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69 Chlorambucilderivate, Verfahren zur Herstellung derselben und Antitumormittel mit einem Gehalt
derselben.

G) Bs werden Chlorambucilderivate der folgenden
allgemeinen Formel (I) geschaffen

od(cn,) otcn,ch,cH n cyCHyCt
2/n Pt ) AN
1,C CH,CH,C4

®
RO

wobei R fiir ein Wasserstoffatom oder eine Acylgruppe
und n fiir 1 oder 2 stehen. Diese Verbindungen haben im
Vergleich zu Chlorambucil eine drastisch gesenkte Toxizi-
tit und eine wesentlich erhOhte Antitumorwirkung. Sie
werden dadurch hergestellt, dass man Chlorambucil an
die Hydroxylgruppe in 17-Position von Ostradiol oder
acyliertem Ostradiol bindet, und zwar unter Vermittlung
einer Briickenverbindung der folgenden Formeln

X(CH, ),COOH

X(CH; ),COX

HOOC(CH; ),COOH und

X0C(CH,),COX

wobein 1 oder 2 und X ein Halogenatom bedeuten.
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PATENTANSPRUCHE

1. Chlorambucilderivate der Formel

O O
i 0 /CHZCHZCE
OC(CHZ)nOCCH2CH2CH2 N \
HaC CH,CH,C4
M
15

wobei R ein Wasserstoffatom oder eine Acylgruppe und n 1 oder 2. Chlorambucilderivate nach Anspruch 1. dadurch gekenn-
2 bedeuten. zeichnet, dass R fiir eine der folgenden Gruppen steht

0 0 0 0
-"-@ -&-cH,, -C-C.H. oder ~-C-C
¢ , -C-CHz, -C-C,Hg oder 5H

3.3-Hydroxy- oder 3-Acyloxy-1,3,5(10)~6stratrien—17[5-[[4—{ p- > wobei n fiir 1 oder 2 und X fiir ein Halogenatom stehen.

[bis-(2-chloréthyl)-amino]-phenyl -butyryloxy]]-acetat als 7. Verfahren nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet, dass

Chlorambucilderivate nach Anspruch 1. man zunichst die Briickenverbindung mit der Hydroxylgruppe in
4. 3-Benzoyloxy-, 3-Acetox- oder 3-Propionyloxy-1,3,5(10)- 17-Position des Ostradiols oder des acylierten Ostradiols in

gstratrien-17B-[[4-{ p-[bis-(2-chlorathyl)-amino]-phenyl L-buty- einem Losungsmittel umsetzt und dann das modifizierte Ostra-

ryloxy]}-acetat als Chlorambucilderivate nach Anspruch 1. ¥ diol oder acylierte Ostradiol mit der Carboxylgruppe des Chlor-
5. Antitumormittel, gekennzeichnet durch einen Gehalt an ambucils in einem Losungsmittel umsetzt.

einem Chlorambucilderivat nach einem der Anspriiche 1 bis 4. 8. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass

6. Verfahren zur Herstellung eines Chlorambucilderivatsnach  die Briickenverbindung zunéchst mit der Carboxylgruppe des
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man Chlorambucilan  Chlorambucils in einem Losungsmittel umgesetzt wird, worauf
die Hydroxylgruppe in 17-Position von Ostradiol oder acyliertem ¥ das modifizierte Chlorambucil mit der Hydroxylgruppe in der 17-
Ostradiol iiber eine Briickenverbindung der folgenden allgemei-  Position des Ostradiols oder des acylierten Ostradiols in einem

nen Formeln bindet Losungsmittel umgesetzt wird.
9. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 8, dadurch
X(CH.),COOH gekennzeichnet, dass man das Chlorambucil in Form seines
X(CH,),COX 40 Sjlbersalzes oder Alkalisalzes einsetzt.
HOOC(CH.),COOH und 10. Verfahren zur Herstellung eines Chlorambucilderivats der
XOC(CH,),COX Formel
° o _CH,CH,CL
. OC(CH,), OCCH,CH,CH N
2'n 2©H2 2 AN
H3C CH 2CH2C,Q

(D

RO 55

wobei R eine Acylgruppe und n 1 oder 2 bedeuten, dadurch reanhydrid oder einem Séurehalogenid in einem Lésungsmittel
gekennzeichnet, dass man Chlorambucil an die Hydroxylgruppe acyliert.

in 17-Position von Ostradiol iiber eine Briickenverbindung der

folgenden allgemeinen Formel bindet _

X(CH,),COOH Die Erfindung betrifft neue Derivate der 4-{ p-[Bis-(2-chlor-
X(CH»),COX ithyl)-amino]-phenyl }-butterséure (Chlorambucil) sowie Anti-
HOOC(CH.,),COOH und tumormittel mit einem Gehalt derselben und Verfahren zur
XOC(CH-),COX 8 Herstellung derselben. Insbesondere betrifft die Erfindung
Chlorambucilderivate, welche erhalten werden durch chemische
wobein fiir 1 oder 2 und X fiir ein Halogenatom stehen und Bindung von Chlorambucil an die Hydroxylgruppe in 17-Position

nachfolgend das erhaitene Chlorambucilderivat mit einem S&u- des Ostradiols oder eines Derivats des Ostradiols, und zwar unter



Vermittlung einer Briickenverbindung. Ferner betrifft die Erfin-
dung Antitumormittel mit einem Gehalt dieser Chlorambucilde-
rivate.

Esist wohlbekannt, dass die meisten Antitumormittel sowohl
Krebszellen als auch normale Zellen angreifen und daher zu
schwerwiegenden Nebenwirkungen fithren. Esist daher schwie-
rig. diese Mittel fiir lange Zeitrdume anzuwenden, um die
Krebszellen vollstdndig zu beseitigen.

O O
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Esist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, neue Chlor-
ambucilderivate zu schaffen, welche eine selektive Wirkung
gegen Krebszellen zeigen sowie ein Verfahren zur Herstellung
dieser Chlorambucilderivate und neue Antitumormittel mit ei-

5nem Gehalt derselben.

Die erfindungsgeméssen Chlorambucilderivate sind Verbin-
dungen der Formel (I)

CHZCHZCZ

i ]
OC(CHz)nOCCH2CH2CH2—©'N<
HyC CH,CH,CZ

RO

wobei R fiir Wasserstoff oder eine Acylgruppe, z. B. fiir

0 0 0

(1)

0

]
J}-@ , -E-CH3, -3-02H5 oder -'c-c3H7,

steht und wobei n fiir 1 oder 2 steht.

Die erfindungsgemissen Chlorambucilderivate kénnen herge- *

stellt werden durch Binden des Chlorambucils an die Hydroxyl-
gruppe in 17-Position des Ostradiols oder eines Derivats dessel-
ben, und zwar in Anwesenheit einer Briickenverbindung, welche
aus der folgenden Gruppe ausgewéhlt ist

X(CHa),COOH
X(CH,),COX
HOOC(CH.),COOH und
XOC(CH,),COX

wobei n fiir 1 oder 2 und X fiir ein Halogenatom stehen.
Bei den erfindungsgeméssen Chlorambucilderivaten handelt
essich um Konjugate des Chlorambucils und des Ostradiols oder

werden, enthalten Rezeptoren fiir die Steroidhormone und

% insbesondere fiir die Teil der erfindungsgeméssen Chlorambucil-

derivate bildenden Ostradiolderivate. Diese Rezeptoren sind die
Zielrezeptoren der erfindungsgeméissen Chlorambucilderivate.
Daher greifen die erfindungsgeméssen Chlorambucilderivate nur
diejenigen Krebszellen an, welche Rezeptoren fiir Ostradiol oder
seine Derivate aufweisen. Derartige Krebszellen finden sich
insbesondere bei Brustkrebs, Prostatakarzinomen, Hepatomen,
Kropfund Endometritiskarzinom. Insbesondere sind die erfin-
dungsgemissen Produkte wirksam bei Brustkrebs, Endometritis-
karzinom und Prostatakarzinom. Die erfindungsgeméssen

4 Chlorambucilderivate greifen selektiv diese Krebszellen im Or-

ganismus an, ohne dass Nebeneffekte auftreten. Esist ein
besonderes Merkmal der vorliegenden Erfindung, dass Ostradiol
oder ein Derivat desselben mit Chlorambucil verbunden wird,
ohne dass die aktiven Positionen des Ostradiols oder des Ostra-

eines Ostradiolderivats mit einer Briickenverbindung. Dieerfin- *° diolderivats dabei verlorengehen und ohne dass die aktiven

dungsgemissen Chlorambucilderivate zeigen eine spezielle Affi-
nitiit zu Krebszellen, und sie filhren daher zu einem selektiven
Angriff auf diese Krebszellen. Die spezifischen Krebszellen,
welche durch die erfindungsgemassen Wirkstoffe angegriffen

0 0
H] 1]
-o-c-@ , =0-C~CH,

Die Acyloxygruppe wird in einem Organismus leicht in eine OH-
Gruppe umgewandelt, so dass eine Bindung an die Rezeptorenin
den Zellen moglich ist.

Die erfindungsgemassen Chlorambucilderivate kénnen herge-
stellt werden durch Binden von Chlorambucil an die Hydroxyl-
gruppe in 17-Position von Ostradiol oder einem Derivat dessel-
ben. und zwar unter Vermittlung einer Briickenverbindung.
Diese Briickenverbindung solite keine Toxizitiit verursachen.
Optimale Briickenverbindungen fiir die Bindung des Ostradiols
oder der Derivate desselben an Chlorambucil sind Monobrom-
acetylbromid, Monochloracetylchlorid. Monochloressigsdure,
Monobromessigsdure oder dgl. Das Chlorambucil kann unter
Vermittlung der Briickenverbindungen nach verschiedenen Ver-

Antitumorpositionen des Chlorambucils verlorengehen.
Esist bevorzugt, die OH-Gruppe in 3-Position des Ostradiols
in eine Acyloxygruppe umzuwandeln, z. B. in eine Gruppe der

folgenden Formeln
0

0

= O

n

fahren an das Ostradiol oder das Ostradiolderivat gebunden
werden. Zum Beispiel kann man die Briickenverbindung zu-
néchst mit dem Ostradiol oder dem acylierten Ostradiol umset-
zen, worauf man das modifizierte Ostradiol oder acylierte Ostra-

60 diol mit Chlorambucil umsetzt. Bei einem anderen Verfahren

wird die Briickenverbindung zunéchst mit Chlorambucil umge-
setzt, worauf man das modifizierte Chlorambucil mit Ostradiol
oder einem acylierten Ostradiol umsetzt.

Beidem ersten Verfahren reagiert die Briickenverbindung mit

65 der nicht-aktiven Position des Ostradiols oder des acylierten

Ostradiols, und man erhilt einen Ester der Formel

X(CH,),COOB
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wobei B den Rest des Ostradiols oder des acylierten Ostradiols
bedeutet, bei dem die OH-Gruppe in 17-Position fehlt, und
wobei X ein Halogenatom bedeutet. Sodann reagiert das Halo-
genatom des Esters mit dem Chlorambucil unter Erzeugung des
erfindungsgemassen Chlorambucilderivats.

Die Briickenverbindung, z. B. Monobromacetylbromid, rea-
giert mit der OH-Gruppe in 17-Position des Ostradiols oder des
acylierten Ostradiols mit einer Acylgruppe in 3-Position, und
zwar in einem Ldsungsmittel, wie Tetrachlorkohlenstoff, Chlo-
roform, Tetrahydrofuran, Dimethylsulfoxid (DMSO), Dime-
thylformamid (DMF), Pyridin und Aceton. Das Reaktionspro-
dukt wird ferner mit Chlorambucil in einem Ldsungsmittel, wie
Dimethylsulfoxid, Dimethylformamid, Pyridin, Toluol, Tetrach-
lorkohlenstoff, Chloroform oder Tetrahydrofuran (THF), umge-
setzt. Chlorambucil kann in Form der freien Séure oder des
Metallsalzes, z. B. des Silbersalzes oder Alkalisalzes, eingesetzt
werden.

Die Reaktionstemperatur liegt bei jeder der Reaktionen ge-
wohnlich im Bereich von —30 bis 100° C und vorzugsweise im
Bereich von —10 bis 80°C. Die Reaktionszeit liegt jeweils im
Bereich von 0,5 bis 74 h. Das Reaktionsprodukt wird durch
geeignete Reinigungsverfahren gereinigt. Dabei erhélt man das
reine Chlorambucilderivat geméss vorliegender Erfindung.

Beidem letzteren Verfahren reagiert die Briickenverbindung
zunichst mit der Carboxylgruppe des Chlorambucils unter Bil-
dung einer Verbindung der allgemeinen Formel

ACOO(CH,),COX

wobei A einen Rest des Chlorambucils bedeutet, bei dem die
COOQH-Gruppe in 1-Position fehlt. Sodann reagiert das Halo-
genatom (X) dieser Verbindung mit der OH-Gruppe in 17-
Position des Ostradiols oder des acylierten Ostradiols mit einer
Acylgruppe in 3-Position unter Bildung des erfindungsgeméssen
Chlorambucilderivats.

Dabei kénnen die gleichen Losungsmittel eingesetzt werden,
wie bei dem ersteren Verfahren; auch die Reaktionstemperatur
und die Reaktionszeit werden wie bei der ersteren Verfahrensva-
riante gewdhlt.

Die OH-Gruppe in 3-Position der Ostradiolkomponente des
erfindungsgemissen Chlorambucilderivats kann acyliert werden,
und zwar vor oder nach dem Binden des Chlorambucils an das
Ostradiol unter Vermittlung der Briickenverbindung. Es ist
jedoch bevorzugt, das Ostradiol vor der Konjugierung zu acy-
lieren.

Im folgenden soll die Acylierung néher erldutert werden. Die
OH-Gruppe in 3-Position des Ostradiols reagiert mit Alkalime-
tallhydroxid in einem Losungsmittel, wie THF, unter Bildung
einer NaO-Gruppe oder KO-Gruppe, worauf das Reaktionspro-
dukt nachfolgend mit einem Acylchlorid, wie Benzoylchlorid,
Acetylchlorid oder Propionylchlorid, umgesetzt wird. Dabei
erhilt man das acylierte Ostradiol. Sodann wird die Briickenver-
bindung, z. B. Monobromacetylbromid, mit der OH-Gruppe in
17-Position des acylierten Ostradiols umgesetzt, und zwar in
einem Losungsmittel, wie DMSO, DMF, Pyridin, Aceton oder
THF. Sodann wird das modifizierte acylierte Ostradiol mit
Chlorambucil in einem Lésungsmittel, wie DMSO, DMF, Pyri-
din, Toluol, Tetrachlorkohlenstoff, Chloroform oder THF, um-
gesetzt. Die Temperatur liegt bei jeder Reaktion gewShnlich im
Bereich von —30 bis 100°C und vorzugsweise im Bereich von —10
bis 80°C. Die Reaktionszeit liegt gewShnlich im Bereich von 0,5
bis 74 h. Das Reaktionsprodukt wird durch geeignete Reini-
gungsverfahren gereinigt, wobei man die erfindungsgeméssen
reinen Chlorambucilderivate erhilt.

Dice erfindungsgeméssen Chlorambucilderivate haben die For-
mel (I), d. h. es handelt sich um Konjugate von Chlorambucil und
Ostradiol oder acyliertem Ostradiol. Diese Tatsache wurde
durch umfangreiche, der Strukturaufklarung dienende Untersu-

chungen belegt. insbesondere durch das IR-Spektrum. das UV-
Spektrum, NMR, TLC. das Massenspektrum, die Elementar-
analyse und den Schmelzpunkt.

Die erfindungsgemissen Verbindungen wurden aufihre akute
Toxizitit untersucht sowie auf die Einfithrung der Verbindungen
in fiir Ostrogen empfindliche Zellen und auf den Antitumoref-
fekt. Die erfindungsgemaissen Chlorambucilderivate haben eine
dusserst geringe Toxizitdt. Ferner zeigen sie einen hohen Anti-
tumoreffekt und dariiber hinaus sind die Verbindungen in hohem
Masse befihigt, an fiir Ostrogen empfindliche Zellen gebunden
zu werden.

Die erfindungsgeméssen Chlorambucilderivate sind insbeson-
dere wirksam zum Angriff von Krebsgeweben und -zellen mit
einer Ostradiolempfindlichkeit. Sie eignen sich daher insbeson-
dere fiir Brustkrebs, Prostatakarzinome, Hepatome, Kropf-und
Endometritiskarzinome. Ferner sind die erfindungsgeméssen
Chlorambucilderivate wirksam bei Magenkrebs, Krebs des Rek-
tums, Kehlkopfkrebs, Speiserohrenkrebs, Lungenkrebs, Haut-
krebs und Leukosarkomen, und sie zeigen eine dusserst geringe
Toxizititim Vergleich zu herkdmmlichen Antikrebsmitteln oder
Antitumormitteln, z. B. im Vergleich zu Chlorambucil. Die
erfindungsgeméssen Chlorambucilderivate zeigen nicht die spe-
zifischen Sexualfunktionen des Ostradiols, obgleich sie Ostra-
diolderivate sind. Der Grund fiir dieses Verhalten ist noch nicht
%5 geklart. Es wird angenommen, dass diesen Effekten ein unbe-
kannter Mechanismus zugrundeliegt neben der iiblichen Rezep-
torwirkung.

Wenn die erfindungsgeméssen Chlorambucilderivate als the-
rapeutische Mittel verwendet werden, so konnen verabreichbare
Medikamente nach herkommlichen Verfahren hergestellt wer-
den, wie bei den bekannten Antitumormitteln.

Es konnen mit den erfindungsgemassen Chlorambucilderiva-
ten als Wirkstoff beliebige Arzneimittel hergestellt werden, und
zwar fiir Injektionszwecke, fiir orale Verabreichungen, in Form
von Suppositorien oder Pasten. Bei Herstellung von Arzneimit-
telnin fester Form fiir orale Verabreichung kann man Tabletten,
Pillen, Granulate, Pulver oder Kapseln herstellen. Hierzu ver-
wendet man Bindemittel, Verdiinnungsmittel, Fillstoffe, Gleit-
mittel, Ole, oberflichenaktive Mittel, Sprengmittel oder dgl. Bei
40 Herstellung von fliissigen Mitteln fiir orale Verabreichung kann

man wissrige Suspensionen, 6lige Suspensionen, Lsungen,

Sirup oder Schiittelmischungen verwenden. Bei Herstellung von

Suppositorien verwendet man eine hydrophobe oder hydrophile

Grundlage sowie Stabilisatoren, Sprengmittel oder Farbemittel.
45 Bei Herstellung von Injektionsfliissigkeiten kann man insbeson-

dere wissrige Losungen herstellen und Losungsvermittler, Ndhr-

stoffe, Stabilisatoren oder oberflichenaktive Mittel zusetzen.

Zur Erhaltung oder Verbesserung des medizinischen Effekts

kann man, falls erwiinscht, eine Base, eine Sdure oder ein Salz
50 einsetzen. Die Menge des Wirkstoffs in dem Arzneimittel liegt im

allgemeinen im Bereich von 0,001 bis 90 Gew.-% und vorzugs-
weise im Bereich von 0,01 bis 60 Gew.-%.

Die erfindungsgemassen Chlorambucilderivate konnen oral
verabreicht werden oder durch perkutane Adsorption oder intra-

55 muskulére Injektion, intraperitoneale Injektion, subkutane In-

jektion, intravenose Injektion, intrarektale Injektion oder durch
lokale Verabreichung.

Die Dosis des erfindungsgemassen Chlorambucilderivats liegt

im Bereich von etwa 0,01 bis 50 mg/kg/Tag/erwachsener Patient
60 bei oraler Verabreichung und im Bereich von etwa 0,001 bis 20

mg/kg/Tag/erwachsener Patient bei intravendser Verabreichung.

Die erfindungsgemassen Chlorambucilderivate haben die fol-
genden charakteristischen Eigenschaften:
(1) Wenn Krebs in einem Gewebe mit Rezeptoren fiir den
63 erfindungsgemassen Wirkstoff vorhanden ist, so greift das Pro-
dukt selektiv die Krebszellen des Gewebes an und zerstdrt diese

Krebszellen. Daher ist das erfindungsgemésse Mittel in dusserst

geringen Dosen wirksam.

w

1

=]

1

w

20

30

w
w



(2) Das Produkt zeigt nur geringe Nebenwirkungen im Ver-
gleich zu einer Verabreichung von Chlorambucil. Daher kann
der Wirkstoff wihrend langer Zeit verabreicht werden, und die
Krebszellen kdnnen vollstindig zerstdrt werden.

(3) Dasim erfindungsgeméssen Chlorambucilderivat als Tré-
ger verwendete Ostradiol oder acylierte Ostradiol hat eine
definierte Struktur und seine physiologische Aktivititist be-
kannt. Daher kann dieses Produkt verabreicht werden, chne zu
Befiirchtungen Anlass zu geben.

(4) Die Struktur und Wirksamkeit der Antitumorkomponente,
nimlich des Chlorambucilderivats, sind bereits bekannt, und
daher kann das Produkt auch unter diesem Gesichtspunkt ge-
fahrlos verabreicht werden.

(5) Man kann jeweils die Rezeptoren der Krebszellen untersu-
chen und das entsprechende Steroidhormon oder das Derivat
desselben als Tragerkomponente fiir das Chlorambucilderivat
auswihlen. Man kann das therapeutische Mittel fiir verschiedene
Krebsarten unter Auswahl der jeweiligen Tragerkomponente
festlegen.

(6) Das Chlorambucilderivat kann in herkdmmlicher Form
verabreicht werden, z. B. oral, durch Injektion oder in Form von
Suppositorien.

Das erfindungsgemésse Chlorambucilderivat tragt somitin
hohem Masse zur Entwicklung der Humanmedizin bei. Die
erfindungsgemaéssen Chlorambucilderivate eignen sich aber auch
als Stabilisatoren fiir Hochpolymere, insbesondere fiir Polyole-
fine.

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Ausfithrungsbei-
spielen néher erldutert.

Beispiel 1

Herstellung von 3-Hydroxy-1.3,5(10)-6stratrien-17p-[[4-4 p-[bis-
(2-chlorithyl)-amino]-phenyl }-butyryloxy]}-acetat

(1) Herstellung von 3-Hydroxy-1,3,5(10)-0stratrien-173-mo-
nobromacetat

10g1.3,5(10)-Ostratrien-3,17B-diol werden in 400 ml wasser-
freiem Tetrahydrofuran (THF) aufgeldst und 8,8 g Pyridin
werden zugegeben. Eine Losung von 22,5 g Monobromacetyl-
bromid in 74 g Tetrachlorkohlenstoff wird tropfenweise zu der
erhaltenen Losung bei etwa —5 bis —7°C gegeben. Die Mischung
wird {iber Nacht stehengelassen. Nach der Umsetzung wird der
gebildete Niederschlag abfiltriert, und das Losungsmittel wird
vom Filtrat abdestilliert. Der Riickstand wird in Ather aufge-
nommen und aus Ather umkristallisiert, wobei man 1,3,5(10)-
Ostratrien-3,17B-bis-(monobromacetat) erhlt. 2 g des Produk-
tes werden in 900 ml Methanol aufgeldst und die Losung wird auf
—5°C abgekiihlt. Eine Losung von 0,24 g K>,CO;in 20 ml Wasser
wird tropfenweise zu der erhaltenen Losung gegeben und die
Umsetzung wird wihrend 30 min durchgefiihrt, worauf 1000 ml
Wasser hinzugegeben werden und der gebildete Niederschlag
abgetrennt und getrocknet wird. Bei dem Produkt handelt es sich
um 3-Hydroxy-1,3,5(10)-6stradien-173-monobromacetat (Ele-
mentaranalyse und IR-Spektrum).

(II) Herstellung von 3-Hydroxy-1,3,5(10)-6stratrien-173-[[4-
{p-[bis-(2-chlorithyl)-amino]-phenyl }-butyryloxy]]-acetat
(Chlorambucil-Ostradiol-Konjugat)

200 mg Silber-[[4-4 p-[bis-(2-chlorithyl)-amino]-phenyl }-buty-
rat]] (Silbersalz des Chlorambucils) werden zu 10 ml DMSO
gegeben, wobei eine weisse, kolloidale Losung erhalten wird.
Sodann gibt man 190,8 mg 3-Hydroxy-1,3,5(10)-0stratrien-17f3-
monobromacetat hinzu, und die Mischung wird bei Zimmertem-
peratur wihrend 64 him Dunkeln gertihrt. Der Niederschlag
nimmt eine gelblich-griine Farbung an. Eine kleine Menge
Aceton wird hinzugegeben und sodann wird der Niederschlag
durch ein G-4-Filter abfiltriert. Der Niederschlag nimmt sodann
eine gelblich-griine bis schwirzlich-griine Farbung an, und zwar
aufgrund der Bestrahlung mit Licht. Das Filtrat ist farblos und
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transparent. DMSO wird unter vermindertem Druck auf einem
Wasserbad bei 80°C abdestilliert und 100 ml Wasser werden zu
dem Riickstand gegeben, wobei weisse Kristalle ausgefillt wer-
den. Die Kristalle werden wihrend 1 h stehengelassen, um

5 DMSO zu entfernen und durch ein G-4-Filter abfiltriert und
sorgfiltig mit destilliertem Wasser gewaschen und unter vermin-
dertem Druck in einem Exsikkator getrocknet. Die Rohausbeute
betrégt 330.5 mg.

10 (a) Reinigung des Produktes

330,5 mg der rohen Kristalle werden in einer Mischung von 50
Vol.-Teilen Cyclohexan und 10 Vol.-Teilen Athylacetat aufge-
16st. Man l4sst die Losung langsam durch eine Séule mit40 g
Silikagel laufen, wobei das Produkt allmahlich abgetrennt wird.
15 Man erhilt 188,2 mg (Ausbeute 62,86 %) des reinen Produktes.
Im folgenden seien die Werte der Elementaranalyse, der
Schmelzpunkt und die Werte des IR-Spektrums angegeben:

Elementaranalyse:

ber.: C 66,2% H 6,98% N 2,27% Cl111,52%

gef.: C66,0%2 H7,0 %2 N23 %Cl11,0 %

Schmelzpunkt: halbgeschmolzen bei 25°C

IR-Spektrum (cm?):

3420,2920, 2840, 1750, 1740, 1612, 1582, 1516, 1450, 1380,
1350, 1280, 1250, 1210, 1175, 1142, 1070, 1000, 960, 917, 867,
% 810, 800, 740, 655.

Beispiel 2

Herstellung von 3-Benzoyloxy-1,3,5(10)-8stratrien-17B-[[4-{ p-

30 [bis-(2-chlorithyl)-amino]-phenyl }-butyryloxy]]-acetat

10g1,3,5(10)-Ostratrien-3,178-diol werden in 100 m! THF

aufgeldst und 10 ml einer wéssrigen Losung von 1,47 g NaOH
werden zugegeben. Die Mischung wird 30 min bei Zimmertem-
peratur geriihrt. Sodann wird das Reaktionsgemisch unter einem

35 verminderten Druck auf einem Wasserbad von 80° C eingeengt,
um das Wasser zu entfernen. Der Riickstand wird in wasserfrei-
em THF aufgeldst und 50 ml Athylatherldsung von 5,5 g Ben-
zoylchlorid werden tropfenweise zu der erhaltenen Losung gege-
ben und die Umsetzung wird bei Zimmertemperatur wihrend

40 16h durchgefiihrt. Nach der Umsetzung wird das erhaltene
Natriumchlorid auf iibliche Weise abgetrennt und das Filtrat wird
unter vermindertem Druck zur Trockene eingedampit. Zur
Entfernung des nichtumgesetzten Benzoylchlorids werden
200ml 0,1n NaOH (wissrige Losung) zugesetzt und die Mischung

45 wird 15 min bei Zimmertemperatur geriihrt. Die erhaltenen,
weissen Kristalle werden mit einem G-3-Filter abfiltriert und
sorgfiltig mit destilliertem Wasser gewaschen und unter vermin-
dertem Druck in einem Exsikkator getrocknet. Das Produkt wird
diinnschichtchromatographisch analysiert, wobei Silikagel ver-

so wendet wird und wobei als Entwicklerldsungsmittel ein Gemisch
von Athylacetat und Cyclohexan im Volumenverhaltnis 50:30
verwendet wird. Man erhélt einen Hauptfleck mit einem R-Wert
von 0,34. Die Rohkristalle werden aus Athylacetat umkristalli-
siert, wobei man 8,6 g weisse Kristalle erhélt. Es wurde durch

ss Schmelzpunktbestimmung, Elementaranalyse und IR-Spektrum
bestitigt, dass es sich bei dem Produkt um 173-Hydroxy-
1,3,5(10)-6stratrien-3-benzoat handelt.

Daserhaltene Produkt (7,0 g) wird in THF aufgeldstund 2,0 g

Pyridin werden zugesetzt und die Mischung wird auf —5°C

60 abgekiihlt. Eine Losung aus 15,5 g 30 % Monobromacetylbro-
mid/Tetrachlorkohlenstoff in 50 m! THF wird alimé&hlich tropfen-
weise zu der erhaltenen Mischung gegeben. Danach wird die
Mischung 2 h bei ~5°C geriihrt und sodann 4 him Eisbad geriihrt
und sodann 16 him Kiihlschrank stehengelassen. Nach der

s Umsetzung wird der erhaltene, weisse Niederschlag durch ein G-
4-Filter abfiltriert und unter vermindertem Druck auf einem
Wasserbad von 30°C getrocknet. 200 ml Athylither werden
hinzugegeben und die Mischung wird geriihrt, wobeiman 5.3 g
weisse Kristalle erhilt. Die Ergebnisse der Elementaranalyse
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und der Schmelzpunktbestimmung sind im folgenden ange-
geben.

Elementaranalyse:

gef.: C64,3 % HS58 % Br15.7%

ber.: C 64,23% H 5.78% Br 15.8%

Schmelzpunkt: 145 bis 146°C

Das Produkt wird diinnschichtchromatographisch untersucht,
wobei man Silikagel verwendet und wobei man als Entwicklerlo-
sungsmittel ein Gemisch von Athylacetat und Cyclohexanim
Volumenverhaltnis 50:30 einsetzt. Man erhlt einen einzigen
Fleck mit einem R-Wertvon 0,77. Im IR-Spektrum finden sich
keine Absorptionen aufgrund der OH-Gruppe. Dies zeigt, dass
es sich ausschliesslich um das 3-Benzoyloxy-1,3,5(10)-0stratrien-
17B-monobromacetat handelt.

IR-Spektrum (cm™)

2920,1735, 1728, 1595, 1579, 1490, 1448, 1412, 1382, 1286,
1280, 1260, 1210, 1200, 1170, 1145, 1095, 1075, 1019, 1004, 897,
780, 700, 680.

182,3 mg 3-Benzoyloxy-1,3,5(10)-0stratrien-173-monobrom-
acetat und 148,5 mg Silber-4-{ p-[bis-(2-chlorithyl)-amino]-phe-
nyl -butyrat werden in 5 ml DMSO gegeben und die Reaktion
wird bei Zimmertemperatur wihrend 3 Tagenim Dunkeln
durchgefiihrt. Nach der Umsetzung wird das ausgeféllte Silber-
bromid abfiltriert und 400 ml Wasser werden zu dem Filtrat
gegeben. Die ausgeschiedenen weissen Kristalle werden abzen-
trifugiert. Der Niederschlag wird danach in 50 ml Aceton aufge-
16st und das unlosliche Material wird durch Filtrieren iiber einen
G-4-Filter abgetrennt. Das Filtrat wird unter vermindertem
Druck zur Trockene eingeengt, wobei man 165 mg eines 6ligen
Produktes erhalt. Dieses wird diinnschichtchromatographisch an
Silikagel analysiert, wobei man ein Gemisch von Athylacetat und
Cyclohexan im Volumenverhiltnis 10:50 als Entwicklerlésungs-
mittel verwendet. Man erhilt einen Hauptfleck mit einem R¢-
Wert von 0,44. .

Danoch nichtumgesetztes Material zugegen ist, wird das
Reaktionsprodukt an Silikagel chromatographiert, wobei man
ein Losungsmittelgemisch aus Athylacetat und Cyclohexan im
Volumenverhaltnis 10:50 einsetzt. Man erhélt ein gereinigtes
Produkt, welches bei 20°C in Form weisser Kristalle vorliegt. Die
Ergebnisse der Elementaranalyse und des IR-Spektrums des
Produkts sind im folgenden angegeben. Es handelt sich um 3-
Benzoyloxy-1,3,5(10)-6stratrien-17B-[[4-4 p-[bis-(2-chlorithyl)-
amino]-phenyl -butyryloxy]]-acetat.

Elementaranalyse:

gef.: C68,5 % H 6,60% N 1,99% Cl19,79%

ber.: C 68,33% H 6,53% N 1,94% C1 9,86 %

Schmelzpunkt: 110 bis 111°C

IR-Spektrum (cm™)

1920, 2860, 1755,1735, 1612, 1582, 1516, 1491, 1450, 1420,
1380, 1355, 1260, 1224, 1210, 1174, 915, 1145, 1079, 1022, 1005,
960, 890, 800, 740, 705.

Beispiel 3

Herstellung von 3-Propionyloxy-1,3,5(10)-6stratrien-17p-[[4-{ p-
[bis-(2-chlorithyl)-amino]-phenyl {-butyryloxy]]-acetat
10g1,3,5(10)-Ostratrien-3,17p-diol werden in 100 ml THF
aufgelost und 10 ml einer wassrigen Losung von 1,47 g NaOHin
10 ml Wasser werden zugesetzt und das Gemisch wird 30 min bei
Zimmertemperatur gerithrt. Das Reaktionsprodukt wird unter
vermindertem Druck auf einem Wasserbad von 80°C zur Entfer-
nung des Wassers bis zur Trockene eingedampft. Der Riickstand
wird in wasserfreiem THF aufgenommen und eine Losung von
3.40 g Propionylchlorid in 50 ml wasserfreiem THF wird tropfen-
weise hinzugegeben und die Umsetzung wird bei Zimmertempe-
ratur wihrend 16 h durchgefiihrt. Nach der Umsetzung wird der
Natriumchloridniederschlag abgetrennt und das Filtrat wird un-
ter vermindertem Druck zur Trockene eingedampft. Der Riick-
stand wird aus Athanol umkristallisiert, wobei man 9 g weisse
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Kristalle erhélt. Bei dem Produkt handelt es sich ausweislich der
Elementaranalyse und des IR-Spektrums um 175-Hydroxy-
1.3.5(10)-6stratrien-3-propionat.

7,0 gdes Produktes werden in 70 ml wasserfreiem THF
aufgeldst und 3,0 g Pyridin werden zugesetzt und die Mischiung
wird auf —5°C abgekiihlt. Eine Lésung von 17,3 g 30 % Mono-
bromacetylbromid/Tetrachlorkohlenstoffin 50 ml THF wird
tropfenweise zu dem erhaltenen Gemisch gegeben. Nach der
Zugabe wird die Mischung 2 h bei —5°C stehengelassen und
sodann wihrend 16 him Kiihlschrank. Nach der Umsetzung wird
der erhaltene Niederschlag abfiltriert und das Filtrat wird unter
vermindertem Druck auf einem Wasserbad von 30°C zur Trocke-
ne eingedampft. Sodann gibt man 200 ml A thylither hinzuund
die Mischung wird geriihrt, wobei man 6,0 g weisse Kristalle
erhilt. Das Filtrat wird weiter eingeengt, wobei man 3,5 g weisse
Kristalle erhilt. Die Kristalle werden aus einem gemischten
Losungsmittel von Ather und Athanol umkristallisiert. Die
Elementaranalyse liefert die folgenden Ergebnisse.

Elementaranalyse:

gef.: C61,5 D H6S5 % Br119 %

ber.: C 61,43% H 6.45% Br 17,78 %

Das IR-Spektrum zeigt, dass keine OH-Gruppen mehr vorlie-
gen. Somit handelt es sich um 3-Propionyloxy-1,3,5(10)-0stra-
trien-178-monobromacetat.

1,0 gdes Produktes und 0,91 g Silber-4-{ p-[bis-(2-chlorithyl)-
amino]-phenyl {-butyrat werden in 50 mg DMSO dispergiert und
aufgeldst und die Umsetzung wird bei Zimmertemperatur wih-
rend 3 Tagen im Dunkeln durchgefiihrt. Nach der Reaktion wird
der Niederschlag von Silberbromid abfiltriert und 41 Wasser
werden zugesetzt. Der Niederschlag wird sodann abzentrifugiert
und in 50 ml Aceton aufgelost, worauf die unldslichen Bestand-
teile durch Filtrieren iber ein G-4-Filter abgetrennt werden. Das
Filtrat wird unter vermindertem Druck zur Trockene einge-
dampft, wobei man 1,3 g eines 6ligen Produktes erhélt. Das |
Produkt wird an Silikagel chromatographiert, und zwar mit
einem Losungsmittelgemisch aus Athylacetat und Cyclohexan in
einem Volumenverhaltnis von 10:50. Das gereinigte Produkt
liegt bei 20°C in Form eines viskosen Ols vor. Im folgenden seien
die Ergebnisse der Elementaranalyse und des IR-Spektrums
angegeben.

Elementaranalyse:

gef: C67,1% H7,0 % N21 % Cl11,0 %

ber.: C 66,0% H 6,99% N 2,08% Cl1 10,56 %

IR-Spektrum (cm™)

2916,2840,1750, 1740, 1610, 1512, 1488, 1441, 1415,1379,
1361, 1270, 1210, 1200, 1170, 1140, 1068, 1004, 956, 885, 817,
793, 735.

Die Ergebnisse bestitigen, dass es sich bei dem Produkt um 3-
Propionyloxy-1,3,5(10)-stratrien-17p-[[4- }p-[bis-(2-chlor-
dthyl)-amino]-phenyl }-butyryloxy]]-acetat handelt.

Beispiel 4

Herstellung von 3-Acetoxy-1,3,5(10)-6stratrien-173-[[4-{ p-[ bis-
(2-chlorithyl)-amino}-phenyl }-butyryloxy]j-acetat

1,0 g3-Acetoxy-1,3,5(10)-0stratrien-17f-monobromacetat,
erhalten gemdss Beispiel 2, und 0,9¢ Silber-4-{ p-[bis-(-chlor-
athyl)-amino|-phenyl }-butyrat werden zu 50 m1 DMSO gegeben,
und die Reaktion wird wihrend 3 Tagen im Dunkeln bei25°C
durchgefiihrt. Nach der Umsetzung wird der Silberbromidnie-
derschlag abgetrennt und 41 Wasser werden zu dem Filtrat
gegeben. Der erhaltene weisse Niederschlag wird abzentrifugiert
und in 50 ml Aceton aufgenommen. Das unlosliche Material wird
mit einem G-4-Filter abgetrennt und das Filtrat wird unter
vermindertem Druck zur Trockene eingedampft, wobei man
1.2 geines 6ligen Produktes erhlt. Dieses wird an Silikagel
chromatographiert, wobei man ein Losungsmittelgemisch aus
Athylacetat und Cyclohexan in einem Volumenverhiltnis von
10:50 verwendet. Es handelt sich bei dem gereinigten Produkt
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um ein bei 20°C viskoses, 6liges Material. abgetrennt wird. Pyridin und Essigsdure werden mit dem destil-
Elementaranalyse: lierten Wasser entfernt und das Produkt wird mit Wasser gewa-
gef: C66,0 %2 HG69 %N20 % Cl10.9 % schen, bis es neutral reagiert. Das 6lige Produkt wird von der
ber.: C 65,64% H 6,84% N 2,13% C110,79% wissrigen Losung abgetrennt und eingeengt und im Exsikkator
Im IR-Spektrum zeigt sich keine Absorptionsbande, welche 5 unter vermindertem Druck getrocknet. Man erhilt 45 mg eines

auf die OH-Gruppe zuriickgefiihrt werden kdnnte. Dies best- o6ligen Produkts.

tigt, dass es sich bei dem Produkt um 3-Acetoxy-1,3,5(10)- Dieses Produkt wird durch Diinnschichtchromatographie an

Ostratrien-17p-[[4- tp-[bis-(2-chlorathyl)-amino]-phenyl }-bu- Silikagel analysiert, wobei man ein Gemisch des Entwicklerls-

tyryloxy]]-acetat handelt. sungsmittels aus Athylacetat und Cyclohexan im Volumenver-
IR-Spektrum (cm™) 10 héltnis 30:50 verwendet. Man erhalt nur einen einzigen Fleck bei
2915,2840, 1750, 1740, 1610, 1512, 1488, 1442, 1415, 1378, einem ReWert von 0178.

1360, 1270, 1210, 1200, 1170, 1140, 1068, 1005, 956, 931, 885, Das Produkt wird sodann an Silikagel chromatographiert,

817, 793, 735. wobei man ein Losungsmittelgemisch aus Athylacetat und Cy-

clohexanim Volumenverhaltnis 10:50 verwendet. Bei dem gerei-
Beispiel 5 15 nigten Produkt handelt es sich um bei 20°C viskoses, 6liges

1g3-Acetoxy-1,3,5(10)-stratrien-17p-monobromacetatund ~ Produkt. Die Ergebnisse der Elementaranalyse sind im folgen-
0.8 gNatrium-4-{ p-[bis-(2-chlorathyl)-amino]-phenyl }-butyrat ~ den angegeben.
werden in 50 ml THF gegeben und 24 h bei 60°C umgesetzt. Nach Elementaranalyse:

der Reaktion wird der Niederschlag abfiltriert und das Filtrat gef.: C66,0 % H6,5 % N2,0 % Cl10,9 %
wird eingedampft und getrocknet. Das Produkt wird abgetrennt 20 ber.: € 65,64% H 6,84% N 2,13% C110,79% .
und an einer Silikagelséule gereinigt, wobei man ein Losungsmit- Im IR-Spektr um zeigt sich keine APSOYPUOI}, Wethe aufeine
telgemisch aus Athylacetat und Cyclohexan verwendet. Man OH-Gruppe zuriickgefiihrt werden kdnnte. Dies zeigt, dass es
erhalt 0,9 g 3-Acetoxy-1,3,5(10)-Ostratrien-17p-[[4-{ p-[bis-(2- sich bf’;l dem Proﬂdukt um 3.—Acetoxy-1 ,3,5(10)-6stratrien-17p-[[4-
chlorithyl)-amino]-phenyl }-butyryloxy]]-acetat. ’s jipi[bls-(2-chlorathyl)-anuno] -phenyl}-butyryloxy]]-acetat han-
elt. o
Beispiel 6 élgilgpggjgum 5(81111}])40 1610 1488, 1442, 1415,1378

" . . ) , 1750, ) ,1512, ) , 1415, )
Herstellung von 3-Acetoxy-1,3,5(10)-Ostratrien-178-{[4-{ p-[bis- 1360, 1270, 1210, 1200, 1170, 1140, 1068, 1005, 956, 931, 885,
(2-chloriithyl)-amino]-phenyl }-butyryloxy]]-acetat 817. 793. 735.

200 mg Silber-4-{ p-(2-chlorithyl)-amino]-phenyl -butyrat 30

(Silbersalz von Chlorambucil) werden in 10 ml DMSO unter Beispiel 7

Bildung einer weissen, kolloidalen Losung zugegeben. Dann gibt . i .
man 190,8 mg 3-Hydroxy-1,3,5(10)-Gstratrien-17p-monobrom- Herstellung von 3-Propionyloxy-1,3,5(10)-6stratrien-17f-[[4-{ p-

acetat zu dieser kolloidalen Lésung und die Mischungwird 64 [DiS-(2-chloréthyl)-amino]-phenyl}-butyryloxy]l-acetat
bei Zimmertemperatur im Dunkeln geriihrt. Nach 64 hnimmt 35 50 mg 3-Hydroxy-1,3,5(10)-6stratrien-178-[[4-{ p-[bis-(2-

der Niederschlag eine gelblich-griine Farbung an. Eine geringe ~ chlorathyl)-amino]-phenyl {-butyryloxy]]-acetat werdenin 1 ml
Menge Aceton wird zu dem Niederschlag gegeben und dieser wasserfreiem Pyridin aufgelost und 1,5 ml Propionsdureanhydrid
wird durch Filtrieren iiber ein G-4-Filter abgetrennt. DasFiltrat ~ Werden zugegeben und die Mischung wird einen Tag in einem
ist farblos und transparent. DMSO wird auf einem Wasserband Kﬁhl§chrank stehengelassen. Das Reaktionsgemisch wird unter
bei 80° C abdestilliert. Dann gibt man 100 ml Wasser hinzu, wobei 40 Vermindertem Druck auf einem Wasserbad von 30°Czur Trocke-
weisse Kristalle ausgeschieden werden. Die Mischung wird 1 h ne eingedampft. Der Riickstand wird mit destilliertem Wasser
stehengelassen. Dann wird DMSO abdestilliert. Die weissen vermischt und die Mischung wird 2 h stehengelassen, wobei ein
Kristalle werden durch Filtrieren iiber ein G-4-Filter abgetrennt, ~ kolloidales, oliges Produkt gebildet wird. Pyridin und Propion-
mit destilliertem Wasser gewaschen und unter vermindertem sdure werden mit destilliertem Wasser entfernt und das Produkt
Druck in einem Exsikkator getrocknet. Die Rohausbeute betriigt ¢s Wird mit Wasser gewaschen, bis es neutral ist. Die wéssrige Phase
330,5 mg. wird abgetrennt und die 6lige Phase wird unter vermindertem
330,5 mg des Rohproduktes werden in einer Losungsmittelmi- ~ Druckineinem Exsikkator getrocknet, wobei man 40 mg eines
schung aus Cyclohexan und Athylacetat in einem Volumenver- 6ligen Produktes erhélt. Das Produkt wird an Silikagel chroma-

hiltnis von 50:10 aufgeldst. Man lisst diese Losung langsam iiber ~ tographiert, wobei man ein gemischtes Losungsmittel aus Athyl-
eine mit 40 g Silikagel gefiillte Saule laufen, wobei das Produkt s acetatund Cyclohexanim Volumenverhéltnis 10:50 verwendet.

allmahlich abgetrennt wird. Man erhilt 188,2 mg (Ausbeute Das gereinigte Produkt liegt als viskose 6lige Substanz vor. Im
62.86 %) eines reinen Produktes. Die Ergebnisse der Elementar-  IR-Spektrum wird bei 3600-3200 cm™ keine Absorption festge-
analyse und der Schmelzpunktbestimmung sind im folgenden stellt. Man erkennt daran, dass es sich um 3-Propionyloxy-
zusammengestellt: 1,3,5(10)-6stratrien-17B-[[4-{ p-[bis-(2-chlorithyl)-amino]-phe-

Elementaranalyse: 55 yl}-butyryloxy]]-acetat handelt.

gef.: C66,0 2 H7,0 %N23 %Cl11,0 %

ber.: C 66,22% H 6,98% N 2,27% Cl11,52% Beispiel 8

Schmelzpunkt: bei 25°C halbgeschmolzen. Herstellung von 3-Benzyloxy-1,3,5(10)-6stratrien-173-[[4-] p-

Bei dem Produkt handelt es sich um 3-Hydroxy-1,3,5(10)- [bis-(2-chlor4thyl)-amino]-phenyl p-butyryloxy]]-acetat

ostratrien-17B-[[4-{ p-[bis-(2-chloréthyl)-amino]-phenyl }-buty- o 50 mg 3-Hydroxy-1,3,5(10)-6stratrien-17p-[[4-{ p-[bis-(2-

Iy I;J(;(y]]—ggetati) duk __— . . chlorithyl)-amino]-phenyl }-butyryloxy]}-acetat werden in 1 ml
mg dieses Produktes werden in 1 ml wasserfreiem Pyridin wasserfreiem Pyridin aufgelést und 2 g Benzoesureanhydrid

al'lfgenommen upd 1ml .I.ESSIgsaurea.nh){dnd wird zugegeben und werden hinzugegeben und die Mischung wird einen Tag im

die Umsetzung findet wahrend 16 h in einem Kihlschrank statt. Kiihlschrank stehengelassen. Die Reaktionsmischung wird so-

Nach der Reaktion wird das Reaktionsgemisch eingeengt und 65 dann unter vermindertem Druck auf einem Wasserbad von 30°C

unter vermindertem Druck auf einem Wasserbad von 30°C zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wird mit destilliertem

getrocknet. Der Riickstand wird mit destilliertem Wasser ver- Wasser vermischt und die Mischung wird wahrend 1,5 h stehen-

rgisghﬁ und die Mithungwir_d wéihrf:nd 1h stehfengelassen, wobei gelassen, wobei ein kolloidales, 6liges Produkt erhalten wird.
ein 6liges Produkt in Form eines weissen, kolloidalen Schaums
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Pyridin und Essigsdure werden mit destilliertem Wasser entfernt
und das Produkt wird mit Wasser gewaschen, bis es neutral
reagiert. Die wissrige Phase wird abgetrennt und die 6lige Phase
wird unter vermindertem Druck im Exsikkator bis zur Trockene
eingedampft. Man erhélt 45 mg eines 6ligen Produkts. Dieses
wird an Silikagel chromatographiert, wobei ein Losungsmittelge-
misch aus Athylacetat und Cyclohexanim Volumenverhaltnis
10:50 verwendet wird. Es handelt sich bei der gereinigten Verbin-
dungum ein viskoses O1. Das IR-Spektrum zeigt keine Absorp-
tionsbande bei 3600 bis 3200 cm™. Man erkennt, dass es sich um
3-Benzoyloxy-1.3.5(10)-0stratrien-17B-[[4-{ p-[bis-(2-chloré-
thyl)-amino]-phenyl {-butyryloxy]]-acetat handelt.

Versuch 1
Akute Toxizitit und Antitumorwirkung (in vivo) der erfindungs-
gemissen Chlorambucilderivate

(1) Akute Toxizitdt (LDsg)
Zur Messung der LDsy-Werte werden acht weibliche ICR-

JCL-Miuse (Alter: 5 Wochen) als eine Gruppe in einem transpa- 0

renten Polykifig verwendet. Der jeweilige Wirkstoff wirdin
Oliveno! aufgelost und durch intraperitoneale Injektion (i.p.)
orale Verabreichung (p.o.) und subkutane Injektion (s.c.) in
einer Dosis verabreicht. Sodann wird der LDsy-Wert nach dem
graphischen Litchfield-Wilcoxon-Verfahren nach 7 Tagen ermit-
telt. Es werden die folgenden Ergebnisse erzielt: Chlorambucil
hat einen LD5,-Wert von 20 mg/kg (i.p.) bzw. 80 mgrkg (p.o.)
bzw. 26 mg/kg (s.c.). Der LDs-Wert des erfindungsgemassen
Wirkstoffs Nr. 2 betriigt geméss Tabelle 1 mehr als 3000 mg/kg
(i.p.) bzw. mehr als 6000 mg/kg (p.o.) bzw. mehr als 3000 mg/kg

(s-c.).

(2) Antitumortest (in vivo)
Proben von menschlichen Brustkrebszellen mit Steroidhor-

monrezeptoren werden subkutan unter das Vorderbein von
Miusen (BALB/C-nw/nu: 5 Wochen alt) implantiert, wobei feste
Tumore gebildet werden. Nach 24 h nach der Implantation wird
jeweils eine Olivenéldispersion oder -16sung des Wirkstoffs
subkutan oder oral verabreicht, und zwar an jedem zweiten Tag
10 mal. 25 Tage nach der Implantation werden die Tumore
entnommen. Die Wirksamkeit der Tumorinhibition wird ermit-
telt aus (A) dem durchschnittlichen Gewicht der entnommenen
Tumore bei 10 Miusen (der Wirkstoff wurde verabreicht) und
(B) dem durchschnittlichen Gewicht der entnommenen Tumore
bei 10 Vergleichsméusen.

A
Effizienz der Tumorinhibition (%) = (1 - —]; % 100.

Sowohl bei subkutaner als auch bei oraler Verabreichung von
Chlorambucil in einer Dosis von 15 mg/kg betragt die Inhibie-
rungseffizienz etwa 50 bis 70 %, wihrend bei Verabreichung der
erfindungsgemsssen Chlorambucilderivate die Inhibierungseffi-
zienz mehr als 90 % betrigt. Bei Verabreichung der erfindungs-
gemissen Chlorambucilderivate iberleben alle Méuse.

Die Autopsie zeigt, dass bei Verabreichung von Chlorambucil
schwerwiegende Anderungen der Galle, des Uterus und des
Thymus auftreten, wihrend andererseits bei Verabreichung der
erfindungsgemsssen Wirkstoffe keine Verdnderungen beobach-

55 tet werden.

Tabelle 1
LDso
30 Probe Nr. 1 2 3 4
LDs, (mg/kg) 80  6000< 3000< 3000<
(orale Verabreichung)
LDsy (mg/kg) 26 2000< 2000< 2000<

(subkutane Verabreichung)

Tabelle 2

Antitumoreffekt
Probe Nr. 1 2 3 4 5
Antitumortest
Orale Verabreichung
Dosis (mg/kg) 10 15 10 15 10 15 10 15 15
Uberlebensverhiltnis™ 8/10 710 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10710
Inhibierungs-
effizienz (%) 55 70 92 98 91 93 93 97 0
Subkutane
Verabreichung
Dosis (mg/kg) 5 10 5 10 5 10 5 10 10
Uberlebensverhéltnis™ 9/10 7110 10/10 10/10 10/10 10710 10/10  10/10  10/10
Inhibierungs-
effizienz (%) 53 71 90 98 93 95 92 94 0

Bemerkungen: Wirkstoff Nr. 5: Olivendl (Blindversuch)

Wirkstoff Nr. 1: Chlorambucil
Wirkstoff Nr. 2: 3-Benzoyloxy-1,3,5(10)-6stratrien-173-[[4-
{ p-[bis-(2-chloréithyl)-amino]-phenyl {-butyryloxy]]-acetat
Wirkstoff Nr. 3: 3-Acetoxy-1,3,5(10)-dstratrien-17p-[[4- tp-
[bis-(2-chloréithyl)}-amino]-phenyl -butyryloxy]]-acetat
Wirkstoff Nr. 4: 3-Propionyloxy-1,3,5(10)-0stratrien-178-[[4-
{ p-[bis-(2-chlorithyl)-amino]-phenyl {-butyryloxy]]-acetat

Versuch 2
Man arbeitet geméss dem Versuch 1, wobei man jedoch den

65 jeweiligen Wirkstoff in Form einer Dispersion in Polysolvate 80

(Emulgator) durch intraperitoneale Injektion verabreicht. um
den Antitumoreffekt zu testen. Die Ergebnisse sindin der

folgenden Tzbelle zusammengestellt.
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Chloram- 3-Hydroxy-1,3,5(10)-0stratrien-17p- Diese Komponenten werden vermischt und pulverisiert und zu
bucil [[4-{p-[bis-(2-chlorithyl)-amino}- Tabletten mit einem Durchmesser von 10 mm gepresst.
phenyl {-butyryloxy]]-acetat
Mittel 2 Gew.-Teile
Dosis (mg/kg) 5 0,5 5 5 )
Wirkstoff (Beispiel 2) 100
Inhibierungs- Lactose 500
effizienz (%) 30 91 97 Zucker-fettsdureester 10
Stérke 100
akute Toxizitit 10 Wasser (1 % Natriumcarboxy-methylcellulose) 100
LD« 20 1000<
Die Verbindungen werden geknetet und durch ein Pelletisier-
Versuch 3 gerit extrudiert, wobei man ein Granulat erhilt. Dieses wird

getrocknet und gesiebt. Man erhélt Teilchen mit einer Teilchen-

Bindung von 3-Hydroxy-1,3,5(10)-0stratrien-17B-[[4-{ p-[bis- 15 grisse von 10 bis 24 Maschen/2,5 cm. Diese dienen der oralen
(2-chlorithyl)-amino}-phenyl }-butyryloxy]]-acetat an Ostrogen- Verabreichung.

empfindliche Zellen. )
Mit Tritium (*H) markiertes Ostradiol wird mit Kaninchenute-

rusgewebe inkubiert und dabei gebunden. Sodann wird der Mittel 3

Wirkstoff dem System zugesetzt und die Menge an freiem *H- 20 Das Granulat des Mittels 2 wird in eine handelsiibliche Kapsel

Ostradiol, welches durch das zugesetzte Ostradiol ersetzt wurde, - gefiillt, wobei man eine Kapsel mit einem Inhalt von 0,5 cm?

wird bestimmt. Die Ergebnisse sindin Fig. 1 gezeigt. Es wird erhalt.

festgestellt, dass der Gehalt an freiem *H-Ostradiol steigt, eben- :

falls der Gehalt an Ostradiol selbst. Diese Tatsache beweist,dass ~ Mittel 4 Gew.-Teile

der Ostrogen-Rezeptor die erfindungsgemissen Wirkstoffe 25

bindet. Wirkstoff (Beispiel 1) 5
Im folgenden seien einige Mittel mit einem Gehalt der erfin- Olivensl 95

dungsgemissen Wirkstoffe angegeben.

Mittel 1 Gew.-Teile 30 Die Komponenten werden zur Herstellung einer Injektions-
fliissigkeit erhitzt, vermischt und sterilisiert.
Wirkstoff (Beispiel 3) 50 Der Acylrest R kann eine gegebenenfalls substituierte Alkano-
Mannit 35  ylgruppe mit vorzugsweise 1 bis 18, insbesondere bis zu 12 und
Sorbit 25  speziell bis zu 7 oder 2 bis 4 C-Atomen oder Aroylgruppe
Carboxymethylcellulose 5 35 insbesondere Benzoyl sein. Als Substituenten kommen insbeson-
Magnesiumstearat 5 dereCl,Br,J,F, C4Alkyl, C;_4-Alkoxy, Hydroxy, Amino oder
Talkum ’ 40  Carboxy in Frage (1, 2, 3 oder mehrere Substituenten).
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