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25—Hydroxy—16—en~26,27—bishom0cholekalciferoly

Vyndlez se tyka 25-hydroxy-16-en-26,27-bishomochole-

kalciferolovych derivatl vzorce I

Et
A~—~C—0OH

Et

(1)

kde

A je dvojnd vazba mezi uhliky s E nebo Z stereochemic-
kou konfiguraci nebo A je trojnd vazba mezi uhliky,

Et je ethyl a

R je hydroxy a

Rl je vodik nebo =CH2, nebo

R je vodik nebo fluor a Rl je =CH,.

Slou¢eniny vzorce I stimuluji HL-60 bun&cnou diferen-
ciaci a tim jsou uziteéné jako prostredky pro léceni neoplas-

tickych chorob jako je leukémie.




L

Jak je zde pouzito, vyraz "nizsi alkyl" oznaduje alky-
lovou skupinu s pfimym nebo rozveétvenym retézcem, obsahujici
1 az 4 atomy uhliku, napfiklad methyl, ethyl, propyl, isopro-

pyl, butyl, terc.hutyl a podobné.

Vyraz "ar nizsi alkyl" znamend p-tolyl, benzyl, fenyl-

ethyl, fenylpropyl a podobné.

Vyraz "aryl" znamend skupinu cdvozenou od aromatického
uhlovodiku, ktera miZe byt nesubstituovanad nebo substituovani
jednim nebo vice niZ$imi alkylovymi skupinami. Prikladne "aryl"

znamena fenyl a p-methylfenyl.

Vyndlez se dale tvkd kompozice zahrnujici slouceninu
vzorce I nebo smés dvou nebo vice sloudenin vzorce I, stejné
jako pouziti téchto sloucenin pro vyrobu léciv pro stimulaci
diferenciace HL-60 bunék a pro léceni neoplastickych chorob
jako je leukémie. Vyndlez se také tykd sloucenin vzorce I ja-
ko prostfedkl pro léceni vySe uvedenych chorobnych stavi.
Vyndlez se také tykd zpuscbu pripravy sloucenin vzorce I a mezi-

produktd, které se v ném vyskytuji.

V¥hodné jsou slouceniny vzorce I, kde R je hydroxy a

Rl je =CH2,

1,25-dihydroxy-l6-en-23-in-26,27-bishomocholekalciferol,

zejména sloucenin A, B a C ' prislusné:

1,25-dihydroxy-16,23Z-dien-26,27-bishomocholekalciferol,

1,25-dihydroxy-16,23E-dien-26,27-bishomocholekalciferol.

Slouc¢eniny vzorce I, kde A je -C=C- se pripravi jak je
zde popsano se zvldstnim odkazem na vzorcové schema I a déle

uvedené priklady.
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VZORCOVE SCHEMA I

(1)

(m)

(1v)

B-OH



mé vy&e popsany vyznam, B je -C=CC(Et),-,
je —OSi(R4,R5,R6), Et je ethyl, R4 a R Jsou nizsi

alkyly a RS je niz8i alkyl, aryl nebo ar-nizsi alkyl.

Ve vy3e uvedeném vzorcovém schematu I se sloucCenina
vzorce II pfevede na sloudeninu vzorce III zpracovanim s oxi-
daénim prostfedkem jako je 2,2'-bipyridiniumchlorchromat ne-
bo pyridiniudichromat pfi teploté mistnosti v aprotickém roz-
poudtédle jako je suchy tetrahydrofuran nebo vyhodnéji suchy
methylenchlorid. Slouc¢enina vzorce IIl se zpracuje konvenc-

nfmi prostfedky jako je extrakce ndsledovand chromatografii,

Sloudenina vzorce III se prevede na slouceninu vzorce
1V reakci s napfiklad (trialkylsilyl)imidazolem jako je 1l-(tri-
methylsilyl)imidazol v aprotickém organickém rozpoustédle jako
je suchy tetrahydrofuran nebo vyhodnéji suchy methylenchlorid.

Sloudenina vzorce IV se zpracuje konvenénimi prostredky jako

je extrakce ndsledovand chromatografii.

Sloucenina vzorce IV se pFevede na slouceninu vzorce

Va, Vb nebo Vc reakci s odpovidajici slouceninou vzorce VI

Ph,P=0

e VI
NGNS

kde Ph je fenyl, R7 je vodik, fluor nebo Y,

aYa Rl maji vySe uvedeny vyznam.



Reakce se provadi prfi -60 °c az -90 OC, vyhodné -78 °c
v poldrnim, aprotickém, organickém rozpcousteédle jako je suchy
ether nebo vyhodnéji suchy tetrahydrofuran v pritomnosti silné
baze jako je alkyllithium, jako je butyllithium. Sloucenina
vzorce Va, Vb nebo Vc se zpracuje konvencnimi prostredky jako

je extrakce ndsledovand chromatografii.

Slouceniny vzorce VI jsou zn&my nebo mohou byt pfipra-

veny znamymi postupy.

Chrédnici skupiny slouceniny vzorce Va, Vb nebo Ve se
odstranuji reakci se soli fluoru jako je tetrabutylamonium-
fluorid v poldrnim, organickém rozpoustédle jako je suchy ether
nebo vyhodnéji suchy tetrahydrofuran, ¢imz se ziska odpovida-

jici sloudenina vzorce Ia, Ib nebo Ic.

Meziprodukt vzorce II jak je vy3e popsan, se pripravi
jak je ddle popsano se zvldstnim odkazem na vzorcové schema II

a nasledujici priklady.
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VZORCOVE SCHEMA I1I

B-OH

B-CH

(m)

kde Y a B maji vysSe uvedeny vyznam.

Ve vyde uvedeném vzorcovém schematu II se sloucenina
vzorce VII prevede na sloufeninu vzorce VIII reakci s 3-penta-
nonem. Tato reakce se provadi pfi -60 °c az -90 ¢, vyhodné
-78' % v poldrnim aprotickém organickém rozpoustédle jako Jje
suchy ether nebo vyhodn&ji suchy tetrahydrofuran v pritomnosti

silné bdze jako je alkyllithium, jako butyllithium.



Sloucenina vzorce VIII se zpracuje konvencnimi prostied-

Ky Jjako je extrakce nésledovand chromatografii.

Sloucenina vzorce VII je zndma z US patentu &. 5 087 619

a US patentu ¢. 5 145 846, které jsou oba zadlenény odkazem.

Sloucenina vzorce VIIT se prevede na sloudeninu vzorce II
reakci se soli fluoru jako je tetrabutylamoniumfluorid v poldr-
nim organickém rozpou$tédle jako je suchy ether nebo vyhodnéiji
tetrahydrofuran. Sloucenina vzorce Il se zpracuje konvenénimi

prostredky jako je extrakce ndsledovand chromatografii.

Slouceniny vzorce I, kde A je dvojnd vazba mezi uhli-
ky s E konfiguraci se pfipravi jak je zde ddle popsédno se zvlast-

nim odkazem na vzorcové schema III a nisledujici pfiklady.



B-OH

(1)




kde Y, B a R maji vysSe uvedeny vyznam.

Ve vySe uvedeném vzorcovém schematu III se sloulenina
vzorce II parcidlné redukuje, ¢imz se ziskd sloulenina vzorce
I¥X reakci s redukcnim prostredkem jako je lithiumaluminium-
hydrid, vyhodné v pritomnosti alkoxidu alkalického kovu jako
je methoxid sodny v aprotickém organickém rozpoustédle jako
je suchy ether nebo vyhodnZji suchy tetrahydrofuran pri reflux-
ni teploté (asi 80 °c pro tetrahydrofuran)} po dobu asi 24 heo-
din a ochladi se na asi 0 °C. Slou&enina vzorce IX se zoracu-
je konvencnimil prostredky jako je extrakce ndsledovana chro-

matografii.

Vyslednd sloucCenina vzorce IX se oxiduje na slouceninu
vzorce X zpracovadnim s oxidadnim prostredkem jako je 2,2'-bipy-
ridiniumchlorchromat nebo pyridiniumdichromat pri teplotée mist-
nosti v aprotickém rozpoustédle jako je suchy tetrahydrofuran
nebo vyhodnéji suchy methylenchlorid. Sloucenina vzorce X se
zpracuje konvencnimi prosttredky jako Jje cxtrakce nasledovana

chromatografii.

SlouCenina vzorce X se prevede na slouceninu vzorce
XI reakci s, napriklad, (trialkylsilyl)imidazolem jako je
l-(trimethylsilyl)imidazol v aprotickém organickém rozpousted-
le jako je suchy tetrahydrofuran nebo vyhodnéji suchy methyl-
lenchlorid. Sloucenina vzorce XI se zpracuje konvencnimi pro-

stfedky jako je extrakce nasledovand chromatografii.

Sloucenina vzorce XI se prevede na sloudeninu vzorce
XITIa, XIIb nebo XIIc reakci s odpovidajici sloucdeninou vzorce
VI. Reakce se provadi pri -60 °C a3 -90 °¢ vyhodné -78 °c v po-
lirnim aprotickém organickém rozpoustédle jako je suchy ether
nebo vyhodn¢ji suchy tetrahydrofuran v pritomnosti silné baze

jako je alkyllithium, jako je butyllithium.
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SlouCeniny vzorce XIIa, XIIb nebo XIIc se zpracuji
konvencnimi prostredky jako je extrakce ndsledovand chromato-

grafii.

Chrdnici skupiny sloucenin vzorce XIIa, XIIb nebo XIlc
se odstrani reakci se soli fluoru jakc je tetrabutylamonium-
fluorid v organickém rozpoustédle jako je suchy ethar nebo vy-
hodneji tetrahydrofuran, ¢imz se ziskd odpovidajici sloudenina

vzorce Id, Ie nebo If.

Slouceniny vzorce I, kde A je dvojnad vazba mezi uhli-
ky s Z konfiguraci se pripravi jak je ddle popsdno se zvl1Aast-

nim odkazem na vzorcové schema IV a ndsledujici priklady.



B-OH

(1)
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VZORCOVE SCHEMA IV

D-OH
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kde Y, B a Rl maji vyse uvedeny vyznam a D je skupina

—CH:CHC(Et)z— s Z konfiguraci, a Et je ethyl.

Ve vySs uvedeném vzorcovém schematu IV se sloucenina
vzorce II hydrogenuje na slcudeninu vzorce XIII reakcei s vodi-
kem a Lindlarovym katalyzdtorem v organickém rozpouStédle ja-
ko je kombinace ethylacetatu, hexanu a ethanolu v pritomnosti
chinolinu. Sloucenina vzorce XIII se zpracuje konvenénimi pro-

stredky jako je extrakce ndsledecvand chromatografii,

Vysledna sloucenina vzorca XIII se oxiduje na slouceni-
nu vzorce XIV zpracovdnim s oxidacnim prostredkem jake je
2,2"-bipyridiniumchlorchromat nebo pyridiniumdichromat pri
teploté mistnosti v aprotickém rozpoustédle jako je suchy te-
trahydrofuran nebo vyhodnéji suchy methylenchlorid. Sloucenina
vzorce XIV se zpracuje konvenénimi prostredky jako je extrakce

nidsledovand chromatografii.

Sloudenina vzorce XIV se prevade na sloufeninu vzorce
XV reakci s napriklad (trialkylsilyl)imidazolem jako je
l1-(trimethylsilyl)imidazol v aprotickém organickém rozpous-
tédle jako je suchy tetrahydrofuran nebo vyhcdnéji suchy methy-
lenchlorid. Sloucenina vzorce XV se zpracuje konvencnimi

prostredky jako je extrakce nédsledovana chromatografii.

Slouc¢enina vzorce XV se prevede na slouceninu vzorce
XVIa, XVIb nebo XVIc reakci s odpovidajici sloueninou vzor-
ce VI. Reakce se provadi pfi -60 °c az -90 e, vyhodne -78 °c
v polarnim aprotickém organickém rozpoustédle jako je suchy
ether nebo vyhodnéji suchy tetrahydrofuran v ptitomnosti silné
bdze jako je alkyllithium jako je butyllithium. Slouceniny
vzorce XVIa, XVIb nebo XVIc se zopracujil konvencnimi prostredky

jako je extrakce nasledovand chromatografii.
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Chrénici skupiny sloudeniny vzorce XVIIa, XVIIb, XVIIc
se odstrani reakci se soli fluoru jako je tetrabutylamonium-
fluorid v organickém rozpouitédle jako je suchy ether nebo
vyhodnéji tetrahydrofuran, ¢imZ se ziskd odpovidajici slou-

Cenina vzorce Ig, Ih nebo Ii.

Slouceniny vzorce I jak jsou vyde popsany mohou byt
poddvany ordlné pro 1éceni neoplastickych chorob jako je leu-
kémie u teplokrevnych Zivolichd, ktefi potfebuji takovéto 1&-
ceni. Konkrétnéji, slouCeniny vzorce I jak jsou vySe popsiany,
mohou byt poddvany ordlné dospélym lidem v dévkach, které jsou
v rozmezi 0,05 az 50 mikrograml na den pro léceni neoplastic-

k¢ych chorob jako je leukémie.

Uzitedny ucinek slouéenin vzorce I jako prostredki
pro léceni neoplastickyc chorob miZe byt demonstrovén ndasle-

dujicimi zkuSebnimi postupy.

Diferenciace HL-60 bunék

Indukce diferenciace HL-60 bundk byla zkouSena méfenim
jejich oxidaéniho triného potencidlu pomoci redukce nitro-

bluetetrazolia. (NBT)

HL-60 bunky byly udrZovdny v RPMI 1640 mediu doplné-
ném 10 % fetdlniho teleciho séra (FCS), 2 m¥ L-glutaminu,
1 mM pyruvatu sodného, 1 % neesencidlnich aminokyselin, 50 j/ml
penicilinu a 50 mikrog/ml streptomycinu., HL-60 bunky (30 tisic
bunék v 90 mikrolitrech doplnéného RPMI media) byly naolkovi-
ny do plochych mikrolitrovych prohlubni hned po naoékovani
10 mikrolitrld testovanych sloudenin uvedenych ddle v tab. 1
zfedénych v doplnéném RPMI madiu bylo pridino do dGlkt, &imz

se ziskaly konedné koncentrace mezi 10 11 az 1070 u (vychdzeje
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ze zasobnich roztokt 10_2H v ethanolu, uskladnénych pfi -20°¢
a chrdndnych pred svétlem). Po 3 dnech bylo mé&dium odstranéno
z dGlk& vicekandlkovou pipetou a nahrazzno 100 mikrol. NBT roz-
toku (1 mg/ml ve fosfdtem pufrovaném solném roztoku s 200 nli

forbomyristatacetatu),

Po daléi hodinové inkubaci pri 37 °¢ byl EBT roztok
odstranén a priddno 100 mikrol. 10%niho dodecylsulfatu sodné-
ho v 0,01 N HCl. Mnozstvi redukovaného NRT bylo kvanatifiko-
vano fotometricky pfi 540 nm za pouziti automatického nlotnové-
ho ¢itace. Byl vypolten pramér ze 3 dulkst. SEM byly mezi 5 az
10 %. Hodnoty byly vyjddreny jako procento maximdlni diferen-
ciace dosazené s 100-1000 nM kalcitriolem (sloudenina X pfi
stejném experimentu. Koncentrace (nM) vedouci k 50 $ této ma-
ximdlni hodnoty je urdena graficky a uvedena déle v tabulce
jako ED

50°
Sloucenina ED50 (nbi) HTD mikrog/kg
X 6,0 0,5
A 2,5 4,0
B 6,2 2,5
C 3,8 2,0
Z vyse uvedenych vysledkd je zfejmé, Ze slouleniny

vzorce I indikuji diferenciaci HL-60 bundk a tim zastavuji
rist téchto nddorovych bunék. Tim jsou sloudeniny vzorce I uZi-

tecné pri léceni neoplastickych chorob jako je leukémie.




Test kalciové tolerance

Vazné zmérny u kalciové homeostdzy silné ovliviauji hmot-

nostni vyvoj u mysi.

1ysi (25 az 30 g té&lssné hmotnosti) obdrzely dennd
subkutanni podani testované slouéesniny po dobu 4 po sob® jdou-
cich dni. Télesnd hmotnost byla registrovdna pravé pfed a na

- -

konci Sdenni 1léc&ebné periody. "Nejvysii tolerovand davka" (UTD)

hem této lécebné periody. Vysledky jsou shrnuty ve vyde uve-

dené tabulce.

Z vyse uvedenych vysledkl je zfejmé, Ze slouleniny
vzorce I jsou lépe tolerovany nez 1},25-dihydroxycholskalci-

ferol.

Ordlni davkovaci formy obsahujici sloudcniny vzorce I
tohoto vynalezu mohou byt zaclenédny v tobolkéch, tabletdch
a podobné s farmaceuticky akceptovatelnymi nosidéi. Ilustrativni
z farmaceuticky akceptovatelnych nosnych materidlt, které
mohou byt zallenény do tobolek a podobné jsou ndsledujici:
pojivo jako je pryskyricny trakant, klovatina, kukuriény Skrob
nebo Zclatina, excipient jako je fosforeénan dvojvépenaty,
desintegracni prostredek jako je kukufiény Skrob, bramborovy
skrob, algenovd kyselina a podobné, lubrikant jako je stearan
hotecnaty, sladidlo jako je sacharosa, laktosa ncbo sacharin,
ochucovaci prostfedek jako je silice z mdty peprné, olej z li-
bavky poloZené nebo visné. RGzné jiné materidly mohou byt pri-
tomné jako povlaky nebo jinak modifikovat fyzikdlni formu nebo
davkovaci jednotku. Napfiklad tablety mohou byt povicleny 3Sela-

kem, cukrem nzbo obdma.
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Sirup nebo tinktura mohou obsahovat aktivni sloucdeninu, sacha-
rosu jako sladidlo, methyl a propylparabeny jako konzervacéni

prostfedek a ochuceni jako je visnové nebo pomerancové ochu-

ceni.

Priklady provedeni yynilezu

Ndsledujici priklady provedeni jsou opatfeny pro dalsi

popis vyndlezu a nejsou uréeny k jeho jakémukoli omezeni.

Priklad 1

/1(R¥),3ar®(3a0¢,4 3,72} )7-3a,4,5,6,7,7a-Hexahydro-1-(1-methyl-
5-ethyl-5-hydroxy-3-heptinyl)-7a-methyl-4-/{trimethylsilyl)-
oxy/-3H-inden

Do roztoku 1,02 g (3,51 mmol) /3as-/1(®¥),3afd,7f3,
JTad/~-3,4,5,6,7,7a-hexahydro-3-/1-methyl-3-butinyl/-3a-me~
thyl-7-/(trimethylsilyl)oxy/-1H-indenu v 10 ml bezvodého tetra-
hydrofuranu pri -78 °c bylo pomalu pfiddno 2,5 ml (3,861 mmol),
1,6M n-butyllithia v hexanu. Po michani pri -78 °C po dobu 1 ho-
diny bylo pfidéno 2,5 ml 3-pentanonu a michdni pokracovalo po
dal&ich 15 minut. Reakéni smés byla zredéna vodou a extraho-
véna 4 x 50 ml hexanu. Slouené extrakty byly promyty vodou a
solankou, vysu$eny nad siranem sodnym a odpafeny do sucha.
Surovy produkt byl vy&istén mZikovou chromatografii, ¢imz se
ziskalo 273 mg regenerovaného vychoziho materidlu a 1 g (75 %)
nadepsané sloueniny.  IH-NMR (CDCl3): 80,06 (s, 9H, 3CH3),

1,02 (t, 6H, J = 17,5 Hz, 2CH3), 1,02 (s, 3H, CH3), 1,10 (d, 3H, ] = 6Hz,
CH3), 1,62 (m, 4H, 2CH2), 2,08-2,57 (m, 4H, CH, CHy, CH z CHy), 4,08
(brs, 1H, CH), 5,32 (brs, 1H, CH).
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Priklad 2

(L(R™),3aR™(3ad, 4 [3,7a 5)1/-32,4,5,6,7,7a-Hexahydro-1~(1l-methyl-
5-ethyl-5-hydroxy-3-heptinyl)-7a-methyl-3H-inden-4-0l

Do michaného roztoku 1,178 g (3,12 mmol) ll(RK),BaR*—
(3agﬂ,4 [3:7a[5)]-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-1-/1-methyl-5-ethyl-
5-hydroxy-3-heptinyl)-7a-methyl-4-/(trimethylsilyl)oxy/-3H-indenu
v 15 ml bezvodého tetrahydrofuranu bylo priddno 6 ml (6mmol
1M tetrabutylamoniumfluoridu. Reakéni smés byla michdna prFi
teploté mistnosti pres noc v argonové atmosfére. Pak byla zfe-
déna 150 ml smési voda-solanka 1:1 a extrahovana dikladné
ethylacetatem. Sloucené extrakty byly promyty & x 30 ml vody,
vysuSeny nad siranem sodnym a odpafeny do sucha. Surovy pro-
dukt byl vylistén mZikovou chromatografii, ¢imZ se ziskalo
900 mg (94,5 %) nadepsané sloudeniny jako bilé krystalické
tuhé latky.

(@3 -20,5° (c 0,2, EtOH); IH-NMR (CDCl3): 5 1,01 (¢, 6H, J = 73 Hz,
2CH3), 1,07 (s, 3H, CH3), 1,10 (d,3H,J = 6Hz, CH3), 140(dt,1H,Jvic = 3 5
a 12,5 Hz, Jgem = 12,5 Hz, CH % CH3), 1,63 (m, 4H, 2 CHp), 1,98
(ddd, 1H, Jvic = 3,5a 55 Hz, Jgem = 15 Hz, CH z CHp), 2,20 - 245
(m, 4H, CHy, 2CH 2 CH2), 4,19 (brs, 1H, CH), 5,39 (s, 1H, CH). anal9za
vyp.pro C20H3202: C 78,90, H 10,59.Nalez.:C 78,92, H 10,30.

priklad 3

[I(R*),3aR*(3aa,7aB)]-3,3a,5,6,7,7a-Hexahydro-1-(l-methyl-S—ethyl-
thydroxy-B-hept.inyl)-?a-methy1-4H-inden-4-om

Do michaného roztoku 253 mg (0,83 mmol) Li(Rx),BaR*)-
3a0&,4/3,7a/3)]—Ba,4,5,6,7,7a—hexahydro-l(l—methyl-S-ethyl—S—
hydroxy-3-heptinyl)-7a-methyl-3H-inden-4-olu v 15 ml bezvodého
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methylenchloridu pri teploté mistnosti v argonové armosfére
byl pridan 1 g (2,65 mmol) pyridiniumdichromatu. Reak<¢ni smés
byla michdna po dobu 2 hedin, bylo ptidéno 0,5 g 3A molekular-
nich sit a michdni pokracovalo po dobu 1 hodiny. Po pridavku
25 ml etheru a michdni po dobu 15 minut byla provedena filtra-
ce skrz celitovou vloZku. Vlozka byla promyta 3 x 50 ml ethyl-
acetatu. Sloucené filtridty byly promyty 2N hydrogenuhlid¢itanem
draselnym, vodou a solankou, vysusSeny nad siranem sodnym a od-
pafreny do sucha. Surovy produkt byl vyCistén mZikovou chroma-

tografii, ¢imz se ziskalo 157 mg (62 %) nadepsané sloudeniny.

Priklad 4

[1(R*),3aR*(3ac,7aB)]-3,3 a,5,6,7,7a-Hexahydro-1-(1-methyl-5-ethyl-
5—[(trimethylsily1)oxy]—3-hepti'nyl)—‘?a-methyl-4H-inden-4-on

Do roztoku 223 mg (0,737 mmol) [1(Rx),3aRx—(3a£ﬁ,7a/3L]—
-3,3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-1-(l-methyl-5-ethyl-5-hydroxy-3~
heptinyl)-7a-methyl-4H-inden-4-onu v 10 ml bezvodého methylens:
chloridu bylo priddno 0,67 ml (4,42 mmol) 1l-(trimethylsilyl)-
imidazolu. Reakéni smés byla michdna pri teploté mistnosti
v argonové atmosfére pres noc. Reakéni smés byla zchlazena vo-
dou a extrahovana hexanem. Hexanové extrakty byly promyty vo-
dou a solankou, vysuSeny nad siranem sodnym a odpareny do sucha.
Surovy produkt byl vy&isStén mzikovou chromatografii hexan-ethyl-
acetatem 10:1, ¢imz se ziskalo 272 mg (98 %)} nadepsané slou-
¢eniny.  IH.NMR (CDCI3): § 0,15 (s, 9H, 3CH3), 0,83 (s, 3H, CH3),

091 (1, 6H, J = 7]5 Hz, 2CH3), 1,16 (m, 3H, CH3), 1,57 (g, 4H, 1 =175,
2CH?), 2,85 (dd, IH, Jvic = 7 Hz, Jgem = 10 Hz, CH Z CH32), 5.37 (brs,
1H, CH).



tes serm e P¥hen LX ] (2]
- - » .
LN Y []

a2 * 58 L] LI LE K I -
L] -

- 19 -

L) L]
LE X 3 3 X X J *e suan ™ .e

priklad 5

1,25-Dihydroxy-16-en-23-in-26,27-bishomocholekalciferol

Do michaného roztoku 694 mg (1,19 mmol) /3S-(17,3 o,
5/3—/é—13,S—bis[fl,l—dimethylethyl)dimethylsilyl/oxy/~2~methy—
lencyklohexyliden/ethyl/difenylfosfinoxidu v 10 ml bezvodé-
ho tetrahydrofuranu pri -78 °c bylo priddno 0,75 ml (1,2 mmol)
1,6 M n-butyllithia v hexanu. Reak¢ni smés ihned zcCervenala a
barva vytrvala béhem pridavku 270 mg (0,72 mmol) /1(rR®),3ar™) -
3acl,7a/3,)7-3,3a,5,6,7,7a-hexahydro-1-(1l-methyl-5-ethyl-5-
/(trimethylsilyl)oxy/-3-heptinyl}-7a-methyl-4a-inden-4-onu
v 8 ml bezvodého tetrahydrofuranu. Reakéni smés byla michéna
pri -78 ¢ po dobu 90 minut a pak zchlazena solankou a extra-
hovdna ethylacetatem. Sloucené extrakty byly promyty vodou a
solankou, vysuSeny nad siranem sodnym a odpafeny do sucha.
Surovy meziprodukt byl vy&istén mZikovou chromatografii smési
hexan-ethylacetatem 40:1, &imz se ziskalo 498 mg trisilylova-

ného meziproduktu.

Do roztoku trisilylovaného meziproduktu (498 mg) v 10 mg
bezvodého tetrahydrofuranu bylo pfidano 5,04 ml (5,04 mmol)
1M tetrabutylamoniumfluoridu, Reakéni smés byla michdna pri
teploté mistnosti pod argonem po dobu 48 hodin a pak zfedeéna
vodou a extrahovédna ethylacetatem. Sloucené extrakty byly pro-
myty vodou a solankou, vysuSeny nad siranem sodnym a odpareny
do sucha. Surovy produkt byl vyCidtén mzikovou chromatografii
hexan-ethylacetatem 1:3 a preparativni HPLC s hexan-ethylace-

tatem 1:4, &im? se ziskalo 267 mg (84,5 %) nadepsané slouceniny.

(@ + 6° (c 0.2, EtOH); UV Amax:262/3nm (e 19 100); 1H-NMR (CDCl3):
50.72 (s, 3H, CH3), 1,01 (t6HJ = 68 Hz, 2 CH3), 1,14 (d,3H,J = 6,2 Hz,
CH3), 162 (m4H, 2CHp), 192 (ddd, 1H, Jvic = 3,5 -4 8,5 Hz, Jgem =
12,5 Hz, CH z CHp). 2,61 (br dd, 1H, Jvic = 3,5 Hz, Jgem = 12,5 Hz, CH
z CHp), 2,82 (dd, 1H, Jvic = 4Hz, Jgem = 12 Hz, CH z' CH?2), 4,24 (brm,
IH, CH), 4.45 (bm, 1H, CH), 5,02, 534 (25, 2H, CH2), 5,38 (s, 1H, CH),
6,11, 6,38 (AB;2H, J = 11,4 Hz, CH CH).
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priklad 6

[1(R*),3aR*(33(1,413,7&[5)]-3a,5,6,7,7a-Hexahydro—l~( 1-methyl-5-ethyl-
S-hydroxy-3E-heptenyl)—?a-methyl-3H-inden-4-ol

Do michané suspenze 190 mg (5 mmol) lithiumaluminium-
hydridu v 15 ml bezvodého tetrahydrofuranu ochlazeného v ledo-
vé ldzni bylo nejdrive peclivé pfidano 270 mg (5 mmol) tuhého
methoxidu sodného, nade? nasledoval pridavek 252 mg (0,852 mmol)
[1(Rx),3aR*—(3aO§,4/3,7aﬂ2L]—Ba,4,5,6,7,7a—hexahydro-l—(l—metn
hyl-S—ethyl—B-hydroxy—3-heptinyl)—7a—methyl-3H—inden—4—olu a
reakéni smés byla zahfivéana pfi refluxu po dobu 24 hodin.

Po nchlazeni v ledové ldzni byla reakéni smés zchlazena pecli-
vym pridavkem 1 ml vody, naceZ ndsledoval ptidavek 1 ml 2N
NaOil. Po pifidavku 20 ml etheru byla smés michana po dobu 0,5 h,
bylo pfidano 2,2 MgSO, a michdno dal$i 0,5 h.

Sm&s pak byla zfiltrovana, promyta etherem a sloucené
etherové filtraty byly odpafeny do sucha. Surovy produkt byl
vy&i&tén mzikovou chromatografii a preparativni HPLC hexan-
ethylacetatem 2:1, &imz se ziskalo 133 mg (53 %) nadepsané
slouceniny.

1H-NMR (CDCI3): 8 0,84 (t, 6H, J = 7,5 Hz, 2CH3), 0,99 (d,
3H, J = 6Hz, CH3), 1,03 (s, 3H, CH3), 1,31 (q, 4H, J = 7,5 Hz, 2CH?), 4)17
(brs, 1H, CH), 5,32 (brs, 1H, CH), 5,38 (d, 1H, Jwans = 16,5 Hz, CH), 5,52
(dt, 1H, Jvic = 6,5 Hz, Juwans = 16,5 Hz, CH).

Priklad 7

[1(R*),3aR*(3ac,7aB)]-3,3a,5,6,7,7a-Hexahydro-1-(1-methyl-5-ethyl-
5-hydroxy-3E-heptenyl)-7a-methyl-4H-inden-4-on
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Do michanych 133 mg (0,434 mmol) /L(R¥,3ar¥,3acl,4 3,
7aB L7—3a,4,5,6,7,7a—hexahydro—l—(l—methyl—S—ethyl—S-hydroxy—
3E-heptenyl)-7a-methyl-3H-inden-4-olu ve 4 ml bezvodého methy-
lenchloridu bylo priddno 950 mg (2,527 mmol) pyridiniumdichro-
matu pri teploté mistnosti v argonové atmosfére. ReakCni smes
byla michdna po dobu 5 hodin, pak bylo priddno 25 ml etheru
a michdno po dobu 15 minut, zfiltrovdno pfes celitovou vlozku
a vlozka byla promyta 3 x 40 ml ethylacetatu. SlouCené filtra-
ty byly odpafeny do sucha. Surovy produkt byl vyciStén mzikovou
chromatografii hexan-cthylacetatem 5:2, ¢imz se ziskalo 111 mg

(84 %) nadepsané sloucenin.

Priklad 8

[1(R*),3aR*(3aa,7aB)]-3,3a,5,6,7,7a-Hexahydro-1-(1-methyl-5-ethyl-
5-[(trimethylsilyl)oxy]-3E-heptenyl)-7 a-methyl-4H-inden-4-on

Do roztoku 111 mg (0,365 mmol) /1-(R¥),3ar™-(3a¢¢,7a3 )7
-3,3a,5,6,7,7a~hexahydro-1-(1-methyl-5-ethyl-5-hydroxy-3E-hep-
tenyl)-7a-methyl-4li-inden-4-onu ve 4 ml bezvodého methylenchlo-
ridu bylo pridano 0,375 ml (2,56 mmol) l-(trimethylsilyl)-
imidazolu. Reakéni smés byla michdna v argonové atmosféfe po
dobu 23 hodin. Pak byla zchlazena ptidavkem 10 ml vody, miché-
na po dobu 15 minut, bylo pridéno 20 ml solanky a provedena
extrakce 3 x 90 ml ethylacetatu. Organické vrstvy byly promy-
ty 5 x smési voda-solanka 1:1, vysuseny nad siranem sodnym a
odpafeny do sucha. Surovy produkt byl vycistém mzikovou chro-
matogafii hexan-ethylacetatem 10:1, ¢imz se ziskalo 131 mg

(95 %) nadepsané slouceniny.
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Priklad 9
l,ZS*Dihydroxy-IG,23E—dien~26,27—bishomocholekalciferol

Do michaného roztoku 405 mg (0,695 mmol) [38—(12,3d§,5ﬁ )7
-/2-/3,5-bis//1,1-dimethylethyl(dimethylsilyl/oxy/~2-methylen-
cyklohexyliden/ethyl/difenylfosfinoxidu v 5 ml bezvodého to-
trahydrofuranu pri -78 °c bylo pridanoc 0,434 ml (0,694 mmol)

1,64 n-butyllithia v hexanu po kapkdch v argonové atmosféie.

Po 5 minutdch michdni do takto ziskaného &ervendého roz-
toku byl pridan po kapkdch béhem lO0minutové periody roztok
131 mg {0,348 mmol) /1(R“),3ara*(3ao(,,7aﬂ)j-3,3a,5,6,7,7a-he-
xahydro-1-(l-methyl-5-ethyl-5~/(trimethylsilyl)oxy/-3E-hepte-
nyl)-7a-methyl-4H~inden~4-onu ve 4 ml bezvodého tetrahydrofura-
nu. Reakéni smés pak byla michdna pii -78 °cC po dobu 2 hodin.,
Byla zchlazena pridavkem 10 ml 2N roztoku Rochellovy soli a
zahfdta na teplot mistnosti, pak extrahovdna 3 x 90 ml ethyl-
acetatu. Sloucené extrakty byly promyty tfikrdt solankou, vysu-
Seny nad siranem sodnym a odpafeny do sucha. Zbytek byl vycis-
tén mzikovou chromatografii hexamethylacetatem 30:1, &im3 se

ziskalo 220 mg trisilylovaného meziproduktu.

Do roztcku trisilylovaného meziproduktu (220 mg) ve 3 ml
bezvodéno tetrahydrofuranu bylo pfidéno 3,2 ml (3,2 mmol)
14 tetrabutylamoniumfluoridu v tetrahydrofuranu a tato reak-
¢ni smés byla michdna pfri teplotd mistnosti v argonové atmos-—
fére po dobu 19 hodin. Pak bylo pfiddno 5 ml vody, micha-
no po dobu 15 minut, zfedéno 20 ml solanky a extrahovéano 3 x
90 ml ethylacetatu.

Sloucené extrakty byly promyty vodou se solankou 1:1,
vysuseny nad siranem sodnym a odpatfeny do sucha. Surovy opro-

dukt byl vycistén mzikovou chromatografii a preparativni HPLC
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hexanem s ethylacetatem 1:5, ¢imZ se ziskalo 126 mg (82 %)
krystalické nadepsané sloucCeniny o teploté tani 133 az 135 °c

(ze smési 4:6 tetrahydrofuran-methylformat).

(13 + 26° (c0,2, EtOH); UV Amax (EtOH): 263 nm

(¢ 18200); 1H-NMR (CDCI3): § 0,69 (s, 3H.CH3), 0,85 (t, 6H. 1= 7,5 Hz,
2CH3), 102 (&34, ] = 67 Hz, CH3). 1,52 (m, 4H, 2CH2), 1,68 (m, 1H, CH
» CHo), 191 (ddd, 1H, Jvic = 3.5 a’* 8,5 Hz, Jgem = 12.5 Hz, CH 2
CHo), 2,60 (4d, 1, Jvic = 3,5 Hz, Jgem = 12,5 Hz, CH 2 CHp), 2,82 (m.
IH. CH 2 CHp), 424 (m, 1H, CH), 445 (m, 1H; CH), 5,02, 5,34 (25, 2H,
CHy), 532 (brs, 1H, CH), 538 (d, 1H, Jurans = 15,5 Hz, CH), 5,52 (dt, 1H,
Jvic = THz, Juwans = 15,5 Hz, CH), 6,11, 6,38 (AB, 2H, J = 11,5 Hz, CH CH);

Analyza: vypocteno pro C29H4403 c 79,04, H 10,06.

Nalezeno: C 78,78, H 19,21

Pfiklad 10

[1(R*),BaR*-(3aa,4ﬁ,7aB)]-3a,4,5,6,7,7a—Hexahydro-1-(1-methyl-S—
ethyl-5-hydroxy-3Z-heptenyl)-7a-methyl-3H-inden-4-ol

Smés 215 mg (0,71 mmol) [l(Rx),3aR*;(3aoé,4/2,?a191/—
3a,4,5,6,7)7a-hexahydro-1-(1l-methyl-5~-ethyl-5-hydroxy-3-hepti-
nyl)-7a~methyl-3-inden-4-olu, 5 ml ethylacetatu, 12,5 ml hexa-
nu, 0,35 ml absolutniho ethanolu, 0,0175 ml chinolinu a 35 mg
Lindlarova katalyzatoru byla hydrogenovdna pri teplote mistnos-
ti anormialnim tlaku po dobu 1,5 hodin. Reakéni smés byla zfil-
trovdna pres celitovou vloZzku a vloZka byla promyta ethylace-
tatem. Sloudené filtraty byly promyty 1N HC1l, vcdou, 2N hydro-
genuhlic¢itanem draselnym, vodou a solankou, vysuseny nad sira-
nem sodnym a odpafeny do sucha. Surovy produkt byl vycisten
preparativni HPLC (YMC kolona), ¢imz se ziskalo 200 mg (92,5 %)

nadepsané slouceniny.
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1H-NMR
~(CDCI3): 80,90 (t,6H,J = 7,5 Hz, 2CH3, 1,01 (d,3H, J = 6,5 Hz, CH3), 1,05
(s, 3H, CH3), 1,57(q, 4H, J = 7,5 Hz, 2CHp), 4,17 (brs, 1H, CH), 522 (br
dt, 1H, Jvic = 1,5 Hz, Jcis = 12 Hz, CH), 5,38 (dt, 1H, Jvic = 7 Hz, Jcis = 12
Hz, CH).

Priklad 11

[1(R*),3aR*-(3ac,7aB)]-3,32,5,6,7,7a-Hexahydro-1-(1-methyl-5-ethyl-
5-hydroxy-3Z-heptenyl)-7a-methyl-4H-inden-4-on.

Do michaného roztoku 200 mg (0,652 mmol) [l(R*),BaR*—
(3a{$,4{3,7a/31f—3a,4,5,6,7§7a—hexahydro—l—(l—methy1—5—ethy1—
5-hydroxy-3Z-heptenyl)-7a-methyl-3H-inden-4-0lu v 10 ml bezvo-
dého methylenchloridu bylo pridano 0,1286 g (3301 mmol) pyri-
diniumdichromatu pri teploté mistnosti v argonové atmosfére.
Reakéni smés byla mich&na po dobu 6 hodin. Bylo priddno 25 ml
etheru a bylo michdno po dobu 15 minut, zfiltrovano pres celi-
tovou vlozku a vlozka byla promyta 3 x 25 ml ethylacetatu.
Slou¢ené filtraty byly odpareny do sucha. Surovy produkt byl
vycistén mZikovou chromatografii hexan-~ethylacetatem 3:1, ¢imz

se ziskalo 182 mg (91,5 %) nadepsané slouceniy.

TH-NMR (CDCl3): 0,81 (s, 3H, CH3), 0,88
(t, 6H, ) = 7,5 Hz, 2CH3), 1,06 (d, 3H, ] = 6,5 Hz, CH3), 1,56 (q, 4H, J =
7,5 Hz, 2CHy), 2,84 (dd, 1H, Jvic = 6,5 Hz, Jgem = 10 Hz, CH z CH2),
5,22 (d, 1H, Jeis = 12 Hz, CH), 533 (s, 1H, CH), 5,35 (dt, 1H, Jvic = 6,5
Hz, Jcis = 12 Hz, CH).
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priklad 12

[1(R*),3aR*-(3ax,7aP)]-3,32,5,6,7,7a-Hexahydro-1-( 1-methyl-5-ethyl-
5-[(trimethylsilyl)oxy-3Z-heptenyl)-7a-methyl-4H-inden-4-on

Do roztoku 182 mg (0,597 mmol)/i(R*),3aR*l(3a66,7a/3l]—
3,3a,5,6,7,7a—hexahydro—l—(l—methyl—S-ethyl—S—hydroxy—BZ-hepte—
nyl)-7a-methyl-4a-inden-4-onu v 10 ml bezvodého methylenchlo-
ridu bylo pfiddno 0,542 ml (3,58 mmol) 1-(trimethylsilyl)imi~
dazolu. Reakéni smés byla michdna pfi teploté mistnosti pres
noc. Reakéni smés pak byla zfedéna hexanem, promyta vodou a so-
lankou, vysudena nad siranem sodnym a odparena do sucha. Surovy
produkt byl vy&istén mzikovou chromatografii hexan-ethylaceta-

tem 10:1, &imz se ziskalo 218 mg (97 %) nadepsané slouceniny.

1H—NMR (CDC13): (SJ 0,12 (s,9H,3CH3), 0,80 (s,

3H, CH3), 0,86(t, 6H, J = 7,5 Hz, 2CH3), 1,05 (d, 3H, I = 6,5 Hz, CH3),

155 (q, 4H, J = 7,5 Hz, 2CH2), 2,84 (dd, iH, Jvic = 6,5 Hz, Jgem = 10 Hz,
CH z CHy), 5,08 (br dt, 1H, Jvic = 1,5 Hz, Jeis =11,5 Hz, CH), 5,25 (dt,
1H, Jvic = 6,5 Hz, Jeis = 11,5 Hz, CH), 5,31 (brs, 1H, CH).

priklad 13

1,25-Dihydroxy-16,232-dien-26,27-bishomocholekalciferol

Do michaného roztoku 578 mg (0,992 mmol) /3s-(1%,3,
5 3)7-/2-/3,5-bis//(1,1-dimethylethyl)dimethylsilyl/oxy/-2-me-
thylencyklohexyliden/ethyl/difenylfosfinoxidu v 8 ml bezvodého
tetrahydrofuranu pii -78 °C bylo ptidéno 0,62 ml (0,992 mmol)
1,6M n-butyllithia v hexanu po kapkdch v argonové atmosfére.
Reakéni smés zdervenala a tato barva vytrvala b&hem pridavku
218 mg (0,578 mmol) /1(R™),3aR™(3ac,7af3)7-3,3a,5,6,7,7a-hexa-
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hydro—l—(l—methyl—S-ethyl—S[ﬁtrimethylsilyl)oxxf—BZ-heptenyl}—
7a-methyl-4H-inden-4-onu v 8 ml bezvodého tetrahydrofuranu.
Reakéni smés byla michdna pri -78 °c po dobu 2 hodin, pak zchla-
zena vodou a extrahovdna dikladné¢ ethylacetatem. Sloudené ex-
trakty byly promyty vodou a solankou, vysuSeny nad siranem sod-
nym a odpareny do sucha. Surovy meziprodukt byl vyc&istén mZiko-
vou chromatografii s hexan-ethylacetatem 20:1, ¢imz se ziskalo

328 mg trisilylovaného meziproduktu,

Do roztoku trisilylovaného meziproduktu (328 mg) v 10 ml
bezvodého tetrahydrofuranu byly pridany 4 ml (4 mmol) 1M tetra-
butylamoniumfluoridu v tetrahydrofuranu a reakcni smés byla mi-
chdna pri teploté mistnosti pres noc. Pak byla zfedéna vodou a
extrahovana ethylacetatem. SloucCené extrakty byly promyty vodou
a solankou, vysuseny nad siranem sodnym a odpareny do sucha.
Surovy produkt byl vyCistén preparativni HPLC (YMC kolona),
hexan-ethylacetatem 1:4, ¢imZz se ziskalo 191 mg (75 %) nadepsa-

né slouceniny jako bild péna,
[l +20,5° (¢ 0,2,

EtOH): UVA (EtOH): 262-263 nm (e = 14450); 1H-NMR (CDC13); 80,7 (s.
3H, CH3), 09 (16H, J = 7,3 Hz, 2 CH3), 1,05 (d. 3H, J = 6,8 Hz, CH3), 1,57
(m, 4H, 2CH2), 1,91 (ddd, 1H, Jvic = 3,5 a 8,5 Hz, Jgem = 12,5 Hz, CH

2. CH2), 2,48 (m, 2H, CH2), 2,61 (br d, 1H, Jgem = 12,5 Hz, CH 2 CH3),
2,82 (br m, 1H, CH z CH2), 4,24 (br m, 1 H, CH), 4,45 (br m, 1H, CH),
5,02, 5,34 (2s, 2H, CH2), 5,23 (d, 1H, Jeis = 12,3 Hz, CH), 535 (s, 1H,
CH), 5,37 (dt, 1H, Jvic = 7Hz, Jcis = 12,3 Hz, CH), 6,11, 6,38 (AB, 2H, ] =
11,3 Hz, CH CH).
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Priklad a

Oralni divkovaci forma mékkad Zelatinovd tobolka

mg na tobolku

51loucenina C

00,0005 - 0,050

butylovany hydroxytoluen (BHT) 0,016
butylovany hydroxyanisol (BHA) 0,016
ngyol()—ﬁlZ do 1560

Priklad b

Ordlni davkovaci forma mékka

zelatinovd tobolka

mg na tobolku

Sloucenina C

0,0005 - 0,050

o/ -tokoferol 0,016
MyglyolC:)—812 do 160
1. Suspenduj BHT a BHA (pfiklad a) nebo &/ -tokoferol

(pfiklad b) v Myglyolu > -812. Zahfej na asi 50 °C a michesj

az do rozpusteéni.



2. Rozpusé slouceninu C v roztoku ze stupné 1.

3. Naplfl roztok ze stupng 2 do mé&kkého Zelatinového viéka.

Viechny stupné se provaddiji pod atmosférou dusiku a
chranéné pred svétlem.
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PATENTOVE NAROKY

1. 25-Hydroxy=-16-en-26,27-bishomocholekalciferolové derivity

vzorce I

kde A je dvojna vazba mezi uhliky s E nebo 7 stereochemickym
uspotddanim nebo A je trojnd vazba mezi uhliky, Et je ethyl, a
R je hydroxy a Rl je vodik nebo =CH, nebo R je vodik nebo fluor
a Rl je =CH2.

2. Sloudenina podle naroku 1, kde A je dvojnd vazba mezi uhli-

ky s E konfiguraci, zejména kde R je hydroxy, specidlné kde

Rl je :CH2, vyhodné 1,25-dihydroxy-16,23E-dien-26,27-bishomo-
cholekalciferol.
3. Slouc¢enina podle ndroku 1, kde A je dvojnd vazba mezi

uhliky s Z konfiguraci, zejména kde R je hydroxy, specidlné
kde Rl je =CH,, vyhodné 1,25-dihydroxy-16,232~-dien~26,27-bis~

homocholekalciferol.
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4. Sloudenina podle ndroku 1, kde A je trojnd vazba mezi

uhliky, zejména kde R je hydroxy, specidlne kde Rl je =CH2,

vyhodné 1,25-dihydroxy-16-en-23-in-26,27-bishomocholekalci-
ferol.

5. Sloudenina podle naroku 1, kterou je l1ol/-fluor-25-hydr-
oxy-16,23E-dien-26,27-bishomocholekalciferol.

6. Sloucenina vzorct

CH

(1)

()

(XIr)
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7. Farmaceutickd smés, zejména pro lé&eni neoplastickych
chorob jako je leukémie vyznacend tim, Ze obsahuie G&inné mnod-
stvi alespon jedné slouceniny vzorce I jako v ndroku 1, 2, 3,

4 nebo 5, a inertni nosié.

8. Slouceniny podle ndroku 1, 2, 3, 4 nebo 5 pro pouziti
jako stimulacénich prostredkd HL-60 bun&éné diferenciace, zej-

ména pro 1lécCeni neoplastickych chorob jako je leukémie.

9. Pouziti slouéenin jake v ndroku 1, 2, 3, 4 nebo 5 pro

vyrobu 1léciva pro lé&eni neoplastickych chorob jako je leukémic.

Zastupuje: JUDr. Ing. Mllan ﬂorejs
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