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Predmétem vyndlezu je zplsob vyroby 7-
-hydroxyestradioltt obecného vzorce I,

OR:5
_-Rk
R O ’ .
1 ORZ
(1}
ve kterém

Ri znamend atom vodiku, alkanoylovou
skupinu s 1 aZ 15 atomy uhliku, alkylovou
skupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku, cykloalkylo-
vou skupinu se 3 aZ 8 atomy uhliku, nebo
nasycenou pé&ti- nebo $esticlennou hetero-
cyklickou skupinu obsahujici kyslik, nebo
zbytek sulfonové kyseliny s 1 aZ 6 uhlikovy-
mi atomy,

Rz a R3 jsou shodné nebo rozdilné a zna-
menaji atom vodiku, alkanoylovou skupinu
s 1 aZ 15 uhlikovymi atomy nebo nasycenou
péti- nebo Sesti¢lennou heterocyklickou sku-
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pinu obsahujici kyslik, pii¢emZ Rz popiipadé
iedté znamend zhbytek sulfonové kyseliny s
1 aZ 6 uhlikovymi atomy,

R4 znamend ethinylovou nebo chlorethiny-
lovou skupinu.

Jako alkanoylové skupiny ptichédzejl v G-
vahu zbytky kyselin poskytujicich fyziologic-
ky ne¥kodné soli. Vyhodnymi kyselinami jsou
organické karboxylové kyselny s 1 az 15 a-
tomy uhliku, které pat¥i do alifaticke, cyklo-
alifatické, aromatické, aromatickoalifatické
nebo heterocyklické fady. Tyto kyseliny mo-
hou byt téZ nasycené a/nebo vicesytné a/ne-
bo obvyklym zplisobem substituované. Jako
piiklad substituentl je moZno uveést alkylo-
vé skupiny, hydroxyskupiny, alkoxyskupiny,
oxoskupiny nebo aminoskupiny nebo atomy
halogeni.

Napiiklad je moZno uvést tyto karboxylo-
vé kyseliny: kyselinu mraventi, octovou, pro-
pionovou, méaselnou, isomédselnou, valerovou,
isovarelovou, kapronovou, enanthovou, kap-
rylovou, pelargonovou, kaprinovou, undeci-
lovou, laurovou, tridecylovou, myristovou,
pentadecylovou, trimethyloctovou, diethyloc-
tovou, terc.butyloctovou, cyklopentyloctovou,
cyklohexyloctovou, cyklohexankarboxylovou,
fenyloctovou, fenoxyoctovou, mono-, di- a
trichloroctovou, aminooctovou, diethylamino-
octovou, piperidinoctovou, morfolinoctovou,
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mlécnou, jantarovou, adipovou;. benzoovou,
nikotinovou, isonikotinovou, furan-2-karboxy-
lovou.

Jako alkylové zbytky ve vyznamu substi-
tuentu Ri prichdzeji v tvahu alkylové zbyt-
ky s 1 aZ 5 atomy uhliku, které mohou byt
obvykle substituovdny nebo rozvé&tveny. P¥i-
kladem substituentli jsou atomy halogeniti
nebo niZ8i alkoxyskupiny. Obzvia$t& vyhodné
jsou methylové a ethylové skupina.

Jako cykloalkylové skupiny p¥ichézeji v
Gvahu skupiny se 3 aZ 8 atomy uhliku, z
nichZ vyhodné je cyklopentylova skupina.

Jako nasycené heterocyklické zbytky ob-
sahujici kyslik p¥ichdzeji v dvahu ty, které
se odvozuji od heterocyklli s nejmén& jed-
nim atomem Kkysliku v kruhu a které jsou
perhydrogenovény na kruhu obsahujicim a-
tom kysliku. Jako pfiklad je moZno uvést tet-
rahydrofurylovy a tetrahydropyranylovy zby-
tek, z nichZ vyhodny je tetrahydropyranylovy
zbytek.

Jako zbytky sulfonovych kyselin ve vyzna-
mu substituentu Ri a/nebo Rz pfichdzeji v
tvahu zbytky alifatickych, cykloalifatickych
a aromatickych sulfonovych kyselin s 1 aZ
15 atomy uhliku, jakoZ i zbytky aminosulfo-
novych kyselin, které mohou obsahovat jes-
t& dalSf substituenty. Alifatické sulfonové ky-
seliny maji obsahovat s vfhodou 1 aZ 6 ato-
mi uhliku a mohou byt substituovdny na-
priklad halogenem, jako je chlor. Jako p¥Fi-
klad je moZno uvést tyto alifatické sulfono-
vé kyseliny: kyselinu methansulfonovou, et-
hansulfonovou, g-chlorethansulfonovou, pro-
pansulfonovou, isopropansulfonovou, butan-
sulfonovou. Z cykloalifatickych sulfonovych
kyselin jsou vyhodné kyselina cyklopentan-
sulfonovd a kyselina cyklohexansulfonova.
Aromatickymi sulfonovymi kyselinami jsou s
vyhodou kyselina benzensulfonové, p-toluen-
sulfonovd, a p-chlorbenzensulfonova. Z ami-
nosulfonovych kyselin p¥ichdzeji v tdvahu
napfiklad N,N-disubstituované aminosulfono-
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vé kyseliny, pFitemZ ob&ma substituenty jsou
alkylové zbytky s 1 aZ 6 atomy uhliku nebo
alkylenové skupina se 4 aZ 6 &leny, pop¥ipa-
dé preruSend heteroatomem, jako je dusik,
kyslik nebo sira. Jako p¥iklad je moZno u-
vést kyselinu N,N-dimethylaminosulfonovou,
N,N-diethylaminosulfonovou, N,N-bis- (B-

chlorethyl)aminosulfonovou, N,N-diisobutyl-
aminosulfonovou, N,N-dibutylaminosulfono-
vou, pyrrolidino-, piperidino-, piperazino-,
N-methylpiperazino- a morfolinosulfonovou.

Jako uhlovodikové zbytky ve v§znamu sub-
stituentu R4 pFichédzeji v dvahu alkylové, al-
kenylové nebo alkinylové skupiny aZ s 5
atomy uhliku, napfiklad methylovy, ethylo-
vy, propylovy, butylovy, pentylovy, vinylovy,
ethinylovy, propinylovy a butadiinylovy zby-
tek. Nenasyceny uhlovodikovy zbytek miZe
byt téZ substituovdn chlorem. Vyhodnymi
uhlovodikovymi zbytky ve vyznamu substi-
tuentu R4 jsou ethinylovy a chlorethinylovy
zbytek.

SlouCeniny vyrobené zplisobem podle vy-
ndlezu se vyznaduji pfiznivou disociovanou
farmakologickou udinnosti. Na zdkladg siln&
vaginotropniho a slab& uterotropniho G&inku
jsou zejména vhodné k 1éceni Zen v post-
menstrua¢nim obdobi. Tak je moZno jich po-
uZit pro léfeni nedostatku estrogenu, pii
némZ se mé zabranit centrdln& fizenému u-
Cinku na délohu, p¥i ném# je viak Zdadouci
ucinek na pochvu, Sloueniny vyrobené zpi-
sobem podle vynélezu jsou pak rovn&Z pou-
Zitelné jako meziprodukty k vyrobd farmako-
logicky cennych steroidil.

P¥iznivou estrogenni disociaci je moZno
dokazat napriklad na my$i testem s kyseli-
nou sialovou jak po ordlni, tak i po subku-
tanni aplikaci. Tak se sloudeniny podle vy-
ndlezu vyznacuji, jak je uvedeno v tabulce I
na pifkladu 17¢-ethinyl-1,3,5(10)-estratrien-
-3,7,178-triolu, disociaénim podilem, ktery
daleko predstihuje disociadni podil standard-
nich l4tek, estradiolu a 17«-ethinylestradiolu.

Tabulka I
Sloudenina prahova hod- relativni aéinnost disociatni
nota [mg] p. 0. vaginotropni  uterotropni podil p. o.
estradiol : 0,05—0,1 1 1 1
17¢-ethinylestradiol 0,01 9,1 10,9 0,9
17¢-ethinyl-1,3,5(10)-estra-
trien-3,7e,178-triol 0,03 0,898 0,099 9,1

Test s kyselinou sialovou se provadi tak-
to:

My3im se vyjmou vajeéniky. Podinaje 10.
dnem po Kkastraci se pokusnym zvifatim po-
ddva jednou denn# po 3 dny zkouSend lat-
ka p. 0., 4. dne se zvifata usmrti. Pochva a
dé&loha se ihned vypreparuji a odvéZi k hyd-
rolyze do zkumavky. Stanoveni kyseliny sia-
lové se provadi postupem podle Svennerhol-
ma [Biochem. Biophys. Acta 24 (1957) 604].
Stanovi se piirfistek hmotnosti pochvy a

dé&lohy, zavisly na dévce, jakoZ i Gbutek ob-
sahu kyseliny sialové, z nichZ se uréi pomér-
néd velikost udinku zkoumané l4tky ve .srov-
ndni se standardni l14tkou estradiolem. Rela-
tivni Géinnosti se vyjddii jako pomér, ¢imZ
se ziskd disociaCni stupeii Q. U standardni
slouceniny estradiolu je Q = 1. Sloudeniny
5 Q > 1 jsou pomérné vaginotropni, sloude-
niny s Q < 1 jsou pomérn& uterotropni.

Prahové hodnoty uvedené v tabulce I, byly
zjiStény na krysach obvyklym testem Allen-
-Doisy.
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Vyndlez se tyka téZ 1éCiv, které obsahuji
7-hydroxyestradioly obecného vzorce I jako
Ggéinnou sloZku.

Vyroba t&chto 1é¢iv se provddi obvyklym
zpfisobem tim, Ze se ufinné latky pievedou
s nosié¢i, Fedidly, chutovymi prisadami atd.,
obvyklymi v galenické farmacii, do poZado-
vané aplika¢ni formy, jako jsou tablety, dra-
76, tobolky, roztoky atd. Koncentrace acin-
né latky v takto formulovanych lé¢ivech za-
visi na aplikatni form&. Tak napfiklad tab-
leta obsahuje s vyhodou 0,01 aZ 10 mg, roz-
toky k parenteralni aplikaci obsahuji 0,1 az
20 mig/ml roztoku.

Davkovani 1é8iv obsahujicich slouCeniny
vyrobené zpfisobem podle vyndlezu se milZe
mé&nit podle formy podavani a podle zvolené
slouteniny. Krom& toho se miZe ménit i
podle pacienta. Obecné se slouceniny vyrobe-
né zptsobem podle vyndalezu podavaji v kon-
centraci, kterd mfZe dosahnout priznivych
vysledk®, ani# vyvoldvd nepiiznivé nebo
$kodlivé vedlejsi aginky; tak napfiklad se
sloudeniny podle vyndlezu podavajl v dav-
ce, kterd je v rozmezi pFibliZzné 0,02 mg az
asi 20 mg, i kdyZ za danych okolnosti je
moZno ji zmé&nit, takZe se pouZije davka vys-
§ ne# 20 mg, napfiklad aZ po 50 mg. S v§y-
hodou viak se pouZivd davek v rozsahu pfi-
bliZn& 0,05 mg aZ asi 5 mg.

Zphsob podle vynélezu se provadi tak, Ze
se 17a-R4-estradiol obecného vzorce II,

(1)

ve kterém

Ri a R4 maji vyznam uvedeny v uvodu to-
hoto popisu vynélezu, se fermentuje kultu-
rou hub rodt Absidia, Aspergillus, Rhizopus,
Pellicularia nebo Diplodia a podle poZado-
vaného vyznamu substituentli Ri, Rz a R3 v
kone&ném produktu vzorce I, kde R4 zname-
né ethinylovou nebo chlorethinylovou skupi-
nu, se popripad& alespoii jedna hydroxylova
skupina etherifikuje a/nebo esterifikuje.

Zpfisob podle vyndlezu pro vyrobu 7e-hyd-
roxyestradioli obecného vzorce I, ve kterém
R1, Rz, R3 a R4 maji vyznam uvedeny v Gvod&
tohoto popisu vynélezu (u vzorce 1], s tou
vyjimkou, Ze Zadny ze zbytkh Ri a Rz ne-
predstavuje zbytek sulfonové Kkyseliny, se
miZe vyhodn& provadét tak, Ze 17«-44-estra-
diol obecného vzorce II, ve kterém Ri a Rt
maji vyznam uvedeny v bodé 1 s tou v§jim-
kou, Ze Ry nepfedstavuje zbytek shora uve-
dené sulfonové kyseliny, se fermentuje kul-
turou hub rodf Absidia, Aspergillus, Rhizo-

]

pus, Pellicularia nebo Diplodia a podle Za-
daného vyznamu Ri, R2 a R3 v kone¢ném pro-
duktu vzorce I, kde R4 znamend ethinylo-
vou nebo chlorethinylovou skupinu, se po-
pripadé alespoii jedna hydroxylova skupina
etherifikuje a/nebo esterifikuje.
7a-hydroxylace se dafi za pouZiti kultur
hub druh@ Absidia, Aspergillus, Rhizopus,
Pellicularia a Diplodia. Vhodnymi kmeny

jsou napiiklad: Absidia orchidis (STCC 8990},

Aspergillus luchuensis (CBS]), Rhizopus nig-
ricans {ATCC 6227b), Pellicularia filamen-
‘tsa (ATCC 12289), Diplodia natalensis
(ATCC 9055}, Rhizopus oryzae (ATCC 4558),
Rhizopus kazahebsis (ATCC 8998), Rhizopus
cohuii (ATCC 8996), Rhizopus shanghaien-
sis (ATCC 10 329), Rhizopus stolonifer (ATCC
10 404). -

Fermentace probihd za tychZ podminek,
jakych se pouZiva pfi zndmych fermentativ-
nich p¥eméndch steroidfi kulturami hub. S
vyhodou se fermentativni hydroxylace slou-
genin obecného vzorce 11 provadi v submerz-
nich kulturdch vySe uvedenych kmeni za
aerobnich podminek. Za tim td¢elem se kul-
tury hub péstuji za provzdusiiovdni v Ziv-
ném prostredi, které obsahuje uhlohydraty,
bilkoviny, Zivné soli a riistové latky, nuiné
pro rist hub. Po vypéstovédni se ke kulturdm
pFidé substrat jako vodnéd suspenze nebo roz-
pudtény ve vhodném rozpoustédle, jako je
methanol, ethanol, glykolmonomethylether,
dimethylformamid nebo dimethylsulfoxid, a
fermentuje se aZ do ukon¢eni reakce. Pfe-
mé&na substrdtu se tfelné sleduje chromatic-
kou analyzou vzorkovych extraktd na ten-
ké vrstvé. Jako u v8ech zndmych mikrobio-
logickych premén steroidit je i pFi zpfisobu
podle vynélezu optimdlni koncentrace sub-
stratu a optimalni doba fermentace zavisla
na specifické struktuf'e substrdtu a na samot-
nych fermentaénich podminkdch a musi se
stanovit zndmymi pFfedb&Znymi pokusy.

Po skonéené fermentaci se produkty fer-
mentace izoluji zndmym zplsobem. Izolace
se miiZe napfiklad provadst tak, Ze se fer-
mentatni nasady extrahuji poldrnim, ve vo-
d& nerozpustnym rozpouStédlem, jako je
ethylacetat, butylacetdt nebo methylisobu-
tylketon, extrakty se zahusti a takto ziskané
surové produkty se popfipadé piefisti chro-
matograficky a/mebo prekrystalovdanim. Vol-
né hydroxylové skupiny se pak mohou zes-
terifikovat nebo zetherifikovat. Zesterifikova-
né nebo zetherifikované hydroxylové skupi-
ny se mohou pfevést ve volné hydroxylové
skupiny.

Pro esterifikaci pFichdzeji v tvahu postu-
py obvyklé v chemii steroidfl. PongvadZ hyd-
roxylové skupiny v poloze 3, 7 a 17 se vy-
znatuji odliSnou reaktivnosti, je moZno tyto
hydroxylové skupiny zesterifikovat postupné.
Podle volby reak&nich podminek se ziskafi
3-mono-, 3,7-di- nebo 3,7,17-triacylové slou-
geniny. Acylace v poloze 3 a 7 se provadi s
vyhodou anhydridem, popfipadé halogenidem
kyseliny v pfitomnosti pyridinu pFi teploté
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mistnosti. Ukon¢i-li se acylace p¥i nizké tep-
lot& asi po 0,3 aZ 1 hoding, ziskd se 3-mono-
acylova sloutenina; necha-li se vdak acylace
probihat po nékolik hodin, vznikne 3,7-di-
acylova slouCenina. K acylaci 178-hydroxy-
lové skupiny ve 3,7-diacylédtech se na steroid
plsobi za teploty mistnosti napfiklad anhyd-
ridem kyseliny v pFitomnosti silnych kyselin,
jako je kyselina p-toluensulfonovéd nebo ky-
selina  chloristd, nebo za tepla anhydridem
kyseliny v pfitomnosti pyridinu. T&chto pos-
tupll je moZno téZ pouZit k bezprostfednimu
prevedeni volné trihydroxysloudeniny v tri-
acylat. Z triacylatd je moZno uvolnit 3-hyd-
roxyskupinu €4stenym zmydeln&nim za mir-
nych podminek.

Trihydroxylovou sloudeninu, jakoZ i mo-
no- a diester je moZno pievést v piisluiné
tetrahydropyranylethery plisobenim dihydro-
pyranu v piitomnosti silné kyseliny, napfi-
klad kyseliny p-toluensulfonové. Z 3-mono-
acyl-, poptipad& 3,7-diacyl-7,17-, pop¥ipadé
17-tetrahydropyranylethert je moZno alkalic-
kym zmydeln&nim uvolnit 3-, popiipadé 3,7-
-hydroxyskupiny.

St&peni tetrahydropyranyletherit se prova-
di za mirnych podminek priddnim kyseliny,
napiiklad kysel'ny §tavelové v methylenchlo-
ridu a methanolu za teploty varu.

Etherifikace alkylovym nebo cykloalkylo-
vym zbytkem v poloze 3 se provéadf s vyho-
dou pfislusnym halogenidem v p¥Fitomnosti
slabé zédsady, jako je uhli¢itan draselng, uhli-
¢itan sodny atd. v alkoholickém roztoku pii
teplot& varu nebo (cyklo-)alkylhalogenidem
v piitomnosti silné zdsady, jako je hydrid
sodiku, p¥i teplotd mistnosti.

SlouCeniny etherifikované v poloze 3 -se
mohou pak esterifikovat v polohdch 7 a 17
karboxylovymi kyselinami nebo se mohou ne-
chat reagovat s:dihydropyranem.

Slou¢enina monoacylovand v poloze 3 kar-
boxylovou kyselinou se miiZe pFevést v ester
sulfonové kyseliny v poloze 7 tim, %e se 3-
-monoacylova slou€enina zndmym zpisobem
nechd pri teploté mistnosti reagovat s ha-
logenidem sulfonové kyseliny v p¥{tomnosti
terciarniho aminu. Obdobnd je moZno slou-
Ceninu etherifikovanou v poloze 3 sulfonylo-
vat v.poloze 7.

Necha-li se trihydroxysloudenina reagovat
pfi teploté mistnosti-s halogenidem sulfono-
vé kyseliny v pFitomnosti tercidrntho aminu,
ziskd se 3,7-diester sulfonové Kyseliny. V
piipadé reakce s chloridem kyseliny methan-
sulfonové je tfelné chrédnit 17-hydroxylovou
skupinu, napiiklad p¥evedenim v 17-tetra-
hydropyranylether, nebot nechrdn&n4 hydro-
xylové skupina v poloze 17 se milZe pii pii-
sobeni chloridu kyseliny methansulfonové
snadno odst&pit. Krom& toho je pak ufelné
pracovat pii teplotdch v rozmezi p¥ibliZng
—10 aZ 15 °C.

3,7-Dihydroxy-17-tetrahydropyranylether
se ziskd tak, Ze se 3,7-diacylov4 sloudenina,
ziskand plisobenim anhydridu, pop¥ipads ha-
logenidu kyseliny v p¥itomnosti pyridinu pfi

teploté mistnosti, prevede dihydropyranem
v pIfitomnosti silné kyseliny, jako je kyseli-
na p-toluensulfonovd, v prisludny 17-tetra-
hydropyranylether a hydroxylové skupiny v
polohédch 3 a 7 se uvolni alkalickym zmy-
delnénim. .

K pfipravé esteru monosulfonové kyseliny
v poloze 3 se neché reagovat 3-hydroxy-7,17-
-bis (tetrahydropyranylether) s halogenidem
sulfonové kyseliny pfi teplotd mistnosti v
pFitomnosti tercidrniho aminu. Priprava 3-
-hydroxy-7,17-bis(tetrahydropyranyletheru)
se provadi napfiklad reakci 3-monoacylové
sloueniny s dihydropyranem a néslednym
alkalickym zmydeln&nim esterové skupiny v
poloze 3.

Priklad 1

Mikrobidlni 7e-hydroxylace

2 litrova Erlenmayerova baiika, kterd ob-
sahuje 500 ml Zivného roztoku, sterilizova-
ného po dobu 30 minut v autokldvu p¥i tep-
loté 120 °C a obsahujictho 3 % glukézy, 1 %
kukuFicného vyluhu, 0,2 % NaNOs 0,1 %
KH2PO4, 0,05 % MgSO0s4, 0,002 % FeSO1 a 0,05
procent KCl, se naofkuje lyofilni kulturou
Diplodia natalensis (ATCC 9055) a tFepe se
po dobu 72 hodin p¥i teploté 30 °C na rota&ni
tfepacce. Touto pfedkulturou se pak naotku-
je 20litrovy fermentalni tank napln&ny 15
litry prostfedi, sterilizovaného pFi teplots
121°C za pretlaku 0,11 MPa, o stejném sloZe-
ni jako predkultura. Za p¥idavku Silikonu
SH jako prostfedku proti p&néni, se pak kul-
tivuje pii teploté 29 °C za provzdudnéni (10
I/min), pfetlaku 0,07 MPa a michéni (220
otdCek/min) po dobu 24 hodin; 1 litr kulti-
vafni zdpary se pak za sterilnich podminek
pfevede do 14 litrli Zivného prost¥edi stej-
neho sloZenfi, sterilizovaného, jak je vyse u-
vedeno, a kultivuje se za stejnych podminek.
Po 12 hodindch se ptid4 steriln& filtrovany
roztok 3 g ethinylestradiolu ve 100 m] dime-
thylsulfoxidu.

Prib&h pfem&ny se sleduje chromatogra-
fickou anal§zou methylisobutylketonov§ch
extraktfi fermentaénich vzork@ na tenké vrst-
v&. Po tplné pfemé&n& (doba kontakt 45 ho-
din} se obsah fermenta&niho tanku dvakrat
promiché vZdy s 10 litry methylisobutylketo-
nu a extrakt se odpaii za vakua pfi teplots
lazné& 50 °C. :

K odstranéni prostfedku proti p&né&ni se

zbytek vyjme methanolem, silikonovy olej se
0ddéli v d8lici nélevce, roztok se pak pfe-
filtruje pFes sklddany filtr a znovu se odpa-
If do sucha. Zbyvajici ziskany surov§ pro-
dukt se pak rozpusti v methylenchloridu a
preCisti se chromatografii na sloupci silika-
gelu za pouZiti rozpoust&dlového gradientu
methylenchlorid-methylenchlorid/aceton.
Po prekrystalovani z ethylacetstu taje Cisty
bily 17«-ethinyl-1,3,5(10 )-estratrien-3,7¢,178-
-triol p¥i teplot& 234 aZ 235 °C (za rozkladu).
C22H2403 (molekulovd hmotnost 312,4). Vy-
t&Zek: 710 mg.
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PFiklad 2

500 mg 178-ethinyl-1,3,5(10)-estratrien-3,-
7¢,178-triolu se rozpusti v 10 ml pyridinu, k
roztoku se prida 0,5 ml acetanhydridu a smés
se michd po dobu 20 minut za chlazeni le-
dem. Pak se roztok vmichd do 100 m! chla-
zené 8% Kkyseliny sirové a vyloutend sraZe-
nina se promyie do neutralni reakce. Po vy-
sudeni se produkt pfrekrystalizuje ze smési
etheru a hexanu, ¢imZ se ziskd Cisty 3-ace-
toxy-17¢-ethinyl-1,3,5(10)-estratrien-7«,178-
-diol o teploté tadni 133 aZ 135°C. VytéZek:
365 mg.

Priklad 3

K roztoku 100 mg 17«-ethinyl-1,3,5{10)-
-estratrien-3,7¢,178-triolu v 5 ml ethylaceté-
tu se pfi teploté mistnosti po sobé pridd 1
ml anhydridu kyseliny octové a 1 kapka
70% kyseliny chloristé. Po 3 minutdch se
pridda 1 kapka pyridinu, smés se promyje
nasycenym roztokem chloridu sodného, vy-
susi a odpaii. Ziské se 78 mg 3,7«,178-triace-
toxy-17¢-ethinyl-1,3,5(10)-estratrienu jako a-
morfni 1atka.

UV (methanol):

¢215 = 9 760,
%1 = 54l
€267 = 715,
4 = 696.

Priklad 4

K roztoku 150 mg 17«-ethinyl-1,3,5(10)-
-estratrien-3,7¢,178-triolu ve 3 ml pyridinu
se pfidd 1 ml anhydridu kyseliny octové a
smés se ponechd stat pii teplotd mistnosti
po 16 hodin. Pak se reak&ni smés za pridédni
cyklohexanu nebo chloridu uhli¢itého odpa-
' dosucha. Zbytek se rozpusti v ethylaceta-
tu a roztok se promyje vodou. Po vysuseni a
odpareni se zisk4d 120 mg surového produktu,
ktery se predisti chromatografii na tenké
vrstvé. Ziska se 110 mg 3,7«-diacetoxy-17q-
-ethinyl-1,3,5(10)-estratrien-17g-olu o teplot
tani 165 aZ 166 °C.

Pf¥iklad 5

200 mg 17a-ethinyl-1,3,5(10)-estratrien-3,-
7a,178-triolu se rozpusti za zah¥4ti ve 3 ml
methanolu a 1 ml cyklopentylbromidu, k roz-
toku se pak pridd 200 mg uhliditanu drasel-
neho a smés se zahiiva k varu po 12 hodin
v atmosféfe dusiku. Poté se smss vlije do le-
dové vody, okyselené kyselinou octovou a ex-
trahuje methylenchloridem. Organickd fdze
se promyje do neutrdlni reakce, vysusi a od-
pafi. Surovy produkt v mnoZstvi 150 mg se
pleCisti chromatograficky na tenké vrstve,
CimZ se ziskd 110 mg 17«-ethinyl-3-cyklopen-
tyloxy-1,3,5,(10)-estratrien-7e«,178-diolu o tep-
loté tdnf 126 aZ 128 °C.
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Priklad 6

K roztoku 350 mg 17«-ethinyl-3-cyklopen-
tyloxy-1,3,5(10)-estratrien-7e,17g-diolu v 5
ml] ethylacetdtu se pfidd 1 ml anhydridu ky-
seliny octové a 1 kapka 70% kyseliny chlo-
risté a smés se michd pfi teploté mistnosti
po 3 minuty. Pak se pfidd 0,5 ml pyridinu,
promyje nasycenym roztokem chloridu sod-
ného, vysusi a odpaii. Ziska se 310 mg 7e,-
17g-diacetoxy-17a-ethinyl-3-cyklopentyloxy-
-1,3,5(10)-estratrienu jako amorfni latka.

UV (methanol}:

e222 = 9 060,
ez27 = 8730,
e274 = 1 460,
€280 = 1920,
c288 = 1770.

Pr¥iklad 7

500 mg 17«-ethinyl-1,3,5([10)-estratrien-3,-
70,17 8-triolu se rozpusti v 10 ml pyridinu, k
roztoku se pfidd 1 ml anhydridu kyseliny
méselné a smés se michd po dobu 60 minut
pFi teploté mistnosti. Pak se roztok vmicha
do 100 ml ochlazené 8% kyseliny sirové a
vylouend sraZenina se promyje do neutrél-
ni reakce. Po vysuSeni se pfekrystalizuje ze
smési etheru a hexanu, &imZ se ziskd Cisty
3-butyryloxy-17«-ethinyl-1,3,5(10)-estratrien-
-7¢,178-diol o teplot&é tani 130 aZ 131°C. Vy-
téZek: 415 mg.

Priklad 8

500 mg 17«-ethinyl-1,3,5{10)-estratrien-3,-
7a,178-triolu se rozpusti v 10 ml pyridinu,
pridaji se 3 ml anhydridu kyseliny méselné
a smés se michd po dobu 72 hodin pfi teplo-
t& mistnosti. Pak se roztok vmicha do 100
ml ochlazené 8% Kkyseliny sirové a vylou&e-
né sraZenina se promyje do neutrdlni reakce.
K dalSimu pfefisténi se produkt chromato-
grafuje pres sloupec silikagelu a pFekrysta-
lizuje se ze smési etheru a hexanu. Cisty 3,-
7e-dibutyryloxy-17e-ethinyl-1,3,5(10)-estra-
trien-178-ol taje p¥i teplotd 132,5 a¥ 133 °C.
VytéZek: 380 mg.

Priklad 9

K roztoku 450 mg 3-acetoxy-17e-ethinyl-
-1,3,5(10)-estratrien-7,178-diolu ve 30 ml
absolutniho benzenu se p¥i teplotd mistnosti
pfidd 7 ml triethylaminu a za silného mi-
chani 1,4 ml chloridu kyseliny isopropylsul-
fonoveé, naCeZ se smés michd po dobu 48 ho-
din p¥i teploté mistnosti. Pak se nédsada vlije
na led a extrahuje se etherem. Etherova f4-
ze se promyje, vysusi a odpaii a surovy pro-
dukt se pfecisti chromatograficky s gradien-
tovou eluci. Ziska se 250 mg 17a«-ethinyl-3-
-acetoxy-7e«-isopropylsulfonyloxy-1,3,5{10)-
-estratrien-178-olu jako amorfni 14tky.
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UV (methanol):
e215 == 9 800,
eg60 = 610,
e268 == 785,
ee = 750,

Priklad 10

K roztoku 350 mg 17«-ethinyl-1,3,5(10)-
-estratrien-3,7¢,178-triolu ve 35 ml absolut-
niho benzenu se pfi teploté mistnosti prida
5 ml triethylaminu a za silného michéni 2
ml chloridu kyseliny isopropylsulfonové.
Smés se michd po dobu 38 hodin pfi teploté
mistnosti, naceZ se vlije na led a extrahuje
se etherem. Etherovéa faze se promyje vodou,
vysusi se a odpafi. Surovy produkt se pfe-
¢isti chromatograficky s gradientovou eluci,
¢imZ se ziskd 125 mg 17«-ethinyl-3,7e-bis-
-isopropylsulfonyloxy-1,3,5(10)-estratrien-
-178-0lu jako oleje.

UV (methanol):

e214 = 10 450,
e223 = 5500,
e22 — 530,
. e27 = | 731,
e218 =  715.

Priklad 11

a) K roztoku 350 mg 3,7«-diacetoxy-17a-
-ethinyl-1,3,5(10)-estratrien-178-olu ve 20 ml
absolutniho benzenu se pfidd 20 mg kyseli-
ny p-toluensulfonové a 1 ml dihydropyranu.
Smé&s se michd pf¥es noc pii teplotd mistnosti,
zFedi se etherem, promyje roztokem hydro-
genuhlifitanu sodného a vodou do neutrdl-
ni reakce a odpafi. Ziskd se z acetonu a he-
xanu 300 mg 3,7¢-diacetoxy-17«-ethinyl-178-
-tetrahydropyranyloxy-1,3,5 (10)-estratrienu.

b) 250 mg 3,7«-diacetoxy-17e-ethinyl-17-
-tetrahydropyranyloxy-1,3,5(10)-estratrienu
se rozpusti v 10 ml methanolu, p¥idé se roz-
tok 200 mg uhli¢itanu draselného ve 2 ml
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vody a smés se zah¥ivd po dobu 1,5 hodiny
k varu v atmosféfe dusiku. Pak se nésada
vlije do ledové vody a organicki latka se ex-
trahuje etherem. Po promyti vodou, vysu3e-
ni a odpafeni se ziskd z acetonu a hexanu
180 mg 17«-ethinyl-178-tetrahydropyranyl-
-0xy-1,3,5(10}-estratrien-3,7¢-diolu, teplota
tani: 163 aZ 170 °C.

¢) K roztoku 230 mg 17e-ethinyl-17g8-tetra-
hydropyranyloxy-1,3,5(10)-estratrien-3,7¢-
-diolu v 5 ml pyridinu se za chlazeni ledem
v atmosféie dusiku p¥id4 0,5 ml chloridu ky-
seliny methansulfonové a smé&s se miché po
dobu 48 hodin v atmosfére dusiku pfi teplo-
t8 pfFibliZné 4 °C. Pak se nédsada vlije do le-
dové vody, vznikld sraZenina se odfiltruje a
rozpusti v methylenchloridu. Po promyti, vy-
suSeni a odpafeni se ziskd 200 mg 17«-ethi-
nyl-3,7e-bis-mesyloxy-17g-tetrahydropyranyl-
oxy-1,3,5(10)-estratrienu jakoZto surovy pro-
dukt, ktery se zpracuje déle bez dalsiho ¢is-
téni.

UV (methanol):

e213 == 10 650,
e217 == 10 105,
e225 = 5 245,
€22 = 565,
e267 = 745,
exa = 740,
£298 = 66.

PF¥iklad 12

K roztoku 200 mg 17¢-ethinyl-3,7«-bis-me-
syloxy-178-tetrahydropyranyloxy-1,3,5(10)-
-estratrienu v 5 ml methanolu se p¥idd roz-
tok 500 mg kyseliny $tavelové ve 2 ml vody
a smés se zahiivd pul hodiny k varu. Pak se
nasada vlije do ledové vody a organickéd 14t-
ka se extrahuje methylenchloridem. Po pro-
myti vodou, vysudeni a odpafeni se ziski z
methylenchloridu a hexanu 120 mg 17«-ethi-
nyl-3,7e-bis-mesyloxy-1,3,5(10}-estratrien-
-178-0l, teplota téni: 133 aZ 143°C.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpfisob vyroby 7-hydroxyestradiold obec-
ného vzorce I,

(1)

ve kterém

Ri1 znamend atom vodiku, alkanoylovou
skupinu s 1 aZ 15 atomy uhliku, alkylovou
skupinu s 1 aZ 4 uhlikovymi atomy, cyklo-
alkylovou skupinu s 3 aZ 8 uhlikovymi ato-
my, nebo nasycenou péti- nebo Sestiglennou
heterocyklickou skupinu obsahujici kyslik,
nebo zbytek sulfonové kyseliny s 1 aZ 6 uhli-
kovymi atomy,

R2 a R3 jsou shodné nebo rozdilné a zna-
menaji atom vodiku, alkanoylovou skupinu s
1 aZ 15 uhlikovymi atomy nebo nasycenou
péti- nebo Sesti¢lennou heterocyklickou sku-
pinu obsahujici kyslik, pfi¢emZ Rz popiipadé
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jesté znamend zbytek sulfonové Kkyseliny s
1 aZ 6 uhlikovymi atomy,

R4 znamena ethinylovou nebo chlorethiny-
lovou skupinu, vyznadujici se tim, Ze se fer-
mentuje 17q«-R4-estradiol obecného vzorce
11,

OH
--Ry,

RO
(i)
ve kterém

Ri1 a R4 maji shora uvedeny vyznam, kul-
turou hub rodé Absidia, Aspergillus, Rhizo-
pus, Pellicularia nebo Diplodia a podle po-
Zadovaného vyznamu substituentd Ry, R2 a

14

R3 v konetném produktu vzorce I, kde R4
znamend ethinylovou nebo chlorethinylovou
skupinu, se popfipadé alespoil jedna hydro-
xylova skupina etherifikuje a/nebo esterifi-
kuje.

2. Zplsob podle bodu 1 k vyrobé 7e-hydro-
xyestradiolti obecného vzorce I, ve kterém
Ri, Rz, R3 a R4 maji vyznam uvedeny v bodé
1 s tou vyjimkou, Ze Zadny ze zbytkidl Ri1 a Rz
nepredstavuje zbytek shora uvedené sulfo-
nové kyseliny, vyznaCujici se tim, Ze 17«-R4-
-gstradiol obecného vzorce II, ve kterém Ri1
a R4 maji vyznam uvedeny v bodé& 1, s tou
vyjimkou, Ze Ri nepfedstavuje zbytek sho-
ra uvedené sulfonové kyseliny, se fermentu-
je kulturou hub rodi Absidia, Aspergillus,
Rhizopus, Pellicularia nebo Diplodia a podle
Z&ddaného vyznamu R1, R a R3 v konefném’
produktu vzorce I, kde R4 znamend ethiny-
Iovou nebo chlorethinylovou skupinu, se po-
pfipadé alespofl jedna hydroxylovd skupina
etherifikuje a/nebo esterifikuje.

Severografia, n. p., zavod 7, Most
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