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MENETELMA ATSOLIJOHDANNAISTEN VALMISTAMISEKSI - FORFA-
RANDE FOR FRAMSTALLNING AV AZOLDERIVATOR

Keksinndn kohteena on menetelmd terapeuttises-
ti kdyttdkelpoisten uusien atsolijohdannaisten valmis-
tamiseksi, joilla on kaava I

) I
-

-Q-CHZ-NH—CO-R3

R2

jolloin R, ja R, tarkoittavat fenyylid tai fenyylid, joka
on substituoitu kloorilla tai fluorilla;

R, tarkoittaa C, _alkyylid; C _alkoksia; indolyylid;
indanyylia; C,_alkyylid, joka on substituoitu syanolla,
bentsyylioksilla tai metoksitrietyleenioksilla; fenyy-
1liad, joka on substituoitu kloorilla, fluorilla tai

syanolla; tai bifenylyylid, joka on substituoitu kloo-

R

rilla; ja

X tarkoittaa CH tai N;

jolloin kun R, on metyyli, R, ja/tai R, tarkoittaa kloo-
rilla tai fluorilla substituoitua fenyylid.

Mono-substituutio on edullinen, erityisesti p-
asemassa, kun R, ja R, tarkoittavat substituoitua fe-
nyylid.

Seuraavat merkitykset kaavassa I oleville
symboleille ovat edullisia joko yksin tai yhdistelmina:
R, ja R, on p-F-, erityisesti p-Cl-fenyyli. X on CH. R,
omaa edelld mainitut edulliset merkitykset ja on eri-
tyisesti p-F-, p-Cl tai p-CN- fenyyli.

Erddssd edullisessa kaavan I mukaisten yhdis-
teiden ryhmdssd R, R, ja X tarkoittavat samaa kuin
edelld ja R, on substitucimaton tai mono- tai poly-
substiuoitu alkyyli, aryyli tai heteroaryyli.

Kaavan I mukaiset yhdisteet voivat olla va-
paassa muodossa tai happoadditiosuolojen muodossa.

Tekniikan tason osalta viitataan saksalaiseen
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hakemusjulkaisuun DE 2 041 771, jossa on esitetty jouk-
ko fenyyli-imidatsolyylialkanyylijohdannaisia. Jul-
kaisun mukaiset yhdisteet ovat tunnettuja antimykootti-
sina aineina. Nyt on kuitenkin yll&ttden todettu, ettéd
viitatun hakemusjulkaisun mukaisista, hyvin laajan ja
epdtdsmdllisen mddrittelyn johdosta sadoista mahdolli-
sista yhdisteistd vain erdilld on aromataasia inhi-
boivaa aktiivisuutta. Esilld olevan keksinndn mukaisia
yhdisteitd, jotka muodostavat yhtendisen yhdisteiden
ryhmdn omine ylldttdvine ominaisuuksineen, ei ole kui-
tenkaan kuvattu konkreettisin esimerkein viitatussa
julkaisussa DE 2041771.

Kaavan I mukaiset yhdisteet vapaassa muodossa
tai happoadditiosuolan muodossa voidaan valmistaa kek-
sinnén mukaisesti asyloimalla kaavan II mukainen yhdis-

te
!I !N

]
—(‘Z-CHZ—NH2
R

2

Ry

jossa R, R, ja X tarkoittavat samaa kuin edelld, kdyt-
tden karboksyylihappoa R,COOH tai sen reaktiivista
johdannaista ja ottamalla talteen ndin saatu yhdiste
vapaassa muodossa tai happoadditiosuolan muodossa.

Asylointi suoritetaan edullisesti konventio-
naaliseen tapaan.

Keksinnén mukainen menetelmd voidaan toteuttaa
esim. antamalla kaavan II mukaisen yhdisteen reagoida
vastaavan happohalidin kanssa liuottimessa, joka on
inertti reaktio-olosuhteissa, esim. orgaanisessa tai
epdorgaanisessa emdksessd, joka samanaikaisesti toimii
happoa sitovana aineena, esim. pyridiinissd, valinnai-
sesti lisddmdlld asylointia kiihdyttdvdd ainetta, kuten
4-dimetyyliaminopyridiinid. Asylointia varten kaavan I1
mukainen yhdiste voidaan myds antaa reagoida esim.
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hapon R,COOH aktiivisen esterin kanssa. Reaktio voidaan
toteuttaa esim. pyridyyli-2-tioliesterilld seoksessa,
joka on inertti reaktio-olosuhteissa, esim. di-alem-
pialkyyli-karboksyylihappoamidissa, kuten dimetyyli-
formamidissa, huoneenlampotilassa. Lisdksi kaavan 1II
mukaisen yhdisteen voidaan antaa reagoida R,COOH kanssa
N-hydroksi-bentsotriatsolin ja disykloheksyylikarbodi-
imidin l&dsndollessa.

Lopputuote voidaan eristdd reaktioseoksesta
tunnetuilla menetelmilld ja puhdistaa tarvittaessa.

Kaavan II l&htBaineet ovat osittain uusia ja
ne voidaan saada esim. seuraavan reaktiokaavion mukai-

sesti:

Ry-CO-CH, + NH,OH.HCL —— R -C-CHy + 2 R,MgHal —

1
NO
R H

X7 ¢ ) |
Ra\y Xyl —— 11

N
H H

Loput lahtdaineet, kuin myds asylointiaineet,
ovat tunnettuja tai ne voidaan valmistaa analogisesti
tunnettujen menetelmien kanssa, tai vastaavasti analo-
gisesti esimerkeissd kuvattujen menetelmien kanssa.

Seuraavissa esimerkeissd, jotka havainnollis-
tavat keksint®6d yksisyiskohtaisemmin, mutta rajoitta-
matta keksintdd, kaikki l&mpdtilat on annettu Celsius-
asteina ja ovat korjaamattomia.

Esimerkki 1: 2,2-Bis-{4-kloorifenyyli)~2-(1H-imidatsol-
1-yyli)-1-(4-klooribentsoyyliamino)etaani

0.34 ml 4-klooribentsoyylikloridia lisdtdén
tipoittain samalla j&d&118 jddhdyttden 670 mg 2,2-bis-
(4-kloorifenyyli)-2-(1H-imidatsol-1-yyli)-l-aminoetaa-
niin 4 ml kuivassa pyridiinissd. Seosta sekoitetaan 4 h
ajan huoneenldmpétilassa. Se kaadetaan kylm&dn, kyl-
lastettyyn natriumvetykarbonaattiliuokseen ja uutetaan
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etyyliasetaatilla. Yhdistetyt orgaaniset faasit pestdédn
kyllédstetylld natriumvetykarbonaattiliuoksella ja nat-
riumkloridiliuoksella, kuivataan magnesiumsulfaatilla
ja konsentroidaan haihdutuksella. Jddnnds kiteytyy
etyyliasetaattin ja dietyylieetteriin 1liuotettuna.
varittomid kiteitd, sp: 241-244°,

2,2-Bis-(4-kloorifenyyli)-2-(1lH~imidatsol-1-
yvli)-l-aminoetaani, jota kdytettiin ldhtdaineena saa-
daan seuraavasti.

a) 2,2-bis-(4-kloorifenyyli)atsiridiini

Grignard-liuos, joka sisdltdd 8.45 g magnesiu-
mia ja 36 ml bromobentseenid 200 ml absoluuttisessa
eetterissd, sekoitetaan 300 ml kuivaan tolueeniin ja
eetteri tislataan pois, kunnes sisdldmpétilaksi tulee
107°. Tdmdn jdlkeen 28.8 g p-klooriasetofenonioksiinia
100 ml kuivassa tolueenissa ligdtddn tipoittain kiehu-
vaan liuokseen, seosta refluksoidaan 11 h ja sitten
sekoitetaan samalla j&d114 jddhdyttden 300 ml 20 %
ammoniumkloridiliuoksen kanssa. Faasierotuksen jédlkeen
vesifaasia uutetaan eetterilld. Yhdistetyt orgaaniset
faasit pestddn kylldstetylld natriumkloridiliuoksella,
kuivataan magnesiumsulfaatilla ja konsentroidaan haih-
duttamalla. Oljyinen jddnnds kromatografoidaan silika-
geelilld (0,040 - 0.063 mm) petrolieetterilld 60 - 80°
ja dietyylieetteri/petrolieetterilld (3/2). Ndin saatu
ruskea 6ljy karakterisoidaan NMR-spektrilld. 'H-
NHR(CDCl,): 2.36 (2H, s, leved, =-CH,): 7.20 - 7.55
(8H,m,aromaat).

b) 2,2-bis-(4-kloorifenyyli)-2-(1lH-imjdatsol-
l-yyli)-l-aminocetaani

3.96 g 2,2~di~(4-kloorifenyyli)atsiridiinié
kuumennetaan 95° ldmpétilassa (sulaa) 20 h 5.1 g imi-
datsolin kanssa. Sulate otetaan talteen etyyliasetaat-
ti/vedelld, ja H,0 faasia uutetaan muutamia kertoja
etyyliasetaatilla. Orgaaniset faasit pestddn 0,25 %
viinihappoliuoksella ja kylldstetylld natriumkloridili-
uoksella, kuivataan magnesiumsulfaatilla ja konsentroi-
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daan haihduttamalla. J4dnnés, kuin myds haluttu tuote,
sisdltdd myds paikkaisomeeri- 1,1-bis-(4-kloorifenyy-
li)-2-(1H-imidatsol-1l-yvli)-l-aminoetaania ja erotus
suoritetaan silikageelilld (0,040 - 0.063 mm) dikloori-
metaani/metanoli/petrolieetterilld (20/1/5). Saadaan
viskoosia keltaisenruskeaa &ljyd.
'H-NMR(CDCL,): 1,40 (2H, leved, -NH,); 3.90 (2H, s,
-CHZ); 6.9 - 7.5 (6H, m, aromaat., imidatsoli); 7.68
(1H, imidatsoli).

Seuraavat ldhtdaineet saadaan analogisesti:

2,2-bis-fenyyli-2(1H-imidatsol-1-yyli)-1-ami-
noetaani (esimerkki 2). Saadaan viskoosina kellertdvédnd
61jynéd;

2,2-bis-(4-kloorifenyyli)-2-(1H~1,2,4-triat-
sol-1-yyli)-l-aminoetaani (esimerkki 3). Saadaan vis-
koosina keltaisenruskeana 8ljyné;
'H-NMR (CDC1,): 1.75 (2H, s, leved, -NH,): 3.93 (2H, s, -
CH,; 6.9 - 7.5) (8H, m, aromaat.): 7.88 (1lH, s, triatso-
li): 8.10 (1H, s, triatsoli).

Seuraavat kaavan I mukaiset yhdisteet voidaan
saada analogisesti esimerkin I kanssa sopivasta ldhté-

aineesta.
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Esim. | X | Rl RZ R3 j $.p.°C
= i
2 CH | CH, CeHe v rCl 193-197
3 N Um \\_4->'C] - 158-162
4 CH | "~ -CH, 178-182°
5 CH | "-v -C(CHy), 131-136°
6 lcu | oo ] «Mm 220-224
T—
7 |cH e -/\/@ 144-146°
t 2
8 CH | “-» RN amorf.
H
w_n “won amor:.
9 CH OCZHS |
10 CH "an o CH(CH3)—O-CH2{g:;> amorf. (rase~'
maatti)
i O
R I TI RE Ly 253-256°
H
™\
12 |CH | va» -y »CN 233-235°
\9,
13 CH "_ w_n CHZ(O‘CHZ‘CH2)3OCH3 oljy
14 | CH | Ven CH,,~CN 219-220°
- - ' -—Hﬁ'\
N S s R G Sl A 218-220°
16 | CH | v-» -’\E/\,-m 229-232°
17 | CH | " CH 181-183°
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Kaavan I mukaiset yhdisteet omaavat farmakolo-
gista aktiivisuutta ja soveltuvat tdmidn vuoksi kdytet-
tdvdksi farmaseuttisina aineina.

Erityisesti yhdisteet osoittavat aromataasia
inhiboivaa aktiivisuutta seuraavissa kokeissa.

1. Aromataasin inhibitio in vitro

Entsyymil&hteend k&ytetddn ihmisen istukan
mikrosomeja. Ndiden mikrosomien preparoimiseksi otetaan
koko ihmisen istukka jd&hdytettynd laboratorioon heti
synnytyksen jédlkeen, ylimddrd verta poistetaan huuh-
tomalla perusteellisesti 0.25 M sokeriliuoksella, sit-
ten istukka leikataan paloiksi ja vdlittdmdsti homo-
genisoidaan samalla jddhdyttden (1lg elintd + 1.5 g
KCl/tris puskuri, pH 7.4; ultraturrax 3 x 10 s/0 °C).
Osittain rikkoutuneiden solujen, solutumien ja mito-
kondrioiden 200, 7000 ja 11000 g, 10 min jokaiselle,
sedimentaation jdlkeen saadaan mikrosomifraktio postmi-
tokondriaaliseen supernatantin 105,000 g/60 min sentri-
fugoinnilla. Pelletti, joka pestddn kerran, suspendoi-
daan t&mdn jdlkeen isotonisessa KCl/tri puskurissa 0,5
- 1 uM konsentraation omaavaan Cyt P-450.

Aromataasiaktiivisuuden mdadritys suoritetaan
modifioidulla tunnetulla menetelmdlld (Thompson E.A.,
Siiteri P.K. [1974], J. Biol. Chem. 249, 5364 - 5372),
kdyttden 15, 28 ’H-androstenedionia substraattina NADPH
regenerointisysteemin ldsndollessa. Testiyhdisteet
lisdatddn konsentraationa 0.01 ja 1 uM. 30 min 37 °C
lampétilassa inkuboinnin jdlkeen reaktio lopetetaan
sekoittamalla suuri ylimddrd kloroformia, ja vesi- ja
orgaaninen faasi erotetaan. Vesifaasin radioaktiivisuus
katsotaan johtuvan %go:sta, jota muodostuu, kun 18, 2B
’H-androstenedioni aromatisoituu oestroniksi, ja sita
kdytetddn entsymaattisen aktiivisuuden mittana. Yhdis-
teet, jotka merkittdvdsti inhiboivat aromataasia ndissd
koeolosuhteissa, testataan tdmidn jdlkeen laimennetulla
konsentraatiovdlilld IC, -arvojen mddrittémiseksi.

Seuraavassa taulukossa on esitetty IC, -arvoja
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esimerkeissd valmistetuille yhdisteille.

TAULUKKO:

Esimerkki/ao yhdiste IC,,/nM

1 4,2
7 6
8 8
9 9
10 9,6
12 3,4
13 7,2
15 15

2, Ovulaation inhibitio

Sddnndllisen kierron omaavat naarasrotat saavat
testiainetta aikana klo 16.00 pdivdnd ennen ovulaatiota
ja aikana klo 11.00 ovulaatiopdivdnd. Ovulaatio mddri-
tetddn laskemalla munasolut vaginaalindytteestd.
3. Vaikutus munasarja-aromataasiin ja E2 tuottoon in

vivo

Aikuisia naarasrottia esikdsitellddn 12 pdivén
ajan 25 IU/pdivd s.c. PMSG:1la (raskaana olevan tamman
seerumin gonadotropiinia), 13, pédivdnd testiainetta
annetaan oraalisesti konsentraationa 0.032 - 10 mg/kg.
Tdmdn jdlkeen rotat tapetaan 8, 24 ja 48 h myShemmin ja
veri ja munasarjat poistetaan. Mikrosomit preparoidaan
yhdestd kunkin eldimen munasarjasta, ja aromataasiak-
tiivisuus mddritetddn kuten on esitetty edelld. Oestra-
dioli uutetaan toisesta munasarjasta ja sen mddrd méd-
ritetddn RIA avulla; samalla lailla mdidritetddn veren
oestradioli,.
4. Subkrooniset vaikutukset in vivo

Testiainetta annetaan kerran pdivdssd 7 pdivéan
ajan nuorille, 23 pv vanhoille, naarasrotille. 4. - 7.
pdivind injektoidaan s.c. lisdksi testosteronipro-
pionaattia. 8. pdivand eldimet tapetaan, veret ker&dtdidn
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ja kohdut poistetaan, puhdistetaan ja punnitaan. Tes-
tosteronin anto aikaansaa huomattavan kohdun painon
kohoamisen, mikd Jjohtuu testosteronin muuttumisesta
aromataasin avulla oestrodioliksi. Siten metrauksen
(kohdun 1liikakasvu) inhibitio testiaineella 7 pdivdn
kdsittelylld on aromataasin tuottaman oestrogeenin
inhibition tarkka mitta.
5. Krooniset vaikutukset

Oestrogeenista johtuvat rinnan kasvaimet indusoi-
daan rotissa oraalisella kerta-annolla 7, 12-dimetyyli-
bents[a]antraseenia (DMBA). Ké&sittely tesiaineella
aloitetaan, kun kasvaimet ovat saavuttaneet keskiar-
vokoon n. 1500 m’ ja jatkuneet 6 viikon ajan.

Kaavan I mukaiset yhdisteet osoittavat tdtd ak-

tiivisuutta p.o. konsentraatioin n. 1 mg/kg - n. 10
mg/kg kerran tai kahdesti pdivdssd annettuna.

Aromataasilla on tdrked osa oestrogeenien biosyn-
teesissd nisdkkdilla.

Tédmén entsyymin blokkaus spesifisilld inhibiit-
toreilla voi vaikuttaa normaalin steroiditason voimak-
kaaseen madaltumiseen. Tdllainen steroiditason ei-inva-
siivinen kemiallinen alentaminen vastakohtana kirur-
giselle hormonia tuottavien elinten (eturauhanen, muna-
sarjat, adrenaalirauhaset) poistolle, tuo toivottavan
vaihtoehdon ja 1lisédn steroideihin yhteydessd olevien
kasvaimien, esim. eturauhasen kasvaimien, polykystisen
munasarjasyndrooman, maitorauhassydvdn, munasarjojen
kasvaimen, kohdun 1limakalvon kasvaimien, kuin myds
Cushing'n syndrooman, hoitoon.

Tdman vuoksi kaavan I mukaisia yhdisteitd voidaan
kdyttdd steroidisynteesien spesifisind inhibiittoreina,
edelld luetteloitujen kasvaimien hoidossa. Indikoitu
sopiva pdivdannos on n. 10 mg - n. 100 mg kaavan I
mukaista yhdistettd sopivasti annettuna, esim. neljédsti
pdivdssd annettaviin annoksiin jaettuna.

Kaavan I mukaiset yhdisteet voidaan antaa mitad
tahansa konventioconaalista tietd, erityisesti enteraali-
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sesti, edullisesti oraalisesti, esim. tablettien tai
kapselien muodossa, tai parenteraalisesti, esim. injek-
toitavien liuosten tai suspensioiden muodossa.

Kaavan I mukaisia yhdisteitd voidaan antaa vapaan
emdksen muodossa tai farmaseuttisesti hyvdksyttédvén
happoadditiosuolan muodossa. Tdllaiset suolat voidaan
valmistaa konventionaaliseen tapaan, Jja ne omaavat
samaa luokkaa olevan aktiivisuuden kuin vapaat emdkset.
Esilld oleva keksintd tuo myds esiin farmaseuttiset
ainekokoomukset, jotka sisdltdvdt kaavan I mukaista
vhdistettd vapaan emdksen tai farmaseuttisesti hyvak-
syttdvdn happoadditiosuolan muodossa yhdessd ainakin
vhden farmaseuttisen kantajan tai laimennusaineen kans-
sa. Tdllaiset ainekokoomukset voidaan valmistaa konven-
tionaaliseen tapaan. YksikkSannosmuodot sisdltdviat,
esim. n. 2.5 mg - 50 mg kaavan I mukaista yhdistettd
vapaan emdksen tai farmaseuttisesti hyvdksyttdvdn hap-
poadditiosuolan muodossa.

Keksintd koskee myos kaavan I mukaisia yhdisteitd
vapaassa muodossa tai farmaseuttisesti hyvdksyttdvéan
happoadditiosuolan muodossa kdaytettdvdksi farmaseut-
tisena aineena, erityisesti aromataasi-inhibiittoreina,
ja kaavan I mukaisten yhdisteiden kdytt8d vapaassa
muodossa tai farmaseuttisesti hyvdksyttdvdn happoad-
ditiosuolan muodossa valmistettaessa aromaataasi-inhi-
bitioon tarkoitettua l&dkevalmistetta.
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PATENTTIVAATIMUS

Menetelmd kaavan I mukaisen farmaseuttisesti
aktiivisen atsolijohdannaisen valmistamiseksi vapaassa
muodossa tai happoadditiosuolan muodossa,

)
= I
| ~C-CH,,-NH-CO-Ry

|
R

R
2

jolloin R, ja R, tarkoittavat fenyylid tai fenyylid, joka
on substituoitu kloorilla tai fluorilla;

R, tarkoittaa C, _,alkyylid; C, _,alkoksia; indolyylid;
indanyylid; C _,alkyylid, joka on substituoitu syanolla,
bentsyyliocksilla tai metoksitrietyleenioksilla; fenyy-
lid, joka on substituoitu kloorilla, fluorilla tai
syanolla; tai bifenylyylid, joka on substituoitu kloo-
rilla; ja

X tarkoittaa CH tai N;

jolloin kun R, on metyyli, R, ja/tai R, tarkoittaa kloo-
rilla tai fluorilla substituoitua fenyylié; tun -
nettu siitd, ettd asyloidaan kaavan II mukainen

vhdiste,

| N
Ly
|
R1-~C—CH2—NH2 11

R

2

jossa R,, R, ja X tarkoittavat samaa kuin edelld, yhdis-
teelld R,COOH tai sen reaktiivisella johdannaisella,
Jjossa R, tarkoittaa samaa kuin edelld, ja saatu yhdiste
otetaan talteen vapaassa muodossa tai happoadditiosuo-

lan muodossa.
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PATENTKRAV

Férfarande for framstdllning av ett farmaceutiskt
aktivt azolderivat enligt formel I i fri form eller i

form av ett syraadditionssalt,

Q___y I

)
|
R

\=

Rl— -CHZ—NH—CO—R3

2

vari R, och R, &r fenyl eller fenyl, som dr substituerad
med klor eller fluor; R, ar dealkyl; eralkoxi; in-
donyl; indanyl; C, alkyl, som &r substituerad med cyano,
benzyloxi eller metoxitrietylenoxi; fenyl, som dr subs-
tituerad med klor, fluor eller cyano; eller bifenyl,
som &r substituerad med klor; och

X 8r CH eller N;

varvid dd R, &r metyl, R och/eller R, &r fenyl substi-
tuerad med klor eller fluor; kdnnetecknat
ddrav, att en fdrening med formel II acyleras

Qj;iﬁ II

Rl-g—CﬂszHZ
2

vari R, R, och X betyder detsamma som ovan, med f&-
reningen R,COOH eller dess reaktiva derivat, vari R,
betyder detsamma som ovan och den erhdllna f&reningen
tas tillvara i fri form eller i form av ett syraaddi-

tionssalt.
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