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Zpusob vyroby sulfatovanych estrogent

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplUsobu vyroby smési sulfatovanych estrogen,

zvlasté sulfatace smési obsahujici 3-hydroxy-estra-1,3,5(10),8,(9)-

s tetra-en-17-on  [delta(8,9)-dehydroestron; deita(8,9)DHE; delta
8 estron,; 8,9 dehydroestron; CAS no. 61612-83-7]. |

Dosavadni stav techniky

Sodna sul sulfatu delta(8,9) derivatu estronu [delta(8,9)DHES]

10 je pritomen v mensich mnozstvich priblizné 3 az 4 % v pfirodnich
konjugovanych estrogennich smésich, napfiklad v komercné
dostupném produktu Premarin®, ktery se pouziva pfi hormonalni

nahrazkové terapii.

Navic k sodné soli sulfatu estronu byly identifikovany

15 v prirodnich smésich konjugovanych estrogend mimo jiné sodné soli

sulfatd equilinu (v mnozstvich 22,5 az 30,5 %), 17 alfa dihydroequilinu

(13,3 az 19,5 %), 17 beta dihydroequilinu (0,5 az 4,0 %), 17 alfa

estradiolu (2,5 az 9,5 %), 17 beta estradiol (< 4,5 %) a delta (8,9)-
dehydroestron (< 12,5 %) (US lékopis, 1995, str. 627).

20 V SCRIP no. 2049 (1995), str. 15 byla vyslovena domnénka, ze
mensi mnozstvi delta(8,9)DHES by mohia vyznamné prispivat k ucéinku
konjugovanych estrogent. Dale bylo navrhovano, Zze delta(8,9)DHES,
ktery ma relativné nizkou afinitu k estrogenovému receptoru, ma
vysokou funkéni aktivitu, kterda muaze mit dlohu pfi udavanych

> vlastnostech tykajicich se redukce LDL-cholesterolu a pfi
kardiovaskularnich G¢incich konjugovanych estrogenu, zviasté
u prostredku Premarin®. Ziskana data ukazuji, ze delta(8,9)DHES

prispiva k cirkulujicim estrogenim Premarinu az do pfiblizné 18 %. Je
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tedy dalezité ziskat snadny zpGsob vyroby sulfatovanych smési
deita(8,9)DHE.

Neuvazujeme-li nevyhodnou celkovou syntézu, J. C. Jacquesy
a dal$i, Chem. Abstr. 76 (1992), 154000f popsal izomerizaci equilinu
v prekyseleném prostredi. Pfeména delta(8,9)DHE byla dosazena
pouzitim fluorovodiku nebo smési fluorovodik/fluorid antimonity pfi
teploté - 30 °C. Je zfejmé, Ze takové nebezpeéné reakéni podminky
jsou zcela nevhodné a neprijateiné pro vyrobu delta(8,9)DHE
ve velkém meéritku. Navic bylo uvedeno v US patentu 5,395,831, ve
kterém se pouziva zplUsobu podle Jacquesy, Ze tato metoda
vyuzivajici fluorovodiku neposkytuje Cisty delta(8,9)DHE, ale jesté
10 % nezadouciho delta(9,11) izomeru. Nebyly tedy dosud popsany
zpusoby vyroby, které by byly komeréné pfijatelné, at jiz s pouzitim

izomerizace equilinu nebo bez jejiho pouziti.

Syntéza sulfatovanych esterl steroidu byla popséna v literature.
Jak je souhrnné uvedeno v Jenkins and Sandberg (Methods in
Enzymology, 15, 351 - 358, 1969), jeden ze zplUsobu zahrnuje
sulfataci mono- a dihydroxy C-18 a C-19 steroidnich slouéenin
s pouzitim komplext pyridinu a kyseliny sirové. Tento zpusob viak byl
pouzit na jednotlivé latky, tj. neobsahujici jiné steroidni sloudeniny.
ZpUsob podle predkladaného vynalezu ma vyhodu, Ze v jediné reakéni
smési mohou byt ziskany sulfatované estrogeny ve specifickém
pomeéru. Prekvapivé bylo zjiSténo, Ze ackoliv estrogeny pfitomné
v pfirodnich prostfedcich obsahujicich konjugované estrogeny, maji
ruzné fyzikalni viastnosti, jako je chovani pfi krystalizaci
arozpustnost, pomér sulfatovanych produktl v sulfataéni reakéni
smési odrazi mnozstvi vstupnich sloZek. Proto dostaduje reakce
v jednom reaktoru pro pfipravu smési sulfatovanych estrogent. Navic
muze byt v pfipadé potieby tato reakce pfimo spfazena s izomerizaéni
reakci, kterou se pripravuje delta(8,9)DHE, tj. izomerizaci equilinu

nebo jeho derivatu na uvedeny derivat. V této reakci se na equilin
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nebo jeho derivat pusobi lithnou soli ethylendiaminu nebo roztokem
amidu lithného v dimethylsuifoxidu.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez tedy poskytuje prvni jednoduchy
a nenakladny zpusob vyroby sulfatovanych steroidnich smési
obsahujicich delta(8,9)DHE s pouzitim sulfatace smési estrogend
obsahujici delta(8,9)DHE nebo jeho derivaty, ktera maze byt ziskana

izomerizaci equilinu nebo jeho derivatu.

Ackoliv smési estrogenl obsahujici slouceninu podle obecného
vzorce |

kde

R, znamena atom vodiku,

R; znamena atom vodiku a R; je O-acyil; nebo
R; znamena atom vodiku a R; je O-acyi; nebo
R2 a R; spolu znamenaji atom kysliku

mohou byt sulfatovany ve smeési s jednou nebo vice sloucenin

ze skupiny sloucenin obecného vzorce ||
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kde Ry, R, a R; maji vySe uvedeny vyznam a teckovana cara

v poloze 7-8 znamena popfipadé pritomnou dvojnou vazbu.

Ve vyhodném provedeni podle vynalezu znamenaji R; a R; ve
vzorce | a/nebo Il atom kysliku. Jesté vyhodnéji se sulfatuje deita(8,9)

estron ve smési s equilinem.

Podle dalsiho provedeni vynalezu jsou slouceniny obecného
vzorce Il jednim nebo vice prekurzory slozek pfitomnych v mensich
mnozZstvich v pfirodnich konjugovanych smésich estrogend, jako jsou
sulfatové estery 17 alfa dihydroequilinu, 17 beta dihydroequilinu, 17

alfa estradiolu a 17 beta estradioiu.

Pomér sloucenin v reakéni smési neni kriticky, ale
z ekonomickych dlavodl je vyhodnym pomérem stejny pomér jaky se

vyskytuje v prirodnich smésich.

Slouceniny obecného vzorce | mohou byt vyrobeny izomerizaci

equilinu a uvedenych derivati obecného vzorce Ill:
R2
L1 R]
R,0 I I
III
kde R, znamena silyl(alkyl); nebo O-tetrahydropyranyl, R; a Rs

znamenaji spolu atom kysliku nebo R, a Rj spolu znamenaji acetal

nebo cyklicky acetal.

Termin alkyl, jak se pouzivda v definici vzorcd, znamena
rozvétvenou nebo nerozvétvenou alkylovou skupinu s vyhodou
s jednim az sedmi atomy uhliku, jako je hexyl, izobutyl, terciarni butyl,
propyl, izopropyl, ethyl a methyl. S vyhodou je silyl(alkyl); Si(Me),
terc.-butyl. Termin acyl znamena acylovou skupinu odvozenou
z alkylkarboxylové kyseliny, kde alkylova skupina ma vyse uvedeny

vyznam, nebo odvozenou z kyseliny mravendéi. Acetaly se odvozuji od
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alkoholGl obsahujicich s vyhodou 1 az 6 atomu uhliku. Terminem
tetrahydropyranyl se mini také ekvivalentni smésné acetaly nebo
smésné hemithioacetaly, jako je napfiklad ethoxyethyl, methoxyethyl
(MOM), methylethoxyethyl, methoxyethoxymethyl (MEM),
tetrahydrofuranyl, methyithiomethyl, tetrahydrothiopyranyl,
tetrahydrothiofuranyl nebo ethery, jako methyl a terc.-butyl, jak se
popisuji v ¢asti Protective Groups v Organic Synthesis, Greene, Th.
a Wuts, P. (1991), kapitola 2, str. 14 - 87.

Izomerizace muze byt provadéna s pouzitim lithnych soli
ethylendiaminu. Tento zpUsob vede k vyrobé velmi gistého
delta(8,9)DHE. Uvedené lithiové soli mohou byt pfipraveny pusobenim
lithia nebo alkyillithia, s vyhodou methyllithia na ethylendiamin. Mohou
byt pfidana (pomocnd) rozpoustédla, jako tetrahydrofuran,
dimethyisulfoxid apod. Jestlize se pridaji (pomocna) rozpoustédia,
ziskaji se obvykle derivatd delta(8,9)DHE a equilinu. Lithiumamid
v dimethylsulfoxidu (DMSO) poskytuje rovnéz smési delta (8,9)DHE
a equilinu nebo jejich derivatd, které mohou byt pfeménény podle
predkladaného vynalezu na sodné soli jejich sulfatd, kterych je mozno
pouzit pfi vyrobé farmaceutickych prostiedki obsahujicich

konjugované estrogeny.

S vyhodou je poloha C3 obsazena tetrahydropyranyletherem,
protoze ether mize byt snadno na aromatické skupiné pfipraven, je
stabilni za podminek izomerizace a po izomerizaci mize byt snadno

odstranén za ziskani hydroxylové skupiny pro sulfataci.

Jestlize Ry ve vzorci lll znamena silyl(alkyl)s, izomerizace se
s vyhodou provadi pfi teploté mezi pfiblizné 0 a 90 °C, vyhodnéji
priblizné 30 °C, jestlize se na equilin nebo jeho derivaty pisobi lithnou
soli ethylendiaminu, nebo pri teploté pfiblizné 65 °C, jestlize se na
equilin nebo jeho derivaty pusobi lithiumamidem v dimethylsulfoxidu.
Jestlize je na druhou stranu skupina R, tetrahydropyranyi, na smés

substrdtu a vySe uvedeného rozpoustédla se plsobi lithnou soli
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ethylendiaminu pfi teploté mezi priblizné - 78 °C a 50 °C, s vyhodou
mezi pfiblizné 0 °C a -20 °C s pouzitim THF jako pomocného

rozpoustédla.

Jestlize se izomerizacni reakce provadi pouze castecné, vytvari
se smés sloucenin obecného vzorce Ill a delta 8,9 derivatu, ktera
mdze byt dale zpracovana za ziskani smési sulfati konjugovanych
estrogent. Je mozZno také popfipadé pfidat derivaty obecného
vzorce Il a v jediném reakénim kroku mohou byt vSechny slouceniny
sulfatovany soucasné. Vyhodné siouceniny pro izomerizaci a sulfataci
podle predkladaného vynalezu jsou slouceniny, kde R, a R; ve

vzorcich znamena atom kysliku.

Jestlize ve slouceniné vzorce lll znamena R; silyl(alkyl); nebo
tetrahydropyranyl, derivaty mohou byt izomerizovany a nasledné
hydrolyzovany, coz vede ke slouc¢eninam podle vzorce | nebo smési
sloucenin podle vzorcd | a Ill, kde R, znamena atom vodikuy,
pusobenim mirné kyseliny jako je zfedé&na (< 0,2 N) kyselina
chlorovodikova, a 50 % kyseliny octova s pomocnymi rozpoustédly
jako THF, aceton, methylenchlorid, ethanol nebo plisobenim latek jako
trimethyisilyljodid/trimethylsilylboromid v methylenchloridu; methyljodid
v acetonu, H,O, NaHCOs;; pyridinium-p-toluensuifonat, terc.-butanol:
tetrabutylamoniumfluorid v methylenchloridu; AgNO; v acetonu na
derivaty za neutrainich podminek, jak se popisuje v Protective Groups
in Organic Synthesis, Greene, Th. a Wuts, P. (1991), kapitola 2, str.
14 - 87.

Takto ziskana smés estrogenovych derivati muze byt
sulfatovana podle vynalezu ve smési s jednim nebo vice
monoacylovymi derivaty ze skupiny 17 alfa dihydroequilinu, 17 beta
dihydroequilinu, 17 alfa estradiolu a 17 beta estradiolu.

Nasledujici priklady jsou ilustrativni a v zadném pfipadé by
nemély byt chapany jako limitujici rozsah vynalezu.
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Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Lithium (13 g) bylo po castech pridano do 920 mi
ethylendiaminu v atmosfére dusiku pfi teploté 95 °C a smés byla
michana 30 min pfi 100 °C. Reakéni smés byla ochiazena na 23 °C,
potom bylo priddno 100 g equilinu pfi teploté < 30 °C. Smés byla
michana dalsi 2 h pfi 30 °C. Suspenze byla nalita do 2,5 | ledové vody,
pfi teploté < 25 °C byla pfidavana kyselina octova do dosazeni pH 7.
Vodna vrstva byla extrahovana 3 x 2,5 | ethylacetatu. Organicka
vrstva byla promyta vodou, bylo pfidano 5 g aktivniho uhli (Norit®)
a suspenze byla michana pfi 21 °C 30 min. Suspenze byla filtrovana
pres dicalit a fiitrat byl odpafen pod vakuem do dosaZeni objemu
pfiblizné 500 ml. Suspenze byla michana 1 h pfi 0 °C a potom byl
krystalicky material odfiltrovan, promyt ethylacetatem a susSen ve
vakuu pfi 40 °C za ziskani 81 g deita(8,9)dehydroestronu, s distotou
pFiblizné 90 %.

Obsah delta(8,9)DHE a equilinu byl stanoven s pouzitim 'H
NMR spektroskopie, kde charakteristické vrcholy jsou 0,90 ppm (C18)
pro delta (8, 9) DHE a 5,53 ppm (C7) a 0,79 ppm (C18) pro equilin.

Priklad 2

Lithiumamid (5 g) byl pfidan do smési 5 g equilinu ve 150 ml
DMSO. Smés byla zahrata na 65 °C a michana 70 min. Reakéni smés
byla viita do 500 ml vody a okyselena na pH 6,5 s pouzitim 4 N
kyseliny chlorovodikové. Krystaly byly odfiltrovany, promyty vodou
a suseny pod vakuem pfi 40 °C za ziskani 5 g smési 4:5 equilinu
a delta(8,9)-dehydroestronu.
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Priklad 3

6% roztok methyllithium-lithiumbromidového komplexu
v diethyletheru (23,5 ml) byl pfidan v prabéhu pfiblizné 15 min do
46 ml ethylendiaminu v atmosfére dusiku prfi teploté pfiblizné 25 °C.
Teplota smési byla zvySena na 55 °C a diethylether byl oddestilovan.
Potom byla reakcéni smés michana 1 hed pii 55 °C. Smés byla
ochlazena na 20 °C a bylo pfidano 2,5 g equilinu. Smés byla michana
jesté dalsich 70 min pfi 30 °C.

Suspenze byla viita do ledové vody a smés byla extrahovana
ethylacetatem. Po odpareni ethylacetatového extraktu na objem 20 mli
a ochlazeni na 0 °C bylo ziskano 2 g krystalického delta-8-estronu.

Priklad 4

Lithium (1,1 g) bylo po ¢astech pridano do 80 ml ethylendiaminu
v atmosféfe dusiku pfi 100 °C a smés byla michana 30 min pfi 100 °C.
ReakCni smés byla ochlazena na 23 °C, potom bylo pfidano 4 g 17p-
dihydroequilinu pfi teploté < 30 °C. Smés byla michana dalsi 4 hed pfi
30 °C. Suspenze byla vlita do 250 ml ledové voda a pfi teploté < 25 °C
byla pridavana kyselina octova do dosazeni pH 7. Suspenze byla
ochlazena na 5 °C a krystaly byly odfiltrovany. Krystaly byly
suspendovany ve 150 ml vody a bylo pfidano 100 mi ethylacetatu.
Vrstvy byly oddéleny a ethylacetatovy roztok byl odpafen pod vakuem
do dosaZeni objemu 20 ml. Suspenze byla michana pfi - 15 °C 1 hed,
potom byly krystaly odfiltrovany, promyty ethylacetatem a suseny pod
vakuem pfi 40 °C za ziskani 2,5 g 8,9-dehydro-17B-estradiolu,

s Cistotou > 95 %.
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Priklad 5

Roztok  methyllithium-lithiumbromidu (20 mi, 2,1 M)
v diethyletheru byl pridan v pribéhu 10 min do 40 ml ethylendiaminu
v atmosfére dusiku pfi 36 °C. Teplota smési byla zvySena na 55 °C
a diethylether byl oddestilovan. Smés byla michana 1 h 55 °C.
Reakéni smés byla ochlazena na 3 °C , a potom bylo pfidano 2 g
equilin-3-methyletheru pfi teploté < 10 °C. Smés byla michana dalsi
2 hod pfi 12 °C a potom bylo pfidéno 200 ml ledové vody. Ke smési
byla pridavana kyselina octovd do dosazeni pH 8. Suspenze byla
michana 1 hod pfi 15 °C a potom byly krystaly odfiltrovany, promyty
vodou a suSeny ve vakuu pfi 45 °C za ziskani 2,0 g 8,9-dehydro-

estron-3-methyletheru, s Cistotou priblizné 80 %.

Priklad 6

Postupem popsanym v pfikladu 5 bylo plUsobeno na 17p-
dihydroequilin-3,17-diacetat, smési methyllithium/ethylendiamin 30 °C
za ziskani 8,9-dehydro-17B-estradiol v kvantitativnim vytézku

s Cistotou priblizné 90 %.

Priklad 7

Postupem popsanym v pfikladu 4 bylo pGsobeno na equilin-17-
neopentylacetal smési lithium/ethylendiamin pfi 20 °C za poskytnuti
vytézku 90 % 8,9-dehydro-estron-17-neopentylacetalu s &istotou
priblizné 90 %.

Priklad 8

Postupem popsanym v prikladu 4 bylo pGsobeno na 178-

dihydroequilin-3,17-di(trimethyisilylether) smési lithium/ethylendiamin
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za poskytnuti 8,9-dehydro-17B-estradiolu v kvantitativnim vytézku

s Gistotou priblizné 90 %.

Priklad 9

5 K suspenzi equilinu (5 g) v 80 ml methylenchloridu bylo pridano
13,3 ml 3,4dihydro-2H-pyranu a 36 mg kyseliny p-toluensulfonové pri
0 °C. Smés byla michana 90 min pfi 0 °C a potom bylo pfidano 1,3 ml

triethylaminu. Reakéni smés byla promyta vodou, suSena siranem

sodnym a odparena dosucha. Surovy equilin-3-tetrahydropyranylether

10 (6,5 g) byl pouzit pro izomerizaci.

Priklad 10

Roztok  methyllithium-lithiumbromid (8,1 mi, 2,1 M)

v diethyletheru byl pfidan v pribéhu 10 min k 16,2 ml ethylendiaminu

15 v atmosfére dusiku pfi 36 °C. Teplota smési byla zvy§ena na 55 °C
a diethylether byl oddestilovan. Smés byla dale michana 1 hod pri

55 °C a potom ochlazena na 3 °C. Po pfidani 34,4 ml tetrahydrofuranu
byla smés a ochlazena na -10 °C a byl pfidan equilin-3-
tetrahydropyranylether (1,15 g) pfi teploté < -5 °C. Smés byla michana

20 dalsi 3 hod pfi - 10 °C a potom bylo pfidano 45 ml ledové vody.
Tetrahydrofuran byl potom s pouzitim vakua oddestilovan a zbyia
suspenze byla michana 1 hod pfi 15 °C. Krystaly byly odfiltrovany,
promyty vodou a suseny pod vakuem pfi 45 °C za ziskani

delta(8,9)dehydroestron-3-tetrahydropyranyletheru (1,0 g).

Priklad 11

Suspenze 0,73 g delta(8,9)-dehydroestron-3-
tetrahydropyranyletheru ve smési kyselina octova/aceton/voda (4:2:1,

35,7 ml) byla zahrata pod zpétnym chladiéem a vafena 90 min. Po
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ochlazeni na 20 °C bylo pfidano 36,5 ml vody a krystalicky produkt byl
zfiltrovan, promyt vodou a suSen pod vakuem za ziskani 0,46 g
delta(8,9)-dehydroestronu.

Priklad 12

Kyselina sirova (8,2 ml) a acetanhydrid (14,5 ml) byly pfidana
k pyridinu (80 ml) pri teploté 30 °C v atmosfére dusiku. Smés byla
michana 1 hog pfi 50 °C, potom byl pfidan trometamol (0,6 g) a smés
byla michana az do vycereni. Deita(8,9)-dehydroestron (4 g) a 17a-
dihydroequilinmonoacetat (20,2 g) byly pfidany a potom byl pfridan
pyridin (21 ml) a smés byla michana 3 he@ pfi 50 °C. Po ukonéeni
reakce byla smés ochlazena na 5 °C a rozetfena s diethyletherem
(300 ml), coz vedio k vytvoreni oleje a svrchni vrstvy. Svrchni vrstva
byla dekantovana a zbytek byl rozpustén v methanolu (375 ml). Byl
pridan roztok hydroxidu sodného (12,8 g) v methanolu (0,3 |) a smés
byla michana 2,5 hod pfi teploté varu pod zpétnym chladicem. Po
ukonceni reakce byla smés ochlazena na ZOI’C a byla pridana smés n-
butanolu (0,65 |) a vody (0,15 I). Methanol byl odparen ve vakuu
a organicka vrstva byla promyta ST% roztokem chloridu sodného
a vodou. Po odpareni organické vrst\X/ dosucha byl zbytek rozpustén
ve 100:[:% ethanoiu (0,29 I) pfi 60 °C a smés byla michana
v pritomnosti aktivniho uhli (0,6 g) 30 min pfi 60 °C. Suspenze byla
filtrovana a filtrat byl castecné koncentrovan ve vakuu. Roztok byl
ochiazen na 10 °C a rozetrfen s diethyletherem (0,27 1). Srazenina byla
odfiltrovana, promyta diethyletherem a suSena ve vakuu za ziskani
15,5 g smési 1:5 sodné soli sulfatu delta(8,9)-dehydroestron a 17a-
dihydroequilinu. GLC analyza ukazala ziskani upiného mnozstvi véech
vlozenych steroidd.
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-Priklad 13

Postupem popsanym v prfikladu 12 byla smés delta(8,9)-
dehydroestronu (12,5 g) a equilinu (12,5 g) sulfatovana smési kyselina
siroval/acetanhydrid/pyridin. Smés surovych suifatd pyridinu byla
zmydelnéna a prevedena na odpovidajici smés sulfatG sodnych
hydroxidem sodnym v methanolu, jak bylo popsano v pfikladu 12 za
ziskani 27,5 g 1:1 smési sodné soli sulfatu delta(8, 9)dehydroestronu
a equilinu. Analyza GLC ukazala ziskani celého mnozstvi vliozenych

steroidu.

Priklad 14

Postupem popsanym v pfikladu 12 byla sulfatovana smés delta
(8,9)-dehydroestronu (6,1 g), 17a-dihydroequilinmonoacetatu (35,8 g),
17R-dihydroequilinmonoacetatu (3,5 g), 17a-estradioimonoacetatu
(9,5 g), a 17p-estradioimonoacetatu (1,2 g) smési kyselina
sirova/acetanhydrid/pyridin. Ke smési surovych pyridinsulfatd byl
pfidan hydroxid sodny v methanolu a smés byla zpracovana,jak bylo
popsano v prikladu 12 za ziskani 44,4 g smési 6:8:1:31:3 sodné soli
sulfatu  delta(8,9)dehydroestronu, sodné soli sulfatu 17a-
dihydroequilinu, sodné soli sulfatu 17B-dihydroequilinu, sodné soli
sulfatu 17a-estradiolu, a sodné soli sulfatu 17p-estradiolu. Analyza

GLC ukazala ziskani celého mnozstvi vSech viozenych steroidu.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY
' 1. Zpusob vyroby smeési sulfatovanych estrogend,
5 vyznadujici se tim, Zze =zahrnuje sulifataci

sloucenin obecného vzorce |, tj. derivati delta 8,9 estronu,

R,

wi R3

10 R,0 I I

1

(1),
kde

Ry znamena atom vodiku,

R, znamena atom vodiku a R3 je O-acyl; nebo

R3; znamena atom vodiku a R, je O-acyl; nebo
15 R a R; spolu znamenaji atom kysliku

. . LG .
ve smesi s jednou nebo vice sloucenin‘ze skupiny sloucenin

obecného vzorce i

(11),

kde

Ri, R; a R; maji vyse uvedené vyznamy a teckovana cara

v poloze 7-8 znamena popripadé pritomnou dvojnou vazbu.
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15

Zpusob podle naroku 1, vyznadujici se tim,

Z e R;aRj;vevzorcil a/nebo Il znamenaji atom kysliku.

Zpusob podle naroku 2, vyznacdujici se tim,

z e delta 8,9 estron se sulfatuje ve smési s equilinem.

Zplsob podle naroku 1, vyznadujici se tim,
zZe delta 8,9 estron se sulfatuje s alespori jednou ze
sloucenin zvolenych ze skupiny monoacylovych derivata 17
alfa dihydroequilinu, 17 beta dihydroequilinu, 17 alfa estradiolu

a 17 beta estradiolu.

Zpusob podle naroku 4, vyznacdujici se tim,
ze smés se sulfatuje v poméru, ve kterém je pfitomna
v prirozené se  vyskytujicich smésich  konjugovanych

estrogena.

Zplsob vyroby sulfatované smeési estrogend,
vyznacdujici se tim, Zze predkonverzi smésina
odpovidajici sulfaty podle naroku 1 az 5 se alespon slouc¢eniny

vzorce |, kde R; znamena atom vodiku, vytvofi ze slouéenin

podle vzorce Ill, kde R; znamena silyl(alkyl)s nebo
tetrahydropyranyl.
Zpusob vyroby sulfatovane smesi estrogend,

vyznacujici se tim, Ze obsahujekroky:

a. castecné izomerizace slouéenin obecného vzorce Il!



10

18

R0 (111),
kde

R. znamena silyl(alkyl); nebo O-tetrahydropyranyl,
R, a R; znamenaiji spolu atom kysliku; nebo

R a R3 spolu znamenaji acetal nebo cyklicky acetal, s lithiovou
soli ethylendiaminu, popfipadé ve smési s tetrahydrofuranem,
nebo s lithiumamidem v dimethylsulfoxidu, za vzniku sloucenin

obecného vzorce |

R

1) R]
R,0

‘ (1),

kde
R:, Rz a R; maji vySe uvedené vyznamy;

b. prfemény sloucenin ziskanych z kroku a., pficemz
substituentem R, se stane atom vodiku a R, a R3 spolu tvorfi

atom kysliku;

c. sulfatace slouéenin ziskanych v kroku b., popfipadé ve
smési s jednim nebo vice monoacylovymi derivaty ze skupiny
17 alfa dihydroequilinu, 17 beta dihydroequilinu, 17 aifa

estradiolu a 17 beta estradioiu.

ZpUsob vyroby sulfatovane smeési estrogend,

vyznadujici se tim, ze zahrnujekroky
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-16 -

a. izomerizace slouéenin obecného vzorce Il

R,

1]} R3

(111)
kde

R, znamena silyi(alkyl); nebo O-tetrahydropyranyi;
R, a R; znamenaji spolu atom kysliku; nebo
R, a R; spolu znamenaji acetal nebo cyklicky acetal,

s lithiovou soli ethylendiaminu, nebo s lithiumamidem v

dimethyisulfoxidu, za vzniku sloucenin obecného vzorce |

kde
R;. R; a R; maji vySe uvedené vyznamy;

b. pfemény sloudenin ziskanych z kroku a., pficemz
substituentem R, se stane atom vodiku a R; a R; spolu tvori

atom kysliku;

c. sulfatace sloucenin ziskanych v kroku b., ve smési s jednim
nebo vice monoacylovymi derivaty ze skupiny 17 alfa
dihydroequilinu, 17 beta dihydroequilinu, 17 alfa estradiolu a
17 beta estradiolu.

ZpUsob podle naroku 7 nebo 8, vyznacujici se

tim, Ze R,aR; spoluznamenaji atom kysliku.

Zastupuje:
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