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69 Verfahren zur Herstellung von 8 alpha-Oestratriolderivaten.

@ 8a-Oestratriolderivate der allgemeinen Formel I

worin

R, ein Wasserstoffatom, eine Acyl-, Alkyl- oder Cyclo-
alkylgruppe,

R, ein Wasserstoffatom, und

R; ein Wasserstoffatom oder eine Acylgruppe bedeuten,

werden erhalten, indem man ein entsprechendes 8a-Oe-

stradiolderivat mit einer Pilzkultur der Gattungen Botryo-

diplodia, Curvularia, Helminthosporium, Neurospora, Pel-

licularia, Diplodia, Cladosporium oder Rhizoctonia fer-

mentiert. Freie Hydroxygruppen in den erhaltenen Ver-

bindungen der Formel I kénnen anschliessend verestert

werden.

Die neuen erfindungsgemiiss herstellbaren 8a-Oestra-
triolderivate der allgemeinen Formel I sind pharmakolo-
gisch wirksame Substanzen. Sie haben zum Beispiel eine
starke Ostrogene Wirksamkeit, die die Wirksamkeit der
entsprechenden 6a-Hydroxy-8stradiole iibertrifft. Die er-
findungsgemiss herstellbaren Verbindungen weisen ge-
wohnlich eine giinstige Dissoziation zwischen peripherer
und zentraler Wirkung auf.
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1. Verfahren zur Herstellung von 8a-Oestratriolderivaten der
allgemeinen Formel I
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(1),

1

worin

R; ein Wasserstofatom, eine Acyl-, Alkyl- oder Cycloalkyl-
gruppe,

ein Wasserstoffatom, und

ein Wasserstoffatom oder eine Acylgruppe bedeuten,

R,
R;

dadurch gekennzeichnet, dass man ein 8a-Oestradiolderivat der
allgemeinen Formel II

(1),

worin R, und R; die oben angegebene Bedeutung haben, mit
einer Pilzkultur der Gattungen Botryodiplodia, Curvularia, Hel-
minthosporium, Neurospora, Pellicularia, Diplodia, Cladospo-
rium oder Rhizoctonia fermentiert.

2. Verfahren zur Herstellung von 8a-Oestratriolderivaten der
allgemeinen Formel I’

worin

R’} ein Wasserstoffatom, eine Acyl-, Alkyl- oder Cycloalkyl-
gruppe,

R’> ein Wasserstoffatom oder eine Acylgruppe, und

R’; ein Wasserstoffatom oder eine Acylgruppe bedeuten,
wobei mindestens eine der GruppenR’;, R';und R'; eine
Acylgruppe ist, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Verbin-
dung der allgemeinen Formel I :
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.worin

R; ein Wasserstoffatom, eine Acyl-, Alkyl- oder Cycloalkyl-

gruppe,

R, ein Wasserstoffatom, und
R; ein Wasserstoffatom oder eine Acylgruppe bedeuten,
nach dem Verfahren gemiss Anspruch 1 herstellt und anschlies-
sendin der erhaltenen Verbindung, je nach der letztlich
gewiinschten Bedeutung von Ry, R’; und R’3im Endprodukt
mindestens eine freie Hydroxygruppe verestert.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass

‘man 17a-Athinyl-8a-6stra-1,3,5(10)-trien-3,60,17B-triol herstellt.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hersteltung von 8-
Oestratriolderivaten.

Das erste erfindungsgemésse Verfahren zur Herstellung von
8a-Oestratriolderivaten der allgemeinen Formel I

65

worin )

R, ein Wasserstoffatom, eine Acyl-, Alkyl- oder Cycloalkyl-
gruppe,

ein Wasserstoffatom, und

R; ein Wasserstoffatom oder eine Acylgruppe bedeuten,

ist dadurch gekennzeichnet, dass man ein 8a-Oestradiolderivat -

R,



OR

der allgemeinen Formel II _

3
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BedeutungvonR’}, R';und R'3im Endprodukt, mindestens eine
freie Hydroxygruppe verestert.
Als Acylreste kommen im allgemeinen solche von physiolo-

<~--C=CH gischvertriglichen Siuren infrage. Bevorzugte Siuren sind

(1I1),

R, Q

1

worin R; und R; die oben angegebene Bedeutung haben, mit
einer Pilzkultur der Gattungen Botryodiplodia, Curvularia, Hel-
minthosporium, Neurospora, Pellicularia, Diplodia, Cladospo-
rium oder Rhizoctonia fermentiert,

Das zweite erfindungsgemésse Verfahren zur Herstellung von

8a-Oestratriolderivaten der allgemeinen Formel I’
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worin
R’y ein Wasserstoffatom, eine Acyl-, Alkyl- oder Cycloalkyl-
gruppe,

R’y ein Wasserstoffatom oder eine Acylgruppe, und

R’; ein Wasserstoffatom oder eine Acylgruppe bedeuten,
wobei mindestens eine der Gruppen R’;, R’ und R'; eine
Acylgruppeist, ist dadurch gekennzeichnet, dass man eine
Verbindung der allgemeinen Formel I

CR 3
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worin
R, ein Wasserstoffatom, eine Acyl-, Alkyl- oder Cycloalkyl-

gruppe,
R, ein Wasserstoffatom, und
R; ein Wasserstoffatom oder eine Acylgruppe bedeuten,
wie weiter oben beschrieben. herstellt und anschliessend in der
erhaltenen Verbindung, je nach der letztlich gewiinschten

5 organische Carbonséuren und Sulfonséiuren mit 1 —15, insbeson-
dere 1-8, Kohlenstoffatomen, die der aliphatischen, cyclo-
aliphatischen, aromatischen, aromatisch-aliphatischen oder
heterocyclischen Reihe angehoren. Diese Sduren kénnen auch
ungesittigt und/oder mehrbasisch und/oder in iiblicher Weise

10 substituiert sein. Als Beispiele fiir die Substituenten seien Alkyl-,
Hydroxy-, Alkoxy-, Oxo- oder Amino gruppen oder Halogen-
atome erwihnt.

Beispielsweise seien folgende Carbonséuren genannt: Amei-
sensdure, Essigsdure, Propionsiure, Buttersiure, Isobutter-

15 sdure, Valeriansdure, Isovaleriansiure, Capronsiure, Onanth-
sdure, Caprylsiure, Pelargonsiure, Caprinsiure, Undecylsdure,
Laurinsdure, Tridecylsdure, Myristinsiure, Pentadecylsiure,
Trimethylessigsiure, Didithylessigsiure, tert.-Butylessigsiure,
Cyclopentylessigsaure, Cyclohexylessigsiure, Cyclohexan-

20 carbonsiure, Phenylessigsiure, Phenoxyessigsiure, Mono-, Di-

und Trichloressigsiure, Aminoessigsiure, Didthylaminoessig-

sdure, Piperidinoessigsiure, Morpholinoessigsiure, Milchsiure,

Bernsteinsiure, Adipinsiure, Benzoesiure, Nikotinsdure, Isoni-

kotinsiure, Furan-2-carbonsiure.

Als Sulfonsduren kommen beispielsweise Methansulfon-
sdure, Athansulfonsiure, B-Chlorithansulfonsiure, Isopropan-
sulfonsiure, Butansulfonsiure, Cyclopentansulfonsiure,
Cyclohexansulfonsdure, Benzolsulfonsiure, p-Toluolsulfon-
sdure, p-Chlorbenzolsulfonsiure, N,N-Dimethylaminosulfon-
30 siure, N.N-Didthylaminosulfonsiure, N,N-Bis-(B-Chlorithyl)-

aminosulfonsaure, Pyrrolidino-, Piperidino-, Piperazino-, N-
Methylpiperazino- und Morpholinosulfonsiure infrage.

Als Alkylgruppen R; kommen vorzugsweise Niedrigalkyl-
gruppen mit 1—5 Kohlenstoffatomen in Betracht, die verzweigt

% oderin iiblicher Weise substituiert sein kdnnen. Als Beispiele fiir
die Substituenten seien Halogenatome und Niederalkoxygrup-
pen genannt. Besondes bevorzugt sind die Methyl- und Athyl-
gruppe.

Als Cycloalkylgruppen R; sollen gewdhnlich solche mit 3—8

40 Kohlenstoffatomen verstanden werden, von denen die Cyclo-
pentylgruppe bevorzugt ist.

Die 60-Hydroxylierung gelingt mit Pilzkulturen der Gattun-
gen Botryodiplodia, Curvularia, Helminthosporium, Neuro-
spora, Pellicularia, Dipolodia, Cladosporium und Rhizoctonia.

4 Geeignete Stimme sind beispielsweise

Botryodiplodia malorum (CBS 113 450).
Curvularia lunata (NRRL 2380),
Helminthosporium spec. (ATCC 20 154),
Neurospora crassa (ATCC 10 336),

30 Pellicularia filamentosa (ATCC 13 289),
Diplodia natalensis (ATCC 9055),
Cladosporium spec. (ATCC 13 026),
Rhizoctonia solani (ATCC 13 250).

Die Durchfithrung der Fermentation erfolgt im allgemeinen

55 unter den gleichen Bedingungen, die man bei den bekannten
fermentativen Umwandlungen von Steroiden mit Pilzkulturen
anwendet.
~ Sowerden iiblicherweise zunichst in allgemein iiblichen
Vorversuchen die giinstigsten Fermentationsbedingungen, wie

60 zum Beispiel Auswahl des giinstigsten Nahrmediums, des geeig-
neten Substratlosungsmittels, der Substratskonzentration, der
technischen Bedingungen — wie Temperatur, Beliiftung, pH-
und der optimalen Zeiten fiir Germination, Substratzugabe und
Substratkontakt am Enzym des Mikroorganismus analytisch,

85 insbesondere diinnschichtchromatographisch, ermittelt.

Dabei hatsich beispielsweise gezeigt, dass es zweckmissig ist,
Konzentrationen von etwa 50— 1000 mg Substrat pro Liter Niihr-
medium einzusetzen. Der pH-Wert wird vorzugsweise auf einen

25
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Wertim Bereich von 5 bis 7 eingestellt. Die Ziichtungstempera-

tur liegt normaleweise im Bereich von 20 bis 40°C, vorzugsweise
von 25 bis 35°C. Zur Beliiftung werden in der Regel etwa 1 Liter
Luft pro Minute pro Liter Kulturbriihe zugefiihrt. Die Umwand-
lung des Substrats wird zweckmassigerweise durch diinnschicht- 5
chromatographische Analyse von Probeextrakten verfolgt. Im
allgemeinen haben sich nach 20 bis 50 Stunden ausreichende
Mengen an hydroxyliertem Steroid gebildet.

Nach erfolgter Fermentation werden normalerweise die Fer-
mentationsprodukte in an sich bekannter Weise isoliert. Die
Isolierung kann zum Beispiel in der Weise erfolgen, dass man die
Fermenationsansitze mit einem polaren, nicht wasserléslichen
Losungsmittel, wie Athylacetat, Butylacetat oder Methylisobu-
tylketon, extrahiert, die Extrakte einengt und die so erhaltenen
Rohprodukte gegebenenfalls durch Chromatographie und/oder
Kiristallisation reinigt. Freie Hydroxygruppen konnen anschlies-
send verestert werden.

Fiir die Veresterung kommen normalerweise die iiblicher-
weise in der Steroidchemie angewendeten Verfahreninfrage. Da
die Hydroxygruppen in 3-. 6- und in 17-Stellung verschiedene
Reaktionsfihigkeit aufweisen, konnen die Hydroxygruppen stu-
fenweise verestert werden. Je nach Wahl der Reaktionsbedin-
gungen gelangt man gewdhnlich zu den 3,6-Di- oder 3,6,17-
Triacylverbindungen. Die Acylierung in 3- oder 6-Stellung
erfolgt vorzugsweise mit Pyridin/Séureanhydrid bzw. Pyridin/
Sdurehalogenid bei Raumtemperatur. Zur Acylierung der 17-
Hydroxyguppe in 3,6-Diacylaten ldsst man auf das Steroid zum
Beispiel Sdureanhydride in Gegenwart starker Sduren, wie p-
Toluolsulfonsiure oder Perchlorsiure, bei Raumtemperatur
oder Pyridin/Sdureanhydrid in der Wirme einwirken. Diese
Methoden konnen auch benutzt werden, um die freie Trihydro-
xyverbindung unmittelbar in das Triacylat zu {iberfiihren.

In 3-Stellung veritherte Verbindungen kénnen anschliessend
in 6-Stellung mit Carbon- oder Sulfonsduren verestert werden.

Wird die Trihydroxyverbindung mit einem Sulfonsiurehalo-
genid in Gegenwart eines tertidren Amins bei Raumtemperatur
umgesetzt, so erhilt man iiblicherweise den 3.6-Disulfonséure-
ester. Im Falle der Umsetzung mit Methansulfonsdurechlorid ist
eszweckmdssig, die 17-Hydroxygruppe zu schiitzen, beispiels-
weise durch Uberfiihren in den 17-Tetrahydropyranylither,
denn eine in 17-Stellung ungeschiitzte Hydroxygruppe kann bei
der Einwirkung von Methansulfonsaurechlorid leicht abgespal-
ten werden. Ausserdem ist es dann normalerweise giinstig, bei
Temperaturen von etwa — 10 bis 4+ 15°C zu arbeiten.

Die neuen erfindungsgemass herstellbaren 6a-Hydroxy-8a-
dstradiole der allgemeinen Formel I'sind beispielsweise pharma-
kologisch wirksame Substanzen. Sie haben zum Beispiel eine
starke ostrogene Wirksamkeit, die die Wirksamkeit der entspre-
chenden 6a-Hydroxy-6stradiole iibertrifft. Die erfindungsgeméss
herstellibaren Verbindungen weisen gewShnlich eine giinstige 3
Dissoziation zwischen peripherer und zentraler Wirkung auf. So
zeigt zum Beispiel 17a-Athinyl-80-6stra-1.3,5(10)-trien-3,60.,17-
triolim Allen-Doisy-Test eine dstrogene Wirkungin der
Gréssenordnung von 170-Athinyl-éstradiol und ist in der Ovula-
tionshemmung (zentrale Hemmung) nur ein Drittel so stark
wirksam wie 170-Athinyl-Ostradiol.

Aufgrund der giinstigen Eigenschaften konnen die neuen 60~
Hydroxy-8a-6stradiole zum Beispiel in Form von Tabletten oder
Lésungen zui Behandlung von Frauen in der Menopause einge-
setzt werden. Ferner konnen die erfindungsgemss herstellbaren &

Verbmdungen in Form von Vaginalsalben bei Ostrogenmangel-
erschemunﬁen wie zum Beispiel bei atrophischer Vaginitis,
ancewendet werden.

Die Herstellung der Arzneimittelspezialititen kann in iibli-
cher Weise erfolgen. indem man die erfindungsgemiiss herstell- 6
baren Verbindungen beispielsweise mit den in der galenischen
Pharmazie gebriuchlichen Tragersubstanzen, Verdiinnungsmit-
teln, Geschmackskorrigentien usw. in die gewiinschte Applika-
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tionsform, wie Tabletten, Dragées, Kapseln, Losungen, Salben
usw. , liberfiihrt. Die Wirkstoffkonzentration in den soformulier-
ten Arzneimitteln ist iblicherweise abhingig von der Applika-
tionsform. So enthilt eine Tablette vorzugsweise 0,01 bis 10 mg;
Lésungen zur parenteralen Applikation enthalten beispielsweise
0,1 bis 20 mg/ml Lsung und Vaginalsalben gewdhnlich etwa 0,5
bis 20 mg pro 100 ml Salbe.

Die Dosierung der erfindungsgemiiss herstellbaren Verbin-
dungen kann sich mit der Form der Verabfolgung und der
jeweiligen ausgewihlten Verbindung éndern. Dariiber hinaus
kann sie sich nach dem jeweiligen Behandelten #ndern. Im
aligemeinen werden die erfindungsgemiss herstellbaren Verbin-
dungen in einer Konzentration verabfolgt, die wirksame Ergeb-
nisse bewirken kann, ohne irgendwelche nachteilige oder schid-
liche Nebenwirkungen zu verursachen; so werden sie zum Bei-
spielin einer Dosishohe verabfolgt, die im Bereich von ungefihr
0,02 mg bis ungeféhr 20 mg liegt, obgleich unter Umsténden
Abiinderungen vorgenommen werden kdnnen, so dass einer
Dosishéhe von mehr als 20 mg, zum Beispiel bis zu 50 mg,
verwendet wird. Jedoch wird eine Dosishohe im Bereich von
ungefihr 0,05 mg bis ungefdhr 10 mg vorzugsweise verwendet.

Beispiel 1

Ein 2 I-Erlenmeyerkolben, der 500 ml einer 30 Minuten bei
120°Cim Autoklaven sterilisierten Néhrlosung aus 1 % Stirke-
zuckerund 1% Sojabohnenmehl, pH 6,2, enthélt, wird mit einer
Lyophilkultur von Botryodiplodia malorum (CBS 13 450) be-
impft und 72 Stunden bei 30° C auf einem Rotationsschiittler
geschiittelt. Mit dieser Vorkultur werden 102 1-Erlenmeyerkol-
ben beimpft, wovon jeder 500 ml Medium der oben angegebenen
Zusammensetzung enthélt. Nach einer Anwachsphase von 6
Stunden bei 30°C auf der Schiittelmaschine werden 1000 mg 170-
Athinyl-8a-0stra-1,3 ,5(16)-trien-3,17-diol, gelost in 20 ml Dime-
thylsulfoxyd, auf die 10 Kolben verteilt und weitergeschiittelt.
Nach 44 Stunden Kontaktzeit wird der Inhalt der Kolben verei-
nigt, das Mycel iiber Papierfilter abgesaugt und das Kulturfiltrat
dreimal mit Methylisobutylketon extrahiert. Die vereinigten
Extrakte engt man ein zur Trockne und reinigt den Riickstand
durch Chromatographie an einer Kieselgelsiule. Nach Kristalli-
sation der Hauptfraktion aus Isopropylither erhdlt man 232 mg
reines 17a-Athinyl-80-6stra-1,3,5(10)-trien-3,60,17B-triol vom
Schmelzpunkt 210~212°C.

Beispiel 2

Die Losung von 200 mg 17a-Athinyl-80-6stra-1,3,5(10)-trien-
3,6a,17B-triolin 10 mi Essigester wird bei Raumtemperatur nach-
einander mit 2 ml Essigsdureanhydrid und 1 Tropfen Perchlor-
sdure (70%ig) versetzt. Nach 3 Minuten wird 1 Tropfen Pyridin
zugegeben, mit geséttigter Natriumchloridlésung gewaschen,
getrocknet, und eingedampft. Man erhilt 162 mg 3,6a.,17-Tri-
acetoxy-170-&thinyl-8a-6stra-1,3,5(10)-trien als amorphe Sub-
stanz.

Beispiel 3

Zu der Losung von 150 mg 17¢-Athinyl-8a-6stra-1,3,5(10)-
trien-3,60,17B-triol in 3 ml Pyridin gibt man 1 ml Essigséureanhyd-
rid und l&sst 16 Stunden bei Raumtemperatur stehen. Der Ansatz
wird unter Zugabe von Cyclohexan zur Trockne eingedampft.
Der Riickstand wird in Methylenchlorid aufgeldst und durch
Chromatographie iiber eine Kieselgelséule mit Methylenchlorid/
Aceton (linearer Gradient) gereinigt. Nach Kristallisation aus
Ather/Hexan erhilt man 95 mg 3 .60-Diacetoxy-17a-4thinyl-8o-
6stra-1,3,5(10)-trien-17B-ol vom Schmelzpunkt 154—156°C.

Bei Einsatz von Onanthsdureanhydrid bzw. Caprylsiurean-
hydrid anstelle von Essigsdureanhydrid werden erhalten: 3.6a-
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Dibeptanoyloxy-17a-athinyl-8a-6stra-1,3,5(10)-trien-17B-ol bzw. Beispiel 5
3,60-Dioctanoyloxy-17a-athinyl-8a-Gstra-1,3,5(10)-trien-178-ol. '
Die Lsung von 350 mg 17a-Athinyl-8o-6stra-1,3,5(10)-trien-
Beispiel 4 3,6a.,17-triolin 35 ml absolutem Benzol wird mit 5 ml Tridthyl-
. . 5 amin bei Raumtemperatur unter starkem Rithren mit 2 m!

500 mg 170-Athinyl-8a-Ostra-1,3,5(10)-trien-3,60,17-triol wer- Isopropylsulfonsaurechlorid versetzt. Man lisst 38 Stunden bei
denin 5 ml Pyridin gelost, 1,5 ml Buttersdureanhydrid zugegeben Raumtemperatur riihren, giesst dann auf Eis und extrahiert mit
und 16 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt. Danach wird die Ather, die Atherphase wird mit Wasser gewaschen, getrocknet
Lasung in 100 ml gekiihlte 8%ige Schwefelsdure eingeriihrt und und eingedampft. Das Rohprodukt wird durch Gradientenchro-

. derausgefallene Niederschlag neutralgewaschen. Zur weiteren 10 matographie gereinigt, man erhlt 125 mg 17a-Athinyl-3,6a-bisi-
Aufreinigung wird das Produkt iiber eine Kieselgelsdule chroma-  sopropylsulfonyloxy-8a-6stra-1,3,5(10)-trien-17-ol.

tographiert und aus Ather/Hexan umkristallisiert. Man erhilt

310mg 3,6a-Dibutyryloxy-17a-dthinyl-8a-6stra-1,3,5(10)-trien-

17B-0l vom Schmelzpunkt 101-104°C.
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