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(54) 17alfa-zetynyl-17beta-hydroksy-4-pstren-3-o-
ner til anvendelse som kontraceptiva

Opfindelsen angdr hidtil ukendte l7a-mtynyl-178-hydroksy-4-@¢stren-3-oner
til anvendelse som kontraceptiva.

De hidtil ukendte steroider er l17oa-&tynyl-la,17B-dihydroksy-4-gstren-—

3-oner med den almene formel I
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(1)

hvor R1 er en metylgruppe eller en @tylgruppe, R2 og R3 er hydrogen-
atomer eller alkanoyvlgrupper med 1-8 kulstofatomer, og R4 er en aty=

nylgruppe.

I forbindelserne ifglge opfindelsen kan arupperne Rz og Rs vare ens eller for-
skellige. Som eqnede alkanoylgrupper R2 og R3 skal f.eks. nmvnes: formylgruppen,
acetylgruppen, propionylgruppen, butyrylgruppen, pentanoylgruppen,
heksanoylgruppen, heptanoylgruppen og oktanoylgruppen.

Forbindelserne ifglge opfindelsen har i sammenligning med de i 1-
stilling usubstituerede forbindelser en meget stark gestagen virkning.
F.eks. er l7a-atynyl-la,l7B-dihydroksv-18-metyl-4-gstren-3-on (A) ved
Clauberg-prgven mindst 3 gange starkere gestagent virksom end 17a-
2tynyl-17B-hydroksy-18-metyl-4-gstren-3-on (B). Det samme gzlder for
1l7a-ztynyl-la,178~dihydroksy ~4~¢stren~3~on (C) i forhold til 17a-
@&tynyl-17p~hydroksv-4~gstren-3-on (D).

Clauberg-prgve pd kastrerede infantile hunkaniner.

Dosis 1 mg McPhail-verdi
p. O. A B C D
0,3 2,8 2,4 - -
0,1 3,1 1,1 2,6 1,9
0,03 1,8 1,0 1,7 1,0

Den progestationale omdannelse af endometrium bedgmmes her i de
histologiske praparater efter en modificeret McPhail-skala (bedgm-
melsesgrad 1-4; 1 = ingen virkning; 4 = fuld omdannelse).

Forbindelserne ifslge opfindelsen kan fremstilles ved, at man forge-
rer en forbindelse af den almene formel IT
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(I1)

0

1 0og R4 har den ovennzvnte betydning, med en svampekultur af

hvor R
slegterne Rhizoctonia, Calonectria, Glomerella, Aspergillus, Cortici~
un, Septomyxa, Mucor, Isaria, Irpex eller Fusarium og om gnsket for-

estrer frie hydroksygrupper.

Fremgangsméden kan f.eks. udfsres under anvendelse af fglgende svam-

pestammer:

Rhizoctonia solani (ATCC 10154)
Glomerella glycines (ATCC 11871)
Glomerella fusaroides (ATCC  9552)
Calonectria decora (ATCC 14767)
Aspergillus clavatus (ATCC  9598)
Aspergillus fumigatus (CBS  11046)
mut. helvola

Aspergillus carneus (CBS  49465)
Aspergillus terreus (ATCC 10020)
Aspergillus conicus (IF0 4047)
Corticium sasakii (Univ. Tokio 9005)
Septomyxa affinis (ATCC  6737)
Mucor griseocyanus (ATCC 1207Db)
Mucor genevensis (ATCC  8976)
Mucor spinosus (CBS  29563)
Isaria farinosa (out 4098)
Irpex lacteus (IFO 5367)

Fusarium ciliatum (CBS  13235).
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Fortrinsvis egnede er Calonectria decora, Aspergillus clavatus og

Mucor spinosus.

Udferelsen af hydroksyleringen sker ved metoder, som man sadvanligvis
anvender til mikrobiologisk hydroksylering af steroider med svampekul-

turer.

S8ledes konstateres forst ved alment smdvanlige forforssg de gunstig-
ste forgzringsbetingelser, som f.eks. udvalg af det gunstigste ne-

-ringsmedium, det egnede substratoplesningsmiddel, substratkoncentra-
“tionen, de tekniske betingelser sésom temperatur, luftning, pH-verdi
og den optimale tid til germination, substrattilssztning og substrat-
kontakt med mikroorganismens enzym ad analytisk vej, iszr tyndtlags-

‘kromatografisk.

Derved har det vist sig, at det er hensigtsmessigt at anvende koncen-
trationer p& ca. 50-1000 mg substrat pr. liter nzringsmedium. pH-
verdien indstilles fortrinsvis til en verdi i omrddet fra 5 til 7.
Dyrkningstemperaturen ligger i omrédet fra 20 til 4000, fortrinsvis
25 il 35°C. Med henblik p& Iuftningen tilferes ca. 1 liter luft pr.
minut pr. liter kulturveske. Omdannelsen af substratet folges hen-
sigtsmessigt ved tyndtlagskromatografisk analyse af proveekstrakter.
I almindelighed har der efter 20-120 timer dannet sig tilstrakkelige
mengder hydroksyleret steroid.

Ved den mikrobiologiske hydroksylering dannes der ofte ved siden af
loa-hydroksysteroiderne af den almene formel I ifglge opfindelsen ogsé

de isomere 1lB-hydroksysteroider.

Isoleringen og rensningen af produktet sker pd i og for sig kendt mé-
de. F.eks. kan man ekstrahere det ved fremgangsmadden fremkomne pro-
dukt med et organisk oplesningsmiddel, sésom metylisobutylketon, ind-
dampe ekstrakten og adskille de fremstillede produkter ved sgjlekro-
matografl og rense dem.

Den eventuelle efterfelgende forestring af de frie hydroksygrupper
sker pd metoder, som man smdvanligvis anvender indenfor steroidkemien
til forestring af sekundazre og tertimre hydroksygrupper. Som egnet
forestringsmetode skal f.eks. n®vnes omsetningen af steroiderne med
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syreanhydrider eller syreklorider i narvarelse af basiske katalysato-
rer, sdsom natriumbikarbonat, kaliumbikarbonat, kaliumkarbonat, natri-
umhydroksyd, kaliumhydroksyd, pyridin, lutidin, kollidin eller 4-di=

methylaminopyridin.

De hidtil ukendte la-hydroksysteroider af den almene formel I ud-
viser et lignende virkningsspekturm som de i l-stilling ikke-hy=
droksylerede steroider, hvoraf de fremstilles, d.v.s. at de hidtil
ukendte forbindelser er meget starkt gestagent virksomme. Sammen-
lignet med de i l-stilling ikke-hydroksylerede forbindelser er den
androgene bivirkning dog tydeligt svekket. Desuden optrader der en
gstrogen virkning hos forbindelserne ifglge opfindelsen. P& grund
af disse egenskaber er de hidtil ukendte forbindelser meget verdi-

fulde virksomme stoffer til anvendelse som kontraceptiver.

Til kontraceptiv brug forarbejdes de hidtil ukendte forbindelser
til de sadvanlige former med de sadvanlige tilsatninger, baerestof-
fer og smagskorrigenser p& i og for sig kendte madder. Til oral ap-
plikation kan der iszr vare tale om tabletter, drageer, kapsler,
piller, suspensioner eller oplgsninger, og til parenteral applika-
tion isar olieagtige oplgsninger som f.eks. sesamolie og ricinus-
olieoplgsninger, der eventuelt yderligere kan indeholde et for-
tyndingsmiddel som f.eks. benzylbenzoat eller benzylalkohol. Kon-
centrationen af det virksomme stof er afhengig af applikations-

formen.

De hidtil ukendte forbindelser egner sig som orale kontraceptiva.
De kan ogsd anvendes som orale kontraceptiva uden en tilsetning

af gstrogener. Naturligvis kan der ogsd anvendes kombinationer af
de hidtil ukendte gestagener med kendte ¢strogener. :

De fglgende eksempler tjener til at belyse fremgangsmdden til frem-

stilling af forbindelserne ifglge opfindelsen.
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Eksempel 1

En 2 liter Erlenmeyerkolbe, der indeholder 500 ml af en i 30 minutter
ved 120°C i autoklav steriliseret nsringsoplesning af 5% glukose,
0,5% majsstebeveske, 0,2% natrivumnitrat, 0,1% kaliumdihydrogenfosfat,
0,05% kaliumklorid, 0,05% magniumsulfat og 0,002% jern(II)-sulfat,
podes med en lyofilkultur af Calomectria decora (ATCC 14767) og rystes
i 5 dage ved 30°C pé en rotationsryster. Med denne forkultur podes
s& en 20 liter forgzringsbeholder, der er fyldt med 15 liter af et
ved 121°C og 1,1 ato steriliseret medium af samme sammenssetning som
forkulturen. Under tilsstning af Silicon SH som antiskummemiddel
germineres ved 29°C under luftning og omrering i 24 timer. 1 liter
af kulturvesken bliver under sterile betingelser overfert €il 14 1i-
ter af et som ovenfor steriliseret nsringsmedium af samme sammensst-
ning og dyrkes under samme betingelser. ZEfter 12 timer tilssttes en
sterilfiltreret oplesning af 7,5 g 178-hydroksy-1T7a-etynyl-4-gstren-
3-on i 75 ml dimetylformamid og inkuberes videre.

Efter fuldstendig omdannelse af substratet (38 timers bersringstid)
udreres forgsringsbeholderens indhold to gange med hver 10 liter me-
tylisobutylketon, og ekstrakten inddampes ved 50°¢ badtemperatur i
vakuum. Med henblik pa fjernelse af antiskummemidlet vaskes remanen-
sen flere gange med heksan og kromatograferes til slut over en kisel-
gelsojle ved hjelp af gradienten metylenklorid-metylenklorid/acetone
8+2. Efter krystallisation af acetone/isopropyleter fér man l«,178-
dihydroksy-17a-etynyl-4-gstren-3-on, smeltepunkt 207-208°¢,

Eksempel 2

Til 100 mg la,l7B-dihydroksy-17a~stynyl-4—-gstren-3-on szttes 3 ml py-
ridin og 0,3 ml eddikesyreanhydrid, og der omrgres i 20 timer ved 30-
35°C., Man inddamper blandingen i hgjvakuum, optager remanensen i ed-
dikeester, vasker eddikeesterfasen, terrer den, inddamper den i va-
kuum og fér 17f-hydroksy-la—-acetoksy-1l7oa~atynyl-4-gstren-3-on som en
farvelss olie, smp. 98-101°C (diatylzter/hexan).

Eksempel 3

En 2 liter Erlenmeyerkolbe, der indeholder 500 ml af en i 30 minutter
ved 120°C i autoklav steriliseret neringsoplesning af 3,0% glukose,
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1,0% majsstebevaeske, 0,2% NaNO, 0,1% KH,P0,, 0,2% K HPO,, 0,05%
MgS0y, 0,002% FeS0, og 0,05% KC1, podes med en lyofilkultur af stam-
men Aspergillus clavatus (ATCC 9598) og rystes i 2 dage ved 30°C p&
en rotationsryster. Med denne forkultur podes en 50 liter forgsrings-
beholder, der er fyldt med 30 liter af et ved 121°C og 1,1 ato steri-
liseret medium af samme sammensstning som forkulturen. Under tilset-
ning af Silicon SH som antiskummemiddel germineres ved 29°C under
luftning og omrgring i 72 timer.

900 ml af kulturvesken bliver under sterile betingelser overfgrt til
14 liter af et som ovenfor steriliseret neringsmedium af samme sammen-—
setning og dyrkes under samme betingelser. Efter 24 timer tilsmttes
en i nzrverelse af vandig Tween 80 meget fint formalet steriliseret
suspension af 7,5 8 l7a—wtynyl—17B-hydroksy-lB—metyl—4—@stren—5—on i
destilleret vand, og der germineres videre.

Forlgbet af omdannelsen folges ved tyndtlagskromatografisk analyse af
metylisobutylketonekstrakter af forgsringsprover. Efter ca. 90 ti-

mers bergringstid er omdannelsen fuldstendig. Svampemyceliet frafil-
treres, og kulturfiltratet ekstraheres to gange med hver 10 liter me-
tylisobutylketon. Parallelt dermed udreres det frafiltrerede myceli-
um flere gange med en blanding af metylisobutylketon, acetone og vand

og ekstraheres herved.

De organiske ekstraktoplesninger forenes og inddampes til terhed i
vakuum ved en badtemperatur pa 50°C. Den tilbageblevne remanens va-
sker man flere gange med heksan og kromatograferer til slut over en
kiselgelsojle. Med henblik p& yderligere rensning krystalliserer man
produktet af metylenklorid/benzol, og med henblik p& fjernelse af
benzolen oplegser og udfzlder man benzolsolvatet endnu en gang af mta-
nol/vand. Den rene 17 a~stynyl-la,17B-dihydroksy-18-metyl-4-ostren-
3-on smelter ved 180°C.

Eksempel 4

500 mg 17a-2tynyl-la,17p-dihydroksy-18-metyl-4-gstren->-on opleses i
10 ml pyridin, der tilssttes 0,5 ml eddikesyreanhydrid, og man lader
henstd i keleskab i 30 timer. For at geore reaktionen fuldstendig om-
rgrer man derefter endnu nogle timer ved stuetemperatur. Derpé ind-
dampes reaktionsblandingen i hejvakuum, remanensen optages i eddike-
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ester og vaskes neutral med destilleret vand. Efter terring over na-
triumsulfat og inddampning af eddikeesteroplesningen fér man la-acet=

oksy-17a-ztynyl-17B8-hydroksy-18-metyl-4-gstren-3-on, smp, 173-175°C
(acetone/vand) .

Eksempel 5

650 mg 17a-tynyl-la,l78-dihydroksy-18-metyl-4~ostren~-3-on optages 1
15 ml pyridin, der tilsettes 2 ml snantsyreanhydrid og omregres i 16
timer ved stuetemperatur. Derpd inddamper man blandingen i hgjvakuum,
optager remanensen i eddikeester og vasker neutral med destilleret
vand. Efter inddampning af den terrede eddikeesterfase bliver der
tilbage 17a-@tynyl-la-heptanoyloksy-178-hydroksy-18-metyl-4-ostren—3-
on som en svagt gullig olie, smp. 185-186°C (acetone/vand) .

FEksempel 6

Til 300 ml 17a-etynyl-la,l7f-dihydroksy-4-gstren-3-on szttes 10 ml
pyridin og 1,5 ml eddikesyreanhydrid, og der omrgres i 4 dage ved
gtuetemperatur under nitrogen. Derpd inddampes reaktionsblandingen
" 1 hejvakuum, remanensen optages i eddikeester og vaskes neutral med
destilleret vand. Efter teorring over natriumsulfat og inddampning
af eddikeesteroplgsningen i vakuum fdr man 17a-@tynyl-la,l7B-diacet=
oksy-4-¢stren-3-on, smp. 163-165°C (dietylater/heksan).

Eksempel pd sammensatning_ af et kontraceptivt middel i form af drageer.

0,075 mg 1l7a-atynyl-la,l7B-dihydroksy-18-metyl-4~¢stren—~3-on
0,030 mg Ll70-a2tynyl-dgstradiol
31,900 mg melkesukker
18,420 mg majsstivelse
2,060 mg polyvinylpyrrolidon 25
0,010 mg p-hydroxybenzoesyremetylester
0,005 mg p-hydroxybenzoesyrepropylester
2,500 mg talkum

55,000 mg samlet vagt af tablet, der drageres med sadvanlig sukker-
blanding til ca. 90 mg.
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Patentkrzravw.

17a-ztynyl-17p-hydroksy -4-gstren-3-oner til anvendelse som kontracep=
tiva, k endetegnet ved, at de er 17a—atynyl—la,l7B—dihydrok=

sy-4-gstren-3-oner med den almene formel I

(1)

hvor Rl er en metylgruppe eller en a@tylgruppe, R2 og R3 er hydrogen-

atomer eller alkanoylgrupper med 1-8 carbonatomer, og R4 er en aty=

nylgruppe.
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