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hvori Rl har den ovenfor navnte betydning med en alkan=
carboxylsyre med 2 til 6 carbonatomer eller et reaktions-
dygtigt derivat deraf, eller

b) i ll-stillingen forethrer en 6a-methylprednisolon-21-
acylat med den almene formel III
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hvori Ry har den ovenfor navnte betydning med en trialkyl=
O/ & silylforbindelse eller forestrer med et derivat af en
H starkt sur monocarboxylsyre, dernast acylerer 17-stillingen
CH} med et carboxylsyrechlorid eller carboxylsyreanhydrid under
tilstedevarelse af 4-dimethylaminopyridin og fraspalter be-
hvori R, betegner en l-oxcalkylgruppe med 2 til 6 carbon= skyttelsesgruppen i ll-stillingen.

atomer eller en benzoylgruppe, og R2 betegner en l-oxo=
alkylgruppe med 2 til 6 carbenatomer, fremstilles ved, at
man pd 1 og for sig kendt mide
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Den foreliggende opfindelse angar en analogifremgangsmade til
fremstilling af hidtil ukendte 6a-methylprednisolonderivater
med den i kravet viste almene formel I, hvor R; betegner en
1-oxyalkylgruppe med 3-6 carbonatomer eller en benzoylgruppe.

Som eksempler pa& 1-oxoalkylgrupper Rp kan navnes propionyl,
butyryl, Visobutyry1, valeryl, 3-methylbutyryl, trimethylace-
tyl eller hexanoyl.

Det har vist sig, at de ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen
fremstillede forbindelser ved fokal applikation udviser en
signifikant kraftigere antiinflammatorisk virkning i forhold
ti1 den fra DE offentliggerelsesskrift nr. 2.144.405 kendte
17a,21-diacetoxy—11ﬁ-hydroxy-6a-methy1-1,4-pregnadien-3,20-di—
on og den fra JP patentansggning nr. 54/164373 (fra 1979)
kendte 115-hydroxy-6a-methy1-17a,21-dipropiony10xy—1,A-pregna-
dien-3,20-dion.

Desuden har derivaterne af 6a-methylprednisolon med den alme-
ne formel I pad overraskende made en gunstigere dissociation
mellem den onskede fokale virkning og ugnskede systemiske bi-
virkninger sammenlignet med 17a,21-diacetoxy-118-hydroxy-6a-
methyl-1,4-pregnadien-3,20-dion og 11ﬁ-hydroxy-6a—methy1-17a,
21—dipropiony1oxy-1,4—pregnadien-3,20-dion.

De omhandlede 6a-methylprednisolonderivater med den almene
formel I egner sig saledes i kombination med de i den galeni-
ske farmaci sadvanlige barestoffer til Tlokal behandling af
kontaktdermatitis, eksemer af forskellig art, neurodermatoser,
erythrodermi, forbrandinger, Pruritis vulvae et ani, rosacea,
Erythematodes cutaneus, psoriasis, Lichen ruber planus et ver-

rucosus og lignende hudsygdomme.

Fremstillingen af lazgemiddelspecialiteterne sker pd sadvanlig
made, idet man overforer de aktive stoffer med egnede tilsat-
ninger til den gnskede administrationsform, som f.eks.: Oples-
ninger, lotioner, salver, cremer eller plastere. I de saledes
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sammensatte lagemidler er koncentrationen af aktivt stof af-
hangig af administrationsformen. Ved lotioner og salver anven-
des fortrinsvis en koncentration af aktivt stof pa 0,001% til
1%.

Derudover er de omhandlede forbindelse, eventuelt i kombinati-
on med de sadvanlige barestoffer og hjalpestoffer, ogsa veleg-
nede til fremstilling af inhalationsmidler, der kan anvendes
til terapi af allergiske luftvejssygdomme, som f.eks. bronchi-

alastma eller rhinitis.

Den topiske eller fokale virkning af de omhandlede forbindel-

ser blev bestemt ved hj®lp af folgende vasokonstriktionsprove:

Proven blev gennemfort p& 8 raske forsggspersoner af begge
ken, som i de sidste to uger ikke havde modtaget nogen lokal
cortikosteroid-behandling. Efter fjernelse af Stratum corneum
og Stratum lucidum p& ryggen af forsegspersonerne (20-40 tesa-
filmafrivninger) blev 0,1 g af prazparatet pafert pa et 4 cm?
stort omrade uden okklusionsforbindelse. For at sikre at det
samme praparat blev administreret pa identiske hudarealer blev

disse pafgrt i roterende razkkefglge.

Vasokonstriktionen blev bedgmt visuelt efter 4 og 8 timer

efter folgende virkningsgrader:

absolut blegning,

2 = 1idt resterythemer,

3 = erythemer af middelsvar grad, redfarvningsintensitet i
middelomradet for afrevet, ubehandlet og ikke-beskadiget
hud,

4 = erythemer med 1idt blegning,

5 = ingen blegning eller forstarkning af erythemerne.

De enkelte vurderinger blev noteret.

I hver forssgsrakke blev der som referencestof anvendt diflu-
cortolon-21-valerianat (6a,9a-difluor-118-hydroxy-16a-methyl-
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21-valeryloxy-1,4-pregnadien-3,20-dion = DFV).

Differencen A for de enkelte undersggelsesrakker blev bestemt,
gennemsnitlige virkningsgrader for DFV og proveforbindelse
blev bestemt. En positiv afvigelse af A viser en gunstig, og
en negativ afvigelse viser en ugunstig virkning af provefor-

bindelserne sammenlignet med DFV.

1 den efterfolgende tabel er de iagttagne proveresultater an-
givet, som blev opnadet ved behandling af provepersonerne med

praparater indeholdende virksomt stof med forskellig koncen-

tration.

De systemiske bivirkninger blev bestemt ved hjelp af adjuvans-

gdem-proven, som udfgrtes pa felgende made:

SPF-rotter med en vagt pa 130 til 150 g blev til fremkaldelse
af en inflammationstilstand injiceret i hojre bagpote med 0,1
ml 0,5% Mycobacterium butyrium-suspension. Feor injektionen
blev poterumfanget hos rotterne malt. 24 timer efter injektio-
nen blev poterumfanget malt for at bestemme graden af woden.
Derefter blev der til rotterne intravengst indgivet forskelli-
ge mangder af preoveforbindelse. Efter yderligere 24 timer blev

poterumfanget bestemt pany.

Ud fra de fundne poterumfang bestemtes pa sadvanlig made den
mangde af preveforbindelse, der var nedvendig til at bevirke

en 50% lagning af potepdemet.

De opniede resultater er angivet i efterfoglgende tabel:
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Resultaterne viser at de ved fremgangsmaden ifolge opfindelsen
fremstillede forbindelser nr. 3 til 6 ved fokal administration
specielt ved lav koncentration er betydeligt mere virksomme
end de tidligere kendte forbindelser 1 og 2. Med undtagelse af
forbindelse 4 er alle de ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen
fremstillede forbindelser systemisk svagere virkende end de
tidligere kendte forbindelser 1 og 2. Dermed er forskellen
mellem den gnskede fokale aktivitet og ugnsket systemisk virk-
ning hos de hidtil ukendte forbindelser steorre end for de tid-

ligere kendte forbindelser.

Endvidere egner de omhandlede cortikoider sig ogsad i form af
kapsler, tabletter eller drageer, der fortrinsvis dindeholder
10 til 200 mg aktivt stof og administreres oralt, eller i form
af suspensioner, der fortrinsvis indeholder 100 til 500 mg ak-
tivt stof pr. dosisenhed og anvendes rektalt. De egner sig og-
s4 til behandling af allergiske sygdomme i tarmkanalen, sasom

Kolitis ulcerosa og Kolitis granulamatosa.

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen er ejendommelig ved det i
kravets kendetegnende del anferte. Den omhandlede fremgangs-
made kan gennemferes under de betingelser, som er beskrevet i
de tyske patentansggninger nr. 2.645.104, 2.645.105 og
2.340.591 samt i US patentskrift nr. 3.383.394.

De efterfeolgende udfgrelseseksempler tjener til illustration

af fremgangsmaden ifelge opfindelsen.

Eksempel 1

a) 10,0 g 115,17,21-trihydroxy—Sa—methy1-1,4-pregnadien-3,20—
dion og 1,0 g pyridiniumtosylat opleses i 80 m1 dimethyiform-
amid og 700 ml benzen. Ved en badtemperatur pa 140°C afdestil-
leres 300 ml1 benzen via en vanduskiller, oplesningen afkeles
kort til 80°C og tilsattes 24 ml orthopropionsyretriethyle-
ster. I lebet af 20 minutter afdestilleres den resterende ben-

zen med de let flygtige oplgsningsmiddelkomponenter. Efter



10

15

20

25

30

35

DK 160505 B

tilsatning af 12 ml1 pyridin inddampes under vakuum, og 17,21-
(1-ethoxy-propyliden-dioxy)-118-hydroxy-6a-methyl-1,4-pregna-
dien-3,20-dion opnas som olie. '

b) En suspension af ovenstdende ré&produkt i 300 ml1 methanol
opvarmes under tilbagesvaling med en blanding bestaende af 12
ml 0,1 M vandig natriumacetatoplesning og 108 ml1 0,1 N vandig
eddikesyre i 2% time ved 100°C. Der inddampes til uklarhed,
tilsattes vand og ekstraheres med rigelig eddikeester. Den or-
ganiske fase vaskes med vand, terres over natriumsulfat og
inddampes til terhed under vakuum. Raproduktet renses pa 600 g
kiselgel med em methylenchlorid-acetone-gradient (0-12% aceto-
ne). Udbytte 8,9 g 11ﬂ,21-dihydroxy-6a-methy1-17-propiony1-
oxy-1,4-pregnadien-3,20-dion. Smeltepunkt 214‘C.

¢c) 1,0 g 118,21-dihydroxy-6a-methyl1-17-propionyloxy-1,4-preg-
nadien-3,20-dion omrgrtes i 10 ml pyridin sammen med 5 ml1 ed-
dikesyreanhydrid i 1 time ved stuetemperatur og oparbejdedes
derefter. Der isoleres 790 mg 21-acetoxy-11g-hydroxy-6a-me-
thy1-17-propionyloxy-1,4-pregnadien-3,20-dion. Smeltepunkt
138°C.

Eksempel 2

a) 10,0 g 6a-methylprednisolon omsattes analogt med eksempel
la) med 24 ml1 orthobenzosyretriethylester til 17,21-(1-ethoxy-
benzylidendioxy)-118-hydroxy-6a-methyl-1,4-pregnadien-3,20-di-

on.

b) Den r& 17,21-(1-ethoxy-benzylidendioxy)-118-hydroxy-6a-me-
thyl-1,4-pregnadien-3,20-dion hydrolyseres, oparbejdes og ren-
ses under betingelserne ifolge eksempel 1b). Udbytte 7,5 g 17-
benzoyloxy-118,21-dihydroxy-6a-methyl-1,4-preghnadien-3,20-di-
on. Smeltepunkt 230°C.

c) 1,9 g 17-benzoyloxy-118,21-dihydroxy-6a-methyl-1,4-pregna-

dien-3,20-dion omsattes og oparbejdes analogt med eksempel 1c)
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med eddikesyreanhydrid. R&produktet renses pad 200 g kiselgel
med en methylenchlorid-acetonegradient (0-12% acetone). Der
isoleres 1,8 ¢ 21-acetoxy-17-benzoyloxy-118-hydroxy-6a-methy1-
1,4-pregnadieﬁ-3,20-dion. Smeltepunkt 258°C.

Eksempel 3

0,9 g 17-butyryloxy-118,21-dihydroxy-6a-methyl-1,4-pregnadien-
3,20-dion omsattes og oparbejdes analogt med eksempel 1c) med
eddikesyreanhydrid. Réproduktet renses pad 40 g kiselgel med en
methylenchlorid-acetonegradient (0-12% acetone). Udbytte 680
mg 2l1-acetoxy-17-butyryloxy-11g-hydroxy-6a-methyl-1,4-pregna-
dien-3,20-dion. Smeltepunkt 158°C,

Eksempel 4

a) Til en suspension af 36,5 g kobber (I)-jodid i 730 ml vand-
frit tetrahydrofuran tildryppes ved 0°C under argon 200 ml af
en 5% oplesning af methyllithium i ether. Den gule oplgsning
afkgles til -30°C og tilsattes en oplgsning af 29,0 g 118,17-
dihydroxy-21-isovaleryloxy-6a-methyl-1,4-pregnadien-3,20-dion
i 730 m1 vandfrit tetrahydrofuran. Der omreres yderligere i 10
minutter ved -25°C og tilsattes en vandig ammoniumchloridop-
losning. Efter ekstraktion med methylenchlorid vaskes den or-
ganiske oplesning, terres over natriumsulfat og inddampes un-
der vakuum. Raproduktet renses pa 750 g kiselgel med en methy-
lenchlorid-acetone-gradient (0-20% acetone). Udbytte 18,2 ¢
118,21-dihydroxy-1T-isovaleryloxy-6a-methyl-1,4-pregnadien-
3,20-dion. Smeltepunkt 164°C.

b) Analogt med eksempel 1c) omsazttes, oparbejdes og renses 1,5
g 118,21-dihydroxy-17-isovaleryloxy-6a-methyl-1,4-pregnadien-
3,20-dion i 15 m1 pyridin med 7,5 ml eddikesyreanhydrid. Der
isoleres 980 mg 21-acetoxy-118-hydroxy-17-isovaleryloxy-6a-me-
thyl-1,4-pregnadien-3,20-dion. Smeltepunkt 172°C.
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Eksempel 5

a) Under betingelserne fra eksempel 4 omlejres, oparbejdes og
renses 3,6 ¢ 115,17-dihydroxy-sa-methyl-21-frimethy1acetoxy-
1,4-pregnadien-3,20-dion til 780 mg 118,21-dihydroxy-6a-me-
thyl—l?-trimethy1acetoxy—l,4—pregnadien-3,20-dion.

b) Som beskrevet i eksempel 1c) omsattes og oparbejdes 700 mg
113,21-dihydroxy-6a-methy1-17-trimethy1acetoxy-1,4-pregnadien—
3,20-dion med eddikesyreanhydrid. Udbytte 610 mg 21-acetoxy-
115-hydroxy—6a—methy1—17-trimethy1acetoxy-1,4—pregnadien-3,20-
dion. Smeltepunkt 201°C.

Eksempel 6

a) En oplesning af 5,0 ¢ 21-acetoxy-118,17-dihydroxy-6a-meth-
y1-1,4-pregnadien-3,20-dion i 25 ml pyridin tilsattes ved
-15°C drabevis 3 ml1 trifluoreddikesyreanhydrid og omrgres i 10
minutter ved -10°C. Der tilsattes en isvand-natriumchloridop-
lesning og bundfaldet frafiltreres. Bundfaldet optagés i me-
thylenchlorid, vaskes neutralt og inddampes til tgsrhed over
natriumsulfat i vakuum. Udbytte 5,4 g 2l1-acetoxy-17-hydroxy-
6a-methy1-115-trif1ubracetoxy-1,4-pregnadien—3,20—dion,

b) 4,0 g af det under a) dannede raprodukt omreres i 50 ml1 di-
ethylenglycoldimethylether og 6,0 m1 propionsyreanhydrid med
6,5 g 4-dimethylaminopyridin i 18 timer ved'stuetemperatur.
Efter sadvanlig oparbejdning isoleres 4,5 g 21-acetoxy-6a-me-
thy]—17-propiony1oxy—115—trif1uoracetoxy—l,4—pregnadien-3,20—

dion.

c) 3,5-g 21-acetoxy-6a-methyl-17-propionyloxy~-118-trifluor-
acetoxy-1,4-pregnadien-3,20-dion omrgres i 80 m1 methanol og
4,2 ml1 triethylamin i 4 timer ved stuetemperatur. Raproduktet
renses p& 600 g kiselgel med en methylenchlorid-acetone-gra-
dient (0-15% acetone), og der isoleres 2,3 g 21-acetoxy-118-
hydroxy-sa—methyl~17—propiony10xy-1,4-pregnadien-3,20-dion.
Smeltepunkt 138°C.
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Eksempel 7

Et 7-14 dage gammelt glurt-skrargr med Curvularia Tunhata NRRL
2380 skylles med 3 ml fysiologisk kogsaltoplgsning, og dermed
podes en 2 liter Erlenmeyerkolbe, som indeholder 500 ml af en
i 30 minutter ved 120°C i autoklav steriliseret naringsoples-
ning af 2% glucose og 2% majsstobevaske, som er indstillet pa
pH 6,5. Efter 60 timers rystning i en rotationsryster (165 om-
drejninger pr. minut) ved 30°C tjener 250 ml af denne dyrkede

kultur til podning af af forfermenteringsbeholderen.

En 20 liter forfermenteringsbeholder, der er péafyldt 15 liter
af et ved 121°C og 1,1 ato steriliseret naringsmedium med sam-
me sammensatning som dyrkningsmediet, podes med 250 ml dyrk-
ningskultur. Under tilsatning af antiskummiddel (Silicon SH,
et i Danmark ikke-registreret varemarke) lader man kimdannel-
se finde sted ved 29°C og 0,7 ato tryk under Tluftning (15
1/min.) og omrering (220 omdrejninger/minut). 1,5 Tliter af
denne forfermenteringskultur tjener til podning af hovedfer-

menteringsbeholderen,

En 20 1liter hovedfermenteringsbeholder, der er pafyldt 13,5
liter af et steriliseret naringsmedium af 3% majsstebevaske og
0,7% glucose, indstillet p& pH 5,5, podes med 1,5 liter for-
fermenteringskultur. Efter en vakstfase p& 12 timer under for-
fermenteringsbetingelser tilfores en steriliseret oplesning af
12,18 g 17,21-(1-methoxy-ethylidendioxy)-6a-methyl-4-pregnen-
3,20-dion i 130 ml1 dimethylformamid, og der bliver yderligere
omrgrt og luftet. 4 timer efter substrattilsatningen indstil-
les kulturmediets pH-vardi pa pH 4,5, og ved automatisk sty-
ring med 16% NaOH/20% H2S04 holdes p& denne vardi + 0,2 pH
indtil afslutningen af hydroxyleringen (51 timers kontakttid).

Efter afsluttet hydroxylering overferes halvdelen af kulturvo-
lumenet (6,5 liter) til en anden steriliseret fermenteringsbe-
holder, og begge kulturer forenes med samme volumenmazngde (6,5

liter) af en i mellemtiden dyrket Arthrobacter simplex-kultur
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ATCC 6946, hver kimdannelse har fundet sted i 24 timer. Der-
nest indstilles pH-vardien pa 5,5 og holdes ved hjalp af auto-
matisk styring, lige som i det fgrste fermenteringstrin, pa
denne vardi, indtil omdannelsen er tilendebragt. Efter 22 ti-
mer i kontakt med Arthrobacter-kulturen er dehydratiseringen

fuldstendig.

Til oparbejdningen filtreres fermenteringsbeholderindholdet,
og savel kulturfiltratet som det frafiltrerede myceiium eks-
traheres separat med methylisobutylketon. Ekstrakterne forenes
og koncentreres fgrst 1 en rotationsfordamper ved ca. 40°C
under vakuum til1 1 liter, og dernast inddampes i en 2-liter
rundko]be'pé en rorationsfordamper under vakuum ved 40°C bad-
temperatur indtil fuldstandig terhed. Den tilbageblivende
o]ieagtigerreSt tilsattes 400 ml1 hexan, rystes kortvarigt, og
vaskehexanen, hvor siliconeolie og lipid er indeholdt, dekan-
teres. Dernast tilsazttes resten endnu en gang 400 ml hexan og
omrgres i 2 timer pa en 1laboratorie-magnet-omrgrer. Den nu
fuldstendigt krystalliserede rest suges fra, vaskes med 100 ml
hexan og torres i 4 timer ved 60°C i et vakuumterreskab. Der
opnas krystallinsk 17-acetoxy—115,21-dihydroxy—6a?methy1-1,4-
pregnadien-3,20-dion med et smeltepunkt pa 198-201°C i et ud-
bytte pa 78% af det teoretiske udbytte.

Patentkrav.

Ana]ogifremgangsméde til fnemst{11ing af 6a-methylprednisoion-
derivater med den almene formel I
?HZOCOCH3

£=9

(1)
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hvori Ry betegner en 1-oxoalkylgruppe med 3 til 6 carbonatomer

eller en benzoylgruppe, k ende t egnet ved, at man

a) i 21-stillingen forestrer et 6a-methylprednisolon-17-acety-

1at med den almene formel II

?HZOH

=0

(II)

hvori R1 har den ovenfor navnte betydning med eddikesyre eller

et reaktionsdygtigt derivat deraf, eller

b) i 11-stillingen forethrer et 6a-methylprednisolon-2l-acety-

lat med den almene formel III

CHZCCOCH}

(ITI)

med en trialkylsilylforbindeise eller forestrer med et derivat
af en stazrkt sur monocarboxylsyre, dernast acylerer 17-stil-
lingen med et carboxylsyrechlorid af en alkancarboxylsyre med
3-6 carbonatomer eller af benzoesyre eller carboxylsyreanhy-
drid af en alkancarboxylsyre med 3-6 carbonatomer eller af
benzoesyre under tilstedevarelse af A-dimethylaminopyridin og

fraspalter beskyttelsesgruppen i 11-stillingen.
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