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20-methylsubstituované derivaty vitaminu D , zpisob jejich
vyroby, farmaceutické preparaty tyto latky obsahujici

a jejich pouziti

Oblast technik

Vynalez se tyka 20-methylsubstituovanych derivatt
vitaminu D, zpusobu jejich vyroby, farmaceutickych preparatt
tyto latky obsahujicich a pouziti téchto latek pro vyrobu

1léciv.
Dosavadni stav_techniky

Pfirodni vitaminy D, a Dy (viz obecny vzorec V1)
jsou samy o sob& biologicky inaktivni a teprve po hydroxy-
laci v poloze 25 v jatrech, popfipadé v poloze 1 v ledvi-
nach, se preménuji na biologicky aktivni metabolity. U¢i-
nek vitamini D, a D3 spodiva ve stabilisaci hladiny blas—

++

ma-Ca a plasma-fosfatu ; pisobi proti poklesu hladiny

plasma-Ca++.

V1)
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Ergokalciferol : R% = RP = H , RC = CH, vitamin D,
dvojna vazba C-22/23

Cholekalciferol : R® = RP = R® = H vitamin D
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25-hydroxycholekalciferol : R%
la-hydroxycholekalciferol : R®
la,25-dihydroxycholekalciferol : R%

-> kalcitriol.
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Vedle vyznac¢ného u¢inku na vyménu vapniku a foafath
maji vitaminy D, a D3 a jejich syntetické odvozeniny ucin-
ky inhibujici proliferaci a diferencujici burikky (H. F. De
Luca, "The Metabolism and Function of Vitamin D" v Bioche-
mistry of Steroid Hormones, Hrsg. H. L. J. Makin, 2. edice,

Blackwell Scientific Publications 1984, str. 71-116).

P#i pouzZiti vitaminu D miZe ale dojit k jevim pfe-

davkovani (hyperkalcemie).

la-cholekalciferoly, hydroxylované v poloze 24 , vy-
plyvaji jiZz z DE-AS-25 26 981 ; maji niZz$i toxicitu nez
odpovidajici nehydroxylovany 1la-cholekalciferol. Hydroxy-
lované sloudeniny vykazuji selektivni aktivaci intestinalni
absorpce vapniku a slab$i absorpéni dU¢inek v kostech nez

la-cholekalciferol.

Analogy 24-hydroxy-vitaminu D , popsané v mezindrodni
prihlasce VO 87/00834 , mohou u lidi a zvifat slouzit pro
aplikaci pri poruchach, vyvolanych abnormdlni proliferaci

bunék a/nebo diferenciaci bunék.

Pro rGzné derivaty 1,25-dihydroxy-homo-vitaminu D je




disociace, tykajici se vlastnosti absorpéniho uc¢inku v kos-

tech a HL-60 diferenciace bunék jiz kratce uvazZovana De

Lucou.

Absorpéni uéinek v kostech in vitro je pfi tom primo

mirou mobilisace kalcia in vivo.

Podstata vvnalezu

Predm&tem piedlozeného vyndlezu jsou derivaty 20-met-

hylsubstituovaného vitaminu D obecného vzorce I

ve kterém

Rl

zna&i vodikovy atom, hydroxylovou skupinu nebo alka-
noyloxyskupinu s 1 az 12 uhlikovymi atomy, popfipadé

benzoyloxyskupinu,

znad¢i vodikovy atom, alkanoyloxyskupinu s 1 azZ 12

uhlikovymi atomy, popfipadé benzoyloxyskupinu a

znadi nasycenou nebo nenasycenou, pfimou nebo rozvét-
venou uhlovodikovou skupinu s az 18 uhlikovymi atomy,

ktera je popripadé preruSena a/nebo substituovana
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jednou nebo nékolika karbocyklickymi strukturami (cy-
kloalkylové nebo cykloalkenylové zbytky se 3 az 10
uhlikovymi atomy, posledni s aZz dvéma dvojnymi vazba-

mi), kterda je popripadé substituovanda jednou nebo né-

kolika hydroxyskupinami, oxoskupinami, aminoskupinami -
a/nebo jednim nebo nékolika atomy halogenu a ktera

popripadé mad jeden nebo nékolik atomi kysliku, siry

a/nebo dusiku (jako =NH) jako mustkové cleny

v uhlovodikovém zbytku.

Alkanoyloxyskupiny a alkanoylové skupiny s 1 az 12
uhlikovymi atomy, mozZné jako zbytky Rl , popripadé R2 ,
jsou odvozené obzvlasté od nasycenych karboxylovych kyselin.
Tyto zbytky mohou byt cyklické, acyklické, karbocyklické
nebo heterocyklické a vSechny mohou byt popripadé také
nenasycené. Vyhodné zbytky se odvozuji od alkankarboxylo-
vych kyselin s 1 aZz 9 uhlikovymi atomy, obzvlasté se 2 az
5 uhlikovymi atomy, jako je napriklad acetyl(oxy)skupina,
propionyl(oxy)skupina a butyryl(oxy)skupina.

Jako zbytky R> prichazeji v uvahu vsSechny postranni
fetézce, popsané s ucinky pro vitamin D , které jsou naptfi-

klad popsané v nasledujicich spisech :

US-P 4 927 815 (22.05. 1990, De Luca a kol.)

US-P 4 906 785 (06.03. 1990, Baggiolini a kol.)

US-P 4 897 387 (30.01. 1990, Ikekawa a kol.)

US-P 4 866 048 (12.09. 1989, Calverley a kol.)

US-P 4 857 518 (15.08. 1989, De Luca a kol.) )
US-P 4 851 401 (25.07. 1989, De Luca a kol.)

EP-A 0 421 561 (Kirsch a kol.)

EP-A 0 441 467 (Neef a kol.) a

EP-A 0 450 743 (Neef a kol.)




Vyhodné zbytky R3 maji nasledujici strukturni re-

tézce : o
AT ) /\/( R R
¥ n
OH
OH
R R R H
(n=1-3)

R
OH .
X
R
R OH

R = alkylova skupina s 1 az 4 uhlikovymi atomy, hydroxyal-

kylova skupina nebo O-alkylové skupina (alkoxyskupina) .

Obzvlasté je moZno jmenovat nasledujici slouceniny

podle predlozeného vynalezu :

1a,25-dihydroxy-20,26,27-trimethy1-23-oxa-vitamin Dy ,

l(S),3(R)-dihydroxy-ZO-(S-hydroxy-S-methyl-hexa-lE,3E—dien-
-1-y1)-20-methy1-9,10-secopregna-52,7E,10(19)-trien ,

la,25-dihydroxy-20-methyl-vitamin Dy ,
1a,25-dihydroxy-20-methyl-24-homo-vitamin D3 ,
1a,24(S)-dihydroxy-20-methyl-vitamin D5 ,
1a,25-dihydroxy-20-methyl-23-oxa-vitamin Dy
1a,24(R),25-trihydroxy-20-methyl-vitamin D3 ,
1a,24(S),25-trihydroxy-20-methyl-vitamin D5 ,
1a,25-dihydroxy-20-methyl-24-oxo-vitamin D3 ,

(SZ,7E)—(1S,3R)—20—methy1—20-viny1-9,10—seko-pregna-5,7,10-



(19)-trien-1,3-diol,

(5Z,7E) - (1S,3R)-20-ethyl-20-methyl-9,10-seko-pregna-5,7,10-
(19)-trien-1,3-diol,

(5Z,7E)-(1S,3R) -20-hydroxymethyl-20-methyl-9,10-seko-pregna-
-5,7,10(19)-trien-1,3-diol,

la,25-dihydroxy-20-methyl-23,24-dehydro-vitamin D5 a

la,25-dihydroxy-20.26,27-trimethyl-23,24-dehydro-vitamin Dj.

Pfedmétem predlozeného vyndlezu je didle zpusob vyroby
sloudenin obecného vzorce I , jehoZ podstata spoCiva v tom,

?2e se sloudenina obecného vzorce 11

(tn,

ve kterém

14

rl znadi vodikovy atom nebo chranénou hydroxyskupinu,

R2’ zna¢i ochrannou skupinu hydroxyskupiny, stabilni vaci
alkdliim a

’

R3 zna&i totéz jako substituent R? ve sloudeniné obec-

ného vzorce 1 ,




pri¢emz popiipadé pritomné hydroxylové skupiny jsou chréane-

né,

prevede odstépenim pfitomnych ochrannych skupin hydroxysku-
pin a popripadé parcielni nebo uplnou esterifikaci hydroxy-

skupin na slouceninu vzorce I

U ochrannych skupin hydroxyskupin, stabilnich vici
alkaliim, které vseobecné slouzi k ochrané hydroxyskupin v
poloze 1 a/nebo Vv postrannim fetézci R3’, se jedna vy-
hodné o ter.-butyldimethylsilylovou skupinu nebo di-terc.-
butyldifenylsilylovou skupinu nebo o jiné tercidrni silylo-
vé skupiny. Odstépovani terciarnich silylovych skupin se

provadi napfiklad za pouziti tetra-n-butyl-amoniumfluoridu.

Po od3$tépeni ochrannych skupin se mohou volné hydroxy-
lové skupiny podle potfeby esterifikovat. Esterifikace raz-
nych hydroxylovych skupin se mize podle obvyklych zplsobl
provadét parcielné nebo uplné s odpovidajicimi halogenidy
kyselin (halogenid = chlorid nebo bromid) nebo s anhydridy
kyselin.

Vyroba vychozich sloudenin obecného vzorce II podle
predloZzeného vynalezu vychazi ze znamych aldehydd obecného

vzorce III



(1,

ve kterém maji Rl a Rr? vy$e uvedeny vyznam (viz M.J.
Calverley, Tetrahedron 43, 4609, 1987 ; G. Neef a kol.,
Tetrahedron Lett. 1991, 5073).

Jejich a-alkylace obvyklym zpusobem dava dimethylo-
vané aldehydy obecného vzorce IV , které se potom rovnéz
znamym zplsobem triplet-sensibilovanou fotoisomerisaci pre-
méni na centralni meziprodukty obecného vzorce V

CHO CHO

)

pri¢emz v uvedenych vzorcich maji Rl" a R?Z’ vy$e uvedeny
vyznam
Methylace se provadi napfiklad jodmethanem nebo

dimethylsulfdtem za pritomnosti base, jako jsou napriklad
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hydroxidy, hydridy a amidy alkalickych kovl, v aprotickych
rozpous$tédlech, jako je napriklad tetrahydrofuran, diethyl-
ether, hexan, ethylenglykoldimethylether nebo toluen, popifi-
padé za pridavku tetraalkylamoniové soli jako fazového

transferového katalysatoru.

Ozarenim ultrafialovym svétlem za pfitomnosti takzva-
ného “"triplet-sensibilisatoru” (v ramci predlozeného vy-
nialezu se zde pouziva anthracen) se daji sloudeniny obec-
ného vzorce IV pfevést na slouceniny obecného vzorce \
$tépenim pi-vazby 5,6-dvojné vazby, rotaci A-kruhu o 180 ©°
okolo 5,6-jednoduché vazby a retablaci 5,6-dvojné vazby se

obrati stereoisomerie na 5,6-dvojné vazbe.

Nakonec se musi jesté zavést zbytek R3’ kopulaci
aldehydu obecného vzorce V s pro kopulaci vhodnym pfedchid-
cem R3’. Toto se provede analogicky jako ve znamych zpi-
sobech ; experimentalni provedeni tohoto zplisobu je popsano
napriklad M.J. Caverleyem, Tetrahedron 43, 4609, 1987 ; G.
Neefem a A. Steinmeyerem, Tetrahedron Lett. 1991, 5073 ; v
mezinarodni patentové prihlasce VO 91/00855, v DE-A 39 33
034 a v DE-A 40 11 682 . Jako pfiklad je mozno uvést reakci
aldehydu obecného vzorce V s Vittigovym &inidlem nebo
redukci aldehydu na alkohol a prodlouzeni jeho retézce re-

akci s odpovidajici omega-halogenslouceninou.

Nové derivaty vitaminu D obecného vzorce I se vyz-
naduji ve srovnani s jiZz znamymi sloudeninami s modifikova-
nym postrannim fetézcem s aktivitou vitaminu D prfidavnou
methylovou skupinou na uhlikovém atomu 20 . Timto zpisobem

ztraci poloha C-20 charakter asymetrického centra.

Vedle tim zplisobeného zjednoduseni pfi syntese a ¢is-



téni meziproduktl a kone¢nych produktd takto vznikaji noveé
sloudeniny, které maji vysokou biologickou icinnost. Kdyz
se bere jako standard kalcitriol (1a,25-dihydroxy—vitémin
D3) , vykazuji substance podle predloZeného vynalezu pri
srovnatelné afinité ke kalcitriolreceptoru o nékolik desi-
tek procent zlep$enou indukci diferenciace buné€k (HL-60)

a jsou proto vhodné obzvlastnim zplsobem pro osetfeni one-
mocnéni, ktera se vyznaduji hyperproliferaci a porusenou
diferenciaci, jako jsou napfiklad hyperproliferativni one-
mocnéni kuze (Psoriasis), maligni nddory (leukemie, colon-
carcinom, Mammacarcinom) a akne (J. Invest. Dermatol. Vol.
92, ¢. 3, 1989)

P¥i obzvlasté vyhodné formé provedeni predlozeného
vynadlezu se pred oSetfenim prokazuji v cilovém orgénu kal-

citriolové receptory.

Vedle toho se nové sloudeniny pfirozené pouzivaji po-
dobnym zpisobem jako znamé odvozeniny vitaminu D pro ose-
t¥eni poruch latkové vymény véapniku, pro imunomodulaci a pro

zpomaleni starnuti kize.

Vitamin D-aktivita slou€enin podle predloZeného
vynadlezu se stanovuje pomoci kalcitriol-receptorového testu.
Provadi se za pouziti specifického receptorproteinu ze stfev
mladych prasat. Vazny protein, obsahujici receptory, se in-~
kubuje s 3H-kalcitriolem (5 x 10-10 mol/1l) v reakénim
objemu 0,270 ml za nepfitomnosti a pritomnosti zkousené
substance po dobu 2 hodin pri teploté 4 OCc v testovacich
kyvetach. Pro oddéleni volného a na receptory vazaného
kalcitriolu se provadi absorpce charconal-dextran. K tomu
se do kazdé testovaci kyvety prida 250 pl suspense char-

conal-dextran a inkubuje se po dobu 20 minut pfi teploté
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4 °C . Potom se vzorky odstfeduji po dobu S5 minut pfi
teploté 4 Oc p#i 10000 x g . Kapalina se oddekantuje a po

jednohodinové ekvilibraci v Picofluoru 15 TH se mé&€fi na

vvvvv

Kompetitivni krivky, ziskané s rfiznymi koncentracemi
zkougené substance, jakoZz i referen¢ni substance (neznaceny
kalcitriol) pfi konstantni koncentraci znacené substance
(3H—kalcitriol) se dosadi do vzidjemného vztahu a zjisti se

kompetitivni faktor (KF)

Je definovan jako kvocient z koncentraci odpovidajici
substance a referenéni substance, kterd je potfebnd pro 50%

kompetitici

koncentrace zkousené substance pfi 50% kompetitici
KF

koncentrace referen¢ni substance pri 50% kompetitici

Podle tohoto maji
1(S),(3R)-dihydroxy-20-(S-hydroxy-5-methy1-hexa-1E,3E-dien-
-1-yl)-20-methy1-9,10-secopregna-SZ,7E,10(19)-trien,
1a,25-dihydroxy-20,26,27-trimethyl-23-oxa-vitamin D3y a
la,25-dihydroxy-20-methyl-23,24-dehydro-vitamin Dy

hodnoty KF 3,4 , 1,6 , popripadée 0,8

Silné zlep$eni indukce diferenciace bunék u novych

sloudenin vyplyva z dale popsaného testu.

Je znamé z literatury (Mangelsdorf, D.J. a kol, J.
Cell. Biol. 98 : 391-398 /1984/)

leukemickych bunék (bunédéni linie promyelocytid HL 60) in

, 2e zpracovani lidskych
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vitro pomoci kalcitriolu indukuje diferenciaci bunék na

makrofagy.

Buniky HL-60 se kultivuji v mediu pro tkarové kultury
(RPMI - 10% fetadlni teleci sérum) pri teploté 37 °C v at-

mosfére 5% oxidu uhlid¢itého ve vzduchu.

Pro testovani substance se buriky odstfedi a vyjme se
2,8 x 10° bunék/ml do media pro tkanové kultury, prostého
fenolové Cervené. Testované substance se rozpusti v ethyl-
alkoholu a zredi se mediem pro tkafové kultury bez fenolové
Cervené€ na pozadovanou koncentraci. Zfedovaci stupné se
s bunéénou suspensi misi v poméru 1 : 10 a vzdy 100 pl
této se se substanci smisené bunééné suspense se pipetuje do
prohlubné testovaci destidky s 96 otvory. Pro kontrolu se

bunécnéd suspense analogicky smisi s rozpoustédlem.

Po inkubaci po dobu 96 hodin pfi teploté 37 °C v 5%
oxidu uhlic¢itém ve vzduchu se k buné&né suspensi pipetuje
100 pl roztoku NBT-TPA (nitromodftetrazolium /NBT/, ko-
necnd koncentrace ve vsdzce 1 mg/ml , tetradekanoylforbol-
myristat-13-acetat /TPA/, koned¢na koncentrace ve vséazce
2 x 1077 mol/1)

Inkubaci po dobu 2 hodin pfi teploté 37 °C a v 5%
oxidu uhlic¢itém ve vzduchu se v dusledku intracelularniho
uvolnéni kyslikovych radikala (022') , stimulovaného TPA,
v na makrofagy diferenciovanych buiikkdch redukuje NBT na

nerozpustny formazan.

Pro ukoncCeni reakce se obsah prohlubni v testovaci
destiCce odsaje, prilnuté buriky se fixuji pridavkem methyl-

alkoholu a po fixaci se ususi.
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K roztoku vytvorenych intraceluldrnich formazanovych
krystalll se do kazdého zfedéni pipetuje 100 pl hydroxidu
draselného (2 mol/1l) a 100 pl dimethylsulfoxidu a po dobu
jedné minuty se zpracovdvad ultrazvukem. Koncentrace form-

azanu se méri spektrofotometricky pri 650 nm.

Jako mira pro indukci diferenciace bunék HL 60 na
makrofagy plati koncentrace vytvofeného formazanu. Rela-
tivni déinnost testované substance vyplyva k kvocientu EDjgj
testované substance/EDg, kalcitriolu. Sloucdeniny podle
pfedlozeného vynalezu se pfi tom jevi jako o nékolik desitek

procent ué¢innéjs$i nez kalcitriol.

Imunomodulatoricky t&inek sloudenin podle piedlozZeného
vynidlezu vyplyva z inhibice proliferace stimulovanych human-

nich lymfocytt a jejich produkce interleukinu 2 (IL 2).

Nyni bylo zji3téno, Ze slouceniny podle predloZeného
vyndlezu jsou vykonné inhibitory proliferace a syntesy in-

terleukinu 2 /IL 2) humannich leukocyti.

Pro stanoveni proliferace leukocyttl se ziskaji mono-
nuklearni burnky z citratové krve hustotni gradientovou
centrifugaci a kultivuje se 35 x 104 bunék /200 pl na mikro-
titradnich destidkach ve 200 pl media pro tkanové kultury
(RPMI 1640 za pridavku 10% fetdlniho teleciho séra). PrIi
vysevu se prida fythemaglutinin (PHA) (5 pg) a ruzné kon-
centrace testované substance nebo kalcitriolu (1,25-dihyd-
roxycholekalciferol) jako standard a buriky se inkubuji po
dobu 96 hodin pfi teploté 37 °C v atmosfére 5% oxidu
uhli¢itého ve vzduchu. Pro poslednich 6 hodin se k burikam
pfida 0,2 pCi/prohlubedi [3H]-thymidinu.

Potom se burikky odsaji pres filtr ze skelnych vldken a méfi
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se radioaktivita filtru jako mira pro zabudovani [3H]-thy-

midinu a tim pro proliferaci bunék v B-counter.

Pro stanoveni sekrece IL 2 se preparuji mononuklearni
buriky z humanni krve jako pro stanoveni proliferace a kulti-
vuje se 2 x 10% bunék v 1 ml media pro tkanové kultury
(RPMI 1640 za pridavku 2% fetdalniho teleciho séra) na zku-
Sebni desticce se 24 otvory. Pfi vysevu se prida PHA (20
pg) a rizné koncentrace testované substance nebo kalcitrio-
lu jako standard. 24 hodin po kultivaci pfi teploté 37 °C
v atmosfére 5% oxidu uhliditého ve vzduchu se kapalina nad
tkanovou kulturou ziskd centrifugaci a kvantifikuje se zde

koncentrace IL 2 pomoci ELISA.

Proliferace lymfocytl se inhibuje o 50 % pusobenim
la,25-dihydroxy-20-methyl-23,24-dehydro-vitaminu D3 v kon-

centraci 1 x 10'11 a kalcitriolu v koncentraci 4 x 10"10.

Sekrece IL 2 se inhibuje pisobenim 1la,25-dihydroxy-
-20-methyl-23,24-dehydro-vitaminu D3 ve stejném rozmezi

koncentraci.

V disledku inhibice proliferace lymfocytl a syntesy
IL 2 v nizSich koncentracich jsou sloudeniny podle predlo-
Zzeného vyndlezu obecného vzorce I vhodné pro terapii one-
mocnéni imunitniho systému, napriklad onemocnéni atopického
obéhu (atopickd dermatitis, astma), autoimunni onemocnéni,
zahrnujici diabetes melitus, Sokové reakce po transplanta-
cich a AIDS.

Pro kalcitriol bylo zjisténo, Ze na zakladé mechanismu
zprostfedkovaného receptory inhibuje nejen sekreci IL 2

k4

ale také produkci jinych cytokinid, zpdsobujicich zénéty.




Vzhledem k tomu, Ze se sloudeniny obecného vzorce I vazZou
zrovna tak dobfe na receptory jako kalcitriol, jsou vhodné
pro odetfeni zanétlivych onemocnéni, jako je arthritida,

Colitis ulcerosa a Morbus Crohn.

Pfi osetfeni autoimunnich onemocnéni, Sokovych reakci
po transplantacich a AIDS se mohou slouc¢eniny podle
predloZzeného vyndlezu obecného vzorce 1 kombinovat vyhodné
s jinymi imunosupresivné u¢innymi latkami, jako je cyklospo-
rin A a FK 506

Ptedlozeny vynalez se také tyka farmaceutickych
preparati, které obsahuji alespofi jednu slouc¢eninu obecného
vzorce 1 spoleéné s farmaceuticky pfijatelnym nosicem.
Sloudeniny se mohou formulovat jako roztoky ve farmaceuticky
pf¥ijatelnych rozpoustédlech, nebo jako emulse, suspense nebo
disperse ve vhodnych farmaceutickych rozpoustédlech nebo
nosié¢ich, nebo jako pilulky, tablety nebo kapsle, které ob-
sahuji o sobé znadmé pevné nosicée. Pro topickou aplikaci se
uvedené sloudeniny formuluji vyhodné jako krémy nebo masti
nebo jako podobné, pro topické pouziti vhodné 1lékové formy.
Kazdy takovyto prepardt miZe obsahovat také jiné farmaceu-
ticky pfijatelné a netoxické pomocné latky, jako jsou
stabilisatory, antioxidanty, pojiva, barviva, emulgatory
nebo latky korigujici chut. Uvedené slouceniny se vyhodné
aplikuji pomoci injekci nebo intravenosni infuse vhodnych
sterilnich roztokt, nebo jako oralni davky pfes zazivaci
trakt, nebo topicky ve formé& krémd, masti, toaletnich vod
nebo transdermalnich naplasti, jak je popséno napriklad
v EP-A-0 387 077

Denni davka je v rozmezi

0,1 pg/pacient/den az 1000 pg (1 mg) /pacient/den
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vyhodné

1,0 pg/pacient/den az 500 pg/pacient/den.

Kromé uvedeného se predlozeny vynalez tyka také pou-

2iti sloucenin obecného vzorce 1 pro vyrobu 1léc&iv.

Nasledujici priklady provedeni slouzi pro bliZs$i ob-

jasnéni predlozZeného vynalezu.

Piiklady provedeni vynidlezu

P iklad 1
la,25-dihydroxy-20,26,27-trimethyl-23-oxa-vitamin D3

a) K suspensi 213 mg hydridu sodného (80% v oleji) ve
42 ml absolutniho tetrahydrofuranu se prikape za chla-
zeni ledovou vodou roztok 4,5 g 1(S)-(terc.-butyldimethyl-
silyloxy)-3(R)-(terc.-butyldifenylsilyloxy)-20(S)-formyl-
-9,10-sekopregna-5E,7E,10(19)-trienu ve 40 ml absolutniho
tetrahydrofuranu. Po pfidavku 1,18 ml jodmethanu se reakc-
ni smés michd po dobu 2 hodin pfi teploté mistnosti, potom

se vlije do vody a extrahuje se ethylesterem kyseliny
octové.

Surovy produkt, ziskany po zahusténi extraktu, se vyj-
me do 400 ml toluenu a po pridavku 432 mg anthracenu
a 0,2 ml triethylaminu se po dobu 20 minut ozarfuje v kou-
fové aparature (pyrexové sklo) vysokotlakou rtutovou lam-
pou (Philips HPK 125) . Po zahus$téni reakéniho roztoku se
ziskany zbytek chromatografuje na silikagelu za pouziti

smési hexanu a ethylesteru kyseliny octové a ziskid se takto
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2,38 g 1(S)-(terc.—butyldimethylsilyloxy)-3(R)-(terc.-bu-
tyldifenylsilyloxy)—20—formy1—20-methy1-9,10-sekopregna—52,

7E,10(19) -trienu ve formé bezbarvé olejovité kapaliny.

1H-NMR (CDCl;, 300 MHz) : & = 0,52 ppm (s, 3H, H-18); 4,23
(m, 1H, H-3); 4,46 (m, 1H, H-1); 4,85 a 5,21 (m, 1H,
H-19): 6,04 a 6,11 (d, J=11 Hz, 1H, H-6 a H-7); 9,66
(s, 1H, CHO)

b) K roztoku aldehydu, ziskaného postupem podle odstavce
a) , ve 25 ml tetrahydrofuranu a 25 ml methylalkoho-
lu se nejprve pfikape roztok 1,41 g CeCly (heptahydrat)
ve 25 ml methylalkoholu. Po pfidavku 91 mg natriumboro-
hydridu se reakéni smé€s micha po dobu 90 minut p¥i teplo-
té& 25 OC , potom se vlije do vody a extrahuje se ethyles-
terem kyseliny octové. Po chromatografii na silikagelu za
pouziti smési hexanu a ethylesteru kyseliny octové se ziska
1.,86 g l(S)-(terc.-butyldimethylsilyloxy)-3(R)-(terc.-bu-
tyldifenylsilyloxy)-20—hydroxymetyl-20—mcthy1—9,10-sekopreg-
na-5Z,7E,10(19)-trienu ve formé bezbarvé olejovité kapali-

ny.

c) Dvoufézovy systém, sestavajici z 10,1 ml 25% hydro-
xidu sodného, 2,74 ml terc.-butylesteru kyseliny
bromoctové, 1,67 g alkoholu, ziskaného podle odstavce b),
ve 25 ml toluenu a 48 mg tetrabutylamoniumhydrogensiranu
se michia po dobu 6 hodin pfi teploté v rozmezi 50 az 60
Oc. Po ochlazeni se reakéni smés zrfedi toluenem, toluenova
faze se oddéli, promyje se vodou, vysus$i se pomoci bezvodé-
ho siranu sodného a zahusti se. Po chromatografii na
silikagelu za pouziti smési hexanu a ethylesteru kyseliny
octové se ziska 830 mg 1(S)-(terc.-butyldimethyl-
silyloxy)-3(R)-(terc.-butyldifenylsilyloxy)-20—(terc.-bu-
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toxykarbonylmethoxymethyl)-20-methyl-9,10-sekopregna-5Z,7E,

10(19)-trienu ve formé Zlutavé olejovité kapaliny.

d) Ze 490 mg hoféiku (hobliny) a 1,5 ml bromethanu
ve 13 ml absolutniho tetrahydrofuranu se obvyklym
zpusobem vyrobi organohorec¢natd sloucdenina. Po pridavku 810
mg butylesteru, ziskaného podle odstavce c) , se reakdéni
smés mich& po dobu 3 hodin pfi teploté mistnosti. Reakcéni
roztok se potom pro zpracovani vlije do roztoku chloridu

amonného a extrahuje se ethylesterem kyseliny octové.

e) Surovy produkt, ziskany po zahus$téni extraktu z pred-
choziho stupné, se rozpusti v 15 ml tetrahydrofuranu
a po pridavku 1,3 g tetrabutylamoniumfluoridu se reakcni
smés michéd po dobu 2 hodin pfi teploté 50 °C . Po obvyklém
zpracovani se chromatografuje na neutrdlnim oxidu hlinitém
za pouziti smési hexanu a ethylesteru kyseliny octové.
Krystalisaci hlavni frakce ze smési diisopropyletheru a et-
hylesteru kyseliny octové se ziskd 145 g v nazvu uvedené

sloudeniny s teplotou tdni 146 az 148 ©°C .
1H-NMR (CDC1l;, 300 MHz) : 8 = 0,63 ppm (s, 3H); 0,92 (s,
3H); 1,00 (s, 3H); 3,16 (s, 2H); 3,23 (AB-q, J=9 a 7

Hz, 2H);4,23 (m, 1H); 4,43 (m, 1H); 4,98 (m, 1H); 5,32
(m, 1H); 5,90 (d, J=11 Hz, 1H); 6,38 (d, J=11 Hz, 1H).

Priklad 2

1(S),3(R)-dihydroxy-20-(5-hydroxy-S-methyl-hexa-1E,3E-dien-
-1-yl)-20-methyl-9,10-sekopregna-5Z,7E,10(19)-trien

Reakéni sekvence, popsanid v PCT prihlasce VO 91/00855,
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se provede se 2,12 g aldehydu, ziskaného podle prikladu

la) . Po Vittigové reakci s methoxykarbonyl-trifenylfosfo-
ranem, redukci diisobutylaluminiumhydridem, oxidaci pyridi-
niumdichromatem, nové Vittigové olefinaci pomoci methoxykar-
bonyltrifenylfosforanem, reakci ziskaného esteru s methyl-
lithiem a od$tépeni ochrannych skupin pomoci tetrabutylamo-
niumfluoridu se ziskda 600 mg v nidzvu uvedené slouceniny ve

formé bezbarvé olejovité kapaliny.

[a]p-65,5° (CDClz, c = 0,525)

1H-NMR (CDCl;, 300 MHz) : & = 0,57 ppm (s, 3H); 1,04 (s,
3H); 1,09 (s, 3H); 1,34 (s, 6H); 4,23 (m, 1H); 4,43
(m, 1H); 4,98 (m, 1H); 5,72 (d, J=15 Hz, 1H); 5,87 (d,
J=10 Hz, 1H); 5,88 (dd, J=15 a 10 Hz, 1H); 6,00 (d,
J=11 Hz, 1H); 6,19 (dd, J=15 a 10 Hz, 1H); 6,37 (d,
J=11 Hz, 1H)

Priklad 3

(5Z,7E) - (1S, 3R) -20-hydroxymethyl-20-methyl-9,10-seko-preg-
na-5,7,10(19)-trien-1,3-diol

Pomoci silyletherového $tépeni alkoholu, ziskaného
podle pfikladu 1b) =za podminek podle pfikladu 1le) se
ziskd v nazvu uvedenia sloucenina o teploté tani 183 az
185 °C .

14-NMR (CDCl; + DMSO-dg, 300 MHz) : § = 0,22 , 0,46 a 0,58
ppm (3 x s, 3H, H-18 a 20-methyl); 3,73 (m, 1H, H-3);
3,95 (m, 1H, H-1); 4,49 a 4,90 (2 x s, 1H, H-19); 5,62
a 5,87 (2 x d, J=11 Hz, 1H, H-6 a H-7)
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Priklad 4

(5Z,7E)-(1S,3R)-20-methyl-20-vinyl-9,10-seko-pregna-5,7,10 *
(19)-trien-1,3-diol

Reakci aldehydu, popsaného v prikladé 1la) , s methy-
lentrifenylfosforanem a nésledujicim silyletherovym Stépenim
podle prikladu 1le) se ziskd v ndzvu uvedend sloucenina s
teplotou tani 139 az 142 °C .

[a]lp-23,9° (CDC1l;, c = 0,255)

14_NMR (CDC13, 300 MHz) : 6 = 0,57 ppm (s, 3H, H-18); 1,03 a
1,08 (2 x s, 3H, 20-methyl); 4,22 (m, 1H, H-3); 4,43
(m, 1H, H-1); 4,82 - 4,93 (m, 2H, vinyl-CH,); 4,99 a
5,32 (2 x s, 1H, H-19); 5,93 - 6,05 (m, 2H, H-6 a vi-
nyl-CH); 6,37 (d, J=11 Hz, 1H, H-7)

Priklad 5

(5Z,7E) - (1S,3R)-20-ethyl-20-methyl-9,10-seko-pregna-5,7,10
(19)-trien-1,3-diol

Homologisaci aldehydu, ziskaného podle prikladu 1la)
(napfiklad podle M.J. Caverley, Synlett 1990, 155), nasledu-
jici redukci podle prfikladu 1b), pfevedenim takto ziskané-
ho alkoholu na odpovidajici jodid (naofiklad podle G.L.
Langeho a C. Gottarda, Synth. Commun. 1990, 20, 1473), re-
dukci jodidu pomoci LiAlH, v tetrahydrofuranu a nasledu-
jicim silyletherovym Stépenim se ziskd v nadzvu uvedena slou-

¢enina.

1H-NMR (CDCly, 300 MHz) : & = 0,64 ppm (s, 3H, H-18); 0,87 a
0,93 (2 x s, 3H, 20-methyl); 4,23 (m, 1H, H-3); 4,42
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(m, 1H, H-1); 5,01 a 5,34 (2 x s, 1H, H-19); 6,01
a 6,39 (2 x d, J=11 Hz, 1H, H-6 a H-7)

Prik1lad 6
1a,25-dihydroxy-20-methyl-23-dehydro-vitamin D4

Homologisaci aldehydu, popsaného v pfikladé 1a) (na-
ptiklad podle Synlett 1990, 155), Vittig-Hornerovou olefina-
ci takto ziskaného homologniho aldehydu s methylesterem
kyseliny dimethylfosfonooctové (hydrid sodny, tetrahydrofu-
ran) , reakci takto ziskaného nenasyceného esteru s methyl-
magnesiumbromidem v tetrahydrofuranu a silyletherovym
§tépenim se ziska v nazvu uvedenid slouc¢enina ve formé€ bez-

barvé olejovité kapaliny.

1H_.NMR (CDCly, 300 MHz) : & = 0,64 ppm (s, 3H, H-18); 0,89 a
0,95 (2 x s, 3H, 20-methyl); 1,33 (s, 6H, 25-methyl);
4,23 (m, 1H, H-3); 4,43 (m, 1H, H-1); 5,00 a 5,23 (2 x
s, 1H, H-19); 5,55 - 5,72 (m, 2H, H-23 a H-24); 6,00
a 6,38 (2 x d, J=11 Hz, 1H, H-6 a H-7)

Priklad 7
1a,25-dihydroxy-20-methyl-24-oxo-vitamin Dy

Homologisaci aldehydu, popsaného v priklade la) (na-
prfiklad podle Synlett 1990, 155), Vittig-Hornerovou olefina-
ci takto ziskaného homologniho aldehydu s kyselinou dimet-
hylfosfono-ethoxyoctovou (podle V. Grella a H. Machleidta,
Liebigs Ann. Chem. 699, 53, 1966) , addici methylmagnesium-
bromidu, enoletherovym $tépenim (70% kyselina octova) - a

odstranénim silyletherovych ochrannych skupin se ziska
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v ndzvu uvedena sloudenina o teploté& tani 141 - 144 ©°C .

[a]lp+14,7° (CDCl3, c = 0,505) .
l4-NMR (CDC1,, 300 MHz) : & = 0,65 ppm (s, 3H, H-18); 0,90
a 0,98 (2 x s, 3H, 20-methyl); 1,40 (s, 6H, 25-met- ’

hyl); 4,23 (m, 1H, H-3); 4,44 (m, 1H, H-1); 5,00 a
5,33 (2 x s Siroky, 1H, H-19); 6,01 a 6,38 (2 x d,
J=11 Hz, 1H, H-6 a H-7)
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PATENTOVE NAROKY

1. 20-methylsubstituované derivaty vitaminu D obecného

vzorce 1

VRIS
X

ve kterém S

Rl znadi vodikovy atom, hydroxylovou skupinu nebo alka-
noyloxyskupinu s 1 az 12 uhlikovymi atomy, popripadé

benzoyloxyskupinu,

R2 zna&i vodikovy atom, alkanoyloxyskupinu s 1 az 12

‘uhlikovymi atomy, popiipadé benzoyloxyskupinu a

R3 zna¢i nasycenou nebo nenasycenou, pfimou nebo rozvét-
. venou uhlovodikovou skupinu s az 18 uhlikovymi atomy,
ktera je popripadé piferusena a/nebo substituovana
jednou nebo nékolika karbocyklickymi strukturami (cy-

kloalkylové nebo cykloalkenyloveé zbytky se 3 az 10
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uhlikovymi atomy, posledni s aZ dvéma dvojnymi vazba-

mi), kteri je popripadé substituovand jednou nebo né-

kolika hydroxyskupinami, oxoskupinami, aminoskupinami

a/nebo jednim nebo nékolika atomy halogenu a ktera

popfipadé mid jeden nebo nékolik atoml kysliku, siry

a/nebo dusiku (jako =NH) jako mistkové Cleny

v uhlovodikovém zbytku.

2. Derivaty vitaminu D podle naroku 1 obecného vzor-

ce I , ve kterém znaci R3 nasledujici zbytky

H

pricemz

R znad¢i alkylovou skupinu s 1 az 4 uhlikovymi atomy,

hydroxyalkylovou skupinu nebo O-alkylovou (alkoxylo-

vou) skupinu.

3. Derivaty vitaminu D podle naroku 1 obecného vzor-

ce I , kterymi jsou

1a,25-dihydroxy-20,26,27-trimethyl-ZB-oxa-vitamin Dj ,

1(S),3(R)—dihydroxy—ZO—(S—hydroxy-S-methyl—hexa—1E,3E—dien-
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-1-y1)—20—methyl-9,10-secopregna-52,7E,10(19)-trien ,
1a,25-dihydroxy—20-methy1-vitamin Dy ,
la,25—dihydroxy—ZO-methyl-24-homo-vitamin Dy ,
1a,24(S)—dihydroxy-20—methy1-vitamin Dy ,
la,25-dihydroxy—20-methyl-23-oxa-vitamin Dy ,
1a,24(R),25-trihydroxy—ZO-methyl—vitamin Dy ,
1a,24(S),25-trihydroxy-20-methyl-vitamin DER
1a,25-dihydroxy-ZO—methy1—24—oxo-vitamin Dy .,

(SZ,7E)-(1S,3R)-20—methyl-20—viny1—9,10-seko-pregna-5,7,10—
(19)-trien-1,3-diol,

(SZ,7E)—(IS,3R)-20-ethy1-20-methy1-9,10—seko-pregna—5,7,10—
(19)-trien-1,3-diol,

(SZ,7E)-(IS,3R)-20-hydroxymethy1—20-methy1-9,10—seko-pregna-
-5,7,10(19) -trien-1,3-diol,

1a,25-dihydroxy-20-methyl-23,24-dehydro-vitamin Dy a

1a,25-dihydroxy-20.26,27-trimethyl-23,24-dehydro-vitamin Dy.

4. Zplsob vyroby 20-methylsubstituovanych derivata vita-

minu D obecného vzorce I ,

0,




ve kterém

rl znac¢i vodikovy atom, hydroxylovou skupinu nebo alka-
noyloxyskupinu s 1 az 12 uhlikovymi atomy, popfipadé

benzoyloxyskupinu,

R? znaci vodikovy atom, alkanoyloxyskupinu s 1 az 12

uhlikovymi atomy, popfipadé benzoyloxyskupinu a

R3 znaCi nasycenou nebo nenasycenou, pfimou nebo rozvét-
venou uhlovodikovou skupinu s az 18 uhlikovymi atomy,
ktera je popripadé pferusSsena a/nebo substituovédna
jednou nebo nékolika karbocyklickymi strukturami (cy-
kloalkylové nebo cykloalkenylové zbytky se 3 az 10
uhlikovymi atomy, posledni s aZ dvéma dvojnymi vazba-
mi), ktera je popfipadé€ substituovand jednou nebo né-
kolika hydroxyskupinami, oxoskupinami, aminoskupinami
a/nebo jednim nebo nékolika atomy halogenu a kteréa
popripadé md jeden nebo nékolik atomt kysliku, siry
a/nebo dusiku (jako =NH) jako mistkové ¢leny

v uhlovodikovém zbytku,

vyznacujici s e tim, Ze se sloucenina

obecného vzorce 11

R3

{n,
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ve kterém

Rl znadi vodikovy atom nebo chranénou hydroxyskupinu,

R2 znaéi ochrannou skupinu hydroxyskupiny, stabilni vaéi
alkaliim a

R3 znadi totéz jako substituent R3 ve sloudeniné& obec-

ného vzorce I ,

pridemz popripadé prfitomné hydroxylové skupiny jsou chrané-

2

né,

prevede od$tépenim piitomnych ochrannych skupin hydroxysku-
pin a popripadé parcielni nebo uplnou esterifikaci hydroxy-

skupin na sloudeninu vzorce I

5. Meziprodukt pro vyrobu sloudenin vzorce 1 obecného

vzorce V

CHO

ve kterém

]

Rl znad¢i vodikovy atom nebo chranénou hydroxyskupinu a
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R’ znaci ochrannou skupinu hydroxyskupiny, stabilni vaci
alkaliim.
a
6. Farmaceutické preparéaty,
vyznacujici s e t im, Z2e obsahuji alesporl '

jednu slouceninu podle narokd 1 aZz 3 , jakoz i farmaceutic-

ky prijatelny nosic.

7. Pouziti sloucCenin podle naroki 1 az 3 pro vyrobu
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