniho testu BriteLite jako mira buné¢né viability. Data byla poté zpracovana spolu s daty
z reportérovych testd.

Tento orientaéni test cytotoxicity byl proveden pro viechny pripravené latky a jeho vysledky

ukazaly, ze zadny z pripravenych derivati nevykazuje cytotoxické vlastnosti do koncentrace
20 pmol-I"' testovanych slougenin.
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Ptiklad 21: Stanoveni cytotoxicity slougenin na nadorovych a nenadorovych buiikach

K hodnoceni protinadorové G¢innosti byly pouzity referenéni latky S, 6, 7,9, 14 a 15. V in vitro
podminkach byl pouzit cytotoxicky MTT test na bunéénych liniich derivovanych z normalnich
tkani i nador. Konkrétné se jednalo o linii K562 (lidska myeloidni leukémie), K562-Tax (lidska
myeloidni leukémie rezistentni na taxol a overexprimujici protein mnohocetné lékové rezistence
PgP), CEM (T-lymfoblastickid leukémie), CEM-DNR-bulk (T-lymfoblasticka leukémie
rezistentni na doxorubicin, postradajici expresi cilového genu pro inhibitory topoizomerazy Il
alfa), linie A549 (lidsky adenokarcinom plic), HCT116p53 wt (lidska rakovina tlustého stieva),
HCT116p53—/—(lidska rakovina tlustého stfeva, mutant p53), linie lidského osteosarkomu U20S
a dvé fibroblastové linie BJ a MRCS5 jako priklady nenadorovych bun&k. Expresni
charakteristiky, profily vnimavosti na klasicka protinadorova lé¢iva i metodologie cytotoxického
MTT testu byly opakované publikovany (napf. Noskova et al. Neoplasma 2002, 49, 418; Sarek
et. al. J. Med. Chem. 2003, 46, 25, 5402).

Latky v testech nevykazovaly vyznamnou cytotoxicitu na nadorovych nebo nenadorovych
buné&énych liniich rdzného histogenetického puvodu, coz ukazuje na absenci off-target
protinadorového G¢inku. Vysledky testl shrnuje tabulka 2.

Tabulka 2. In vitro cytotoxicita latek (1Csy, pmol-l"') testovana na bunéénych liniich nadorového i
nenadorového plivodu.

CEM CEM-DNR-bulk KSe62 K562-Tax A549
éd.  ICs o ICsg c ICs o ICsp o 1ICsp o
5 25,16 3,80 28,24 1,79 2525 4,68 19,31 2,44 35,76 448
6
7
9

16,34 0,90 24,61 2,29 26,89 4,88 13,21 1,72 35,75 3,48
25,56 497 32,81 3,78 >50,00 0,00 12,49 2,76 >50,00 0,00
21,36 3,53 22,14 3,48 27,70 5,71 9,12 0,96 40,98 3,48
14 2581 363 3076 2,85 22,60 320 18,89 1,59 41,32 3,33
15 21,67 2,82 24,10 1,95 23,80 3,25 13,80 1,73 2821 3,90

HCT116p53 wt HCT116p53-/- U208 BJ MRCS
IC50 o IC50 (¢ IC50 (¢ IC50 (& IC50 )

d

5 29,19 333 3047 273 3038 3,70 2426 2,89 1837 3,1
6 2934 197 3080 2,13 27,88 3,18 2881 3,76 21,00 183
7

9

>50,00 0,00 >50,00 0,00 >50,00 0,00 >50,00 0,00 >50,00 0,00

29,38 3,33 35,73 0,54 45,32 2,86 >50,00 0,00 >50,00 0,00
14 2822 290 32,57 2,14 4459 438 50,00 0,00 50,00 0,00
15 2827 1,50 29,35 1,88 28,90 234 2793 1,62 19,55 3,58
o: smérodatna odchylka.

Priklad 22: Stanoveni inhibice 178HSD v burikach in vitro
Ucinek latek na inhibici 17BHSD v bun&nych liniich derivovanych z hormonalné aktivnich

nadori MCF-7 (lidsky karcinom prsu transfekovany lidskou 17BHSD1) a CHO (ktecci karcinom
ovaria transfekovany lidskou 17BHSDI) byl sledovan prostiednictvim kumulace prekurzoru
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17BHSD, hormonu El, v supernatantu bun&&nych linii v ¢asovém intervalu 8 a 24 hodin. Pro
tento experiment byly pouZité necytotoxické koncentrace derivati estronu (10 pmol-1™"). Hladiny
E1 byly stanovené imunoenzymaticky.

Pfidani estronovych derivatd k 17BHSDI transfekovanym bunéénym kulturdm hormonalné
aktivnich/dependentnich nadord in vitro vedlo jiz do 8 hodin k vyznamnému zvyseni hladiny E1,
ktery je substratem enzymu 17BHSD. Toto pozorovéni je konzistentni s inhibici 17BHSD in
vitro. Vysledky analyzy inhibice 17BHSD na bun&nych liniich in vitro shrnuje tabulka 3.

Tabulka 3. Vysledky analyzy inhibice 17BHSD na bunéénych liniich in vitro

MCF-7 CHO
8 hod. 24 hod. 8 hod. 24 hod.

¢&d. El (pg/ml) El (pg/ml) El (pg/ml) E1 (pg/ml)

kontrola 564 543 745 482
5 3373 2236 3194 1576
6 4251 3323 4137 1804
7 1921 1839 2101 1476
9 1300 1182 1171 739
14 4298 2626 3179 1054
15 719 948 750 554

Kontrola: bunééné linie netransfekované 17BHSDI.

Priklad 23: Stanoveni inhibice lidské 17BHSD in vivo

K hodnoceni biologické aktivity latek in vivo bylo vyuzito méfeni poklesu tvorby E2 v plazmé
mysi léenych kandidatni latkou 9. Pro tento Gcel byly pouzity samice outbredniho kmene mysi
NMRI ve veku 8 tydnii. Tyto zvifata byla Ié¢ena po dobu 7 nebo 14 dni latkou 9 rozpuiténou v
olejovém vehikulu (olivovy olej) peroralng gastrickou sondou, 1x denné, v davce 20 mg/kg vahy
mySi v celkovém objemu 0,1 ml. Paraleln& bylo kontrolni skupin& zvitat aplikovano vehikulum
samotné. Po 7, respektive 14 dnech byl provedeny odbér krve za Gidelem zpracovani krevni
plazmy a analyzy hladin E2. Paraleln¢ byla provedena pitva a makroskopické zhodnoceni
Jednotlivych organd.

Podavani latky bylo zvifaty dobfe tolerovano, nebyl pozorovan signifikantni pokles hmotnosti a
makroskopicka analyza organii neodhalila zadnou zjevnou patologii. Plazma léCenych i
kontrolnich zvifat byla podrobena imunoenzymatické analyze na kvantifikaci E2. Tato analyza
prokazala podstatnou a vysoce signifikantni redukci hladiny hormonu E2 po 14—dennim
podavani, coZ je konzistentni s inhibici 17BHSD in vivo (tabulka 4).
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Tabulka 4. Inhibice produkce E2 po podani latky 9 in vivo v plazmé experimentélnich zvirat.

Vehikulum 7 dni _E2 (pg/ml) Vehikulum 14 dni _E2 (pg/ml)
My$ B 1 4660 Mys D 1 5447
My$ B 2 4988 My$D 2 5991
Mys B 3 4570 My$D 3 4796
Mys B 4 6835 Mys D 4 4973
My$B S 6202 primérné hodnotat ¢ 530242416
My3B 6 6372
Myi B 7 4824 litka 9:14 dni 20 mg/kg denné | E2 (pg/ml)
primérné hodnotat ¢ 5632+950,1 Mys C 1 6020
My3 C 2 2668
litka 9:7 dni 20 mg/kg denné | E2 (pg/ml) My3 C 3 2657
My A | 4927 Mys C 4 3566
Mys A 2 4357 Mys C 5 4312
Mys A 3 6020 MysC 6 4025
Mys A 4 7379 prim&rna hodnota+t ¢ 3874+1253,2
Mys A 6 5857 p 0,019
Mys A 7 5617
priiméma hodnotat ¢ 5693+1034,7
p 0,362

P: hodnota statistické vyznamnosti; o: smérodatna odchylka

Pramyslova vyuzitelnost

Slougeniny podle vynalezu mohou byt vyuzity k diagnostice a piipadn€ i k 1é¢bé estrogen—
dependentnich onemocnéni, predevsim estrogen—dependentnich typl néadord, endometridzy,
koznich chorob &i poruch pohlavniho dospivani. Latky mohou najit uplatnéni i pfi lecbe
neplodnosti, k navozeni predasné menopauzy, hormonalni kastraci, nebo jako antikoncepce.

Mezi estrogen—dependentni onemocnéni se fadi rakovina prsu, rakovina vajecnikd, rakovina
délohy, endometrioza, adenomyoza, menoragie, metroragie, dysmenorea, délozni myomy,
syndrom polycystickych ovarii, fibrocystickd nemoc prsu, rakovina prostaty, nemalobunécny
karcinom plic (NSCLC), spinocelularni karcinom, kolorektalni karcinom, karcinom zaludku,
akné, hirsutismus, pseudohermafroditismus, seboroicka dermatitida, androgeny vyvolana
alopecie, hyperestrogenismus.
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PATENTOVE NAROKY

1. 15B-substituované derivaty estronu obecného vzorce 1,

Meo

kde:

substituenty R', R?, R*, R, R® Jjsou nezavisle na sob& zvoleny ze skupiny zahrnujici: C,—C,
alkyl, C,—C, alkoxy, C,—C, halogenalkyl, halogen, COOR®, kde R® je C,—C, alkyl; H, OH;

popfipadé jsou R’, R* a R’ kazdy tvofen vodikovym atomem a sou¢asné R' a R? spolu tvoii
aryl, vyhodné naftyl;

pfi¢emz aromaticky kruh v poloze C-15 miize byt uvedenymi substituenty R' az R’ mono—, di,
tri—, tetra— i penta—substituovany.

2. Zpusob vyroby slougenin obecného vzorce I podle naroku 1, vyznadujici se tim, e v
prvnim kroku se k roztoku 3—(+-butyldimethylsilyloxy)~15B—vinyl—estra—1,3,5(10)~trien—1 7—onu
2 a pfislusného druhého olefinu ve smési rozpoustédel CH,Cl/trifluorotoluen v objemovém
poméru 2/1 piida rutheniovy katalyzator Hoveyda—Grubbs druhé generace a Cul v inertni
atmosféfe argonu, vysledna smés se nejprve micha pfi teploté 40 az 70 °C po dobu 4 az 12 h a po
dalSim pridavku pfislusného druhého olefinu a katalyzatoru pii stejné teplots pies noc; poté se
reakce ukon€i odpafenim rozpoustédel za snizeného tlaku a chromatografii na silikagelu se
ziskaji prislu$né produkty zkiizené metatéze;

ve druhém kroku se k produktu metatéze, rozpusténému v tetrahydrofuranu, postupné za teploty
mistnosti pfikape 1 mol-I"' roztok tetrabutylammonium fluoridu v tetrahydrofuranu, po 1 h se
piida voda a reakéni smés se extrahuje CH,Cl, a/nebo CHCls; spojené organické faze se pak
promyji nasycenym roztokem NaCl, vysu$i pomoci MgSO, a rozpouitédla se odstrani za
snizencho tlaku, pficemZ odchranéné produkty se izoluji chromatografii na silikagelu; a

ve tietim kroku se baiika s roztokem odchranéného produktu metatéze v ethylacetatu a
katalyzatoru Pd/C v mnozstvi 10 % hmotnostnich za vydatného michani evakuuje a posléze se
naplni vodikem, reakéni smés se pak micha pfes noc, nasledné se prefiltruje pres filtraéni
kfemelinu SiO, a po odstranéni rozpouitédla za snizeného tlaku se vysoce Gcinnou
chromatografii ziskaji finalni krystalické produkty.

3. Zpisob vyroby podle naroku 2, vyznaéujici se tim, 7e vysledna smés v kroku 1 se nejprve
micha pfi teploté 65 °C po dobu 4 hodin pted pridavkem olefinu a katalyzatoru.

4. Slougeniny obecného vzorce I podle naroku 1 pro pouziti jako 1é¢ivo.
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5. Slouceniny obecného vzorce | podle naroku 1 pro pouziti k diagnostice a IéCeni estrogen—
dependentnich onemocnéni.

6. Farmaceuticky prostiedek obsahujici jako aktivni slozku slou¢eniny obecného vzorce 1
podle naroku 1.

7. Farmaceuticky prostiedek obsahujici slougeniny obecného vzorce I podle naroku 1 pro
pouziti k diagnostice a 1é€eni estrogen—dependentnich onemocnéni a poruch.

8. Farmaceuticky prostiedek obsahujici slougeniny obecného vzorce 1 podle naroku 1 pro
pouziti k diagnostice a lédeni estrogen—dependentnich onemocnéni, kterymi jsou rakovina prsu,
rakovina vajeéniki, rakovina délohy, endometri6za, adenomyoza, menoragie, metroragie,
dysmenorea, délozni myomy, syndrom polycystickych ovarii, fibrocysticka nemoc prsu, rakovina
prostaty, nemalobun&&ny karcinom plic (NSCLC), spinocelularni karcinom, kolorektalni
karcinom, karcinom Zaludku, akné, hirsutismus, pseudohermafroditismus, seboroicka
dermatitida, androgeny vyvolana alopecie, hyperestrogenismus, k [é¢eni neplodnosti, k navozeni
piedasné menopauzy, k hormonalni kastraci, nebo pro pouziti jako antikoncepce.

9. Pouziti slougenin obecného vzorce | podle naroku 1 k vyrob& farmaceutického prostfedku
pro diagnostiku a léeni estrogen—dependentnich onemocnéni, kterymi jsou rakovina prsu,
rakovina vajecnikl, rakovina dé&lohy, endometriéza, adenomyo6za, menoragie, metroragie,
dysmenorea, délozni myomy, syndrom polycystickych ovarii, fibrocystickd nemoc prsu, rakovina
prostaty, nemalobunéény karcinom plic (NSCLC), spinocelularni karcinom, kolorektalni
karcinom, karcinom Zaludku, akné, hirsutismus, pseudohermafroditismus, seboroicka
dermatitida, androgeny vyvolana alopecie, hyperestrogenismus, k 1é¢eni neplodnosti, k navozeni
piedéasné menopauzy, k hormonalni kastraci, nebo pro pouziti jako antikoncepce.

Konec dokumentu
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