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17B-Pirazolil- és -pirazolinil-szteroidok szintézise

IVANYI Zoltan, GORBE Tamas, SZABO Nikoletta, KISS Anita, WOLFLING Janos és
SCHNEIDER Gyula®
Szegedi Tudomdanyegyetem, Szerves Kémiai Tanszék, Dom tér 8., 6720 Szeged, Magyarorszag

1. Bevezetés

A 17B-helyzetli, exo-heterociklusos szteroidok fogalma
sokaig a természetes eredetli, kardiotonias hatast, ottagu
butenolid gytriit tartalmazo digitoxigeninre, illetve a
hattagi pentadienolid szerkezetli bufalinra szoritkozott.
A vegyiileteknek a gyogyaszatban torténd felhasznalasat
korlatozza az a tény, hogy a terapias és a toxikus érték
kozott kicsi a kiilonbség, amely a tuladagolas veszélyét
jelenti. Az els6 modositasok a laktongytirti kapcsolodasi
helyének megvaltoztatdsara iranyultak, de ezek a
szarmazékok sem bizonyultak jobbnak a természetes
anyagoknal. Tovabbi atalakitast jelentett a laktongy(r(
oxigénjének heteroatommal vald cseréje. Igy a természetes
kardenolidoknak aminolizissel torténd atalakitasa N-
tartalma  laktdmokhoz vezetett, amelyek kardenamid
megjelolést kaptak. Ezek kardiotonids hatasa kedvezdbb
volt, ugyanakkor kitlint, hogy a 3B-hidroxi funkciét hordozo
szarmazékok a 17(x-hidroxiléz/C]7’20-liéz enzim hatasanak
visszaszoritasaban is szerepet jatszanak. A A*-3-ketoszteroid
elemet tartalmazok az So-reduktaz gatlasaval tlnnek
ki. Ezek az enzimek csokkentik a C,_-hidroxiszteroidok
képzodését, végsd soron a dihidrotesztoszteron keletkezését,
¢és ezzel visszaszoritjak az androgénfiiggd betegségek, igy
a benignus prostata hyperplasia és a prostata carcinoma
kialakulasat.'

A C-es helyzetii exo-heterociklusokkal végzett vizsgalatok
bizonyitottak, hogy a heteroatom nemké&td elektronparjaval
koordindlodni képes az enzim aktiv centrumdban 1évo
vasatomhoz, és ezzel fejti ki a hatasat’. Miutan az
elektrondonor atomot (O, N, S) tartalmazdé heterociklus
kulcsfontossagi  feltétele az enzimhatasnak, szamos
kozlemény szamol be a C, -exo-heterociklusok szintéziserdl
és a kapott vegyiiletek bioldgiai vizsgalatarol.*

A Szegedi Tudomanyegyetem Szerves Kémiai Tanszékének
Szteroidkémiai ~ Kutatocsoportjadban  korabban  17f-
tetrahidrooxazinonil-,  -dihidrooxazinil-,  oxazolidonil-,
illetve oxazolinil-szteroidokat allitottunk ¢l6.° Az igy
késziilt vegyiiletek figyelemreméltdé enzimgatld aktivitast
mutattak. A kutatdsi program folytatdsaként a két N-
atomot tartalmazd 17B-pirazolil-, és -pirazolinil-szteroidok
eloallitasat és vizsgalatat tliztiik ki célul.

2. 17B-Pirazolil-szteroidok

A szubsztitualt pirazolok eldallitasanak széles korben
alkalmazott modja az 1,3-dikarbonil funkciét tartalmazé
vegyiiletek és a dinukleofil jellegli hidrazin szarmazékok
reakcidja. Megfelelden szubsztitualt kiindulasi
anyagok esetén ebben az atalakulasban elméletileg két
regioizomer keletkezésére van lehetdség. A reakciot
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Doorenbos és  Milevich a  17B-pirazolil-szteroidok
szintézisére alkalmazta.'® Munkajuk soran a 3f-hidroxi-
21-hidroximetilidénpregn-5-én-20-ont  (2a) reagaltattdk
hidrazinnal és annak szubsztitualt szarmazékaival. Amig
a metilhidrazinnal végzett atalakitasaiknal az elméletileg
varhatoé két regioizomer képzodott, addig a fenilhidrazin
alkalmazéasakor a 17B-(1-fenil-5-pirazolil)androszt-5-én-
3B-ol (5aa) volt az egyetlen izolalhat6 termék. Az exo-
heterociklusos szteroidok eldallitdsara vonatkozd korabbi
vizsgalataink azt mutattak, hogy a fenilcsoport, illetve
a p-szubsztitualt fenilcsoport szdmos esetben beleszol a
gylriizarasi folyamatokba. Ezzel egyidejiileg a biologiai
hatasban is szubsztituensfiiggés mutatkozik.®’ Ezen korabbi
tapasztalatok alapjan azt kivantuk megvizsgdlni, hogy a
fenilhidrazinnal és szubsztitualt szadrmazékaival végzett
gylriizarasi reakciok valamelyikében az 5'-pirazolil-
androsztének (5aa—ae) mellett megjelennek-e a 3'-pirazolil
izomerek (4aa—ae) (1. abra).

Kisérleteink soran a 3-acetoxipregn-5-én-20-on (1)
metilketon oldallancanak etil-formiattal, natrium-metilat
3B-hidroxi-21-hidroximetilidénpregn-5-én-20-onhoz  (2a).
A 2a sziinton ekvivalens az enol-oxo tautoméria folytan
mind a 21-formil-20-on (3a), mind a 21-hidroximetilidén-
20-on formaban (2a) jelen lehet. A deuterokloroformban
mért 'H-NMR spektrum a 2a forma tlsalyat igazolja az
egyensulyi elegyben, mig savas koézegben a dikarbonil
forma (3a) is jelentds mennyiségben kimutathato.'
A 17B-(1-fenil-5-pirazolil)androszt-5-én-3-ol ~ (5aa)
eloallitasara a 2a kiinduldsi anyag ecetsavas oldatat 1,1
ekvivalens fenilhidrazinnal, szobahomérsékleten, 24 oran
at reagaltattuk. Azt taldltuk, hogy ellentétben az irodalmi
megfigyelésekkel'®, az alkalmazott kisérleti koriilmények
kozott két termék képzodott. Bar ezek R, értékei kevéssé
kiilonboztek, kromatografiasan elvalaszthatok voltak. A
polaris termék az NMR vizsgalatok alapjan a 17p-(1-fenil-
5-pirazolil)androszt-5-én-33-olnak (Saa) bizonyult, fizikai
allandéi az irodalomban leirtakkal megegyeztek.

A kevéssé polaris anyagot az NMR spektrumai alapjan
a 17p-(1-fenil-3-pirazolil)androszt-5-én-3B-olként (4aa)
azonositottuk.!

A fenilhidrazin p-szubsztitudlt szarmazékaival végzett
gylrizarasok sajatos eredményt mutattak. Azt talaltuk,
hogy az elektront vonzé szubsztituensek koziil a p-Cl (-I;>
+K) és a p-CN (- ; -K) a keletkezett regioizomerek koziil
a polarisabb izomerek (5ad, 5ae) képzodését segitették. Az
elektront kiildé szubsztituensek koziil a p-OCH, (-Ig < +K)
¢s a p-CH, (+1g; *K(H)) a kevéssé polaris izomerek (4ab,
4ac) mennyiségét ndvelte. A p-helyzetli szubsztituens hatasat
a hato reagens erdsségének megvaltozasaval értelmezhetjiik.
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1. Abra.

Az elektront vonzd szubsztituens gyengiti a terminalis
aminocsoport bazicitdsat, igy az elsddleges reakcié a
lancvégi formilcsoporttal kovetkezik be, amelyet a gytirivé
zaras kovet, €s az 1,5-diszubsztitualt terméket kapjuk (1.
abra, B ut). Az elektront kiildé szubsztituensek alkalmazasa
esetén a nitrogénatomok nukleofilitisa megnd, és igy az
aminocsoportnak lehetdsége van a kisebb reaktivitasu,
lanckozi C-20-as karbonillal reagalni, majd a gytirtizarast
kovetden szdmottevd mennyiségli  1,3-diszubsztitualt
termékre szamithatunk (1. abra, A 1t).

A D-gytirliben telitett fenilpirazolil szarmazékok (4ae
és Sae) esetében megkiséreltiik a reakciokdriilmények
valtoztatasaval a regioizomerek aranyat befolyasolni.
Oldoészerként diklormetant hasznalva, a bortrifluorid-dietil-
éterat katalizissel végzett atalakitasok esetében a termékarany
az irodalomban eddig ismeretlen 1,3-diszubsztitualt
szarmazékok (4ae) felé tolodott el (Tablazat).

Tablazat. Regioizomerek aranyanak szubsztituens- és oldoszerfliggése.

Szubsztituens Izomerek aranya (4:5)
CH,COOH/CH,COOK  CH,Cl,/BF,OEt,

H 1:5 5:1

CH, 1:2 27:1

OCH, 2:7 12:1

Cl 1:7 7:2

CN 1.7 1:3

A kidolgozott szintézismodszert kiterjesztettiik a pirazolil-
gylrtin  metoxikarbonil-csoporttal ~ szubsztitualt  exo-
heterociklusos szteroidok eléallitasara. Az ehhez sziikséges
3B-hidroxi-21-metoxalilpregn-5-én-20-on  (3b)  sziinton
ekvivalenst ugyancsak a 3B-acetoxipregn-5-én-20-onbol (1)
kiindulva, dimetil-oxalattal végzett Claisen kondenzacidval
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allitottuk eld. A fenilhidrazinnal, valamint annak p-helyzetben
szubsztitualt szarmazékaival ecetsavban torténd gyiiriizarasi
reakcid itt is a regioizomerek keverékét adja, melyek aranya
azonban nagymértékben az 1,5-diszubsztitualt pirazolil
szarmazékok (5ba—be) felé tolodik el. A metoxikarbonil-
csoport hidrolizisével a vizoldékonysagot jelentdsen
megnoveld karboxilcsoport alakithaté ki, amely az €16
szervezetben torténd felszivodast segiti.

Az irodalmi adatok szerint a D gylri{iben A' kettGskotést
is tartalmazo6 androszta-5,16-dién vazas exo-heterociklusos
szteroidok enzimgatld aktivitdsa a megfelelé androszt-
5-én szarmazékokénal lényegesen nagyobb lehet.* Ez a
megfigyelés vezetett arra, hogy a jo kitermelést nyujtd
szintézismodszert a 3B-acetoxipregna-5,16-dién-21-on (8)
esetében is alkalmazzuk. Dimetil-oxalattal, natrium-metilat
jelenlétében, toluolban végrehajtott Claisen kondenzacio
soran a A'S kettdskotésen lejatszodd Michael addiciot is
tapasztaltunk, amely a nemkivant 16B-metoxipregn-5-
én-20-on megjelenéséhez vezetett. A katalizatort kalium-
terc-butilattal helyettesitve mar jo termeléssel tudtuk a
3B-hidroxi-21-metoxalilpregna-5,16-dién-20-on (10b)
kiindulasi vegyiiletet eldallitani. Megallapitottuk, hogy a
10b vegyiiletre kiterjesztett atalakitasok is regioizomerek
keverékéhez, igy a  17B-(1-fenil-3-metoxikarbonil-5-
pirazolil)androszt-5,16-dién (12ba) és a 17B-(1-fenil-5-
metoxikarbonil-3-pirazolil)androszta-5,16-diénhez  (11ba)
vezet. Ugyanakkor megallapithat6 volt, hogy az 5 -pirazolil
vegylilet (12ba) joval nagyobb mennyiségben képzddott,
mint a 3'-pirazolil regioizomer (11ba). A jelenség lehetséges
magyarazata, hogy mind a 3b, mind a 10b kiindulasi anyagok
metoxikarbonil-csoportjanak elektront vonzo tulajdonsaga
megnoveli a lancvégi karbonilcsoport nukleofilitasat. Ennek
az a kovetkezménye, hogy a fenilhidrazin NH,-csoportjanak
a gylrlizaras iranyat meghatdrozo6 tamadasa ezen a
szénatomon konnyebben megy végbe, igy az 5-pirazolil
regioizomer keriil talsulyba a termékelegyben.'?

Amig a 3p-hidroxi-21-metoxalilpregna-5,15-dién-20-on
(10b) eloallitasa a kalium-terc-butilattal katalizalt Claisen
kondenzacioval kényelmesen megoldhatd volt, a modszer
a 21-hidroximetilidénpregna-5,16-dién-3$-0l-20-on (9a)
eléallitasanal nem jart eredménnyel. Az irodalomban tobb
probalkozast talalunk a vegyiilet szintézisére, amelyek
azonban csak rossz termeléssel, nehezen tisztithatd
formaban voltak kivitelezhet6k.*'© Munkank soran sikertilt
az érzékeny kiindulasi vegyiiletet (9a) piridinben, alacsony
homérsékleten, kozel 95 %-os termeléssel eldallitani.
A Kkétszeres telitetlenséget mutatd kiindulasi vegyiilet
(9a) fenilhidrazinnal végzett atalakitasa rossz hozammal
jatszodott le. A regioizomerek koziil megkaptuk a 17p-(1-
fenil-5-pirazolil)androszta-5,16-dién-3p-olt (12aa), mig a
masik izomer (11aa) csak nyomokban volt kimutathato.
Ugyanakkor a reakcidelegyben megjelent egy erésen apolaris
vegyiilet, amely az NMR mérések alapjan a 178-(1-fenil-5-
pirazolil)androszta-5,16-dién-3B-formiatnak bizonyult.
A formiatképz6dést ugy értelmeztiikk, hogy az érzékeny
kiindulasi anyagunk (9a) ecetsavas kozegben retro-Claisen
kondenzaciéval részben a kiindulasi vegyiiletté (8), részben
hangyasav-ecetsav vegyes anhidriddé alakult. Ez utobbi a
keletkezett termék (12aa) 3B-OH csoportjaval reagalva a
megfeleld formiathoz vezetett.

A 4aa—ae, S5aa—ae, Sba—be, 12aa—ae és a 12ba—be
vegyiiletek Oppenauer oxidacidja kielégité hozammal
szolgaltatta a megfeleld A*-3-ketoszteroidokat (6aa—ae,
7aa—ae, 7Tba—be, 13aa—ae ¢és 13ba—be).

Az altalunk eldallitott exo-heterociklusos szteroidok
szerkezetét 'H-, és C-NMR spektrumaikkal jellemeztiik.
Igy a 4aa-ae és az 5aa-ae 'H-NMR spektrumaban a 3
ppm eltolodas alatti alifas tartomanyban az androsztanvaz
jelei kozil az angularis metilcsoportnak megfeleld 3-as
intenzitasu szingulettek emelkednek ki. Mindkét spektrumon
megfigyelhetjiik a 3-as helyzetli hidrogénnek megfelel
multiplettet, valamint a kettés kotés 6-os szénatomjahoz
kapcsolddo hidrogén jelét. A gytriizarasi reakciot a spektrum
aromas tartomanyaban megjelend, Osszesen hét proton
bizonyitja, amelyek koziil ketté a heteroaromas gylirthdz,
o0t pedig a fenilcsoporthoz rendelheté. Ezek a jelek mindkét
regioizomer esetén megfigyelhetok, sorrendjiik azonban
kiilonboz6 a két spektrum esetén, amely a fenilcsoportnak
a molekulan belil elfoglalt kiilonbozé helyzetével
értelmezhetd. A 3 -pirazolil szarmazékoknal a heteroaromas
gylri 4-H jele 86 = 6,23-6,34 ppm-nél, mig az 5-H
alacsonyabb térerénél, 5 = 7,72—7,90 ppm-nél jelentkezik.
Az 5'-pirazolil szarmazékoknal a 4'-H jele 6,24—6,35 ppm,
mig a 3’-H jele 7,57-7,67 kozott jelentkezik. A megfeleld,
D-gytriiben telitetlen szarmazékok esetén megfigyelhet6 a
17-es hidrogén jelének az eltiinése. Helyette 4j jel figyelhetd
meg, amely a 16-os helyzetii kettoskotés jelenlétét
bizonyitja. A metoxikarbonil-pirazolilandroszt-5-én (4ba,
Sba ¢s a metoxikarbonil-pirazolilandroszta-5,16-dién (11ba
és 12ba) esetén az észtercsoportnak megfeleld szingulett
3,77, illetve a 3,91 ppm-nél kénnyen azonosithato.

3. 17p-Pirazolinil szteroidok

A 17B-pirazolil-szteroid szarmazékok eldallitasat kovetden
azok részlegesen telitett pirazolin gylirlit tartalmazd exo-
heterociklusok szintézisét tiiztiik ki célul. A részlegesen
telitett gytirirendszer ugyancsak tartalmaz fenil szubsztituens
szerkezeti elemet, azzal a kiilonbséggel, hogy a 17B-pirazolil
szteroidoknal N-fenil, mig a pirazolinil szteroidoknal C-fenil
szarmazékok szintézise valosul meg.

A pirazolil gyuriirendszer kialakitdsara szamos lehetdség
kinalkozik.'!*> Az androsztanvazas pirazolil-szteroidok
szintézisét Banday és munkatarsai az E-21-benzilidén-
3B-hidroxipregn-5-én-20-onbo6l (15a) és a fenilcsoporton
szubsztitualt szarmazékaibol kiindulva valositottak meg.'° Az
ecetsavban, hidrazin-hidrat jelenlétében végzett atalakitassal
jutottak a kivant 17B-pirazolil-szteroidhoz. A pirazolil
gytrtirendszer kialakulasakor egy 1j kiralitascentrum
jon létre, és igy az 5R és 5'S epimerek képzddésére van
lehetdség. A vonatkozé irodalom errél nem tesz emlitést.

Tekintettel arra, hogy az altalunk szintetizalt exo-
heterociklusos szteroidok antiproliferacids vizsgalata tiszta
diasztereomerek felhasznaldsaval torténik, megvizsgaltuk
a fenti reakcid sztercokémiai iranyitottsagat, az esetleg
képzOd6 izomerek jelenlétét.'’ A 3B-hidroxi-benzilidénpreg-
5-én-20-on (15a—f) ecetsavas kozegben, hidrazin-hidrat
jelenlétében 2 ora forralas utan teljes atalakulast mutatott. A
terc-butil-metil-éterrel végzett vékonyréteg-kromatografias
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vizsgélat két termék (16a—f és 17a—f) egyiittes jelenlétét
mutatta. A kritikus izomerpar kromatografias elvalasztasa
ebben a fazisban nem volt megoldhatd. A nyerstermék
piridin/ecetsav-anhidrid ecleggyel torténd acetilezése a
megfeleld 3B-acetatokat (18a—f és 19a—f) szolgaltatta. Ezek
kromatografias  elvalasztdsa  terc-butil-metil-éter/hexan
eleggyel megvaldsithatd volt. Az elvalasztott acetatokat
Zemplén szerinti dezacetilezéssel visszaalakitottuk a
megfeleld 3B-hidroxi szarmazékokka (16a—f és 17a—f). Az
elvalasztott vegyiiletek szerkezetét NMR spektroszkopiaval
bizonyitottuk. A mérések alapjan a nagyobb mennyiségben
keletkezett polaris termék az (5S)-17p-(1-acetil-5-fenil-

3-pirazolinil)androszt-5-én-3p-ol (17a) és szubsztitualt
szarmazékai (17b—f), mig a kisebb mennyiségli, kevésbé
polaris termék ezek 5R epimerjei (16a—f). Az elvalasztas
elotti termékelegyb6l végzett 'H-NMR  spektroszkopiai
mérések alapjan megallapithato volt, hogy epimerek aranya
5'R/5'S = 1:2 értéknek adddott, fliggetleniil attol, hogy a
kiilonbozoképpen szubsztitualt anyagok koziil melyikkel
végezzikk a gylriizarasi reakciot. A nyers termékelegy
vizsgalata azt is igazolta, hogy a pirazolingyliri NH-
csoportjanak acetilezddése még az ecetsavas reakcidelegyben
végbement. Ez tehat nem az elvalasztas érdekében, ecetsav-
anhidriddel végzett acetilezés eredménye (2. abra).

15-19

i = N = )

A 16 és 17 epimerek képzoédése a telitetlen ketonok
és a hidrazin szarmazékok reakcidjanak altalanosan
elfogadott mechanizmusa szerint értelmezhets.'"” A
reakcié els6 1épése a hidrazin nitrogénjének tamadésa a
karbonilcsoportra. Az altalunk vizsgalt molekula esetén
a C-20-as karbonilcsoporton végbemend nukleofil
tamadas iranya fiigghet a C-18-as angularis metilcsoport
sztérikus hatasatol. Ennek kovetkeztében a kialakuld 1j

ey

metilcsoport aszimmetrikus indukciot gyakorol (3. &bra).

Amennyiben a reakcidésor az A-B-C utat koveti, ugy a
vizkilépéssel jardo B hidrazon képzddésekor az emlitett
kiralitascentrumot elveszitjiik, igy az nem gyakorol hatast a
Miutan az epimerek aranydban minden esetben eltérést
tapasztaltunk, a reakcid lefutasat a hidroxipirazolidin
atmeneti terméken (D) keresztil haladd A-D-C utat
valoszintsitjiik. Ennek soran a C-20-as kiralitdscentrum a
gylrlizaras soran megmarad, igy a kett6skotés egyik oldala a
Michael addicio szempontjabol kedvezményezetté valik. Az

altalunk vizsgalt rendszerben a hidrazin nitrogénje nagyobb
valdszintiséggel tamad a kedvezményezettebb o oldalrol,
igy a gylrlizaras soran az 5'S termék képzodik nagyobb
aranyban.

A reakci6 lefutdsanak egy masik lehetdségeként a Michael
addicié megel6zné a karbonil szénatomon torténd hidrazon
képzddést. Ez alapjan az E-D-C reakciout is vezethet a
16a-f és 16a-f termékek képzodéséhez. Az elemi 1épések
ilyen jellegli valtozasa a szekunder aminokkal katalizalt
folyamatoknal figyelhetd meg.'s

Az  elvalasztott  izomerek NMR  spektrumainak
Osszehasonlitdsakor  kitlint, hogy a 4-CH, -csoport
protonjai az 5'R és az 5'S izomer sorozatokban jellegzetes
kiilonbozoségeket mutatnak. A jelenség kétdimenzios NMR
spektroszkopiai vizsgalataval (H,H-COSY, HSQC, NOESY)
sikertilt az izomerek szerkezetigazolasat megvalositanunk.

A szintetizalt vegyiiletek mind antiproliferacios, mind pedig
Sa-reduktaz enzimgatlasi vizsgalatra keriiltek.?
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4. Osszefoglalas

Kutatomunkank soran 17B-pirazolil-, ¢és

-pirazolinil-
szteroidok szintézisét valdsitottuk meg. A 3p-hidroxi-
pregn-5-én-20-on lanchosszabbitdsdval nyert 3[-hidroxi-
21-hidroximetilidénpregn-5-én-20-on fenilhidrazinnal ¢és
annak p-szubsztitualt szarmazékaival gytiriizarasi reakciot
végeztiink. A 17B-pirazolil szarmazékok képzddésekor az
irodalmi adatokkal ellentétben két regioizomer képzodését

tapasztaltuk, amelyek kritikus izomer part képeztek.
Az izomerek 3B-acetdt formajukban kromatografidsan
minden esetben elvalaszthatok voltak. A regioizomerek
képzédésénél a fenilhidrazin szubsztituenseitél fiiggd
nagyfoku hatas érvényesiilt.

A 17B-pirazolinil-szteroidok eldallitasat a 3pB-hidroxi-
pregn-5-én-20-on atalakitasaval kapott 21-benzilidénpregn-
5-én-20-on, valamint ennek p-helyzetben szubsztitualt
szarmazékainak hidrazin-hidrattal torténd reakcigjaval
végeztik. A 17B-pirazolinil-szteroidok képzddésekor az
irodalmi adatokkal ellentétben 5R és 5'S epimerek 1:
2 aranyu keveréke keletkezett, melyek kromatografiasan
elvalaszthatok voltak.

Mind az elvalasztott regioizomerek, mind az izolalt epimerek
antiproliferacios, valamint So-reduktaz — enzimgatlasi
vizsgalatra keriiltek.
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Synthesis of 17B-pyrazolyl and -pyrazolinyl steroids
1. 17B-Pyrazolyl steroids

Until recently, an unsaturated lactone ring at position 17f of steroidal
nucleus was considered an essential feature for digitalis-like
cardiotonic activity, the ring being a butenolide as in digitoxigenine
or a pentadienolide as in bufalin. Various studies have now shown
that these natural ring systems can be replaced by other groups
without loss of the activity. A cardenolide analog in which the
lactone ring is replaced by a nitrogen-containing unsaturated
heterocycle was to be almost as active as the parent compound.
Pharmacological examinations have shown that the cardiotonic
activity of the 17f-exo-heterocyclic steroids is weaker than that of
the parent compound, although the ratio of the therapeutic effect
to the toxic effect is favorable. Beside cardiotonic activity, a large
number of exo-heterocyclic steroids display a potential as inhibitors
of human cytochrome P450 ., the enzyme responsible for the
conversion of C, steroids to the related C , steroids (androgens).

The Claisen-condensation of pregnenolone acetate (la) with
ethyl formate in the presence of sodium methoxide lead to a 1,3-
dicarbonyl compound, the 3B-hydroxy-21-hydroxymethylidene-
pregn-5-en-20-one (2a). The reaction of this compound with
phenylhydrazine or its substituted derivatives — despite of the
earlier literature observations — led to regioisomeric N-phenyl
pyrazoles (4aa—ae and 5aa—ae). After chromatographic separation
of the regioisomers, we pointed out that their ratio depended on the
electronic character of the p-substituent of the phenylhydrazine.
Substituents with an electron-withdrawing character (Cl and
CN) afforded predominantly 5-pyrazolyl derivatives (5ad—ae).
Electron-donating substituents (CH, and OCH,) gave mainly
3’-pyrazolyl compounds (4ab—4ac). An electron-withdrawing
substituent in the para position in phenylhydrazine decreases
the electron density and the nucleophilicity at the N atom. The
favored step in this case is the reaction of phenylhydrazine with the
more reactive free C-21 aldehyde group of 3a in the equilibrium
mixture. The second step is the ring-closure process, resulting in
5’-pyrazolyl derivatives. Substituents with an electron-donating
character increase the electron density and nucleophilicity of the
substituted phenylhydrazine, which react with both the C-20 keto
and C-21 formyl groups in 2a and 3a, resulting predominantly in
4aa—ae derivatives. We performed experiments to influence the
isomeric ratios, and it was found, that when the reaction is carried
out in dichloromethane with Lewis acid catalyst, the ratio of the 3'-
pyrazolyl isomer (4aa—ae) significantly increased.

The method was then applied for the preparation of A'*- (11aa—ae
and 12aa—ae), and methoxycarbonylpyrazolyl derivatives (4ba—be
and Sba—be), and for a series in which the two structural elements
are combined (12ba—be). The synthesis of 3f-hydroxy-21-
hydroxymethylidenepregna-5,16-dien-20-one (9a) was carried
out in pyridine with ethyl formate, in the presence of sodium
methoxyde at low temperature. The synthesis of the synthon
equivalent with methoxycarbonyl group (9b) was performed by
a Claisen-condensation with dimethyl oxalate. In the product
mixtures from ring closing reactions of these synthon equivalents
the 5'-pyrazolyl reagioisomers predominated, the corresponding 3 -
pyrazolyl ones formed in lesser or undetectable amounts.

Oppenauer oxidation of the 3B-hydroxy compounds 4aa—ae,
Saa—ae, Sba—be, 12aa—ae and 12ba—be lead to the corresponding
A*-3-ketosteroids 6aa—ae, 7aa—ae, 7ba—be, 13aa—ae and 13ba—be
without any degradation of the exo-heterocyclic system (Fig.1).

The structures of the newly synthesized steroidal pyrazoles were
determined by NMR spectroscopy. In the 'H NMR spectra, the
signals of the phenyl (or p-substituted phenyl) group appear in the
aromatic region. In the case of the 3'-pyrazolyl steroids, 4-H on
the heteroaromatic ring resonates at 6 = 6.23—6.34 ppm, while the

signal of 5°-H can be found at lower fields: & = 7.72—7.90 ppm.
4’-H of the 5-pyrazolyl derivatives can be observed at 6.24—6.35
ppm, and 3-H at 7.57-7.67 ppm. The “C NMR spectra of the
synthesized steroids also contain the signals of the heteroaromatic
ring, one for C-4’at ~ 127 ppm, and the C-3"signal at ~ 139 ppm. In
3’-pyrazolyl-, and 5-pyrazolyl steroids, the multiplet at ~ 3.50 ppm
can be assigned to 3-H. In the Oppenauer-products 4- (sp?.) H is to
be found at 8 = 5.69—5.74 ppm (singlet) in the 'H NMR spectra, and
the 3-H signal disappears, while the C-3-s resonate at ~199.5 ppm
(3C). In the spectra of the methoxycarbonyl pyrazoles a singlet is
at 3.77 ppm in the 'H NMR spectra of the 3'-pyrazolyl, and at 3.91
ppm in that of the 5-pyrazolyl series.

2. 17p-Pyrazolinyl steroids

The reactions between a,B-unsaturated ketones and hydrazines
are widely used for the preparation of substituted 2-pyrazolines.
To obtain pyrazolinylandrostene derivatives and to study the
stereochemistry of their formation, we reacted E-21-benzylidene-
3B-hydroxypregn-5en-20-one (15a-f) with hydrazine hydrate in
acetic acid. The consumption of the starting material was monitored
by TLC. Regardless of the starting material, the ring-closure
reaction afforded (in contrast with the literature data) a mixture of
two steroidal pyrazoline epimers. The spots were distinguishable
only when methyl ferz-butyl ether was used as eluent. The more
polar of these two spots was more intense, and the 'H NMR
spectra of the crude mixtures revealed that the product ratio was
1:2. For easier separation, the product mixture was acetylated. For
all of the substituted pyrazolines, the two products could be fully
separated by column chromatography. After separation, 2D NMR
spectra demonstrated that the minor products were the 5'R epimers
(18a—f), while the major products were the 5'S epimers (19a—f)
of the corresponding phenylpyrazolinylandrostene derivatives.
After separation of the acetylated pyrazoline products (18a—f and
19a—f), they were hydrolyzed by the method of Zemplén to obtain
the 3B-hydroxy derivatives (16a—f and 17a—f). Their NMR spectra
were also taken, and it was proven that the pyrazoline ring with the
N-acetyl group remained unchanged under the mild conditions of
deacetylation (Fig 2.).

For the formation of the epimers (16a—f and 17a—f) three
mechanistic pathways may be suggested. According to a widely
accepted interpretation (A-B-C), the nucleophilic attack of the
hydrazine nitrogen takes place on the carbonyl group of the
enone, and intermediate A is formed containing a chiral carbon
atom (C-20). In the case of the present molecules, the direction of
the nucleophilic attack may be affected by the steric hindrance of
the angular 18-CH,, and one side of the carbonyl group therefore
becomes more favorable. Then with the elimination of the one
molecule of water, a hydrazone B is formed, with the loss of the C-
20 asymmetric center. Intramolecular Michael addition of the NH,
group of B to the double bond leads to pyrazoline C. This step is
probably not affected by the steric effect of the angular 18-CH,, as
it is several bonds away from it, and this should therefore result in
an approximately 1:1 ratio of the epimers. The acetylation of C by
the solvent leads to the formation of the N-acetyl products 16a—f
and 17a—f. Another possible mechanistic pathway (A-D-C) starts
with the formation of A, but without the elimination of water a ring-
closure step takes place next, furnishing a hydroxypyrazolidine
intermediate D. As the asymmetric center at C-20 is still present in
the ring closure step, its configuration determines the configuration
of the new chiral carbon atom (C-5"). As the two epimers of
intermediate A may not be present in 1:1 ratio because of the
steric effects mentioned above, the 5'S and 5'R epimers of C (and
therefore 16a—f and 17a—f) may not form in equal quantities, which
is in agreement with our experimental findings. According to some
statements in the literature, the Michael addition of the hydrazine
derivative can be regarded as the first step, but this mechanism (E-
D-C) needs special experimental evidence (Fig. 3).
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