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(57) Anotace:
Slouceniny obecného vzorce I, ve kterém Ri
pfedstavuje halogen, hydroxyl, /C1-8/alkoxy -
nebo /Ci-12/acyloxy a skupinu R2 predstavu-
je halogen nebo vodik, nebo R1 a Rz spolu vy-
tvafeji dvojnou vazbu, Z je zvoleno z volitelné
substituovanych skupin /C1-g/alkylthio, voli-
telné substituovanych skupin arylthio, /Ci-
g/alkyloxy, halogen, kyano, merkapto, thi-
okyanato a /CHz2/0-1-CO2H volitelné esterifi-
kovanych, Y predstavuje vodik nebo methyl,
teckovana ¢ara v pozici 1-2 nebo 5-6 volitelné
predstavuje druhou vazbu, jejich adi¢éni soli,
zpusob jejich pfipravy, meziprodukty vzniklé
pii zplisobu pripravy a farmaceutické kompo-
zice s jejich obsahem.
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Steroidy, zplisob jejich piipravy, meziprodukty vzniklé pti zplisobu jejich piipravy,

kompozice s obsahem steroidi a jejich uiti jako 1é&iv

Oblast vynalezu

Vynélez se tykd steroidd, zplisobu jejich pripravy, meziproduktii vzniklych
pii zplisobu jejich piipravy, kompozic s obsahem steroidi a Jjejich uziti jako 1é&iv.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynélezu jsou sloudeniny o obecném vzorei I

(1)

ve kterém bud’ R, ptedstavuje atom halogenu, hydroxylradikal, alkyloxy radikal

s obsahem 1 aZ 8 atom® uhliku, acyloxy radikal s obsahem 1 az 12 atomi uhliku a
R, predstavuje atom halogenu nebo atom vodiku nebo R; a Ry spolu vytvareji
druhou vazbu, Z se zvoli z alkyloxy skupin s obsahem 1-a% 8 atomii uhliku, |
nesubstituovanych nebo substituovanych alkylthio skupin s obsahem 1 a% 8 atomi
uhliku, nesubstituovanych nebo substituovanych arylthio skupin s obsahem 6 a% 12
atomii uhliku, | halogenu, kyano, merkapto, thiokyanato, CO,A a CHgCO},A
skupin, kde A je atom vodiku nebo alkyl skupina s obsahem 1 aZ 8 atomu ubliku, Y
piedstavuje atom vodiku

nebo methyl, tetkovand &4ra v pozici 1-2 nebo 5-6 piedstavuje volitelng druhou
vazbu, zrovna tak jako jejich adidni soli s kyselinami nebo zasadami za

piedpokladu, Ze sloudenina 9a~fluor-1 1B—hydroxy-16a—6-methy1—21-chlor-pregna-



1,4-dien-3,20-dion je vyloutena a kdyz Rja R, spolu vytvateji druhou vazbu
Z neni atom halogenu.

Atomem halogenu se rozumi atom fluoru, bromu, chloru a jodu.

Alkyloxy a alkylthio radikaly s obsahem 1 aZ 8 atomi uhliku se pfedeviim
rozumi methoxy, ethoxy, propoxy, butyloxy radikaly a dale odpovidajici sirna
analoga.

Alkyl radikalem s obsahem 1 aZ 8 atomi uhliku se rozumi tyto radikaly :
methyl, ethyl, propyl, isopropyl, butyl, isobutyl, terc-butyl, n-pentyl, n-hexyl, 2-
methyl pentyl, 2,3-dimethyl butyl, n-heptyl, 2-methylhexyl, 2,2-dimethylpentyl,
3,3-dimethylpentyl, 3-ethylpentyl, n-oktyl, 2,2-dimethylhexyl, 3,3-dimethylhexyl,
3-methyl-3-ethylpentyl. Zv145t& jde o methyl, ethyl, propyl, isopropyl, butyl,
isobutyl a terc-butyl radikaly. Arylthio radikal je pfedeviim thiofenyl.

KdyZ Z je substituovany alkylthio nebo arylthio radikal, mizZe jit o tyto
substituenty: fluor, chlor, brom, jod, alkylradikal jako methyl,‘ ethyl, propyl, :
isopropyl, butyl, isobutyl, terc-butyl, alkoXyiradikél jako methoxy, ethoxy,
propyloxy, isopropyloxy, butyloxy, alkylthio radikal jako methylthio, ethylthio,
propylthio, isopropylthio, butylthio, amino radikél, alkylamino radikal jako
methylamino nebo ethylamino, dialkylamino radikal jako dimethylamino,
diethylamino, methylamino, voliteln& acylovany hydroxyl radikal, napt. acetoxy
nebo radikal o vzorci : -O-CO-(CH,), CO, H, kde n =2 a7 5, acyl radikal
s obsahem 2 aZ 8 atomi uhliku jako je acetyl, propionyl, butyryl, benzoyl, volny
karboxy radikal, esterifikovany karboxy radikal jako alkoxy karbonyl, napf.
methoxy karbonyl nebo ethoxy karbonyl, kyano radikal, trifluormethyl radikal nebo
fenyl radikal. Termin alkyl znamen4 obsah od 1 do 12 atomu uhliku.

Vyraz ,, voliteln€ substituovany* oznaduje, Ze miize byt pfitomen jeden nebo
vice substituentt, identickych nebo riiznych.

Substituce arylu miize byt provedena v ortho, meta nebo para pozici.




KdyZz Z je voliteln& substituovany alkylthio radikal, S-CH,CH,-A’ skupinou
se pfedevsim rozumi skupina, kde A’je hydroxyl, atom halogenu nebo acetyloxy
skupina.

Kdyz je kruh B nasycen, Y je predevsim v pozici a .

Vynélez se ptirozené vztahuje na soli slouéenin o obecném vzorci I,

v pfipadg, Ze tyto sloudeniny zahrnuji aminoskupinu, zejména soli s témito
kyselinami : chlorovodikova, bromovodikova, dusi¢na, sirova, fosfore¢na, octova,
mravenci, propionova, benzoova, maleinova, fumarova, jantarova, vinnd, citronova,
Stavelova, glyoxylova, asparagova, alkansulfonova jako je methan- a ethan-sulfo-
nova, arylsulfonova, jako je benzen- a paratoluensulfonova a arylkarboxylov4 a
kdyz slouceniny o vzorci I obsahuji kyselou skupinu, vztahuje se vynalez také

na volitelng substituované soli alkalickych kovii, kovi alkalickych zemin a
amonia.

Dal8im pfedmétem vynalezu Jsou slouceniny o obecnem vzorei 1 vyse
deﬁnovane kde R; hydroxyl radikal a R, je atom fluoru, zrovna tak jako jejich
adi¢ni soli s kyselinami nebo z4sadami.

Mezi slouceniny patfici do rozsahu vynalezu lze predevsim uvést slou¢eniny
o vzorci ], kde kruh B je nasycen a Y je atom vodiku, zrovna tak jako jejich adiéni
soli s kyselinami a zdsadami.

Dal§im pfedmétem vynalezu jsou sloudeniny o obecném vzorci Ivyse
definované, kde Z je kyano radikal nebo alkylthio skupina s obsahem 1 a 8 atomi
uhliku. |

Mezi vyhodné slouceniny podle vynéalezu lze uvést tyto :
9a-fluor-11p-hydroxy-16o-methyl-pregn-4-ene-3,20-dioxo-21 -karbonitril,
methyl 3,20-dioxo-11B-hydroxy-16a-methyl-21-nor cholan 1,4-dien-24-04t,
21-fluor-11p-hydroxy-16a-methyl-pregna-1,4-dien-3 ,20-dion,
21-thio-(2-hydroxyethylen)-9a,11B-dichlor-1 6a-methyl-pregna-1,4-dien-3,20-dion,




21-thio-(2-acetyloxyethylen)-9a,11B-dichlor-16a-methyl-pregna-1,4-dien-3,20-
dion, |
9a,11B-dichlor-21-fluor-16a-methyl-pregna-1,4-dien-3,20-dion a zejména
9a-fluor-11B-hydroxy-160-methyl-pregna-1,4-dien-3,20-dioxo-21-karbonitril,
9a-fluor-11B-hydroxy-16a-methyl-21 -thibmethyl-pre gna-1,4-dien-3,20-dion.
Predmétem vynalezu je rovnéz zplisob piipravy sloudenin o vzorci I

vyznadeny tim. Ze slou¢enina o obecném vzorci II

(I1)

- ve kterém bud’ R’y je hydroxyl a R"; je halogen nebo vodik nebo R’1je halogen a
R’; je halogeﬁ nebo vodik nebo R’;a R", spolu vytvaieji druhou vazbu a Yj‘e vyse
definovano, je podrobena plisobeni aktivaéniho ¢&inidla -alkoholu o vzorci
Hal-SO,-B, kde Hal je atom bromu nebo atom chloru a B je alkyl radikal s obsa-
hem 1 aZ 6 atomil uhliku , nesubstituovany nebo substituovany 1 az 5 atomy
halogenu nebo fenyl nebo naftyl skupina nesubstituovana nebo substituovana 1 az 5
alkyl skupinami s obsahem 1 az 6 atomi uhliku za (i8elem ptipravy sloudeniny o

obecném vzorci 111

(III)




pti éemz sloudenina o vzorci III je pfipadné podrobena jedné nebo vice naslednych
reakei ve vhodném potadi za Gidelem ptipravy sloudeniny o obecném vzorci I:
ptisobeni chloraéniho joda¢niho, bromaéniho nebo fluoraéniho ¢inidla,
piisobeni volitelng substituovaného alkylthiolu nebo arylthiolu,

pﬁ.sobeni thioamidu nebo thiomodoviny s naslednou hydrolyzou,

pasobeni KCN,

hydrolyza kyano skupiny v kyselém prostiedi, poté volitelng

esterifikace nebo tvorba soli

postupné piisobeni CH,(COOEL),, a zmydelnéni, pote

dekarboxylace volitelng nasledovana esterifikaci,

puisobeni KSCN nebo NaSCN,

plsobeni alkoholu nebo alkoholétu,

acylace v pozici 11,

alkylace v pozici 11,

vredukce dvojné Vézby v pozici 1 -2,

vytvofeni dvojné vazby v pozici 1 -2,

dehydratace za tdelem vytvofeni dvojné vazby v pozici 9 — 11,

tvorba soli.

B ptedstavuje predeviim —~CHs, -CFs, -PhMe radikaly.

Mesylat, tosylat nebo triflat o vzorci III se vytvofi plisobenim methan-
 sulfonylchloridu, tosylchloridu nebo triflicanhydridu na odpovidajici alkohol o
vzorci II za pfitomnosti zasady jako je pyridin. '

Vytvoteni 21-chlorovaného derivatu z odpovidajiciho mesylétu o vzorci III
se provadi podle metody zndmé odbornikovi, zejména piisobenim chloridu lithného
nebo draselného. |

Vytvofeni 21-bromovaného derivéatu z odpovidajictho mesylatu o vzorei III

se provadi podle metody znamé odbornikovi, zejména plisobenim bromidu lithného
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nebo draselného.

21-bromované produkty 1ze rovn&Z pfipravit piimo z odpovidajicich
alkoholi pisobenim kyseliny bromovodikové nebo bromidu fosforitého.

Vytvofeni 21-jodovaného derivatu z odpovidajiciho mesylatu o vzorei I1I se
provadi podle metody mémé odbornikovi, zejména plsobenim jodidu sodného
nebo draselného.

Vytvofeni 21-fluorovanych derivati z odpovidajicich 21 -chlorovanych, 21-
bromovanych nebo 21-jodovanych derivati se provadi zejména pisobenim fluoridu
draselného v glykolu za refluxu nebo pouZitim korunového éteru, fazovym
transferem nebo iontoméni¢ovou pryskyfici. Vytvoreni 21-fluorovaného derivétu
z odpovidajiciho mesylatu o vzorci III se provadi podle metody zndmé
odbornikovi, zejména piisobenim fluoridu draselného.

Vytvoreni 21-alkylthio nebo arylthio derivati z odpovidajiciho 21-
chlorovaného derivatu se predevs1m provadi pusobenlm alkylthiolu nebo arylth1olu
za prltomnostl zasady jako je trlethylamm v tetrahydrofuranu

Vytvoreni odpovidajiciho thiolu se pfedev$im provadi neptimou metodou
jako je plisobeni thioamidu nebo thiomo&oviny s naslednou hydrolyzou.

Vytvofeni 21-kyano derivati se provadi piisobenim kyanidu draselného
v ethanolovém prostiedi na odpovidajici 21-chlorovany, bromovany nebo jodovany
derivat.

Hydrolyza 21-kyano skupin se pfedev§im provadi za pitomnosti kyseliny
chlorovodikové nebo kyseliny sirové. '

Vytvofeni 21-thiokyanat derivati se provadi piisobenim thiokyanétu
draselného nebo sodného v ethanolovém prostiedi na odpovidajici 21-chlorovany
derivat.

Piisobeni ethyl malonatu na 21-chlorovaného derivatu za uéelem pfipravy

odpovidajici slou¢eniny 21-CH(COOEL), se pfedevsim provadi za ptitomnosti




silné zasady jako je hydrid sodny v aprotickém polarnim rozpoustédle jako je
HMPT.

Zmydelnéni se provadi podle znAmé metody, napt. za pfitomnosti sody a v
ethanolovém prostiedi. |

Dekarboxylace se také provadi podle metod znamych odbornikovi, zejména
tepelnou cestou.

Esterifikace se provadi podle metod zndmych odbornikovi, zejména
pisobenim diazomethanu. Nejdiive je mozno ptipravit kysely chlorid a poté na néj
plisobit alifatickym alkoholem.

Vytvoteni 21-alkyloxy derivatii se predeviim provadi piisobenim
alifatického alkoholu jako je CH;OH nebo nBuOH na 21-chlorovany derivat
v aprotickém dipoldrnim rozpoustédle jako je dimethylsulfoxid za piitomnosti
z4sady jako je soda.

Tvorba soli se miize provadét za obvyklych podminek; Operace se provadi
napf. za pritomnosti ethanolové. sody. Jako sodné sul miZe byt také pouzit uhli¢itan
sodny nebo uhli¢itan draselny nebo kysely uhligitan. ‘

Dehydrata&ni reakce sloudenin o obecném vzorci L, II nebo III, kde R, je
hydroxyl a R; je atom vodiku za u¢elem piipravy sloudenin o vzorciI s dvojnou
vazbou na pozici 9-11 se provéadi podle obvyklych metod, mezi kterymi lze uvést
jako pfiklad piisobeni mesylat chloridu nebo triflicanhydridu nasledované tepelnou
reakci. |

Slouéeniny o vzorci I majici druhou vazbu na poziéi 1-2 mohou byt
redukovany na sloudenu o vzorci I nasycenou na pozici 1-2 hydrogenaci podle
obvyklych metod znamych odbornikovi.

Vytvofeni dvojné vazby na pozici 1-2 Ize provést podle obvyklych metod
enzymatickou nebo chemickou cestou, zejména pak pisobenim 2,3-dichloro-5,6-

dikyanobenzochinonu (DDQ) v dioxanu.




Acylaéni reakce hydroxylu na pozici 11 se provadi plsobenim kyseliny
karboxylové nebo karboxanhydridu.

Alkylace hydroxylu na pozici 11 se provadi napt. piisobenim alkyl jodidu
za piitomnosti zasady jako je terc-butylat draselny v rozpoustédle jako je
tetrahydrofuran. |

Pitedmé&tem vynalezu jsou také nové prumyslové produkty a to slouceniny o
obecném vzorei I1I s vyjimkou niZe uvadénych sloucenin :
21-(methansulfonyloxy)-16o-methylpregna-1,4,9(11)-trien-3,20-dion,
21-(methansulfonyloxy)-11B-hydroxy-16a-methyl-pregna-1,4-dien-3 ,20-dion.
21-(4-methylfenylsulfonyloxy)-16a-methyl-pregna-1,4,9(1 1)-trien-3 ,20-dion.

Produkty o vzorei II pouZité jako vychozi produkty v ptipravném postupu
jsou obecné znamé. Jde piedevsim o desoxymethason (US 3232839), 9, 11B-
dichlor- 160-methyl 21-hydroxy pregna 1,4-dien-3,20-dion ( dodatkova pfihlaska ¢.
2381065), 16a—methy1 1 4—pregnad1en-IIB 21-diol-3,20-dion (US 33554186), 6a
160-dimethyl 1,4-pregnadien-11p, 21-diol-3 20d10n (US 3232839) .

Mezi protizanétlivymi a imunosupresivnimi molekulami, které jsou
v soudasné dob& znamy, predstavuji glukokortikoidy jednu z nejucinn€jsich
terapeutickych tiid. |

Jejich pouziti je viak piesto omezeno a to vzhledem k jejich Cetnym
vedlejsim w¢inkdm, mezi které 1ze uvést zejména tyto :
zpozd’ujici piisobeni na osu hypothalamus-hypofyza-nadledvinky (HPA),

}, netolerance-glukosy, coz miiZe uspiSit objeveni diabetu,
poskozeni svalové tkans,
zpomalovani hojent,
atrofie kiize,
osteoporosa,

zvy$ena vnimavost k infekcim,




nervové poruchy,
hypercholesterolemie.

Ukinky glukokortikoidi jsou Sifeny nukleamimi receptory, které nalezi
k roding steroid receptorti. Tyto receptory jsou,, ligand-inductible® faktor
transkripce, ktery miiZe positivné nebo negativné modulovat transkripci silovych
gentl. ( Ervans, RM,, 1988 Science, 240, 8893895), (Green, S., Kumar, V.,
Theulaz, L., Wahli, W., and Chambon, P.1988 EMBO J., 7, 3037-3044), (Beato, M.
1989. Cell, 56, 335-344), (Jonat, C., Rahmansdorf, H.J., Park, KK., Cato, A.C,,
Gebel,S., Ponta, H., Herrlich, P., 1990 Cell, 62, 1189-1204), (Pfahl, M. 1993
Endocrine Reviews, 14,651-658).

Pouziti mutanti glucokortikoidovych receptori umoznilo stanovit, Ze ur¢ité
oblasti t&chto receptort plisobi na funkci transaktivace nebo transreprese a ze tyto
dvé funkce je teoreticky mozno oddslit (Heck, S., Kullmann, M., Gast, A., Ponta,
H., Rahmansdorf, H.J ;, Herrlich, P., and Cato, A.CB.1994 EMBO I, 13, 4087-
4095). | -

Ziskélﬁ-hgandﬁgiukokortﬂcoidového receptorupsobicich in-vivo jako
protizanétlivé prostiedky zbavens transaktiva¢n funkce by umoznilo-vyvinoutiépe
snaené molekuly.

Sloudeniny o obecném vzorci 1 podle vynalezu maji uzitecné farmakologické
vlastnosti :

) Glukokortikoidni aktivita

Prihlagovatel viastnd abjevil novou tridy glieokertikoidi. Rizné zkousky na
zvitatech (kfﬁyﬁnjéi ) umoZnily 'objevit"ﬁeﬁce : 'ﬁéimtéprotizanétﬁvé*vl‘asmésti &
slougeninpodle vynalezu. Zejmeéna se-projevila vyznamnd glukokortikotdni
aktivita pfi lokalni aplikaci (cftest usniho edému vyvolaného krotonovym olejem
u my#$i, aktivita in vivo je stejna nebo vEtsi nez u prednisolonu nebo

dexamethazonu).
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2) Disociovana aktivita

Navic sloudeniny podle vynalezu pisobi dle nasledujiciho mechanismu :
molekuly umozituji funkei transaktivace nebo transreprese receptoru
" oddélit. Vykazuji tzv. ,,disociovanou* aktivitu na transkripci cilovych gent.

Molekuly podle vynalezu byly testovany na modelech HELA bunck
naotkovanych GRE-tk-CAT plasmidem ( transaktivace ) nebo pColl-CAT
plasmidem ( transreprese ). (C£TEST 1) |

Molekuly jako dexamethazon jsou schopny inhibovat transkripci promotoru
kolagenasy; na druhé strang v kontrastu k dexamethazonu piili§ neaktivuji
transkripci GRE-tk promotoru.

JelikoZ popsané sloueniny vykazuji protizdnétlivé a imunosupresivni
aktivity stejného ¥adu jako prednisolon, terapeutické uZiti bude uZiti tradi¢né
uvad&né u 1é¢iv na basi prednisolonu. ,

‘Mohou byt napt. pouZity pro 1é¢bu alergickych, dermatologickych,
zazivacich, endokrinnich, hematologickych, zanétlivych, néddrchh, ledvinovych,
nervovych, oftalmologickych, respira¢nich nebo revmatologickych onemocnéni
nebo chorob. Jsou zejména uzitedné pii transplantaci organd pro potlaceni
odmitnuti transplantati, ale také pro 1é¢bu lokalnich zanétlivych reakei jako jsou
napt. edémy, dermatosy, riizné formy ekzémd, erythema vyvolana sluncem,
tendinitis nebo vyrony. Zejména vhodné jsou pro lé¢bu o¢nich zanétlivych
onemocnéni. |

Jejich disociovahé aktivita zptisobuje, Ze sloudeniny podle vynalezu jsou
zv143t8 uZitené pro 1é¢bu vyse uvedenych onemocnéni vzhledem k tomu, Ze ur€ité
vedlejsi udinky 1é¢iv jsou snizeny.

Pfedmétem vynélezu jsou sloudeniny o vzorci I, zrovna tak jako jejich adiCni
soli s farmaceuticky ptijatelnymi kyselinami nebo zasadami uZité jako lé¢iva

s glukokortikoidni aktivitou.
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Zvla$tnim predmétem vynélezu jsou sloudeniny o vzorci I, zrovna tak jako
jejich adi¢ni soli s farmaceuticky piijatelnymi kyselinami nebo zdsadami uZité jako
1é¢iva vykazujici disociovanou glukokortikoidni aktivitu, pfi cemZ tato disociace
umoziuje snizit nebo vylouéit vedlejsi Géinky 1é€iv .

Mezi 1é¢iva podle vynalezu lze uvést zejména tyto slouceniny:

-9q. fluor-11p-hydroxy-16a-methyl-pregna-1,4-dien-3,20-dioxo-21-karbonitril,
-9q-fluor-11p-hydroxy-16a-methyl-3,20-dioxo-pregn-4-ene-21-karbontril,
-9q-fluor-11p-hydroxy-16a-methyl-21-thiomethyl-pregna-1,4-dien-3,20-dion,
-methyl 3,20-dioxo-11p-hydroxy-16a-methyl-21-nor cholan 1,4-dien-24-o04t,
-21-fluor-11B-hydroxy-16a-methyl-pregna-1,4-dien-3,20-dion.

Dale 1ze jako lé&iva podle vynalezu uvést zejména tyto slouceniny:
-9a-fluor-11p-hydroxy-16a-methyl-pregna-1,4-dien-3,20-dion-21-karbonitril,
-9a-fluor-11p-hydroxy-16a-methyl-2 1-thiomethyl-pregna-1,4-dien-3,20dion.

Uzite¢né davkovani se pohybuje podle povahy onemocnéni, které se ma 1écit
a také podle zptisobu podavani. Napf. od1 mg az do 1000 mg denng u dosp&lého
oralni cestou.

Vynalez se rovn&z vztahuje na farmaceutické kompozice obsahujici jako
aktivni slozku nejméné jedno z vy$e uvedenych 1é¢iv.

Sloudeniny o obecném vzorci I je moZno aplikovat oralng, parenteraln€ nebo
lokalng, napf. i injekén&. Mohou byt pfedepisovany ve formé tablet nebo pota-
hovanych tablet, kapsli, granuli, &ipki, injekénich piipravki, masti, krémd, geld,
mikrokuli¢ek, implantatii, naplasti, které se piipravi podle metod obvyklych ve
farmaceutickém primyslu.

Aktivni sloZka ( slozky ) miiZe byt zapracovéana do excipientli obvykle
pouzivanych v téchto farmaceutickych kompozicich jako je talk, arabskd guma,
laktosa, $krob, stearat hotednaty, kakaové maslo, vodna nebo i bezvoda vehicula,

tukové latky jak zvifeciho, tak i rostlinného piivodu, derivéty parafinu, glykoly a
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rovnéz rizna zvlhdujici, dispersni nebo emulsifika¢ni ¢inidla, konzervacni
prostiedky.

Uzite&né davky se pohybuji v zavislosti na léeném pacientovi a na
onemocnéni. Nap. 1ze aplikovat jednou az &tyfikrat denné mast obsahujici 0,1% az
5% sloudeniny z ptikladu 1.

Zvlastnim pfedmétem vynalezu jsou farmaceutické kompozice, které mohou

byt aplikovany lokélng s obsahem lé¢iva na zdklad€ vyse popsanych slouenin.

Sloudeniny o vzorci I
Ptiprava 1. : 9a-fluor-11B-hydroxy-16a-methyl-2 1-chlor-pregna-1,4-dien-3,20-dion
( ¢f Mol.and Cell.Endocrinal (1981) 22 153-168)

Po rozpuiténi 6 g desoxymethasonu v 24 ml pyridinu se pfida 6 g chloridu
lithného v 6 ml chloridu kyseliny methansulfonove, pii teploté mensi nez50°C, poté
se smés micha 2 h pii teplote mistnosti . Reakéni medium se pielije do vody,
separuje se a surovy produkt se promyje, vysusi a vy¢isti chromatografii na
silikagelu pfi eluci smé&si chloroform/ethylacetat v poméru 2:8. Vysledkem je
1,86 g &istého produktu.

B.t. =185°C
Infradervené spektrum
C=0 1726 a 1707 cm’™

Ptiklad 1: 9o-fluor-11B-hydroxy-16a-methyl-21-thiomethyl-pregna-1,4-dien-3 20-
dion

Po rozpuiténi 1,86g produktu z piipravy 1 v 20 ml tetrahydrofuranu a 2 ml
triethylaminu se necha smé&si probublavat po dobu 1 h pfi teploté 0°C methylthiol a

dale se micha po 48 h pfi teploté mistnosti. Reakéni medium se pelije do vody,
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separuje se, surovy produkt se promyje a vy&isti rekrystalizaci ze smési methylen-

chloridu (CH,Cl,) a isopropyléteru. Ziska se 1,477 g odekavaného Cistého

produktu.

B.t. = 166°C |

Infradervené spektrum (CHCl3)

OH 3620 cm’'+ asociované

C=0 1715 (rameno), 1694,1666 cm’
C=C 1627, 1611 cm™

Priklad 2 : 9a-fluor-11p-hydroxy-16a-methyl-pregna-1 ,4-dien-3,20-dion-21-
karbonitril

3,9 g produktu z pipravy 1, 39 ml ethanolu, 1,090 g kyanidu draselného
(90%) a 1,6 ml vody se miché v inertni atmosféte za refluxu po 1h 30 min. Po
zchlazeni v ledové 14zni a upravé na pH 4 pridanim kyseliny octové se mineralni
soli separuji, smés se .odpaﬁ za redukovaného tlaku a2 do doby, kdy se ziska 4,7 g
surového produktu, ktery se poté vy¢&isti chromatografii na silikagelu za eluce
smési ethylacetat/benzen v poméru 4:6. Ziskase 2,7 g éistého produktu.
B.t. =250°C
Infratervené spektrum (CHCls)

OH 3615 cm-1 + asociovan€
-0 1723,1664 oni’

Al-4 JA27. 1608 e’

C=N 2260 cm’!

Piiklad 3 : 21-chlor-9a-fluor-11p-hydroxy-1 60-methyl-pregn-4-ene-3,20dion
Postupuje se jako u piipravy 1s 8 g 160-methyl-9a-fluor-pregn-4-ene-
11B,21-diol-3,20-dion (FR1315629). Ziska se 4.95 g oéekavaného &istého produktu
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po rekrystalizaci z 2,2-dimethoxypropanu.
B.t. =196°C

Infradervené spektrum (CHCI30

OH 3616 cm™

C=0 1725, 1706 cm’

A4 1663, 1624 cm™

Priklad 4: 9a-fluor-11B-hydroxy-16a-methyl-3,20-dioxo-pregn-4-ene-21-
karbonitril

Postupuje se jako v piikladu 2 s 3,450 g produktu z piikladu 3. Ziska se
2,36 g odekavaného &istého produktu.

B.t.=224 °C

Infracervené spektrum (CHCl;)

OH 3610 cm™ + asociované
C=0 1722 em’ |

A4 1667, 1625 cm™

C=N 2260 cm’

Priklad 5 : methyl 3,20-diox0-11B- hydroxy-16a-methyl-21-norcholan 1,4-dien-24-
o4t
Stupei A: 21-chlor-16a-methyl-pregna-1,4,9 (11)-trien-3-20-dion

8,8 ml methansulfonylchloridu se pii 10 °C ptidd v inertni atmosféte ke
smést z 15 g methyl 16a-methyl-21-hydroxy-pregna-1,4,9(11)-trien-3-20-dion v
40 ml methylethylpyridinu a smés se micha za teploty mistnosti 5 h. Poté se smés
prelije do smési vody a ledu, okyseli se piidanim kyseliny chlorovodikové; zfiltruje
se, poté promyje a vysusi. Ziska se 16,2 g surového produktu, ktery se vy¢isti

chromatografii pti eluci sm&si benzen / ethylacetat v poméru 8 : 2 . Zisk4 se 134 ¢
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oc¢ekavaného Eistého produktu.

B.t.=154°C

Stupeii B : ethyl 3,20-dioxo-23-ethoxykarbonyl-16a-methyl-21-norchola-
1,4,9(11)triene 24 o4t.

13,9 g chlorovaného produktu p¥ipraveného v piedchozim stuphi v 80 ml
HMPT se v inertni atmosfére ptida ke smési 1860 g 50% hydridu sodného v 50 ml
HMPT a 60ml ethylmalonatu a micha se pfi okolni teploté do 4 h. Reakéni
medium se pfelije do vody, provede se extrakce ethylacetatem, vysusi se a odpafi
za redukovaného tlaku. Ziskd se 21,5 g surového produktu, ktery se vydisti
chromatografii pii eluci smé&si benzen / ethylacetat v poméru 9 : 1. Ziska se 16,4 ¢
odekavaného produktu.

Stupeti C : 23-karboxy-3,20-dioxo-16a-methyl-21-norchola-1,4,9 (11)-rien 24-ova
kyselina.

16,4 g diesteru piipraveného v pfedchozim stupni, 200 m! ethanolu a 100 ml
- 2N sody se smicha a smé&s se dale micha po dobu 3 h.pﬁ teploté miStnosti. Po
odpareni ethanolu za redukovaného tlaku se smés roziedi pﬁdénim smési led-voda
(11itr) a okyseli se kyselinou chlorovodikovou. Poté se smés zfiltruje, promyje a
vysusi, ziska se 14,6 g o&ekavaného produktu.

B.t. =170°C.
Stupeii D: 3,20-dioxo-16a-methyl-21-norchola-1,4,9(11)trien-24-ov4 kyselina

Smés sestavajici z 14,6 g diacidu ziskaného v pfedchozim stupni v 250 ml
HMPT se ohfiva po 4 min v kovové lazni predehi4té na 180°C, poté se smés prelije
do 1500 ml smési voda-led. VysraZeny monoacid se zfiltruje, promyje se a vysusi.
Ziska se 11,9 g ofekavaného produktu.

B.t. =208°C
Stupeii E: methyl 3,20-dioxo-16a-methyl-21-norchola-1 ,4,9(11)-trien 24-04t
Roztok 13 g/l diazomethanu v dichlormethanu se ptida k roztoku 11.9 g
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monokyseliny pfipravené v pfedchozim stupni v 250 ml dichlormethanu, vysusi se
za redukovaného tlaku. Ziska se 12,3 g oéekdvaného produktu.
B.t. 98°C
Stupeni F: methyl-a-brom-3,20-dioxo-1 IB-hydroxy-léa-methyl-2 I-norchola-1,4-
dien-2404t |

7,3 g A-bromosukcinimidu, 7,3 ml kyseliny kyseliny chloristé a 35 ml vody
se pfi teploté od 0-10°C piida v inertni atmosféte k 10,8 g methylesteru v 150 ml
acetonu. Po michéani po dobu 2 h pii —5°C se reakéni medium pielije do 500 ml
vody, provede se filtrace a vysusi srazenina. Ziska se 12,8 g oéekavaného
produktu.
B.t. =230°C
Stupeti G: methyl 3,20-dioxo-11B-hydroxy-16oa-methyl-21-norchola-1 LA-dien
2404t

18 g octanu chromnatého se pfidd v inertni atmosféie ke smési 12,8¢
bromhydrinu pfipraveného v pfedchdzim Stupni v 50 mlldimethyldulfoxidu--a 6 ml
thiofenolu; smés se micha po dobu 1 h pii teplot& mistnosti. Realni smés se pielije
do 11vody, provede se extrakce ethylacetatem, organicka faze se promyje , vysu$i
a odpati za redukovaného tlaku. Zisk4 se 16 g otekdvaného surového produktu,
ktery se vygisti chromatografii s eludtem ze smési benzen / ethylacetat v poméru
7:3, rekrystalizuje z horkého ethanolu. Zisk4 se tak 3,4 g oSekdvaného &istého
produktu.
B.t. = 166°C
Infradervené spektrum (CHCls)
C=0 1735 cm ~'(ester), 1709 cm™ (20-keto)
C=C 1609 cm™, 1626 cm™, 1664 cm™
OH 3615 cm™!
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Piiklad 6: Piiklad farmaceutické kompozice s obsahem sloudeniny o vzorci I
Byly pfipraveny tablety s obsahem 50 mg produktu z piikladu I jako aktivni

slozky.

Produkt z ptikladu 1 o 50 mg

Excipient ( talk, $krob, stearat hote¢naty)

Farmakologicka studie produktii podle vynalezu

]) Studie regulace transkripce do transfektovanych Hela bun€k

Hela buiiky (ATCC ref: CCL-2) byly rozd&leny na desce s $esti prohlubnémi
do nutrié¢niho media s hustotou 4x10° bundk/ml 24 h pted transfekei a inkubovany
pfi 37°C. Transitni transfekce byly produkovany srazeci metodou za pouZiti
fosfore¢nanu vapenatého. V piipadé studie transaktivace byly buiiky transfekto-
vany 1pg GRE-tk-CAT plasmidem, 1 pg polylI-B-GAL plasmidem a KS plasmidem
(Stratagene), s.q.f. Spg. V pnpade studie transreprese byly buiiky transfektovany
3 pg Coll (-5 17/+63)CAT plasmidem, 250 ng pSV- cjun plasmidem, 1pg polyll p-
GAL plasmidem a KS plasmidem (Stratagene), s.q.f. 5 ug. SraZenina se ponechala
v kontaktu s butikami po 16 h. Buiiky se poté promyly a pokryly nutri¢nim
mediem obsahujicim rizné koncentrace dexamethasonu nebo produkti, kter¢ se
maji zkoumat ( 10°M, 10°*M, 10"M, 10®m). 24 h po pfidani produktd se buiiky
~ rozpustily v 250 pl pufru MOPS S-NaCl-Triton X-100. CAT je davkovan
do bunéénych extraktd za pouZiti ELISA Kit ( Bohringer Mannheim ).

Standardni glukokortikoidy jakd dexamethason vyvolavaji aktivaci
transkripce GRE-tk promotoru a inhibici transkripce promotoru kolagenasy.
Zavér:

Produkty z ptikladu 1 a 2 jsou dobrymi inhibitory kolagenasy, ale slabymi
aktivatory transkripce.
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Koncentrace aktivace inhibice
(M) GRE-tk (%) Coll promotor(%)
dexamethason 107 7,34+/-2, 42,16+/-5,46
10°® 53,38+/-2,65 87,60+/-2,94
107 89,48+/-2,26 96,63+/-1,78
10°° 98,82+/-1,18 93,08+/-2,87
piklad 1 10” 3,78+/-0,87 3,57+/-3,09
10°® 27,74+/-1,05 37,12+/-6,7
107 35,21+/-2,24 57,61+/-2,46
B 10° 37,56+/-1,9 81,79+/-2,98
piklad 2 10° 0 20,61+/-3,19
10°® 1,34+/-1,33 36,2+/-1,39
107 10,45+/-4,33 - 81,32+/-1,82
10 16,92+/-3.55 75,57+/-1,34

2) Protizangtliva aktivita
Nédorovy (granuloma) test — Thymoliticka aktivita
Byla pouzita technika modifikace metody Meier and Coll. (Experentia, 1950, 6,
469). Krysim samickdm Wistar o hmotnosti od 90 do 100 g byly implantovany pod
kiZi thoraxu dvé bavinéné pelety o hmotnosti 10 mg. Produkty se okamzitg
podaly orélni cestou a déle jednou denné& po ¢tyfi dny. Zvifata pak byla usmrcena.
Pelety obklopené nadorovou tkani byly zvaZeny v derstvém stavu a poté po 18 h pfi
60°C. Vaha nadoru se vypo¢itala odedtenim po&atedni vahy baviny.

Byly odstranény brzliky a zvaZeny za ielem stanoveni thymolytické
aktivity produktd.
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Produkt podle prikladu nador thymolisis

ED 50(mg/kg/po) EDD 50(mg/kg/po)
dexamethason 0,1 <0,05
prednisolon 2,5 1,6
piiklad 1 5 2,5
ptiklad 2 >7 2,5

Z4vér: produkty z piikladi 1 a 2 vykazuji protizan&tlivou aktivitu blizkou

prednisolonu.

Test ugniho edému vyvolaného krotonovym olejem

Produkty byly rovnéz testovany na modelu usniho edému u mysi vyvolaného
krotonovym olejem podle metody popsané v Tonelli et al. (Endocrinology, 1965,
77, 625-634). Usni edém byl vyvolam u mySiho samedka o vaze 18az22 g
krotonovym blejem (2% v/v) v roztoku pyrydin-voda-éter v poméru 4:1:14,6 (obj.).
Zvitata byla usmrcena po 6 h, ucha byla vyjmuta a zvazena. Rozdily ve vaze mezi
uchem natfenym krotonovym olejem a uchem neofetienym umoznily urdit
100%edému. Testované produkty byly rozpustény v roztoku krotonového oleje a

aplikovany na ucho.

Produkt z ptikladu edém vyvolany krotonovym olejem (mys)
ED 50 (ug/ucho)
- Dexamethason 1 |
Prenisolon 4
Piiklad 1 10
Priklad 2 2

Z4vér - v tomto testu vykazuje produkt dle pikladu 2 protizanétlivou aktivitu mezi

protizanétlivou aktivitou prednisolonu a dexamethasonu.
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3) Imunosupresivni aktivita

Imunosupresivni aktivita byla zkouména podle testu zpozd€né hypersen-
sitivity popsané v ¢lanku publikovaném Hambleton et al. (Agents and Actions, 990,
29, 328). Krysim sameckiim Wistar vazicim od 150 do 160 g byla ke dni 0
aplikovéana subkutanni injekci do zadeCku suspense Mycobacterium Tuberculosis
4 mg/ml v parafinovém oleji (0,1 ml/zvife ).

Produkty byly podavany oralni cestou od Etvrtého do sedmého dne.

Sedmého dne, hodinu po posledni davce, byla zvifatim injekén€ podana
rozpustna frakce antigenu stimulujici hypersensitivni reakci: 0,4 mg/krysa v 0,2 ml
inplantarni cestou do zadni tlapky.

Edém byl zméien 24 h poté za pouziti UGO BASIL plethysmometru od fy
APELEX .

Aktivita produkti byla vyhodnocena procentni redukci zvétSeni tlapky, do

niz byla aplikovana injekce ve srovnani s kontrolnimi zvifaty.

Produkt z prikladu Zpozdéna hYpersensitivita

(M.Tuberculosis, krysa )

ED 50 (mg/kg)

dexamethason 0,05 .
prednisolon 5-20
priklad 1 23
piiklad 2 | 1,5
Zaveér:

prednisolon vykazuje hodnotami ED 50 plateau mezi 5 a 20mg/kg s ma-
ximalni inhibici 50%, produkty z pfikladu 1 a 2 maji hodnoty ED 50 2,3 a
1,5 mg/kg. Jejich aktivita je zavisla na davkovani,maximum inhibice 82% (ptiklad
1) a 90% (ptiklad 2) pii 10mg/kg.
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Patentové naroky

1. Slouceniny o obecném vzorci (I)

(1)

ve kterém bud’ R, predstavuje atom halogenu, hydroxylradikal, alkyloxy radikal
s obsahem 1 az 8 atomi uhliku, acyloxy radikal s obsahem 1 aZ 12 atom uhliku a
R, predstavuje atom halogenu nebo atom vodiku nebo R; a R, spolu vytvéfeji
druhou vazbu, Z Se zvoli“z alkyloxy skupin s obsahem 1 ai8 atomil uhliku,
nesubstituovanych nebo substituovanych alkylthio skupin s obsahem 1 aZ 8 atomil
uhliku, nesubstituovanych nebo substituovanych arylthio skupin s obsahem 6 az 12
atom uhliku, halogenu, kyano, merkapto, thiokyanato, CO,A a CH,CO,A
skupin, kde A je atom vodiku nebo alkyl skupina s obsahem 1 aZ 8 atomt uhliku, Y
piedstavuje atom vodiku nebo methyl, te¢kovana &ara v pozici 1-2 nebo 5-6
predstavuje voliteln€ druhou vazbu, zrovna tak jako jejich adiéni soli s kyselinami
nebo zésadami za predpokladu, Ze sloudenina 9o—fluor-11B-hydroxy-160—6-
methyl-21-chlor-pregna-1,4-dien-3,20-dion je vyloudena a kdyZ Rja R, spolu
vytvéieji druhou vazbu, Z neni atom halogenu.
2.Slougeniny o vzorci (1) podle néroku 1, kde Ryje hydroxylradikal a R,je
atom fluoru, zrovna tak jako jejich adiéni soli s kyselinami nebo zasadami.
3.Slouceniny o vzorci (I) podle naroku 1 nebo 2, kde kruh B jenasycena Y je

atom vodiku, zrovna tak jako jejich adi¢ni soli s kyselinami nebo zdsadami.




4.Sloudeniny o vzorci (I) podle jednoho z naroku 1-3, kde Z je zvoleno
z kyano a alkylthio skupin s obsahem 1 az 78 atomi uhliku.

5. Slougeniny o vzorci (I) podle naroku 1 |
9a-fluor-11B-hydroxy-16oa-methyl-pregna-1,4-dien-3,20-dioxo-21-karbonitril,
9a-fluor-113-hydroxy-16o~methyll-pregn-4-ene-3,20-dioxo-2 1 -karbonitril,
9a-fluor-11B-hydroxy-16a-methyl-2 1-thiomethyl-pregna-1,4-dien-3,20-dion,
methyl 3,20-dioxo-11B-hydroxy-16a-methyl-21-nor cholan 1,4-dien-24-04t,
21-fluor-11B-hydroxy-16a-methyl-pregna-1,4-dien-3,20-dion,
21-thio-(2-hydroxyethylen)-9a,11B-dichlor-16a-methyl-pregna-1,4-dien-3,20-dion,
21-thio-(2-acetyloxyethylen)-9a,11B-dichlor-16a-methyl-pregna-1,4-dien-3,20-
dion,
9a,11pB-dicblor-21-fluor-16a-methyl-pregna-1,4-dien-3,20-dion .

6. Zpiisob piipravy sloucenin o vzorci (I) vyznadeny tim, Ze sloudenina o

‘obeeném vzorci (IT)

(IT)

ve kterém bud’ R’} je hydroxyl a R’; je halogen nebo vodik nebo R’ je halogen a
R’; je halogen nebo vodik nebo R’; a R, spolu vytvafeji druhou vazbu a Y je vyse
definovano, je podrobena piisobeni aktivacniho ¢inidla alkoholu o vzorci Hal-SO»-
B, kde Hal je atom bromu nebo atom chloru a B je alkyl radikal s obsahem 1 a% 6
atomi uhliku , nesubstituovany nebo substituovany 1 az 5 atomy halogenu nebo

fenyl nebo naftyl skupina nesubstituovana nebo substituovana 1 az 5 alkyl
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skupinami s obsahem 1 a% 6 atomi uhliku za Gi¢elem piipravy slou¢eniny

o obecném vzorcei (I1I)

(ITII)

pii Gem¥ sloudenina o vzorci (III) je piipadng podrobena jedné nebo vice
naslednych reakei ve vhodném potadi za i¢elem piipravy slougeniny o obecném
vzorcei (I):

plisobeni chlora¢nibo jodaéniho, broma¢niho nebo fluoraéniho &inidla,
piisobent volitelng substituovaného alkylthiolu nebo arylthiolu,

pﬁsobeni thioamidu nebo thiomoCoviny s naslednou hydrolyzou,
pisobeni KCN, | | | |
hydrolyza kyano skupiny v kyselém prostiedi, poté volitelng

esterifikace nebo tvorba soli |

postupné plisobeni CH,(COOEL),, a zmydelnéni, pote

dekarboxylace voliteln& nasledovana esterifikaci,

plsobeni KSCN nebo NaSCN,

plsobeni alkoholu nebo alkoholétu,

acylace \4 poZiQi 11, |

alkylace v pozici 11,

redukce dvojné vazby v pozici 1 -2,

vytvofeni dvojné vazby v pozici 1 -2,

dehydratace za celem vytvoreni dvojné vazby v pozici 9 - 11,

tvorba soli.
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7.Sloudeniny o obecném vzorci (I) podle naroku 1 jako 1é¢iva, jakoZ i jejich
adi¢ni soli s kyselinami nebo zasadami.

8.Slouceniny o obecném vzorci (I) podle jednoho z narokd 2 az 4 jako 1é&iva,
jakoz 1 jejich adi¢ni soli s kyselinami nebo zasadami. |

9.Slouceniny o obecném vzorci (I) podle naroku 5 jako 1é¢iva.

10. Farmaceutické kompozice s obsahem 1€¢iv podle naroka 7 az 9.

11.Sloudeniny o obecném vzorci (III) podle naroku 6 jako primyslové
produkty s tim, Ze déale uvadéné slouceniny o vzorci (III) jsou vyloudeny :
21-(methansulfonyloxy)16a—methylpregna-1,4,9(11)-trien-3,20-dion
21-(methansulfonyloxy) 11B-hydroxy-16a-methyl-pregna-1,4-dien-3,20-dion
21-(4-methylfenylsulfonyloxy)-16 o—methyl-pregna-1,4,9(11)-trien-3,20-dion.
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