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Nové neuroaktivni steroidy - 3a-hydroxy-Sa-pregnan-12,20-
dion vzorce VI a 3a-fluor-5a-pregnan-12,20-dion vzorce VIL
Tyto derivaty Ize pfipavit z 3B-hydroxy-5o.-pregnan-12,20-
dionu vzorce VIII pfevedenim na aktivni intermedity, které
se rozklédaji s inverzi konfigurace bud’ na zminény 3a.- _
hydroxyderivat vzorce VI nebo na 3a-fluorderivat vzorce VII
a které jsou schopny modulovat y-aminomaselnou kyselinu.

£

oct, OCH,
V. on)

BO' [ fi



10

15

20

25

CZ 293162 B6

Nové neuroaktivni steroidy, zpisob jejich vyroby a pouZziti

Oblast techniky

Vynilez se tykd novych steroidnich derivati, které moduluji aktivitu nervového pfenadede —
kyseliny y-aminomaselné.

Dosavadni stav techniky

Neuroaktivni steroidy jsou pouZitelné v fadé lékatskych aplikaci do anestetik pfes hypnotika az
k antiepileptikiim (Besson J. M.: Lancer 353, 1610, (1999). Jejich u&inek je vysvétlovan tak, Ze
svou vazbou na specifické receptorové misto allostericky zvy3uji i¢inek nervového prenasee na
vodivost chloridového kanalu. Hlavnim problémem klinického pouZivani ptirozeného neuro-
steroidu 3o~hydroxy-Sa—pregnan—20-onu vzorce I je jeho mala stabilita v t&le. Polo&as jeho
inaktivace v

“OCH

3

D,

=

=

téle je 16 minut. Sloudenina I je totiZ inaktivovana oxidaci na neaginny diketon II a naslednou
redukei poskytuje rovnéZz neudinny 3f-hydroxy—5a—pregnan-20—on vzorce Il (El-Etr M.,
Akwa Y., Robel P., Baulieu E. E.: Brain Res. 790, 334-338, 1998).

HO ’ -
H

Nizkou stabilitu slou€eniny vzorce I fe$i rizni autofi rizn&, n&ktefi kontinuilni aplikaci
steroidu I, jini zménou reaktivity jejich derivati. Napf. néktefi vyrobci zavedenim methylové
skupiny do polohy 3 (Carter R. B., Wood P. L., Wieland S., Hawkinson J. E., Belelli D,,
Lambert J. J., White H. S., Wolf H. H., Mirsadeghi S., Tahir S. H., Bolger M. B, Lan N. C,,
Gee K. W.: J. Pharmacol. Pharmacol. Exp. Ther. 280, 1284-95 (1997) za vzniku slougeniny

vzorce IV zamezi oxidovatelnost pro aktivitu esenciélni 3a-hydroxyskupiny:

COCH,

(IV).
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Jinym zpisobem, jak zvysit stabilitu neuroaktivnich steroid v t&le, byla nahrada 3-hydroxylové
skupiny fluorem (Kasal A., Slavikova B., Chodounski H., Kohout L., Kristofikova Z.,
Uhlifova L. a KrSiak M.: Nové neuroaktivni steroidy, zpiisoby jejich pkipravy a pouziti.
PV 4214/1999).

Nejzndméjsim neuroaktivnim steroidem blizkym 3a~hydroxy—50—pregnan-20—-onu je jeho
11-oxoderivét vzorce V, ktery pod nizvem ,,alphaxolone ((esky alfaxolon) byl pouZivan jako
anestetikum. I tento steroid trpi vy$e zminénym nedostatkem — rychlym metabolismem v t3le.
Navic jeho syntetickd dostupnost je ztiZena tim, Ze k pfipravé je nezbytné pouZiti ekonomicky
narotné mikrobialni hydroxylace.

COCH,

™.

Podstata vynilezu

Vyse zminéné nedostatky fesi dva nové neuroaktivni steroidy, zaloZené na 3o—substituovanych
derivatem So—pregnan—12,20—dionu vzorc VI a VII

F’\\““i

H=

které se od alfaxolonu li§i polohou oxoskupiny: ta byla pfesunuta do polohy 12. Derivat
vzorce VII se vyznatuje mnohem vy33i stabilitou 3—substituentu, protoZe v ni je 3-hydroxylova
skupina nahrazena atomem fluoru.

Zavedeni 12—oxoskupiny do steroidni molekuly se docili volbou vychozi latky, napf. hekogenin-
acetatu vzorce

ktery je standardnim postupem pfeveden na 3B-hydroxy—So—pregnan—12,20—dion vzorce VIII
(Callow R. K., James V. H. T.: J. Chem. Soc. 1956, 4744-4749).
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(VILD) .

HO

Zména konfigurace hydroxylové skupiny v poloze 3 na 3a se podle vynalezu provadi tak, Ze
pasobenim alkyl ¢&i arylsulfonylchloridu se docili pfevedeni na reaktivni intermediat (napf.
alkyl- ¢&i arylsulfonat), ktery se solvolyzuje vroztoku vodného dimethylformamidu nebo
dimethylsulfoxidu

OCH, OCH,

(VD, (VID),

H 0\\“‘ > Fﬁ“‘“

B

pfi teplotach 75 az 150 °C za vzniku dosud nepopsaného 3a—hydroxy—5p—pregnan—12,20-dionu
vzorce VI. Solvolyzu je mozné provadét v pfitomnosti dusitanu sodného nebo draselného.
DalSim moZnym postupem pfipravy je formylace s inverzi piisobenim roztoku kyseliny mravenci
v pfitomnosti dialkylazodikarboxylatu a trifenylfosfinu a nasledna alkalicka hydrolyza vzniklého
3a~formyloxy—-5a—pregnan—12,20—dionu.

3o—fluor-So—pregnan—12,20—dion vzorce VII se pripravi tak, Ze alkyl &i arylsulfonit se
solvolyzuje bezvodym roztokem anorganického &i organického fluoridu, s vyhodou diethyl-
aminosulfurtrifluoridu ve vhodném rozpoustédle pfi teplotach 25 az 100 °C.

Vy3e popsané derivaty vzorci VI a VII jsou pouZitelné v lékafstvi v pfipadech, kdy je tfeba
modulovat aktivitu y-aminomaselné kyseliny. V piikladu provedeni 5 je tato aktivita doloZena
pokusem in vivo. Takovy intermediat byl za jinych podminek opét s inverzi konfigurace podle
vynalezu preveden na 3o—fluor-5So—pregnan—12,20—dion vzorce VII, ktery pfekvapivé modula¢-
ni aktivitu aminomaselné kyseliny vykazoval.

Piiklady provedeni
Priklad 1:  Pfiprava receptorti y-aminoméaselné kyseliny.

Pfedni mozek byl homogenizovan v 10 objemech ledové 0,32 M sachar6zy. Homogenat byl
10 min centrifugovan pfi 1000 g a vznikly supernatant opét stoden pii 20 000 g (20 min). Pelety
byly resuspendovany v 10 objemech ledové redestilované vody a centrifugovany pii 8000 g
(20 min). Vznikly supernatant byl stolen pfi 24 000 g (20 min). Pro dokonalé odstranéni
y-aminomaselné kyseliny byly pelety zamraZeny na 40 min, po rozmraZeni byly synaptické
membrany resuspendovany v 10 objemech pufru (pH= 7,4; 20 mM KH,PO, + 200 mM KCI)
a opét centrifugovany pfi 24 000 g (20 min). Tato operace byla opakovana tfikrat.
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Piiklad 2:  3a-Hydroxy—Sa~pregnan—12,20—dion (VI)

Z roztoku 3B-hydroxy—5o—pregnan—12,20-dionu (120 mg, 0,38 mmol, ref. Callow R. K.,
James V. H. T.: J. Chem. Soc. 1956, 4744 — 4749), trifenylfosfinu (300 mg, 1,14 mmol) ve smé&si
toluenu (10 ml) a benzenu (20 ml) byla rychle oddestilovana azeotropick smé&s (10 ml). Smé&s
byla michdna magnetickym michadlem v ledové 1azni a po 3 minutich byl za michani pfidan
diethylazodikarboxylat (10 kapek, 1,43 mmol). Po dalSich 8 min byla do Xlutého roztoku
pfikapéna bezvoda kyselina mravenéi (3 kapky, 1,43 mmol). Po 3 hod byla sm&s protiepana
roztokem hydrogenuhlititanu draselného (7%, 5 ml) a vodou, vysuSena bezvodym siranem
sodnym a odpafena ve vakuu k suchu. Odparek byl nanesen na tenkou vrstvu silikagelu (3 desky,
200 x 200 x 1 mm), kter4 byla vyvijena roztokem benzenu v etheru (50 %). Detekce produktu
byla provedena inspekci v UV svétle (234 nm) po postfiku morinem (0,02 % v methanolu). Eluce
lipofilniho pasu etherem poskytla 106 mg (78 %) 3a~formiatu. T.t. 195 az 197 °C (aceton);
[a]lp +178° (chloroform, ¢ = 0,95). '"H NMR spektrum: 0,89 s, 3H (H-19); 0,95 s 3H (H-18);
2,265, 3H (H-21); 3,32 t, 1H (/= 9,0 Hz, H-3,32 t, 1H (J= 9,0 Hz, H-11); 5,18 m, 1H
(W= 16 Hz, H-3), 8,05 s, 1H (HCOO). Pro C»,H;,0, (360,5) vypoéteno: 73,30 % C, 8,95 % H;
nalezeno: 73,23 % C, 9,0 % H.

Formiat (96 mg, 0,26 mmol) a hydrogenuhli€itan draselny (50 mg, 0,36 mmol) byly zahfivany
v roztoku methanolu (9 ml) a vody (1 ml) k varu. Po 10 min byla smé&s zahu$t&na ve vakuu na
Etvrtinu objemu a produkt byl vysrdZen vodou. Krystalizace sraeniny ze smési acetonu
a heptanu poskytla derivat VI (71 mg, 80 %) o t.t. 199 az 201 °C, [a]p +170° (c = 0,9). '"H NMR
spektrum: 0,87 s, 3H (H-19); 0,95 s, 3H (H-18); 2,27 s, 3H (H-21); 2,46 t, 1H (/= 8 Hz, H-17);
331t, 1H (J=9,0 Hz, H~11); 4,07 m, 1H (W = 16 Hz, H-3). Pro Cy;H,0; (332,5) vypodteno:
75,86 % C, 9,70 % H; nalezeno: 75,86 % C, 9,65 % H.

Priklad 3: 3 o—Fluor-5o-pregnan—12,20-dion (VII)

Diethylaminosulfur-trifluor (96,7 mg, 0,60 mmol) byl pfidan kroztoku 3p-hydroxy-So—
pregnan—12,20—dionu (100 mg, 0,3 mmol) v dichlormethanu (1 ml) pti 20 °C. Po dvou hodinich
byla reakéni smés nalita do 5% roztoku hydrogenuhligitanu draselného, produkt byl extrahovan
dichlormethanem, promyt vodou a suSen bezvodym siranem sodnym. Zbytek po odpafeni
rozpoustédla byl chromatografovan na dvou preparativnich deskéch silikagelu, eluce petrolether—
ether (7:3) poskytla 3o—fluor-Sa~pregnan—12,20-dion (36 mg, 36 %). T.t. 146 a% 149 °C
(aceton-heptan), [a]p +166° (¢ 1,08). IC spektrum: 1 702 (C=0), 992 (C-F). 'H NMR spektrum:
0,87 s, 3H (H-19); 0,95 s, 3H (H-18); 2,27 s, 3H (H-21), 2,48 t, 1H (/=8 Hz, H-17); 3,32 t, 1H
(/=9 Hz, H-11); 4,82 dm, 1H (J(F,H-3) = 49 Hz, H-3). Pro C;H;,FO, (334,5) vypoéteno:
75,41 % C, 9,34 % H, 5,68 % F; nalezeno: 75,29 % C, 9,36 % H, 5,49 % F.

Piiklad 4:  3a—Fluor-5o~pregnan—12,20—dion (VII)

Kroztoku 3B-hydroxy—5a~pregnan—12,20—dionu (100 mg, 0,3 mmol) v pyridinu (1 ml) byl
piidan 4-toluensulfonylchlorid (100 mg, 0,52 mmol) pfi 20 °C. Po 24 hodinich byla reak&ni
smés nalita do vody, produkt byl extrahovan chloroformem, promyt vodou, zfedénou kyselinou
chlorovodikovou (5%), vodou, roztokem hydrogenuhligitanu draselného (5%) a vodou. Po
vysuSeni bezvodym siranem sodnym, bylo rozpoustédlo oddestilovano. K odparku byl p¥idan
roztok tetrabutylamoniumfluoridu v tetrahydrofuranu (1M, 1,3 ml) a reakini sm&s byla
ponechéna v termostatu pfi 50 °C po dobu 4 dnil. Pak byla reakéni smés nalita do vody, produkt
byl extrahovan etherem, organickd vrstva byla promyta vodou, vysuSena bezvodym siranem
sodnym a rozpoust&dlo bylo odpafeno. Zbytek byl chromatografovan na 4 preparativnich deskach
silikagelu (petrolether:ether, 9:1) a bylo ziskdno 28 mg (28 %) 3a~fluor-So—pregnan—12,20—
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dionu. T.t. 147 az 149 °C (aceton-heptan). Vzorek byl identicky s produktem pfipravenym
v pfedchozim piikladu.
Priklad provedeni 5
Synaptické membrany zpfedniho mozku 3mésiéniho potkana samce kmene Wistar byly
inkubovény s (*H)muscimolem (5 nM) nebo s (**S)TBPS (2 nM). Nespecificka vazba byla
stanovena pomoci 1 mM kyseliny y-aminomaselné (40 % z totalni vazby (*H)muscimolu) nebo
200 pM pikrotoxinu (33 % z totalni vazby (**S)TBPS). Steroidy byly rozpustény v koncentrova-
ném dimethylsulfoxidu, zfedény redestilovanou vodou a sonifikovany (kone¢nd koncentrace
rozpoustédla byla 3 %).
Vysledky stimulace vazby muscimolu (EC(50)):

10 nM pro derivat VI, 114 nM pro derivat VII.
Vysledky inhibice vazby TBPS (vazba pti 100 nM koncentraci steroidu):

53,1 % pro derivat VI, 64,3 % pro derivat VII.

Primyslova vyuzitelnost

Steroidni derivaty podle vynalezu jsou vyuZitelné pro vyrobu lé€iv.

PATENTOVE NAROKY

1. 3oa—Substituované derivaty So—pregnan—12,20—dionu obecného vzorce IX

kde R znamené hydroxyl nebo fluor.

2. Zplsob vyroby derivatu podle niroku 1 obecného vzorce IX, kde R znamena hydroxyl,
vyznadujici se tim,Ze naslouteninu vzorce VIII
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(VIID)

HO

=

se piisobi alkyl &i arylsulfonylchloridem a vznikly alkyl &i arylsulfonat se solvolyzuje v roztoku
vodného dimethylformamidu nebo dimethylsulfoxidu p¥i teplotich 75 a% 150 °C za vzniku
3a-hydroxy—5o~pregnan—12,20—dionu vzorce VI

3. Zpisob vyroby podle néroku 2, vyzna&ujici se tim , Ze solvolyza se provadi
v piitomnosti dusitanu sodného nebo draselného.

4. Zpusob pfipravy derivatu podle néroku 1 obecného vzorce IX, kde R znamena hydroxyl,

10 vyznadujici se tim, Ze sloutenina shora uvedeného vzorce VIII se formyluje s inverzi
pisobenim roztoku kyseliny mravendi v pitomnosti dialkylazodikarboxylatu a trifenylfosfinu
a vznikly 3a—formyloxy—5o-pregnan—12,20—dion se alkalicky hydrolyzuje na 3o~hydroxy-5a—
pregnan—12,20—dion shora uvedeného vzorce VI.

15 5. Zpisob pfipravy derivitu podle niroku 1 obecného vzorce IX, kde R znameni fluor,
vyznadujici se tim, Ze na sloudeninu shora uvedeného vzorce VIII se pusobi alkyl &i
arylsulfonylchloridem a vznikly alkyl &i arylsulfonit se solvolyzuje bezvodym roztokem
anorganického €i organického fluoridu ve vhodném rozpoustédle pii teplotich 25 az 100 °C za
vzniku 3a—fluor-5o—pregnan—12,20—dionu vzorce VII

20

6. Zpisob pfipravy derivitu podle néroku 1 obecného vzorce IX, v ndmz R znamens fluor,
vyznadujici se tim, Ze nasloudeninu vzorce VIII
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(VIID)

HO

=

se pisobi fluora¢nim Einidlem, které nahradi 3—hydroxylovou skupinu atomem fluoru za vzniku
3a—fluor-50—pregnan—12,20—dionu vyse uvedeného vzorce VIL.

7. Zpisob podle niaroku 6, vyznadujici se tim, Ze fluorainim &inidlem je diethyl-
aminosulfurtrifluorid.

8. 3o—Substituované derivaty Sa—pregnan—12,20—-dionu obecného vzorce IX, kde R znamena
hydroxyl nebo fluor, pro pouziti jako neuroaktivnich latek modulujicich u¢inek kyseliny
y—aminomaselné.

Konec dokumentu
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