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y | Capitula 1. Capituli I1.
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AKTIENGESELLSCHAFT
SOLICITANTE Direccion: Millerstrasse 178, 13353 Berlin, c.C. NIT
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L. T o Cual
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@ PCT (86)
Solicitud Internacional o, FCT/ERFZ009/00271E Fecha Maya 26, 2009
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Titulo (54) PREGN-4-EN-21,17-CARBOLACTONAS SUSTITUIDAS EN EL
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Clasificacion Internacional (51) C071 52/00, AcLk 21/55, Ac1P 5/24, Ac1P 5/42,

AG1P 5/28
(33) Pais de Origen (32) Fecha (Z1) Ndmera de Solicitud
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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

Documents que acredita la evistencia y representacicn lzgal cuando &b solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caga. Adjunto copia simple, Ver e-pedisnte No, O GOl IS0

Cocuments de cesién del inventor al solicitants o a su causanta,

Declaracionsas.

Copia de la salicitud internacional. (Fesumen, descripidn, revindicaciaones, Jituios).

Traduccién de la solicitud internacional al castellans, (Pesumern, Jdescripcidn, reivindicaciones,

dibujos).

Copia del ewamen preliminar internacional efectuade por la Autoridad Internacicnal de E-amen
Preliminar (IPEA). (IFRF)

Tracduccién dzl ezamen preliminar internacional efzctuado por la IPEA,
De ser el caso, copia del contraty de acceso.

De ser el caso, documents que acredite la liczncia o autorizacién de uga de conocimientos
tradicionales de las cormunidades indigenas.

D ser el caso, certificads de depdsita del material biolgico.

Arte final 12 x 12.

D ser 2l cass, informacion sobre otras solicitudes de patents o titulos obtenidos en el extranjerd
par el misma titular o sy causants, relacionadas parcial o totalments con la invencidn Jde esta
solicitud.

D ser 2l casa, madificaciones afectuadas a la aolizitud internacional, Formulario PCT/IE/Z06.

Otros., Blsqueda Internacional.

® EIDD [IDEIDDD BEH:IEI ] [ [+

FIGURA CARACTERISTICA:

)

_

9

Salicita la concesidn de la patznte

fIOMERE: . IAN PAISEECEH FIFMA: Q( L. VCIJJ‘ Q\O‘J&

C.C. 79.3764.99¢6 Btd T.P__135.799

Instrucciones para el diligensiamiznto del presente formularia, ver reverso de 2sta pagina.




LISTA DE INVENTORES

Sven RING,
Ziegenhainer Oberweg
3, 07749 Jena
Alemania
Nacionalidad: Alemana

Rolf BOHLMANN,

Kiihler Weg 6 a, 14055 Berlin
Alemania

Nacionalidad: Alemana

Joachim KUHNKE,
Schulstr, 16, 14482 Potsdam
Alemania

Nacionalidad: Alemana

Ludwig ZORN,

Osianderweg 45 a, 13509 Berlin
Alemania

Nacionalidad: Alemana

Steffen BORDEN,
Ackerstr. 80, 13355 Berlin
Alemania

Nacionalidad: Alemana

Katja PRELLE,
Laurinsteig 31, 13465 Berlin
Alemania

Nacionalidad: Alemana
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de esta

Socicdad “BAYER SCHERING PHARMA AG

178,

otorgada ante la Escribana Mariela Vanina Scardaccione, al folio 44, protocolo co-

reicnie

s0l0 y tmico objete de que en nombra y representacion de la Sociedad “BAYER

FOLIO 85.-

SUSTITUCION PARCIAL DE

PHARMA AG.- In la Ciudad Auténoma d= Buenos Aires, Capital de la Tepdiblica
5 |Argentina, el dia NUEVE de MARZO del aiio DOS MIL 5
' SUVil'xO Lasarte, Lzcribana Autorizante, titular del Pegistro Motarial mumero 1708
COMPARECE: Dagmar MESSERER, argentina, nacida ¢l 28 de mayo de 1.968,
hija de Waller Mes
9 lcional de Tdentidad Tamero 20.58
20383892-7, con domicilio ¢
Ciudad de Duenos Aires.- La comparecicnts

2 INE: por su propio derecho.- Y la comparecientz EXPRESA: PRIMERO: Que fa

1TED
DI,

iz, un Poder, ¢l cual medianie eseritura nimero 14 de fecha 16 de febrero de 2007,

de

(o al micmo, cuya primera copia tengo para este acto a la vista, doy fe y en lo perti-
nente transcribiré en la presente.- SEGUNDO: Manifiesta bajo juramento que ol 1‘!;(1-:~
rido poder sc encusnira plenamente vigeniz en virtid de no haberle sido rcv«.)ca'do
suspendido ni limitado en niuguna de sus partes.- TERCERO: En consecuencia, 1DI-
CYi: Que en uso de la facultad conferida SUSTITUYE PARCIALMENTE el poder

mencionado a favor de Carlos Reinaldo OLARTE y/o James lan RAISBECIK, al

5 ISCHERING PHARMA AG”, y actuando en forma individual, indistinta y/o alterna- {\

PRIMERA/ COPIA.- ESCRITURA NUMERQ: VEINTICUATRO.-

MESSERER, Dagmar a favor de

, Carlos Reinaldo y ofro del Poder otorgado por BAYER SCIERING
, ante mi Maria
srer v Elsa Onelia Pomanclli, solters, titular del Documento Ma-
892, Clave Unica de ldentificaciéon Tributaria 27-
special en la Avenida Leandre T Alem 1,124, Piso 1()“
es mayor de edad.- INTEI‘(VUE
G”, con domicilio en Miillerstrasse

Berlin, Alemania, le confirid con fecha 22 de enero de 2007 en dicho pa- S

istro Motarial interinamente a su cargo, fueincorporado y transcrip-
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T__gCOPIA.— ESCRITURA NUMERO: CATORCE.- ...~ En la Ciudad Autonoma de | 29
; :

) Buenos Aires, Capital de la Republica Argentina, el dia DIECISEIS de FEBRERO del | 50
.=‘) .

\Elsa Onelia Romanelli, soltera, titular del Documento Nacional de Identidad Namero

1)

pihAires.- La compareciente es mayor de edad.- INTERVIENE: por su propio derecho.- | 35

39

%ﬁg;SOCiedad “BAYER SCHERING PHARMA AG”, con domicilio en Miillerstrasse 178, | 40

U} - ’ . . . . . .
(,,%«:,13353, Berlin, Alemania, sobre cuya plena vigencia responde la requirente bajo jura-
o) .
o . . .
% mento.- Yo, la Autorizante, hago constar: a) Que el instrumento de poder cuya incor- | 42

‘%:i’f

1]

o5 tendido en idioma castellano, certificadas las firmas por notario en idioma aleman, | 44
52

2

=

Yﬁ Haya del 5 de octubre de 1961) y traducido en lo pertinente al idioma nacional por Ja | 46

‘ﬁg%Traductora Pablica Laura Thieberger.- b) Que la compareciente en virtud de lo mani- | 47
.‘) A

1) :

PN . . , P . . .

-.‘(‘-E;))festado tiene interés legitimo en su requerimiento.- En consecuencia, me hace entrega | 46

01

Q;’\en este acto del original del instrumento de poder relacionado con su respectiva (ra- | 49
g

i
N ., - ) . . . . _
§ %%%duccmn al idioma nacional, el que agrego a la presente y transcripto dice: “MOE- | 50 -
IRY] 1Y)
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(o ()
l il_lLl?,I’_ & CO. (Sigue aclarackén en idioma inglés) - PODER. Los abajo firmante/s (i )
() ()
Ly ot ST 1 AP MA A6 dormicil i Lol o)
5> DATYEDR SCHERING PHAPMA AG domiciliados en Millerstrazse 178 13353 Berlin (# 00
' ({0 o
c . - . (Y i)
b Alemania declaran por el presenie otorgar a Dagmar MESSERER poder general am- () RI
(0 a
: _ . , fa i
4 plio v sulicienle para recabar de laz autoridades ., sud y centroamericanas ... que co- () w{}
(9 0
., . .y . .y Ve A
5 rrespondan, 1a oblencién de patentes de invencién, el vegistro y la renovacion de mar- (g S
i o)
. ) .. ] i)
6 tas y modelos y/o derechos de propiedad intelectual y/o nombres de dominie, a cuyo 3y ni)
) Ay
. . . . . 2 0) bk
7 electo los faculta/n para Nevar a cabo ante dichas autoridades todas las gestiones nece- ¢ i
) ()
. . .. .. . .. (B R
3 fariaz al objeto indicado, presentar colicitudes, formmlar descripciones, oposiciones, b&‘ i)
o ol
o estos, declaraciones, apelaciones y reclamos, oblar impuestos, justificar explota- @ ad
s (i@ i.)l‘\‘
. . . . . . o ‘ ) o)
10 Biones, solicitar testimonios, aceplar ransferencias, recibir docurnentos y valores, per- (K,% )
(Q:()Q "‘E,I,’)
- e o . o o TR . (‘(@)' '.‘!,l‘_)
11 Libir y hacer cuanto fuere necesario ante las autoridades administrativas de cualquier i a3
(o) g
- . ) Wl
12 brden. Por olra parte, leg confieren mandato para qus en sn nombre y representacion (((-\;%« o
(e )
C e . C e . 0 i)
13 pucdan iniciar y proseguir cualquier juicio que actuahnenta los que suscriben tengan o %ﬁs o)
(%4 )
. . PN , . . :\“v?f 0‘\!)
14 en el futuro tuvieran ..., en Sudamérica, Centroamérica ..., con motivo de su nombre, &\‘()5 {“‘.,%
) o)
o . . . ., ;. («‘\.4;
i marcas de fabrica o de comercio, patznies de invencidn y nodslos y/o de suz derechos (Co(g o
| (lo )
. . , . ~ N . . ¢ M)
16 He propicdad intelectual que aciualmente posean o adquieran en lo sucesivo, promavet E\?kg i)
<g@ o
17 los de cualquier jurisdiceion, criminales, correccionales, civiles o comerciales, (\)‘2 0
: 4 s
L
1u Lontra loe lalsificadores, usurpadorcs o imitadores y contra los tenedores de articulos }Qg 21)»)
10 RN,
q o)
e e . . .y . e . PNOE W
19 fjue infrinjan su nombre, marcas o patentes de invencidn, seguir [og juiciog por oposi- k&ﬁ :;\)%
N3 i)
) e - . e At e e Ve &1 11 j[f’d 1 no bre. las w ~(‘,n))
20 £ion n otros en que fueran parie como actores o demandados, delender el nombre, las >‘f®" s
WAL
(%’(55 i)
. . o )
21 fnarcag, patentes v modelos y/o de derechios de propiedad intelectual y/o nombres de Qﬁtz ‘:}1),)'
(0 v
i) QY
2 [lominio, haciendo las protestas del caso o diciendo de nulidad. Al efecto, podran pre- (@Q .‘of)(;f?;
(9, ‘,\'J\
o )
23 bontarse con eseritos, querellas, pedidos, y lo que fuere necesario ante cualquier auto- (‘Y(«; )\){
' (s b
aa )
24 fidad judicial, presentar testigos, documentos y demés justificativos, rendir pruebas de ((Q)g o ;:'Q
. () (3 o
. . . B ) I 1) VR U
on Lualquier especie, pedir nombramientos de peritos, pedir y abgolver posiciones, asistir (19l {§) ll‘;:);
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M)
tbienes de los deudores, solicitar y obtener el cumplimiento de sentencias, prestar ju-

'3‘1,1961), en idioma aleman, efectuada por el Presidente del Tribunal Regional de Berlin,

0 ranscripta textualmente, dice: “TRADUCCION PUBLICA — (Sobre papel con mem-

| nete de “MOELLER y CO” - América Latina - Agentes de la Propiedad Intelectual -

ﬁgua un Poder otorgado por la Sociedad “BAYER SCHERING PHARMA AG” , con

Patentes y licencias — (Firmado y Aclarado:) pp Dr. Noeske- -Jungblut — pp (Firmado y
0)0)
%%)’Aulalado ) Dr. Klose.- La ver sion en inglés es para su informacién vnicamente.- Re-

'g“)”g,lstlo de Actas N° R 17/2007.- Me he referido a la prohibicion de intervencion segin

W
,%)el articulo 3, parrafo 1, N° 7, de la Ley de Certificaciones. Mi pregunta de si ha existi-
)
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(1
lo una intervencion previa en el senti o ' () b
do una intervencion previa en el sentido de la notma mie fue contestaba por la negati- (¢ )
N YO
(»i@. 91‘0;
’ ac {Trmae N tnd o med e 1L O N e ] .z . . ( ‘“Y
va.- Las firmas trazadas ante mi por ¢l Dr. Walter Vlase, que nacié =1 26 de diciembre ?% \E\'X))
(o )
L) 3 " \/‘
de 1952, y de la Dra. Chistiane Toeske-Jungblut de soliera Moeskez, que nac 16 el 26 de 5«13 W
() mﬁ\
junio de 1957 — Ambos de mi personal conociniznto — Ambos con domicilio comer- ﬁ‘{tﬁ §j\\,
((\{,(6,_ )
Y \ A I A i e - e o . . ,.é
cial en 12353 Berlin, Mullerstrasse 178 zon aulénlicas, de lo qus doy fe.- Al mizmo E\IQ 2\0)
(Y(\ m%
licmpo cortifico en base a que tuve a la vista en el dia de hoy las actar del Pegistro de g’,»?, ?\':,,
(f‘.‘?}) 'Ifﬁ
Comercio del Tribunal de Primera Instancia de Charlottenburg, M° de Registro HP. 1 (n\f; ?;”,
g A\ v
\\_fi!) 1)
), que la u()Cl(?ddd Bayer Schering Pharma Aktizngesellschaft”, con sade en Rer- S\?g "‘E)
o a9 LD
., estd inzeripta con el nimero mencionado arriba en el Pegistro de Comercio y que }(;*7"1 :"”
e l‘) .l)rl )
(1o i)
M : . . A Wi
la arriba mencionada Dra. Floeske-Jungblut y el arriba mencionado Dr. Walter Flose % ;::);
o [
estan Tneultados en su eardcter de mandatarios a representar en forma conjunta a la (\(\‘2 '“"\
. .(I\}\ Ql\
i . 13 ~ . . <,(:® 0 \))
Bociedad “Bayer Schering Pharma Altiengesellschali” de Berdin, Berlin, 22 de encro W ’;*\\
(1 '
L . . (( i)
de 2007.- B cscribano (firma ilegible) v liquidacién de derechos. (Hay un sello en E&% "%’
WY o
(19 i)
oblea sobre precinto:) Dimitrl Fempen, Eseribano de Derlin- 9101* E-F.- APOSTI- {Eg ﬁ\’(g
40 WV
. . 0] A
LLA — (Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961) - Pais: Repiblica Federal (5\2 3’0\’
i )
. I - o %)(} )
e Alemania - Bste instrumento pablico fue firmado por Dimitri Rempen, actuando en (\Q‘? m%
oy W
: : . - , . ({9 (ﬂ‘:\
eardeter de escribano de Berlin, estande provisto del sello del escribano.- Certilica- (\Kb; 010;
.
N (X¢) Q0
o en 3erlin, e! 24 dc encro de 2007, por el Prasidente del Tribunal Regional de Ber- «&o t')ﬂ)
¢ o
0 - (I\Y@ 'ﬁ)'s%
lin, con ¢l N° 9101 a B-F 536/07 - Sello (hay un sello:) el Pregidents del Fubunal Re- ((i,@S M\
{0 Q)
. , - o . . (Xg i)
pional de Berlin — Tirma el Funcionario autorizado (firmado y aclarado:) Holldorf — %m M)
) 00
.. . e o (o ) (lm )
Jucz Principal del Tribunal Regional.- ES TPADUCCION FIEL de las partes perti- (7 )
({o) 00
- . . . - . (0 Q\%
nenles cn los idiomas aleman e ingléz del documento que se acompana, que he vertido @] {40
0 -
: SR (B (0
A1 idioran nacional, en Buenos Aires, a 6 de febrero de 2007 - Hay una firma ilegible. (g %:)\
(e o)
e wer A T - . , (Y@ )
24 Lay un sello que dice: “LAURA 1 HIEBERGER — MATPICULA DE TRADUCTO- @y i)
\Y(\ \\)'&‘)
e . i)
25 IRES ALEMAM — FRANMCLES — Tomo 1T Folio 254 (Cap.) Tomo 111 - 98 — (La P lata) — % y )
/x — i
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= TRADUCTORES PUBLICOS DI LA
{ ‘;CIUDAD DE BUENOS AIRES Corresponde a la Legalizacion N° T4-3278/07. Sigue
fg:h;una firma ilegible: Esteban Santiago Allegretti” - ES COPIA FIEL, doy fe.- Al dorso
| en el margen superior hay un sello timbrador ...” - A continuacion sigue la legaliza-
:ci('_m de la firma de la nombrada traductora, ...” - ES COPIA FIEL, doy fe.- En este
;,*mcstado la compareciente DICE: que en la forma expresada deja INCORPORADO Y,
TRANSCRIPTO en este Protocolo el Poder que agrego a la presente, solicitando de

mi, la Escribana Autorizante, expida primera copia de la presente para la nombrada

apoderada Dagmar MESSERER .- Constancias Notariales: Identidad de la compare-

'g:'):cneme (Articulo 1.002 del Codigo Civil): Se justifica la misma por conocimiento de la
[

Autorizante.- ...- LEO esta escritura a la compareciente, quien asi la otorga y en prue-
) ~ ~P ,
ba de conformidad, la firma ante mi, doy fe.- Dagmar MESSERER. Ante mi: MA-

RIELA VANINA SCARDACCIONE. Escribana. Esta mi sello. CONCUERDA con

<)\’
‘( Dsu e scritura matriz que pasé ante mi, al folio 44 del Registro Notarial ntimero 1788, ‘ '

(Nn

m);mleuuamemp ami cargo.- PARA LA APODERADA expido la presente PRIMERA

(]
f,:)mLOPIA en tres (3) sellos de actuacién notarial numerados correlativamente desde el

vimero N 007376153 al presente inclusive, que sello y firmo en la fecha y lugar de su
otorgamiento, doy fe.- Sigue una firma ilegible y un sello que dice: Mariela V. Scar-

laccione — Escribana — Mat. 4527.” - ES COPIA FIEL, de las partes pertinentes de la

)
4
f%\f- )

?"ngue el presente otorgamiento no sng:mflca renunciar al ejercicio de las facultadcs sus-

yescritura de referencia, doy fe.- CUARTO: Finalmente la compareciente expresa: a)

%

04

AW

,’;Ululdds y by Que los nombrados apodm ados sustitutos no podran sustituir el presente

M\

225

uf)podel en ninguna de sus partes.- Constancias Notariales: Identidad de Ia Compare-
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ciente (Articalo 1.002 del Cédigo Civil): Se justifica la misria por conocimiento de @2 gmk)y
as @
la Aulorizante.-Yo, la Eseribana Autorizante impongo y advierto a la comparceicnte, a §\(§ g\\ﬁ
e
tenor de lo dispuesto en el articulo 77 incizo h) de Ia Ley Organica Motarial Mamero 82 m
() o)
404, tespecto de los aleances y consecuencias de las cldusulas contenidas en la presen- “tfﬁ 5:8
_ g‘i‘o; 0
te eseritura y del derecho de leer por s esie insirumento.- LEO esta escritura a la U{S g%
el
compareciente, quien asi la otorga v en prueba de conformidad la firma ante i, doy m Q:E,\)
| o b
I Dagmar MESSEPER. Ante mi: MAPTA SILVINA LASARTE. Bscribana, Fsta 0 [0
i sello. CONCUERDA con su escritura matriz que pasé ante i, al folio 85 del Re- gQ 00
s 2O ) o
tro Motarial nimero 1788, a mi cargo. PAPA LA PODEPDAMNTE expido la pre- 8& "y
S g L 3 (Ig\ ‘n*):(',
X ] A (o
sente PRIMERA COPIA en cuatro (4) sellos de actuacion notarial numerados corre- (‘:(; Q\}c(g
() &)
. i it
lativamente desde el nimero N 007422051 al presente inclusive, que sello y firmo en %(53 ":f,’\‘
X D)
'l fecha y lugar de su otorgamiento, doy fe.- (\9 R
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La presente invencion se refiers a pregn—4—en—-21,17—carholactonas sustituic

el anillo C de la férmula general |
0

5t

v
”,
%,

formula |

en donde

R®7 es un metileno en posicién «o fy

R® es un atomo de hidrégeno y R &s un atomo de bromo, cloro o flior, o
R%y R"' son juntos un enlacs.

Los nuevos compuestos son antimineralocorticoides gestagénicos.
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(34) Tile: Z-FPRIG-SURSTITUTED PREGH-4-ENE-21 1 7-CAFBOLACTONE, AN PHARMACEUTICAL PREPAFPATIONS
COMPRISIMG THE LATTER

(54

Bezelchnung: Z-RIIG-

PHAFMAZEUTISCHE PRAPARATE

SUBSTITUIERTE PREGH-4-E11-21,17-CAFRBOL.

ACTONLE, SOWIE DIESE ENTHALTENDE

(87) Alstract: The present invention re-
latez  io C-ring-substituted  pregn-4-
enz-21,17-carbolactones of the general
formula I in which R% is an ¢- or f-e-
thylene and R® is a hydrogen atom and
R" i5s a bromine, chlorine or fluorine
aiom o R* and R" together are a bond.
The novel compouinds are gestagenic an-
timineralocorticoids.

(57) Zusammenfassung: Die varlicgende
Etfindung beteifdl  C-Ring-substituicite
Pregn-4-cn-21,17-carbolactone der allge-
meinen Formel I worin RS gin - oder p-
sidndigzs Methylen und P? cin Wassor-
sioffatom und R &in Bioa-. Chlor- oder
Fluoratom oder R? und R" gawsinsam
eine Bindung bedeuten. Die neven Ver-

. bindungsn zind gestagene Anthmingeralo-
kortikoide.

(1)
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C-Ring-substituierte Pregn-4-en-21,17-carbolactone, sowie diese enthalten-

de pharmazeutische Praparate

Dia vorliegende Erfindung betriflt C-Ring-substituierte Pregn-4-en-21,17-carbolactone

der allgemeinen Formel |

Formel |

worin

R87 sin - oder B-standigas Methylen und
P? ein Wasserstoffatorm und R &in Brom-. Chlor- ader Fluoratem oder

R® und R gerneinsam eine Bindung
bedeuten.

Das Wasserstoffatom R befindet sich vorzugsweise in der a-Position.

Das Halogenatom R bisfindet sich vorzugsweise in der f-Stedlung.

Als Halogenatom R sind =in Fluor- oder Chloratom bevorzugt; 2in Fluoratom ist beson-

ders bevorzugt.
Machetzhend genannte Verbindungen sind erfindungsgemén besonders bevorzugt:

11E-Chlor-66,7(; 158, 16p-dimsthylen-3-0x0-17-pregn-4-en-21,1 7B-carbolacton
6F,7R;15F, 16(-Dimethylzn-3-oxo-17-pregna-4, (11 j-dien-21,17p-carbolacton

66,7815, 16p-Dimethylen-113-fluor-3-0>0-17-preg n-4-en-21,17-carbolacton
it 7e1; 156, 15p-Dimethylen-11p-fluor-3-oxo-17-pregn-4-en-21,1 78-c:arbolacton
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Drospirenon (6B,78-15B,1 6B-Dimethylen-3-oxo-17-pregn-4-en-21,1 7B-carbolacton) ist
ein neues Gestagen, welches beispielsweise in dem oralen Kontrazeptivum YASMIN®
und dem Praparat ANGELIQ® zur Behandlung postmenopausaler Beschwerden enthal-
ten ist. Aufgrund seiner vergleichsweise geringen Affinitat zum Gestagenrezeptor und

seiner vergleichsweise hohen Ovulationshemmdosis ist

Drospirenon

Drospirenon in YASMIN® in der relativ hohen taglichen Dosis von 3 mg enthalten.
Drospirenon zeichnet sich dadurch aus, daf es zusatzlich zur gestagenen Wirkung tber
aldosteronantagonistische (antimineralcorticoide) sowie antiandrogene Wirkung verfigt.
Diese beiden Eigenschaften machen das Drospirenon in seinem pharmakologischen
Profil dem natiidichen Gestagen Progesteron sehr dhnlich, welches aber anders als das

Drospirenon nicht ausreichend oral bioverfugbar ist.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, Verbindungen zur Verfigung zu stel-
len, die in vivo Uber hthere gestagene Potenz als das Drospirenon verfigen solien. Dies

soll sich letztlich in einer geringeren téglichen Dosierung manifestieren und zu einem

geringeren Substanzbedarf an aktiver Verbindung flhren. ’
Die durch die vorliegende Erfindung zur Verfiigung zu stellenden Verbindungen sollen

auRerdem in vivo tiber antimineralcorticoide Wirkung verfigen, die hoéchstens so hoch

wie die des Drospirenons, vorzugsweise aber geringer als diese ist.

Weiterhin sollen die erfindungsgemafen Verbindungen schwécher antiandrogen wirk-

sam sein als das Drospirenon. }

Schiieflich sollen die erfindungsgemafen Verbindungen uber hohe metabolische Stabi-

litat verfigen.
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Verbindungen, die im Schwangerschaflserhaltungstest an der Ratte eine vielfach hdhere
Wirksamkeit als das Drospirenon und zum Mineralcorticoidrezeptor aus Rattennieren-
homogenat eine dem Drospirenon vergleichbare Aktivitat aufweisen, gehsn aus der
WO2006072467 hervor. Es handelt sich dabai um 18-Methyl-1 9-nor-17-pregn-4-en-

5 21,17-carbolactone.

Verbindungen, die in vitro Uber ein weniger dissoziiertes Profil als das Drospirenon hin-
sichtlich ihrer Bindung an den Progesteron- und Mineralzorticoidrezeptor vefigen, sind
in der WO2008000521 beschrieben. Es handelt sich dabei um 18-Methyl-1 A-nor-

10 androst-4-en-17,17-spircether.

Ein Verfahren zur Herstellung von 3-Oxo-pregn-4-en-21, 17-carbolaclonan durch die me-

tallfreie Oxidation von 17-(3-Hydroxypropyl)-3,17-dihydrozyandrostanzn ist in der EP 1

746 101 A1 beschriebzn. Eine pharmakclogische Akfivitat genarzll geht fir diese Carbo-
15 lactone aus der EP 1 746 101 A1 nicht hervor. Als kenbrete Verbindung ist lediglich

6, 7TE-15R, 165-Dimethylen-3-0w0-17-pregn-4-2n-21,1 7[-rarbolacton (Draspirenon) ge-

nannt. 11-Halogern- sowis 9,11-Dehydroverbindungen sind spezifisch nicht gezsigt.

Die Aufgabe der vorlizgznden Erfindung wird durch die Bereitstellung der hier beschrie-
70 benen C-Ring-substituicrte Pregn-1-2n-21,17-carbalactone der allgemeinen Formet |
geldst. Die Verbindungen der allgemeinan Formel | (und insbesondere die des Beispiels

1 und 2) zeichinen sich durch ein varbessertes Wirkprefil aus..

Die erfindungsgemar.en Verbindungen zeichnen sich durch Gberraschend starke gesta-
23 gene Wirkzamkbeit aus und sind im Schwangerschaftserhaltungs-Test an der Ratte nach '

subcutaner Applikation stark wirksam,

Die erfindungsgemifen Verbindungen der allgemeinen Formel | verfigen Ghber stérkere
gestagene Wirksamksit bai gleichzeitiger sehwicherer Bindung an den Androgenrezep-

36 tor als das Drospirenon.

Es wurde auRerdem gefunden, dab die erfindungsgemétien Verbindungen eine Kalium-
retinicrende, natriuretische (antimineraleorticoide) Wirkung in adrenalektomicrten Ratten

zeigen.
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Aufgrund ihrer gestagenen Wirksamkeit konnen die neuen Verbindungen der allgemei-
nen Formel | allein oder in Kombination mit Estrogen in pharmazeutischen Praparaten

zur Kontrazeption verwendet werden.

So kénnen die erfindungsgeméaRen Verbindungen der allgemeinen Formetl alleine, d. h.
ohne Estrogen, zu Herstellung von sogenannten POPs (Progesterone Only Pill) verwen-
det werden. Solche POPs sind auf Basis anderer Verbindungen mit gestagener Wirk-
samkeit bereits bekannt, beispielsweise auf Basis des Gestagens Levonorgestrel in
Form des Produktes Microlut® (28 tagliche Dosierungseinheiten enthaltend jeweils 30

pg Levonorgestrel).

Wegen ihres glinstigen Wirkungsprofils sind die erfindungsgemaften Verbindungen be-
sonders gut geeignet zur Behandlung pramenstrueller Beschwerden, wie Kopfschmer-

zen, depressive Verstimmungen, Wasserretention und Mastodynie.

Den erfindungsgeméafen Verbindungen stehen aufgrund ihrer gestagenen Wirksamkeit
weitere Verwendungsmdglichkeiten offen, wie diese gemeinhin fur Gestagene bekannt
sind, so zum Beispiel die Behandlung schwerer Blutungsstérungen, beispielsweise von
Menorraghien und Metrorraghien, Behandlung der Corpus Luteum Insuffizienz, d. h. Be-
handlung eines drohenden Aborts, Behandiung der Pubertas tarda und Behandlung von

Zustidnden, die eine Gestagensubstitution angezeigt erscheinen lassen.

Zum Gegenstand der vorliegenden Erfindung gehoren daher auch pharmazeutische
Praparate, die mindestens eine Verbindung der aligemeinen Formel | zusammen mit ei-
nem pharmazeutisch vertraglichen Trager enthalten.

Erfindungsgeman sind diejenigen pharmazeutischen Praparate bevorzugt, die
6B,7B;15B,168-Dimethylen-3-oxo-1 7-pregna-4,9(11)-dien-21,17@-carbolacton oder
68.78;15B,16B-Dimethylen-11 B-fluor-3-oxo-17-pregn-4-en-21,1 7p-carbolacton als Wirk-
stoff enthalten.

Zum Gegenstand der vorliegenden Erfindung gehdren auch pharmazeutische Kombina-
tionspraparate, die neben einer Verbindung der allgemeinen Formel | und dem pharma-

zeutisch vertraglichen Trager ein Estrogen enthalten.
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Die Dosierung der erfindungsgemafen Virbindungen in Kontrazeptionspraparaten soll
0,01 bis 5 mg, vorzugsweise 0,01 bis 2 mg pro Tag betragen.
Die Tagesdosis bei der Behandlung pramenstrueller Beschwerden liegt bei stwa 0.1 bis

20 mg.

Die gestagenen und estrogenen Wirkstoffkomponenten werden in Kontrazeptionsprapa-
raten vorzugsweise zusammen oral appliziert. Dig tagliche Dosis wird vorzugsweise

einmalig verabfolgt.

Als Estrogene in den erfindungsgeméfien Kombinationspraparaten zur Kontrazeption
kommen Eatradiol sowie synthetische Estrogene, vorzugsweise Ethinylestradiol, aber
auch Mestranol in Betracht.

Aultsrdem Fannen Ester des Estradiols, hierven insbesondere das Estradiolvalerat oder

auch das -benzoat verwendet werden.

Das Eslrogen wird in siner taglichen Menge verabfolat, die in ihrer estrogenen Wirkung
der von 0.01 bis 0.04 mg Ethinylestradiol enlspricht.Ethinylzstradiol selbst wird in siner
téglichen Menge ven 0.01 bis 0.04 mg in derartigzn Fentrazeptionspraparaten verwen-
det.

Die neuen Verbindungen der allgemeinen Formel | kFénnen auch in pharmazeutischan
Préparaten zur Behandlung pri-, peri- und postmencpausaler Beschwerden sowie in
Praparaten fir die Hormon-Substitutionstherapie (HRT) eingesatzt werden.

Als Estrogene in derartigen Praparaten {ir die Hormon-Substitutionstherapis Formmenin
arster Linie natiidiche Estrogene zur Anwendung, vor allem das Estradiol oder degsen
Ester, beispielswaise Estradiolvalerat oder auch konjugizrte Estrogenz (CEEs = Conju-
gated Equine Estrogens), wie sie beispizlsweise im Praparat PREMARIN® enthaltzn

sind.

Heuerdings wurde auch beschrisben, Folsdure (WO 99/52910) oder 5-Methyl-6-(S)-
tetrahydrofolate, und von diesen insbzsondare das Calciumsalz der 5-Methyl-6-(S)-
tetrahydrofolsiure (Metafolind; WO 2006/1200325) in Priaparate far die Kontrazeption

oder dis Hormon-Substitutionstherapie einzuarbeiten.
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Entsprechende stabile Formulierungen von Tetrahydrofolaten mit einem Gestagen allei-
ne und vor allem mit einem Gestagen und mit einem Estrogen sind in der WO
2008/003432 beschrieben.

Im Falle von Préparaten fiir die Kontrazeption dient die Folsaure oder die Tetrahydrofo-
latkomponente der Vorbeugung von Missbildungen des heranreifenden Foetus. Erstran-
gig geht es dabei um die Vermeidung von NTDs (Neural Tube Defects; Neurairohrdefek-

te) im Neugeborenen, einer schwerwiegenden kérperlichen Missbildung.

Es liegt im Rahmen der vorliegenden Erfindung, die erfindungsgeméfien, neuen Gesta-
gene analog wie es in den vorstehenden Veréffentlichungen flr bereits bekannte Gesta-

gene beschrieben ist, einzusetzen.

Die Formulierung der pharmazeutischen Praparate auf Basis der neuen Verbindungen
erfolgt in an sich bekannter Weise, indem man den Wirkstoff, gegebenenfalls in Kombi-
nation mit einem Estrogen, mit den in der Galenik gebrauchlichen Tragersubstanzen,
Verdiinnungsmitteln, gegebenenfalls Geschmackskorrigentien usw., verarbeitet und in
die gewilinschte Applikationsform Uberfiihrt.

Sollen die neuen Verbindungen, alleine oder zusammen mit einem Estrogen, gemein-
sam mit Folsaure oder mit einem 5-Methyl-6-(S)-tetrahydrofolatverwendet werden, las-
sen sich entsprechende Formulierungen herstellen, wie es fir bereits bekannte Gesta-

gene in den vorstehenden Verdffentlichungen beschrieben ist.

Fur die bevorzugte orale Applikation kommen insbesondere Tabletten, Dragees, Kap-

seln, Pillen, Suspensionen oder Losungen in Frage.

Fir die parenterale Applikation sind insbesondere dlige Losungen, wie zum Beispiel Lo-
sungen in Sesamdl, Rizinuso! und Baumwollsamendl, geeignet. Zur Erhéhung der Los-
lichkeit kénnen Losungsvermittler, wie zum Beispiel Benzylbenzoat oder Benzylalkohol,

zugesetzt werden.

Es ist auch méglich, die erfindungsgemaRen Substanzen in ein transdermales System
einzuarbeiten und sie damit transdermal zu applizieren. ‘
Ebenso lassen sich die neuen Verbindungen, alleine oder gemeinsam mit einem Estro-

gen in ein den Wirkstoff oder die Wirkstoffe tiber einen langeren Zeitraum freisetzendes
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Verabreichungssystem, beispielsweise ein intrauterines System (IUS), einen Intravagi-
nalring (IVR) oder in ein unter die Haut zu implantierendes System einarbeiten, woraus
sie nach dessen Einsetzung in den Uterus, die Vagina oder der Implantation unter die

Haut aliméahlich freigesetzt werden.

Pharmakologie

Gestagene Wirkung in ovariektomierten Ratten:

Die gestagene Wirkung wurde bestimmt wie bei Muhn et al. (Muhn, P., Krattenmacher,
R., Beier, S., Elger, W., and Schillingzr, E. (1995). Drospirenone: a novel progestogen
with antimineralocorticoid and antiandrogenic activity. Pharmacological characterization
in animal models. Contraception 51, 99-110) beschricben.

Dabei wird die Fahigkeit der Verbindungen untersucht, in ovarizktomierten Tieren, die
iiber keine eigene Progesteronsynthese mehr verfiigen, das fehlende Progesteron zu
kompensieran und diez Schwangerschaft aufrechtzuerhalten (,Schwangerschafts-
erhaltung").

Weibliche Tiere hei ginem Gewicht von 200-230 g wurden verpaart. Die Tiere wurden
am Tag 8 post coitum (p.c.) ovariekiomiert und mit 5 pg/kg/d Estron behandelt. Die zu
{zstenden Verbindungen wurden in verschizdenen Fonzentrationen (3, 10, 20 mg/kg/d)
gegeben. Die Behandlung wurde am Tag 8 p.c. begonnen und (ber 6 Tage fortgeset=t.
Auswertung:

Einen Tag nach der letzten Behandlung wurden die Tiere autopsiert. Der Schwanger-
schaftzerhaltungsgrad wurde berechnet durch Teilung der Zahl der lebenden Foten
durch die Zah! der nachweisbaren Implantationsstellen. Ausschlaggebend fr die Ein-
schitzung eines Fitus als lehend war das Vorhandensein gines schlagenden Herzens.
Keine erkennbaren Implantationsstellen (ovariektomierts Kontrollen) wurde definiert als
0% Schwangerschaftserhaltung.

Die EDS0 (Konzentration, bei der der halbmaximale Effekt auftritt) wurde bestimmt als

MaR fir die gestagene Potenz.
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Es wurde gefunden, dass die erfindungsgemafien Verbindungen uber eine gestagene
Potenz verfiigen, die bis zu viermal hoher liegt als die gestagene Wirkung von Drospire-

non.

EDsp
Drospirenon 10 mg/kg/d
Verbindung des Bsp. 1 29 mg/kg/d
Verbindung des Bsp. 2 3.4 mg/kg/d

Tabelle 1: Gestagene Wirkung der Verbindungen im Schwangerschaftserhaltungstest.

Gestagene Wirkung in ovariektomierten Ratten, Korrelation von pharmakokinetischen

Werten und pharmakodynamischen Effekten

Um den Unterschied in ihrer gestagenen Potenz préziser zu beschreiben, wurden in ei-
nem modifizierten Schwangerschaftserhaltungsversuch zusétzlich zu verschiedenen
Zeitpunkten Blutproben zur Bestimmung pharmakokinetischer Parameter entnommen.
Der Vorbehndlung der Ratten erfolgte dabei wie in vorstehendem Versuch beschrieben.
Ein Physiologie-basiertes Pharmakokinetik-Modell wurde entwickelt unter Verwendung
der Programme PK-SIM version 4.0.1 (Bayer Technology Services, Leverkusen,
Deutschland), GastroPlus version 5.2 (Simulations Plus, Inc., Lancaster, CA, USA) und
WinNonlin® Professional (version 5.2, Pharsight Corp., Mountain View, CA, USA).

Die AUC (Flache unter der Kurve des Zeit-Konzentrationsverlaufes), die wéahrend des
Experiments erreicht wurde, wurde in Bezug gesetzt zum gemessenen pharmakologi-
schen Effekt, d.h. der erreichten Schwangerschaftserhaltung. Das Modell erlaubte so die
Abschéatzung von AUCso Werten.

Ein statistisch signifikanter Unterschied der gestagenen in vivo-Potenzen zwischen
Drospirenon und den erfindungsgemafien Verbindungen wurde gefunden mit mehr ais
6-fach niedrigeren AUCs, Werten flr die erfindungsgemaRen Verbindungen.. Basierend
auf der Beziehung zwischen systemischer Exposition und Wirkungm wurde die AUC in
Blut berechnet, die erforderlich ist, um 80% Schwangerschaftserhaltung im Rattenmodell

zu erreichen (Tabelle 2).
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AUC (Blut, kalkuliert) in Ratten erforderlich fur
80% Schwangerschaftserhaltung

Drospirenon 1346 (pg*h/L)

Verbindung des Bsp. 1 210 (pg*hiL)

Tabelle 2: Erforderlichs Exposition zur Erreichung der Schwangerschaftserhaltung (kal-
kuliert)

Antimineralocorticoide Wirkung der Verbindungen in adrenalektomierten Ratten (Diure-

seversuche)

Die antimineralocorticoide Wirkung der Verbindungen wurde bestimmt wie bei Losert et
al. (Losert, W., Casals-Stenzel, J., and Buse, M. (1986). Progestogens with antiminer-
alocorticoid activity. Arzneimittelforschung 35, 459-471) beschrieben.

Mannliche Tiere mit einem Gewicht von 180-200g wurden 5 Tage vor dem Expariment
adrenalektomiert und mit Glukokortikoiden substituiert. Am Tag 5 nach der Adrenalek-
tomie wurde ein Diureseexperiment durchgefiihrt. Den Tieren wurde eine bonlinuierlich=
Infusion isotoner NaCl Lésung plus 5 %% Glucose i.v. appliziert. Durch die gleichzeitige
Gabe von 1 pg/kg/h d-Aldosteron wurde ein konstanter minzralocorticoider Effekt erzielt,
erkennbar an Natriumretention und Kaliurese. Die Testverbindungen wurden in ver-
schiedenen Dosierungen (3, 10 und 30 mg/kg) s.o. appliziert, und die Aufhebung der Al-

dosteron-induzierten Hatriumretention zeigt einen antimineralocorticoiden Effekt an.

Auswertung:

Die Tiere wurden in Stoffwechselkifigen gehalten und stindlich Urinfraktionen gesam-
melt. Die Natrium- und Kaliumionenkonzentration im Urin wurde durch =in flammenpho-
tometrisches Verfahren bestimmt, und daraus der Ma/K Quotient berechnet. Die Na/K
Quotienten wurden ber die Zeit aufgetragen und die Flache unter der Kurve [AUC] be-
stimmt.

Die ED;, (Konzentration, bei der der halbmaximale Effekt auftritt) wurde bestimmt als

Maf fur die antimineralocorticoide Potenz.
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Es wurde gefunden, dass die erfindungsgemé&Ren Verbindungen etwa halb so stark bis

etwa gleich stark antimineralcorticoid wirksam sind wie Drospirenon.

EDso
Drospirenon 6.7 mg/kg
Verbindung des Bsp. 1 5.9 mg/kg/d
Verbindung des Bsp. 2 12.36 mg/kgld

Tabelle 3: Antimineralocorticoide Wirkung der Verbindungen im Diureseversuch.

Antiandrogene Wirkung der Verbindungen in vitro im Antiandrogen-

Transaktivierungstest:

Die antiandrogene Wirkung wurde wie bei Schneider et al. beschrieben durchgefiihrt
(Schneider K., Graf E., Irran E., Nicholson G., Stainsby F. M., Goodfellow M., Borden S.
A., Keller S., Siissmuth R. D. und Fiedler H. P. (2008) Bendigoles A~C, New Steroids
from Gordonia australis Acta 2299, J. Antibiotics (Tokyo) 61 (6), 356 -364).

Zur Kultivierung der firr den Test verwendeten Zellen wurde als Kultivierungsmedium
RPMI (PAA, #E15-49) mit 10% FCS, 200 mM L-Glutamin, 100 U / 100 pg/ml Penicil-
lin/Streptomycin verwendet. Reporter-Zelllinien (PC3 Zellen stabil transfiziert mit huma-
nem Androgenrezeptor (hAR) sowie einem Reporterkonstrukt, das die Luciferase unter
der Kontrolle eines androgen-responsiven Promotors (MMTV) enthélt) wurden in einer
Dichte von 4 x 10* Zellen pro Vertiefung in weilen, undurchsichtigen Gewebekulturplat-
ten mit jeweils 96 Vertiefungen angezichtet (Perkin Elmer, #P12-106-017) und in Kulti-
vierungsmedium mit 3 % DCC-FCS (Aktivkohle behandeltes Serum, zur Entfernung im
Serum enthaltener storender Komponenten) gehalten. Die zu untersuchenden Verbin-
dungen wurden acht Stunden spéter zugegeben, und die Zellen wurden mit den Verbin-
dungen 16 Stunden lang inkubiert. Die Versuche wurden dreifach ausgefihrt. Am Ende

der Inkubation wurde das Effektor enthaltende Medium entfernt und durch Lysis-Puffer

ersetzt. Nachdem Luciferase-Assay-Substrat (Promega, #E1501) zugegeben worden

war, wurden die Platten mit den 96 Vertiefungen dann in ein Mikroplatten-Luminometer
(Pherastar, BMG labtech) eingefihrt, und die Lumineszenz wurde gemessen. Die ICso-

Werte wurden unter Verwendung einer Software zur Berechnung von Dosis-
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Wirkungsbeziehungen ausgewartet. Die Efficacy gibt die Prozent des Maximaleffekts im

Vergleich zum Maximaleffekt eines Referenzantiandrogens (Hydro<yflutamid) an.

Es wurde gefunden, dass die erfindungsgeméfien Verbindungen in vitro schwicher an-

tiandrogen wirksam sind als Drospirenon.

1Cso [MM] Efficacy
Drospirenon 0.12 40.3
Verbindung des Bsp. 1 0.24 19.3
Verbindung des Bsp. 2 0.16 31.9

Tabelle 4: Antiandrogene Wirkung der Verbindungen im Transaktivierungstest.

Antiandrogene Wirkung der Verbindungen_in orchidekiomierten Ratten ( Hershberaer):

Die antiandrogene Wirkung der Verbindungen wurde bestimmt wie bei Muhn et al. be-
schrizben (Muhn, P., Krattenmacher, R., Beisr, 8., Elger, W., and Schillinger, E. (1995).
Drospirenone: a novel progestogen with antimineralocorticoid and antiandrogenic activ-
ity. Pharmacological characterization in animal models. Contraception 51, 99-110).
Dabei wird die Eignung der Verbindungen getestet, bei jungzn, mannlichen, kastriertzn
und andragensubstituiertzn Ratlen das androgenabhingige Wachstum von Prostata,
Samenblase und M. levator ani zu inhibieren.

Hierfir warden junge Ratten zundchst hastriert. Acht Tage nach der Orchidettomie er-
halten die Tiere fir sieben Tage 1 mg/kg/Tag Testosteronpropionat (TP) s.c. allein ader
in Kombination mit den Testsubstanzen (10 mg/ky/Tag).

Am Tag 15 nach der Orchidektomie warden die Tiere getétet und Prostata, Samenblase
und M. levator ani werden prépariert und das relative Feuchigewicht bestimmt. Das inhi-
bierte androgeninduziertz Wachstum dient als Maf fur die antiandragene Wirkung der
Testsubstanz. Der antiandrogene Effekt wurde urngerechnet in Prozent Inhibition, mit
vollem Effekt (100%5 Inhibition) bei einem Prostatagewicht entsprechend der Vehikelkon-

trolle, und 024 Inhibition bei einem Prostatagewicht entsprechend der TP Behandlung.
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Antiandrogener Effekt (% Inhibition)
Drospirenon 22.5%
Verbindung des Bsp. 1 < 0%
Verbindung des Bsp. 2 3.8%
CyproteronacetatA 731 %

Tabelle 5: Antiandrogene Wirkung der Verbindungen in orchidektomierten Ratten

In Ubereinstimmung mit ihrem klinischen Profil wurde gefunden, dass Cyproteronacetat
einen starken antiandrogenen Effekt zeigt und Drospirenon einen geringeren, aber deut-
lichen antiandrogenen Effekt. Im Gegensatz dazu wurde gefunden, dass die erfindungs-

gemaRen Verbindungen keinen antiandrogenen Effekt zeigen.

Antiandrogene Wirkung der Verbindungen in orchidektomierten Ratten, Untersuchung

der Genexpression

Als Modifikation des oben beschriebenen Hershberger Assays wurden zusétzlich Tiere
24 Stunden nach der ersten Behandlung (1 mg/kg TP, 10 mg/kg Testsubstanz) getotet
und Prostatagewebe sofort nach der Autopsie schockgefroren und danach zur mRNA
Isolation eingesetzt. Durch ein quantitatives PCR-Verfahren (TagMan) wurde die Induk-
tion (x-facher Induktionsfaktor) von androgen-stimulier‘teh Genen, unter anderen der Ste-
roidbiosynthese (z.B. IDI1, NM_004508.2), als MaR fiir die ahdrogene Wirkung von TP
bzw. deren Inhibition durch die erfindungsgemafien Verbindungen untersucht. Die Inhibi-
tion wurde in % Inhibition umgerechnet mit voller Inhibition (100%) bei einem Induktions-

faktor von 1, und 0% Inhibition bei einem Induktionsfaktor von TP.

x-fache Induktionsfaktor von Antiandrogener Effekt (% Inhibition)
IDI1 mRNA nach TP-Gabe,

Kontrolle (TP) | 7.07 0%

TP +DRSP | 5.39 2T %

TP + Bsp. 1 7.89 <0%

TP + CPA 1.53 91 %

TP = Testosteronpropionat; DRSP = Drospirenon; CPA = Cyproteronacetat

Tabelle 6: Antiandrogene Wirkung der Verbindungen: Genexpressionsveranderung
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in Ubereinstimmung mit ihrem klinischen Profil wurde gefunden, dass Cyproteronacetat
einen starken antiandrogenen Effelt und Drospirenon einen geringzren, aber deutlichen
antiandrogenen Effekt zeigl. Im Gegensalz dazu wurde gefunden, dass die erfindungs-

geméhe Verbindung des Bsp 1 ksinen antiandrogenen Effekt zeigt.

Die neuan Verbindungen der aligemeinen Formel | werden erfindungsgemén wie nach-
slehend beschrieben hergestelit. Die Syntheseroule fir die neuartigen C-Ring-
substituierten Pregn-4-en-21,17-carbolactone gemil Schema 1 geht zum Beispiel von
der bekannten Verbindung 1 [CAS: 95218-07-2, Hickisch et al. J. Mad. Chem. 1985, 546-550]
aus.

Die Einfilhrung einer A*"'-Doppelbindung zum Beispiel Gber Mesylierung und Abspal-

tung [Chamberlin et al. J. Org. Chem. 1960, 295] ergibt Verbindung 2 (Beispiel 1).

o
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Bedingungen: a) Aspergillus ochraceus; b) CH;SO.Cl, Pyridin, DMAP; c) NaOAc, .

AcOH, Ac,0; d) Dibromdimethylhydantoin, HF-Pyridin (70%-ig), Dichlormethan; e)
BusSnH / AIBN / Benzol; f) 2,2-Dimethoxypropan, Pyridinium-pTsOH; g)
CH,=CHCH,OPO(NMe;),, n-BuLi, THF; h) 1. N-Methylpyrrolidon, NaOAc / H,0, Di-
bromdimethylhydantoin, 2. LiBr / Li;COs3; i) (CH3);SO-1, DMSO, NaH.

Ein anderes Verfahren vor Herstellung der erfindungsgeméafien Verbindung zeigt das

Schema 2.
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Aus dem bekannten 15,16B-Melhylen-androst-1-en-3,17-dion [Wiechert et al. Chem.
Ber. 106, 1973, 888] (4) erhilt man (5) durch mikrobiclogische Hydroxylierung in einem
Fermentationshehilter mit Mikroorganismen, die eine Hydroxylierung des Steroids in der
11-Posilion, insbesondere der 11a-Position bewirken, z.B. der Spezies Absidia sp., Ac-
remonium sp., Ascochyta sp., Aspergillus sp., Bacillus sp., Beauveria sp., Botryodipoldia
sp., Caldariomyces sp., Calonectria sp., Colletotrichum sp., Curvularia sp., Fusarium sp.,
Gibberella sp., Gloeosporium <p., Glomerella sp., Gnomonia sp., Haplosporella sp., He-
licostylum sp., Helminthosporium sp., Metarhizium sp., Mucor sp., Nigrospora sp., Rhi-

zopus sp., Sporotrichum sp., Syncephalastrum sp., und Wajnowicia sp..

Besonders werden Absidia orchidis, Absidia coerulea, Acremonium strictum, Ascochyta
clematidina, Aspergillus alliaceus, Aspergillus awamori, Asperillus fischeri, Aspergillus
flavus, Aspergillus malignus, Aspergillus melleus, Aspergillus nidualans, Aspergillus ni-

ger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus variecolor, Bacillus magaterium, Beauveria has-

siana, Beauveria tenella, Balryodiplodia malorum, Caldaricmyeas fumago, Calonectria

decora, Colletotrichum phomoides, Curvularia lunata, Fusarium oxysporium, Fusarium
solani, Gibberella zzae, Glomerslia cingulata, Glososporiun fructigenurm, Gloeosporium
higgensianum, Gloecsporium kaki, Glogosporium  lacticolor, Glogogparium  olivarum,
Glomerela fusarcides, Gnomenia cingulata, Haplosporelta hesperadica, Helminthospo-
rium sp., Helicostylum piriforme, Metarhizium anisopliae, Mucor plumbeus, Mucor spino-
sus, Migroapara sphaerica, Rhizopus arrhizus, Rhizopus cohnii, Rhizopus delemar, Rhi-
zopus japonicus, Rhizopus kazaensis, Rhizopus microsporus, Rhizopus oryzas, Rhizo-
pus shanghaiensis, Rhizopus stolonifer, Rhizopus tritici, Sporolrichum  sulfurescens,

Syncephalastrum racemosum, Wojnowicia graminis und Wojnowicia hirta verwendet.

Insbesonders werden Absidia orchidis (ATCC 6647), Acremonium  strictum (MRRL
5759), Ascochyta clematidina (CBS), Aspergillus alliaceus (ATCC 10060), Asperaqillus
awamori (CBS), Aspergillus fischeri (ATCC 1020), Aspergillus malignus (IM1 16061),
Aspergillus melleus (CBS), Aspergillus nidualans (ATCC 11267), Aspergillus niger
(ATCC 9142, ATCC 11394), Aspergillus ochraceus (NRRL-05, MRRL 410, CBS 13252,
ATCC 46504), Aspergillus variecolor (ATCC 10067), Bacillus megaterium (ATCC
13368), Beauveria bassiana (IFO 5838, ATCC 13144, IFO 4848, CBS 11025, CBS
12726, ATCC 7159), Botryodiplodia malorum (CBS 13450), Caldariomyces fumago
(ATCC 16373), Calonectria decora (ATCC 14767), Curvularia lunata (IX 3, NRRL 2380),

Fusarium sclani (ATCC 12823), Fusarium oxysporum (ATCC 7808), Githerella zeae
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(CBS 4474), Glomerelia cingulata (ATCC 12097, ATCC 10534, CBS 23849, CBS 23749,
ATCC 16646, IFO 8459, IFO 6425, IFO 6470, ATCC 15093, ATCC 10529, IFO 5257,
ATCC 56596, ATCC 64682), Glomerella fusaroides (ATCC 9552), Gnomonia cingulata
(CBS 15226), Haplosporella hesperedica (CBS 20837), Helicostylum piriforme (ATCC
8992), Helminthosporium sp. (NRRL 4671), Metarhizium anisopliae (IFO 5940), Mucor
plumbeus (CBS 29563), Nigrospora sphaerica (ATCC 1'2772), Rhizopus arrhizus (ATCC
11145), Rhizopus oryzae (ATCC 4858, ATCC 34102, CBS 32947), Rhizopus stolonifer
(ATCC 15441), Syncephalastrum racemosum (IFO 4827) und Wojnowicia graminis
(CBS 89168) eingesetzt.

Das 11-Hydroxysteroid 5 wird anschliessend z.B. durch Mesylierung und basische Eli-
minierung der Methansulfonsaure ins A%""-Derivat 7 Gberfihrt. Dieses kann z.B. durch
eine Bromfluorierung der A%'"-Doppelbindung nach bekannten Verfahren z.B. mit Olahs
Reagenz / N-Bromsuccinimid [Olah et al. Synthesis 1973, 780] in das Dion 8 umgewan-
delt, und durch reduktive Entbromierung z.B. mit Tributylzinnhydrid ins Fluordion 9 um-
gewandelt werden. Nach Schutz des 4-En-3-on-Systems (9) als Dienolether 10 wird das
Spirolacton z.B. nach der Methode von Sturtz [Synthesis 1980, 289] oder alternativ ue-
ber bekannte Verfahren [Bittler Angew. i.e. 21 1982, 696; Laurent J. Steroid Biochem. 19
1983, 771] etabliert. Verbindung 11 kann z.B. durch Dienoletherbromierung analog der
Vorschrift von [J.A. Zderic, Humberto Carpio, A. Bowers und Carl Djerassi Steroids 1
1963, 233) und Bromwasserstoffabspaltung durch Erhitzen der 6-Bromverbindung mit
basischen Reagenzien, wie z.B. LiBr oder Li;COs in aprotischen Losungsmitteln wie z.B.
Dimethylformamid oder 1-Methyl-2-pyrrolidon bei Temperaturen von 50-120 °C oder
aber indem die 6-Bromverbindungen in einem Lésungsmittel wie Collidin oder Lutidin
erhitzt werden ins 4,6-Dien-3-on 12 {iberfithrt werden. Verbindung 12 wird dann durch
Methenylierung der A%-Doppelbindung nach bekannten Verfahren z.B. mit Dimethyisul-
foxoniummethylid [siehe z.B. DE-A 11 83 500, DE-A 29 22 500, EP-A 0 019 690, US-A
4,291, 029; E. J. Corey und M. Chaykovsky, J.Am.Chem.Soc. 84 1962, 867] in eine Ver-
bindung 13 umgewandelt wobei ein Gemisch der a- und B-lsomeren erhalten wird (das
Verhaltnis ist abhingig von den verwendeten Substraten, wobei das B-lsomere meist
deutlich (iberwiegt), das z. B. durch Chromatographie in die einzelnen Isomeren getrennt

werden kann.
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Die Einfilhrung einer 11-Fluorgruppe kann auch nach dem Schema 3 =.B. ausgehend
von einem 11-Hydroxy-4-en-on 5 durch Umsetzung mit Nonaflylfluorid und DBU in ei-
nem organischen Losemittel z.B. Tetrahydrafuran [siehe z.B. Bennua-Skalmowski, Tet.
Lett. 1995, 2611] unter Bildung einer Mischung des o.a. 11-Fluorsteroids 9 sowie des

5 ebenfalls 0.g. A*"V-Derivates 7, di= z. B. durch Chromatographie in die einzelnen Ver-
bindungen getrennt werden kann, geschehen und anschlief.end wie oben beschrieben

weiter umgesetzt werden.

o e
5

O{,},. e

13
Schema 3

10

Bedingungen: ¢' / &) NfF, DBU, THF; d - i ) siehe Schema 2.
15
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Alle Reaktionsbedingungen siehe Schema 2 (R = Methyl, Tolyl)

Ausgehend von 11-Hydroxysteroid 5 [aRt sich in 5 Stufen das 4,6-Dien-3-on 18 nach zu-
vor beschriebenen Methoden darstellen, aus welchem anschlieffend durch Methynelie-
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rung der 6,7-Doppelbindung (siehe oben) die erfindungsgemate Verbindung 2 erhalten
wird.
Das 4,6-Dien-3-on 18 ist auch ausgehend vom 4-En-3-on 7 in drei Stufen nach zuvor

beschriebenen Methoden zuganglich.

Bei den Zwischenverbindungen der Formeln 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18,
19 und 20 handelt es sich durchweg um neue Verbindungen. Sie gehéren daher alle
zum Gegenstand der vorliegenden Erfindung.

Auferdem gehort ihre Verwendung als Ausgangs- baw. Zwischenverbindungen zur Her-
stellung der erfindungsgematenVerbindungen der allgemeinen Formel | zum Gegens-

tand der vorlizgendzn Erfindung.

Die nachfolgenden Beispiele dienen der ndheren Erdutzrung der Erfindung:
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Beispiel 1
6B,7B;158,16B-Dimethylen-3-oxo-1 7-pregna-4,9(11)-dien-21,17@-carbolacton

a) 6,78;15p,16B-Dimethylen-11a-mesyloxy-3-oxo-1 7-pregn-4-en-21,178-

carbolacton

Eine Lsung von 25 g 6p,7B;158,16B-Dimethylen-11a-hydroxy-3-oxo-1 7-pregn-4-en-
21,17B-carbolacton [CAS: 95218-07-8, Nickisch et al. J. Med. Chem. 1985, 546-550] in 250
mi Pyridin wurde bei 0 °C tropfenweise mit 21.7 mi Mesylchlorid versetzt, 2 Stunden bei
25 °C geriihrt. Anschlieend verdiinnte man mit Ethylacetat, wusch mit Natriumhydro-
gencarbonatlésung, Wasser und Kochsalzldsung neutral, trocknete (iber Natriumsulfat,
und engte im Vakuum bei 40 °C ein. Man erhielt 30 g reines 6B,78;15B,168-Dimethylen-
11a-mesyloxy-3-oxo-17-pregn-4-en-21,17B-carbolacton als Feststoff.

'H-NMR (600 MHz, CDCI3): & = 6.01 (s, 1H), 5.46 (d(br), 1H), 2.69-2.61 (m, 2H), 2.56-
2.46 (m, 3H), 2.39 (m, 1H), 2.27 (d(br), 1H), 2.19-2.13 (m, 2H), 1.89 (m, 1H), 1.81
(dd(br), 1H), 1.72 (m, 1H), 1.67 (m, 1H), 1.62-1.45 (m, 2H), 1.37 (m, 1H), 1.31 (m, 1H),
1.28 (s, 3H), 1.06 (m, 1H), 0.94 (s, 3H), 0.58 (m, 1H).
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b) 68,7p;158,16B-Dimethylen-3-oxo-17-pregna-4,9(11)-dien-21,1 7B-carbolacton

Eine Lé3ung von 18.5 g 66,76;158,16p-Dimethylzn-11a-mesyloxy-3-0x0-1 7-pregn-4-en-
21,17B-carbolacton in 50 ml Essigsiure wurde bei 25 °C mit 0.5 ml Acetanhydrid ver-
satzt, & Stunden bei 100 °C Badternperatur geriihrt. Anschlizlend gab man auf Wasser,
extrahierte dreimal mit Ethylacetat, wusch mit Wasser und Kochsalzidsung neutral,
trocknete (iber Matriumsulfat, und engte im Vakuum bei 40 °C ein. Man erhielt 16.2 g
rohes 68,7-15, 168-Dimethylen-2-oxo-17-pregna-+,9(11)-dien-21,1 7@-carbolacton.
Mach Chromatrographie an Kieselgel mit Hexan / Ethylacetat erhielt man 7.5 g reines
Produkt als Feststoff.

MS (El): m/z = 364 (M");

TH-NMR. (400 MHz, CDCI3): & = 6.07 (s, 1H), 4.96 (m, 1H), 2.97 (s, SH), 2.75-2.51 (m,
3H), 2.47-2.21 (m, 3H), 2.22-1.84 (m, 8H), 1.77-1.-41 (m, 8H), 1.32-1.22 {m, 2H),1.02 (s,
3H), 0.84 (m, 1H).

Beispiel 2
68,78;158,16B-Dimethylen-11p-fluor-3-oxo-1 7-pregn-4-en-21,17@-carbolacton
a) 11a-Hydroxy-158,1 6B-methylen-androst-4-en-3,17-dion

0

PCT/EP2009/003716 f]'/
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Ein 2-L-Erlenmeyerkolben, der 1 | einer 30 Minuten bei 121 °C im Autoklaven sterilisier-
ten Nahrldsung aus 3% Glucose-Monohydrat, 1% Maisquellwasser, 0.2% Natriumnitrat,
0.1% Kaliumdihydrogenphosphat, 0.2% Dikaliumhydrogenphosphat, 0.05% Kaliumchlo-
rid, 0.05% Magnesiumsulfat Heptahydrat und 0.002% Eisen(ll)sulfat Heptahydrat (auf
pH 6.0 eingestellt) enthielt, wurde mit einer 2 ml DMSO-Eiskultur des Stammes Aspergil-
Jus ochraceus (NRRL 405) beimpft und 71.5 Stunden bei 27 °C auf einem Rotationss-
chiittler mit 165 Umdrehungen pro Minute geschuttelt. Mit dieser Vorzucht wurde ein 20-
L-Fermenter beimpft, der mit 19 | sterilem Medium der gleichen Endzusammensetzung,
wie fiir die Vorkultur beschrieben, beschickt war. Auferdem wurden vor dem Sterilisie-
ren noch 1.0 ml Siliconé! und 1.0 ml Synperonic zur Schaumbekampfung zugegeben.
Dieser Fermenter wurde 47.5 Stunden bei 0.7 bar Uberdruck, einer Temperatur von 28
°C, einer Beliiftung von 8 | pro Minute und einer Riihrgeschwindigkeit von 350 Umdre-

hungen pro Minute inkubiert.

Aus diesem 20-L-Fermenter wurden 2.5 | Vorkultur entnommen, um einen 50-L-
Fermenter zu beimpfen, der mit 47.5 | sterilem Medium der gleichen Endzusammenset-
zung, wie fir die Vorkultur beschrieben, beschickt war. Vor dem Sterilisieren wurden 2.5
ml Siliconsl und 2.5 ml Synperonic zugegeben. Nach einer Anwachsphase von 10 Stun-
den bei 0.7 bar Uberdruck, einer Temperatur von 28 °C, einer Beliiftung von 10 i pro Mi-
nute und einer Rithrgeschwindigkeit von 350 Umdrehungen pro Minute wurde eine L6-
sung aus 10.0 g 158,16B-Methylen-androst-4-en-3,17-dion in 200 ml DMF hinzugege-
ben. Es wurde weitergerithrt und beliiftet. Nach 26 Stunden wurde die Kulturbrihe ge-

erntet.

Aus dem 20-L-Fermenter wurden 5.0 | Vorkultur entnommen, um einen 100-L-Fermenter
zu beimpfen, der mit 95.0 | sterilem Medium der gleichen Endzusammensetzung, wie fir
die Vorkultur beschrieben, beschickt war. Vor dem Sterilisieren wUrden 5.0 ml Silicondl
und 5.0 ml Synperonic zugegeben. Nach einer Anwachsphase von 10 Stunden bei 0.7
bar Uberdruck, einer Temperatur von 28 °C, einer Belliftung von 20 | pro Minute und ei-
ner Ruhrgeschwindigkeit von 350 Umdrehungen pro Minute wurde eine Losung aus 20.0
g 15B,16B-Methylen-androst-4-en-3,17-dion in 400 ml DMF hinzugegeben. Es wurde
weitergeriihrt und beliftet. Nach 26.25 Stunden wurde die Kulturbrithe geerntet.
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Die beiden Kulturbrihen wurden vereinigt und mit 60 | Methyl-iso-butylketon 19.75 Stun-
den extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden bis zur Trockene eingeengt.
Der Riickstand wurde mit Hexan gewaschen, um das Silicondl abzutrennen. Anschlie-
fend wurde aus Aceton kristallisiert und 19.2 g (61% d. Th.) 11a-Hydroxy-1583,16(3-
methylen-androst-4-en-3,17-dion isoliert.

100 my wurden liber eine priparative HPLC gereinigt (250 x 40 mm, Luna C18, 10 y,
100 A, Wasser-Acetonitril 70 ; 30, 100 ml/min).

Fp.: 225/247-249 °C
[olp= +48.6° (CHCI;, ¢ = 1.0700)

TH-NMR (400 MHz, CDCI2): & = 1.04 (s, 3H), 1.13-1.37 (m, 8H), 1.62 (dt, 1H), 1.77-1.91
(rn, 2H), 1.99 (m, 1H), 2.03-2.21 {m, 4H), 2.21-2.57 (m, 5H), 4.05 (m, 1H), 5.72 (s, 1H).

b) 11a-Mesyloxy-158,168-methylen-androst-4-en-3,1 7-dion

Eine Losung von 22 g 11a-Hydroxy-15@,163-methylen-androst-4-en-3,1 7-dion in 220 ml
Pyridin wurde bei 0 °C tropfenweiza mit 23 ml Mesylchlorid verset=t, 2 Stunden bei

25 “C geriihrt. Anschliefend verdiinnte man mit Ethylacstat, wusch mit Natriumhydro-
gencarbonatlisung, Wasser und Kochsalzldsung neutral, trockneta Gber Matriumsulfat
und engte i Vakuum bei 40 °C ein. Man erhielt 24,7 g 11c-Mesyloxy-153,162-
methylen-androst-4-en-3,17-dion.

"H-NMR (A00 MHz, CDCI3): & = 5.81(m, 1H), 5.09(m, 1H), 1.29 (s, 3H), 1.21 (m,1H)
1.06 (s, 3H).
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c) 158,16p-Methylen-androsta-4,9(11 )-dien-3,17-dion

0]

Eine Losung von 25.6 g 11a-Mesyloxy-158,168-methylen-androst-4-en-3,17-dion in 80
ml Essigsdure wurde bei 25 °C mit 0.82 ml Acetanhydrid versetzt und 8 Stunden bei
100 °C Badtemperatur geriihrt. AnschlieRend gab man auf Wasser, extrahierte dreimal
mit Ethylacetat, wusch mit Wasser und Kochsalzldsung neutral, trocknete tiber Natrium-
sulfat, und engte im Vakuum bei 40 °C ein. Nach Kristallisation aus Ethylacetat erhieit
man 16,4 g 15B,16B-Methylen-androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion.

'H-NMR (600 MHz, CDCI3): & = 5.79(m, 1H), 5.55(m, 1H), 1.85(m,1H), 1.65(m,1H),
1.37(s, 3H), 1.12-1.33 (2m, 2H), 1.00 (s, 3H).

d) 9a-Brom-11p-fluor-153,1 6B-methylen-androst-4-en-3,17-dion

Eine Suspension von 8.76 g Dibromhydantoin in 250 mi Dichlormethan wurde mit 24.5
ml HF / Pyridin 70%ig langsam versetzt. In die erhaltene Lésung wurden 16.3 g
15B,16B-Methylen-androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion eintragen und 30 min bei Raumtem-
peratur geriihrt. AnschlieRend goRl man auf ein Gemisch aus 200 ml Ammmoniakwasser
(25%) und 300 ml Eis, extrahierte dreimal mit Ethylacetat, wusch mit Wasser und Koch-

salzldsung neutral, trocknete Gber Natriumsulfat und engte im Vakuum bei 40 °C ein.
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Nach Kristallisation des Riickstandes aus Ethylacetat erhielt man 15,2 g 9a-Brom-11p-
fluor-15p, 16p-methylen-androst-4-en-3,17-dion.
'H-NMR (600 MHz, CDCI3): 8§ = 5.81(m, 1H) 5.28(dt, 1H), 1.695(d, 3H), 1.175 (d, 3H).

e) 118-Fluor-15,168-methylen-androst-4-en-3,17-dion

0O

Einz Ldsung von 33.5 g Sa-Brom-11p-fluor-156,1 Ag-methylen-androst-4-en-3,17-dion in
420 ml Ben=ol wurdsz mit 42 ml Tributylzinnhydrid und 416 mg Azo-bis-isabutyronitril 30
min bei 30 *C gerihrt. Es wurde im Vakuum eingeengt und der Rickstand an Kieselgel
60 chromatografiert. Mach Kristallisation aus Ethylacetat erhielt man 18,7 9 11£-Fluor-
18R, 16p-methylzn-androst-4-en-3,1 7-dion.’

'H-MMR (600 MHz, CDCI3): 5 = 5.72(m, 1H), 5.28(dq, 1H), 1.395(d, 3H), 1.175 (d, 3H).

f) 11B-Fluor-3-methoxy-158,1 6B-methylen-androsta-3,5-dien-17-on

0

. AN AN .
\O/ RPNy

In eine Suspension von 10.79 g 11B-Fluor-1 5@, 16p-methylen-androst-1-en-3,17-dion in
220 mil 2,2-Dimethe<ypropan wurden 1.3 g Pyridintosylat eintragzn. Dann wured 3 h bei
100°C Badtemperatur geriihrt. Mach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur gabman 2.5

ml Triethylamin zu und engte im Vakuum zur Trockne ein. Der Rickstand wurde mit 30
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m! Methanol ausgeriihrt und abgesaugt. Man erhielt 9,6 g 11p-Fluor-3-methoxy-
15B,16B-methylen-androsta-3,5-dien-17-on.

'H-NMR (600 MHz, CDCI3): & = 5.27-5.19 (m, 1.5H), 5.14 (m, 1H), 5.08(q, 0.5 H),
3.60(s, 3H), 1.17 (m, 6H).

g) 11B-Fluor-3-methoxy-158,1 6B-methylen-17-pregna-3,5-dien-21,17B-carbolacton

o

Es wurden 91 ml 1.6 M -Butylllitium-Lésung (in Hexan) bei - 50°C vorlegt und 14 g Allyl-
tetramethylphosphorodiamidat, in 30 ml Tetrahydrofuran gelost, zugetropft. Nach 30 min.

Riihren bei -20 °C wurden 22 ml N,N,N,N-Tetramethylethandiamin eintragen und man

lie® auf Raumtemperatur erwarmen. Eine Lésung von 15 g 11@-Fluor-3-methoxy-
15B,16B-methylen-androsta-3,5-dien-17-on in 80 ml Tetrahydrofuran wurde zugegeben

und 4 Stunden bei Raumtemperatur nachgerihrt. Anschlielend gab man gesattigte

wassrige Ammmoniumchloridiésung zu und gof auf Wasser, extrahierte dreimal mit E-

thylacetat, wusch mit Wasser und Kochsalzlésung neutral, trocknete (iber Natriumsuifat,

und engte im Vakuum bei 40 °C ein. Nach Kristallisation aus Ethylacetat erhielt man

15,8 g 11B-Fluor-3-methoxy-158,16B-methylen-1 7-pregna-3,5-dien-21,17B-carbolacton. -
'H-NMR (300 MHz, CDCI3): 8 = 5.28-5.22 (m, 1.5H) 5.17 (m, 1H), 5.09 (q, 0.5 H), 3.63 .
(s, 3H), 1.20 (m, 6H), 0.53 (m, 1H)
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h) 118-Fluor-15B,168-methylen-3-oxo-17-pregna-4,6-dien-21,1 7B-carbolacton

5 Zueiner Suspension von 13.5 g 11f-Fluor-3-methoxy-156,16£-melhylen-17-pregna-3,5-

dien-21,17p-carbolacton in 150 ml 1-Methyl-2-pyrrolidon wurden nacheinander bei 0 °C
14.5 ml einer 10%igen Natriumacetallézung sowie 5.11 g 1,3-Dibrom-5,5-
dimsthylhydantoin porionsweise mugzset=t. Anschlielend wurde 0.5 Stunden bei 0°C
(Eisbad) geriihrt, mit 4.56 g Lithiumbromid sowie 4.27 g Lithiumecarbonat versetzt, und

10 3.5 Stunden bei 100°C Badtemperatur geriinet. Anschlizfend gof man in Eiswasser /
Kochsalz und filtrierte den Niederschlag ab. Mach Chromatografie an Kieselgel 60 (Eluti-
on mit Havan / Ethylacetat 1:1) erhielt man 9,1 g 11p-Fluor-158,16f-methylen-3-0wa-17-
pregna-4,6-dien-21,173-carbolacton.
TH-NMR (600 MHz, CDCI2): § = &.41 (m, 1H), 6.22 (m, 1H), 5.63 (s, 1H), &.11 (dq, 1 H),

15 1.31(d, 3H), 1.21(d, 3H), 0.60 (m, tH).

i) 6B,7B;158,168-Dimethylen-11p-fluor-3-oxo-17-pregn-4-en-21,17B-carbolacton

20
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Zu einer Lésung von 13.41 g Trimethylsulfoxoniumiodid in 250 mi trockenem DMSO gab
man bei Raumtempemperatur portionsweise 2.39 g Natriumhydrid (60% in Mineraloel)
und lieR nach beendeter Zugabe 3 Stunden bei Raumtemperatur rihren. AnschlieRend
trug man 8.38 g 11p -Fluor-158,16B-methylen-3-oxo-1 7-pregna-4,6-dien-21,17B-
carbolacton ein und rithrte 6 Stunden bei Raumtemperatur. Danach goft man auf Was-
ser, extrahierte dreimal mit Ethylacetat, wusch mit Wasser und Kochsalziésung neutral,
trocknete Uiber Natriumsulfat und engte im Vakuum bei 40 °C ein. Zur Reinigung wurde
an Kieselgel 60 chromatografiert (Elution mit Hexan Ethylacetat 1:4). Man erhielt als
Fraktion A 2,6 g 6B,78;158,16B-Dimethylen-11p-fluor-3-oxo-1 7-pregn-4-en-21,178-
carbolacton.

MS (El): m/z = 384 (M"), 349, 273, 260;

"H-NMR (600 MHz, CDCI3): 8 = 5.99 (s, 1H), 5.07 (d(br), 1H), 2.69-2.61 (m, 2H), 2.53
(m, 1H), 2.43 (d(br), 1H), 2.35 (m, 1H), 2.27 (m, 1H), 2.17-2.10 (m, 2H), 2.02-1.95 (m,
2H), 1.83 (m, 1H), 1.68-1.62 (m, 2H), 1.61-1.52 (m, 2H), 1.49 (m, 1H), 1.40 (m, 1H),
1.29 (d, 3H), 1.25 (m, 1H), 1.21 (m, 1H), 1.15(d, 3H), 1.04 (m, 1H), 0.59 (m, 1H)

Alternative Synthesemethode des Beispiels 2:
¢’) 158,168-Methylen-androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion und e’) 11B-Fluor-158,16p-
methylen-androst-4-en-3,17-dion

O o}

Eine Lésung von 630 mg 11a-Hydroxy-1 5B,16B-methylen-androst-4-en-3,17-dion in 16
ml Tetrahydrofuran wurde bei 0 °C tropfenweise mit 0.47 ml 1,8-Diazabicyclo-[5.4.0]-
undec-7-en (1,5-5) so versetzt, dass die Innentemperatur 5 °C nicht Gberstieg. An-
schlieRend wurde 30 min bei 0 °C geriihrt, tropfenweise mit 0.55 ml Perfluorbutan-1-
sulfonsaurefluorid so versetzt, dass die Innentemperatur 5 °C nicht Giberstieg und weite-
re 1.5 Stunden bei 0 °C geriihrt. Anschliessend verdiinnte man mit Ethylacetat, wusch

mit 2M Schwefelsiure, gesattigter Natriumhydrogencarbonatiésung und Wasser, trock-
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nete Uber Natriumsulfat und engte im Vakuum bei 40 °C ein. Durch Chromatographie an
Kieselgel erhielt man nach Elution mit Hexan / Ethylacetat (1:1) 15B,16p-Methylen-
androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion als Fraktion 1.

1H-NMR (800 MHz, CDCI3): & = 5.79(m, 1H), 5.55(m, 1H), 1.85(m,1H), 1.65(m,1H),
1.37(s, 3H), 1.12-1.33 (2m, 2H), 1.00 (s, 3H)

Als Fraktion 2 wurde 11p-Fluor-158,168-methylen-androst-4-en-3,17-dion isoliert.

'H-MMR (600 MHz, CDCI3): & = 5.73(m, 1H), 5.23(dq, 1H), 1.295(d, 3H), 1.175 (d, 2H).

Beispiel 3
6a,7a;158,16B-Dimethylen-11@-fluor-3-oxo-17-pregn-4-en-21 ,17B-carbolacton:

Als Fraktion B des Beispiels 2 erhielt man 0,27 g fa,7a;1 56,16f-Dimethylen-11£-fluor-3-
oxo-17-pregn-4-en-21,17p-carbolacton.

MS (El): m/z = 384 (M*);

'H-NMR (600 MHz, CDCI2): & = 5.94 (s, 1H), 5.08 (d(br), 1H), 1.36 (s, 3H), 1.25(m,
1H), 1.21 (m, 1H), 1.20 (d, 3H), 1.00 (m, 1H), 0.76 (ddd, 1H), 0.54 (m, 1H) 0.48 (m,
1H)

Alternative Synthesemethoden des Beispiels 1:

1. Variante

a. 11a-Hydroxy-3-methoxy-158,16B-methylen-and rost-3,5-dien-17-on
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HO,,,

o

In eine Suspension von 27 g 11a-Hydroxy-15p, 16B-methylen-androst-4-en-3,17-dion in
422 mi 2,2-Dimethoxypropan wurden 3.2 g Pyridintosylat eintragen. Dann wurde 18 h
bei 100°C Badtemperatur geriihrt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur gab man
10 ml Triethylamin zu und engte im Vakuum zur Trockne ein. Der Ruckstand wurde mit
60 ml Methanol ausgeriihrt und abgesaugt. Man erhielt 14,3 g 11a-Hydroxy-3-methoxy-
158,16p-methylen-androst-3,5-dien-17-on.

'H-NMR (400 MHz, CDCI3): 5 = 5.33 (d, breit, J=3.8Hz, 1H), 5.14 (s, breit, 1H), 4.07 (m,

1H), 3.58 (s, 3H), 1.79 (m, 1H), 1.13 (s, 3H), 1.02 (s, 3H)

b) 11a-Hydroxy-3-methoxy-158,168-methylen-1 7-pregna-3,5-dien-21,178-

carbolacton

o

Es wurden 66,6 m! 1.6 M -Butylllitium-Lésung (in Hexan) bei - 50°C vorlegt und 10,24 g
Allyl-tetramethylphosphorodiamidat, in 13 ml Tetrahydrofuran gelést, zugetropft. Nach 30
min. Riihren bei -20 °C wurden 16 ml N,N,N,N-Tetramethylethandiamin eintragen und
anschlieRend eine Losung von 5 g 11a-Hydroxy-3-methoxy-15p,16B-methylen-androst-
3,5-dien-17-on in 33,5 mi Tetrahydrofuran zugetropft. Es wurde auf Raumtemperatur
erwarmt und 30 Minuten nachgerihrt. Anschlieffend gab man 25 mi geséttigte wassrige

Ammmoniumchloridldsung zu und goR auf Wasser, extrahierte dreimal mit Ethylacetat,
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wusch mit Wasser und Kochsalzlésung neutral, trocknete Gber Natriumsulfat und engte
im Vakuum ein. Nach Kristallisation aus Diisopropylzther erhielt man 2,859 11c-
Hydroxy-3-methoxy-156,16£-methylen-17-pregna-3,5-dien-21,1 7B-carbolacton.

H-NMR (400 MHz, CDCI3): & = 5.31 (d, breit, J=4.0Hz, 1H), 5.14 (s, breit, 1H), 4.06 (m,
1H), 3.58 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 1.02 (s, 3H), 0.46 (m, 1H)

c) 11a-Hydroxy-158,16B3-methylen-3-oxo0-17-pregna-4,6-dien -21,17B-carbolacton

Zu einer Suspinsion von 13,5 g 1a-hydroxy-3-methory-158,16E-methylen-17-pregna-
3,5,9(11)-trien-21,17B-carbolacton in 144 ml 1-Mathyl-2-pyrrolidon wurden nacheinander
bei 0 “C 14,8 ml einer 10%6igen Hatriumacetatldsung sowie 4 q 1,2-Dibrom-5,5-
dimethylhydantcin portionsweise zugesetzt. Anschliefend wurde 0.5 Stunden bei 0°C
(Eisbad) gerihrt, mit 4,88 g Lithiumbromid sawie 4,31 g Lithiumecarbonat versetzt und 3
Stundin bei 80°C Badtemperatur geriihrt. Anschlizlend golh man in eiskalte gesittigte
wissrige Natriumchloridldsung, extrahierte mit Ethylacetat, wusch diz organische Phase
mit Wasser und geséttigter wissriger Natriumchloridldsung, trocknets Uber Matriumsul-
fat, filtrierle und engle das Filtral zur Trockne ein. Es wurden 12,8 9 11i-Hydroxy-

15B, 16B-mathylzn-3-0x0-17-pregna-4,6-dien -21,17f-carbolacton als Rohprodukt erhal-
ten. Fur analytische Zwecke wurde eine Probe an Kieselgel mit einem Gemisch aus He-

xan und Ethylacetat chromatographiert.

TH-NMR (400 MHz, CDOI3): § = 6.34 (d, breit, J=9.6Hz, 1H), 6.20 (d, brait, J=9.6Hz, 1H),
5.71 (s, breil, 1H), 4.05 (m, TH), 1.95 (m, 1H), 1.85 (m, 1H), 1.29 (m, 1H), 1.25 (s, 3H),
1.09 (s, 3H), 0.57 (m, 1H)
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d) 11a-Mesyloxy-158,16B-methyien-3-oxo-17-pregna-4,6-dien -21,17B-carbolacton

12,8 g 110-Hydroxy-158,16B-methylen-3-oxo-17-pregna-4,6-dien -21,17B-carbolacton
wurden in 113 ml Pyridin geldst. AnschlieRend wurden 10,91 ml Methansulfonsaurechio-
rid zugetropt. Es wurde 90 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt und auf 1,5 | Eiswasser
gegossen. Nach zweistlindigem Riihren wurde abgesaugt, der Filterkuchen getrocknet
und selbiger an Kieselgel mit einem Gemisch aus Hexan und Ethylacetat chroma-
tographiert. Es wurden 5,4 g 11a-Mesyloxy-158,1 6B-methylen-3-oxo-17-pregna-4,6-dien
-21,17B-carbolacton erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCI3): = 6.33 (d, breit, J=9.6Hz, 1H), 6.23 (d, breit, J=9.6Hz, 1H),

5.74 (s, breit, 1H), 5.10 (m, 1H), 3.01 (s, 3H), 1.56 (m, 1H), 1.45 (m, 1H), 1.30 (s, 3H),
1.14 (s, 3H), 0.59 (m, 1H)

e) 158,16B-methylen-3-oxo-17-pregna-4,6,9(11)-trien -21,1 7B-carbolacton
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14,8 ml Essigséure, 0,16 ml Acetanhydrid und 2,44 g Natriumacetat wurden bei 90°C
geriihrt, bis das Natriumacetat in Losung gegangen ist. Zu dieser Losung wurden 5,3 g
11u-Mesyloxy-158,168-methylen-3-oxo-1 7-pregna-4,6-dien -21,1 7p-carbolacton gege-
ben. Machdem 5 Stunden bei 100°C geriihrt worden war, wurde auf Eiswasser geqos-
sen und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Naeh Waschen der organischen Phase mit
Wasser, gesattigter wassriger Natriumchloridlésung und Trocknung Uber Magnesiumsul-
fat wurde filtriert und das Filtrat eingeengt. Nach Chromatographie an Kizselgel mit ei-
nem Gemisch aus Hexan und Ethylacetat wurden 2,12 g 1 5@,16¢-methylzn-3-ox0-17-

pregna-4,6,9(11)-trien -21,17f-carbolacton erhalten.
TH-MMR (300 MHz, CDCI3): & = 6.36 (d, breil, J=9.6Hz, 1H), 6.24 (d, brsit, J=9.6Hz, 1H),

5.72 (s, breit, 1H), 5.48 (m, 1H), 2.00 (d, breit, J=11.7Hz, 1H), 1.84 (m, 1H), 1.47 (m,
1H), 1.38 (m, 1H), 1.32 (s, 2H), 1.02 (3, 3H), 0.59 (m, 1H)

f) 68,78;158,16B-Dimethylen-3-oxo-1 7-pregna-4,9(11)-dien-21,17B-carbolacton

2u einer Lésung von 0,52 g Trimethylsulforoniumiodid in 4 ml trockenem DMSO gab
man bei Raumtempemperatur portionsweise 0,09 g Matriumhydrid (605 in Mineraloel)
und lief nach beendeter Zugabe 2 Stunden bei Raumtemperatur rihren. Anschlieflend
trug man bei 0°C 0,2 g 158, 16f-methylen-2-o0x0-1 7-pregna-4,6,9(11)-trien -21,17(3-
carbolacton ein und rihrte 2,5 Stunden bei Raumtemperatur nach. Danach wurde der
Ansatz in 100 ml Schwefelsdure (8 volumenprozentig) eingerlihrt und mit Ethylacetat
extrahiert. Die organische Phase wurde nacheinander mit Wasser und geséttigter Natri-
umchloridiésung gewaschen, (iber Natrdumsulfat getrocknet und filtriert. Mach Einengen

im Vakuum und Chromatographie an Kieselgel mit ginem Eluzntzn aus Ethylacetat und
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Hexan erhielt man 30 mg 6B,78;15B,16B-Dimethylen-3-oxo-17-pregna-4,9(11)-dien-
21,17B-carbolacton.

Spektroskopische Daten vgl. Beispiel 1b.

2. Variante

a. 3-Methoxy-15p,16B-methylen-androst-3,5,9(11)-trien-17-on

0
O
~o

In eine Suspension von 6,4 g 15B,16B-Methylen-androst-4,6,9(11)-trien-3,17-dion in 106
ml 2,2-Dimethoxypropan wurden 0,8 g Pyridintosylat eintragen. Dann wurde 6 h bei
100°C Badtemperatur geriihrt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur gab man 5 mi
Pyridin zu und engte nach 5 Minuten im Vakuum zur Trockne ein. Der Ruckstand wurde
mit 130 m! Methanol ausgeriihrt und abgesaugt. Man erhielt 4,15 g 3-Methoxy-158,168-
methylen-androst-3,5,9(11)-trien-17-on.

"H-NMR (400 MHz, CDCI3): 5 = 5.47 (s, breit, 1H), 5.33 (s, breit, 1H), 5.19 (s, breit, 1H),

3.59 (s, 3H), 2.70 (m, 2H), 2.38 (m, 1H), 1.83 (m, 1H), 1.66 (m, 1H), 1.15 (s, 3H), 0.99
(s, 3H)

b) 3-Methoxy-15,16B-methylen-17-pregna-3,5,9(11)-trien-21,1 7B-carbolacton
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Es wurden 42,2 ml 1.6 M -Butylllitium-Lésung (in Hexan) bei - 50°C vorgelegt und 6,51

g Allyl-tetramethylphosphoradiamidat, in 11,4 ml Tetrahydrofuran gelost, zuqetropft.
Mach 30 min. Rithren bei -20 “C wurden 10,21 ml HL,M,M M-Tetramethylethandiamin ein-
tragen und anschlizfend wurde eine Losung von 4,14 g 3-Methoxy-1 5B,16f3-methylen-
androst-2,5,9(11)-trizn-17-on in 29,4 ml Tetrahydrofuran zugetropft. Es wurde: auf Raum-
temperatur erwdrmt und 30 Minutzn nachgerlhrt. Anschlieflend gab man 21 ml gesattia-
te wissrige Ammmoniumchloridiisung zu und gol auf Wasser, extrahierte dreimal mit
Ethylacetat, wusch mit Wasser und Kochsalzlisung neutral, trocknete Uber Matriumsulfat
und engt= im Vakuurn ein, wobei Kiistallisation einzetzte. Nach Ahsaugen vom Restld-
semittel wurdzn 3,14 g 3-Methoxy-150,160-meathylen-3,5,9(11)-trien-21,170-carbolacton

erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCI3): & = 5.45 (s, brait, 1H), 5.32 (s, breit, 1H), 5.18 (s, breit, 1H),
3.59 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 0.96 (s, 3H)

c) 15B8,16B-methylen-3-oxo-17-pregna-4,6,9(11)-trien -21,1 7B-carbolacton

\
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Zu einer Suspension von 2,2 g 3-Methoxy-158,168-methylen-1 7-pregna-3,5,9(11)-trien-
21,17B-carbolacton in 35 mi 1-Methyi-2-pyrrolidon wurden nacheinander bei 0 °C 1,7 ml
einer 10%igen Natriumacetatiosung sowie 0,6 g 1,3-Dibrom-5,5-dimethylhydantoin porti-
onsweise zugesetzt. AnschlieBend wurde 0.5 Stunden bei 0°C (Eisbad) geruhrt, mit 0,83
g Lithiumbromid sowie 0,74 g Lithiumcarbonat versetzt, und 3.5 Stunden bei 100°C Bad-
temperatur geriihrt. AnschlieBend goft man in Eiswasser / Kochsalz und filtrierte den
Niederschlag ab. Nach Chromatografie an Kieselgel 60 (Elution mit Hexan / Ethylacetat
1:1) erhielt man 1,2 g 15pB,16B-methylen-3-oxo-17-pregna-4,6,9(11 )-trien -21,178-

carbolacton.

Spektroskopische Daten vergleiche 1. Variante e

d) 6B,78;15B,168-Dimethylen-3-oxo0-17-pregna-4,9(11)-dien-21,1 7B-carbolacton

Durchfiihrung und Aufarbeitung vgl. 1. Variante f.
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Patentanspriiche
5 1. Pregn-t-en-21,17-zarbolactone der allgemeinen Formel |
/\{O

%m0

R™ Formel |

worin

R®7 in a- oder B-standiges Methylen und
10 R?ein Wasserstoffatom und R ein Brom-. Chlor- ader Fluoratom oder

R® und R'" gemeinsam eine Bindung

bedeuten.
15 2. Pregn-4-en-21,17-carbolactons nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnat, dass

sich R in der a-Pusition befindet.

3. Pregn-J-en-21,17-carbolactone nach Anspruch 1, dadurch gzkennzeichnet, dass

sich R"" in der p-Stellung befindet.

20
4. Pregn-4-2n-21,17-carbolactons nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
das Halogenatom R &in Fluor- oder Chloratom ist.
5. Pregn-4-en-21,17-carbolactone nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass
25 das Halogenatom R'' ein Fluoratom ist.

6.. 6f,78;158, 16p-Dimethylen-3-ovo- 1 7-pregna-4,9(11)-dien-21,17p-carkbolacton

nach Anspruch 1.
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7. Pregn-4-en-21,17-carbolactone nach Anspruch 1, namlich
11B-Chlor-6B,78;158,16B-dimethylen-3-oxo-17-pregn-4-en-21,1 7B-carbolacton

6p,7pB;158,16B-Dimethylen-11p-fluor-3-oxo-17-pregn-4-en-21,17B-carbolacton
6a,7a;15p3,16B-Dimethylen-118-fluor-3-oxo-17-pregn-4-en-21,17B-carbolacton.

8. Pharmazeutische Praparate enthaltend mindestens eine Verbindung der allge-
meinen Formel | gemaR Anspruch 1 sowie einen phamazeutisch unbedenklichen Tra-

ger.

9. Pharmazeutische Praparate nach Anspruch 8 enthaltend 68,7B;158,168-
Dimethylen-3-oxo-17-pregna-4,9(11)-dien-21,17@-carbolacton.

10. Pharmazeutische Praparate nach Anspruch 8 enthaltend 68,73;158,16B-
Dimethylen-11B-fluor-3-oxo-17-pregn-4-en-21,17@3-carbolacton.

1. Pharmazeutische Praparate nach Anspruch 8, 9 oder 10 auferdem enthaltend

mindestens ein Estrogen.
12. Pharmazeutische Praparate nach Anspruch 11 enthaltend Ethinylestradiol.

13. Pharmazeutische Praparate nach Anspruch 11, enthaltend ein natlrliches Estro-

gen.
14. Pharmazeutische Praparate nach Anspruch 13, enthaltend Estradiol.
15. Pharmazeutische Praparate nach Anspruch 13, enthaltend Estradiolvalerat.

16 Pharmazeutische Praparate nach Anspruch 13, enthaltend mindestens ein kon-

jugiertes Estrogen.
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17. 11a-Hydroxy-158, 168-methylen-androst-4-en-3,17-dion als Ausgangsverbindung

zur Herstellung der Verbindungen der allgemeinen Formel |.

186.  Verfahren zur Herstellung von 11a-Hydroxy-158,168-methylen-androst-4-en-
3,17-dion, dadurch gekennzeichnet, dak 158,16p-Methylen-androst-4-en-3,17-dion in
einem Fermentationsbehdlter mit Mikroorganiémen der Spezies Absidia sp., Acremoni-
um sp., Ascochyla sp., Aspergillus sp., Bacillus sp., Brauveria sp., Botryodipoldia sp.,
Caldariamyces sp., Calonectria sp., Colletotrichum sp., Curvularia sp., Fusarium sp.,
Gibberella sp., Glocosporium sp., Glomeralla sp., Gnomonia ep., Haplosporella sp., He-
licostylum sp., Helminthosporium sp., Metarhizium sp., Mucor sp., Nigrospora sp., Rhi-

zopus sp., Sporotrichum sp., Syncephalastrum sp., und Wojnowicia s.p hydroxyliert wird.

19. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass mit Absidia orchidis,
Ahsidia coerulea, Acramonium strictum, Ascochyta clematidina, Aspergillus alliaceus,
Aspergillus awamaori, Aspergillus fischeri, Aspergillus flavus, Aspergillus malignus,
Aspergillus melleus, Aspargillus nidualans, Aspergillus niger, Aspergilluz ochraceus,
Aspergillus variscolor, Bacillus megaterium, Beauveria bassiana, Beauvaria tenalla,
Botryadiplodia malorum, Caldariomyaas fumago, Calonectria decara, Colletatrichum
phomoidas, Curvularia lunata, Fusarium oxysporium, Fusarium solani, Gibbzrella zeas,
Glomeredla cingulata, Gloeasporium fructigenum, Glogosporium higgensianum,
Gloeasporium kaki, Glocosporium lacticolar, Gloeosporium olivarum, Glomerella fusa-
roidzs, Gnomonia cingulata, Haplosporalla hesperedica, Helminthosparium sp., Heli-
costylum piriforme, Metarhizium anisopliae, Mucor plumbaus, Mucor spinosus, Nigrospo-
ra sphaerica, Rhizopus arrhizus, Rhizopus cohnii, Rhizopus d2lemar, Rhizopus japoni-
cus, Rhizopus kazaensis, Rhizopus microsporus, Rhizopus oryzae, Rhizopus shanghai-
ensis, Rhizopus stolonifar, Rhizopus tritici, Sporotrichum sulfurescens, Syncepha-

lastrum racemosum, Wojnowicia graminis und Wojnowicia hirta hydrovyliert wird.

20.  Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass mit Absidia orchidic
(ATCC 6647), Acremonium stricturn (HRRL 5759), Ascochyta clematidina (CBS), Asper-
gillus alliaceus (ATCC 10080), Aspergillus awamori (CBS), Aspergillus fischari (ATCC
1020), Aspergillus malignus (IMI 16061), Aspergillus mellzus (CBS), Aspergillus nidua-
lans (ATCC 11287), Aspergillus niger (ATCC 9142, ATCC 11394), Aspergillus achra-
ceus (NRRL40S, NRRL 410, CBS 13252, ATCC 46504), Aspergillus variecolor (ATCC
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10067), Bacillus megaterium (ATCC 13368), Beauveria bassiana (IFO 5838, ATCC
13144, IFO 4848, CBS 11025, CBS 12736, ATCC 7159), Botryodiplodia malorum (CBS
13450), Caldariomyces fumago (ATCC 16373), Calonectria decora (ATCC 14767), Cur-
vularia lunata (IX 3, NRRL 2380), Fusarium solani (ATCC 12823), Fusarium oxysporum
(ATCC 7808), Gibberella zeae (CBS 4474), Glomerella cingulata (ATCC 12097, ATCC
10534, CBS 23849, CBS 23749,’ATCC 16646, IFO 6459, IFO 6425, IFO 6470, ATCC
15093, ATCC 10529, IFO 5257, ATCC 56596, ATCC 64682), Glomerella fusaroides
(ATCC 9552), Gnomonia cingulata (CBS 15226), Haplosporella hesperedica (CBS
20837), Helicostylum piriforme (ATCC 8992), Helminthosporium sp. (NRRL 4671), Me-
tarhizium anisopliae (IFO 5940), Mucor plumbeus (CBS 29563), Nigrospora sphaerica
(ATCC 12772), Rhizopus arrhizus (ATCC 11145), Rhizopus oryzae (ATCC 4858, ATCC
34102, CBS 32947), Rhizopus stolonifer (ATCC 15441), Syncephalastrum racemosum
(IFO 4827) und Wojnowicia graminis (CBS 89168) hydroxyliert wird.
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(57) Resumen:
La presente invencion se refiere a pregn—4—en-21,17—-carbolactonas sustituidas

el anillo C de la férmula general |
0

férmula |

en donde

R®7 &s un metil=no en posicién «o By

R® es un atomo de hidrégenao y R'" es un atomo de bromo, cloro o fltior, o
R®y R" son juntos un enlace.

Los nuevos compuestos son antimineralocorticoides gestagénicos.



MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencidn se refiere a pregn-4-en-21,17-

carkilactonazs sustituidas en el anillo € d: la férmula Je-

neral I

férmula I

zno y R ez un Atome de bromo, clo-

oy

ro o £lhor, o
r? Y RY zon juntos un enlace.

El Atoms de hidrégenc F° 2e& halla preferentements an la

Bl Ztoms de haldgeno P ze halla preferentements en la

Como Atowe Jde haldgeno R se prefieven un atoms de
flicr o un dtomo de clovo; fe prefiere en ezpecial an dtomd
de fldor.

Loz compusstos mencionados a continuwacidén ze prefisran

e

g

Special segin la invencidn:
11p-cloro-603,7(;15p, 16-dimetilen-2-oxo-17-pregn-4-an-
21,17f-carkolactona

AR, 7R 150, 16R-dinstilen-3-oxo-17-pregna-4, 9 (11) -dien-

N

1, 17f-carbolactona



6B,7B;15B3,16R-dimetilen-11p~-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-en-
21,173-carbolactona
6o, 7a; 158, 16BF-dimetilen-113-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-en-
21,173-carbolactona

La drospirenona (6B, 7Rp-15B,16pf-dimetilen-3-0oxo-17-
pregn-4-en-21,17pf-carbolactona) es un nuevo dgestageno que,
por ejemplo, estd contenido en el antiéonceptivo oral YAS-
MIN® y el preparado ANGELIQ® para el tratamiento de tras-
tornos posmenopdusicos. Debido a su afinidad comparativa-
mente baja respecto del receptor gestagénico y su dosis in-

hibidora de la ovulacidén comparativamente alta

drospirenona
la drospirenona en YASMIN® esta contenida en la dosis dia-
ria relativamente alta de 3 mg.

La drospirenona se caracteriza porque dispone, ademas
de la accidn gestagénica, de una accién antagonista a al-
dosterona (antimineralocorticoide) y antiandrogénica. Estas
dos propiedades hacen muy similar la drospirenona en su
perfil farmacoldgico al gestageno natural progesterona, pe-
ro que, distinto de la drospirenona, no estéd biodisponible
oralmente de forma suficiente.

Por ello, es objeto de la presente invencidén poner a

disposicidén compuestos que han de disponer in vivo de una




mayor potencia gezbtagénica que la drospirencona. Eszto 22 ha

-

de manifeztar por Glcime en una dosificzacidén diavia menor v

ﬂ)
I_l -

lleva a una menor r

._
g
1

dad d= zustancia en compussto ackti-
vo.

Loz compusstos para poner a disposici

nte invencidén tambign deben disponsr in vivo de una

la prea

0
ll'

accidén antiminevalocorticoids, e gea 2 1o suno tan alta
como la de la drozpirenons, pEro oon preferencia mency e

ella.

g
[=H
I\
=
—)
n
n

log compuestos segin la invencidn dzshsan tener

=
3
uh
o
h
H -
()
3
2
I_l -
w

Mo s 2

[

rtiandrénica que la drogpirencna.

-

Finalmente, los compuestos Jegin la invencidn deben
dizponer ds una Jgran sstabilidad metabdlica

Los compuestos que en el ensayo del mantenimiento de
la prefies en la rata presentan una seficacia wmucho mayor Jque

la drospirenona y, vespecto del receptor mineralocorticolde

dad

l_l -

de howogenato de rifidn de rata, prezentan una activ

surgen del documents WO

Q
5
=
ey}
o
(=
}_)
=y
l,_l
g
Q)
|1
b1}
o))
It
I_J
1)
[
]
(]
1y}
—
L
H
il
.3
)
m

TO0E072487. En esice caszo, 2 trata de 12-metil-19-nor-17-

pregqr-4-en-21,17-carbaolactonas.

i
'—I.
=
<
H.
[
=
e}
i
!

Los compusstos, Jque disponer un perfil we-
nos disgociads que la drospiranona respecto de au unidn con

el receptor de la progesterona y los minervalocorticoides,

se dezcoriben en el dooumento WO 20020005821, En =3t

o

oaszo,

ge tratza Jde 18-metil-19-nor-androst-4-=n-17,17-sspiraéte-

Un procedimientos para la preparacidn de 2-oxo-pregn-i-



en-21,17-carbolactonas por medio de la oxidacién sin meta-
les de 17-(3-hidroxipropil)-3,17-dihidroxiandrostanos se
describe en el documento EP 1 746 101 Al. En general, una
actividad farmacoldgica para estas carbolactonas no se des-
prende del documento EP 1 746 101 Al. Como compuesto con-
creto se menciona unicamente la 6p,7pf-15f,16B~dimetilen-3-
oxo-17-pregn-4-en-21,17p-carbolactona (drospirenona). Los
compuestos de 1ll-haldégeno y 9,l1ll-deshidroderivados no se
muestran especificamente.

El objeto de la presente invencidn se resuelve al po-
ner a disposicidén las pregn-4-en-21,17-carbolactonas susti-
tuidas en el anillo C de la férmula general I aqui mencio-
nadas. Los compuestos de la fdérmula general I (y en espe-
cial los del Ejemplo 1 y 2) se caracterizan por un perfil
de accidn mejorado.

Los compuestos segin la invencidn se caracterizan por
una eficacia gestagénica sorprendentementevfuerte y son muy
activos en el ensayo de mantenimiento de la preflez de 1la
rata después de una aplicacidén subcutanea.

Los compuestos de la fdérmula general I segun la inven-
cidén disponen de una mayor eficacia gestagénica con una
unién comparativamente mas débil con el receptor de andrd-
genos gue la drospirenona.

Ademds, se halld que los compuestos segln la invencidn
muestran una accidén natriurética que retiene potasio (anti-
mineralocorticoide) en ratas adrenalectomizadas.

Debido a su eficacia gestagénica, los nuevos compues-

¢
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e egta mansra, logd compuestoz de la £Srmula general
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suestoz con eficacia gestagénica, por ejemplo, sobre la bha-
se del geatigeno levonorgestyel en forma del productos Mi-
crolut® (22 unidades diavias de dogificacidén que contiensn
20 pg de levonorgsstirel).

Delhido a su favovable perfil de accodlin, los compuestos

segin la invencidn son pavticularwente apropizados para =21

ratamients de  traztornos  premsnztiuales coms cefaleas,

sz

tas otras posibilidades dz utilizacién dzbido a an eficacis
gestayénica, conocidas para los gestagencsg, por ejemplo, <1
tratamiento ds Crastornos hemorrigicos graves, por &jemplo,

menorragyias Yy o metrorragias, tratamisnts de insuficiencia

'_! -
)

nto de un aborto inmi-

W

del cusrpo liteo, es3 decir, tratami
nente, tratamiento de la pubertad tardia y tratamisento de
eztadoz que hacen indicar una sustituciin gestagénica.

Por 2llo, tambhién pertenecen al objeto de la prezente
invencién los prepavados farmacéuticos que contienen al me-
nos un compuesto de la férmula gensral I o junto con un por-

tador farmaciuticamentes tolerabhle.



SegGn la invencidén, se prefieren aquellos preparados
farmacéuticos que contienen 63,7p;158,16B-dimetilen-3-oxo0-
17-pregna-4,9(11)-dien-21,17pf-carbolactona o 6B,78;
158,16R-dimetilen-11p-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-en-21,1703-
carbolactona como principio activo.

Al objeto de la presente invencidén pertenecen también
preparados combinados farmacéuticos que, ademas de un com-
puesto de la fdérmula general I y el portador farmacéutica-
mente tolerable, contienen un estrdgeno.

La dosificacién de los compuestos seglGn la invencidn
en los preparados anticonceptivos es de 0,01 a 5 mg, con
" preferencia de 0,01 a 2 mg por dia.

La dosis diaria en el tratamiento de trastornos pre-
menstruales es de aproximadamente 0,1 a 20 mg.

Los componentes gestagénicos y estrogénicos de 1los
principios activos se aplican preferentemente juntos por
via oral en preparados anticonceptivos. La dosis diaria se
administracidén preferentemente una sola vez.

Como estrdgenos en los preparados combinados segGn la
invencidén para la anticoncepcidén se tienen en cuenta estra-
diol y estrdgenos sintéticos, con preferencia etinilestra-
diol, pero también mestranol.

Ademds, se pueden usar ésteres del estradiol, de ellos
en especial el valerato de estradiol o también el benzoato
de estradiol.

El estrbégeno se administra en una cantidad diaria que

equivale en su accidn estrogénica a 0,01 a 0,04 mg de eti-
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dad Adiaria de 0,01 a 0,04 mg en talses preparvados anticon-

ceptivos.
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Los nuevos compuestos de la £8rmala gensral I tambiin
gz pusden emplesar en prepavados farmacéuticos para el tvra-
tamiento de trastornos pre-, peri- vy posmencpiusicos, asi
coms en preparados parz la terapia de reemplazo hormonal
(HRT) .

Cons eztridgencs en

recmplazo hormonal se
naturales, aohre todo =1 =3 ;adiol‘o su Ezter, por sejenpla,
valerato de eztradicl o también eztrdgencs conjugados (CEE:s
= Conjugated Eguine estrdgencs), tal como estin contenidos,
por ejemplo, en el preparado PREMARTIN®

También 2= deszcribid la incovporvacidn de Acido £&1lico

(WO 233/832910) o S5-metil-a-(
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eztakblez de cetrahidro-

0
nJ
_.
]
=]
y
i
L]
'?
E
[}
-
e
=
=
p
g
7]
I
=)
=
=
=
—
l_l
m
E
.;
m

folatoz con un gestidgeno solo y zobre todo con un gestigeno

y <con oun estrdgeno 3¢ describen en el documsnto WO

el Acido £451lico o 21 componente de tetrahidrofolato sirve

n de malformacionss del feto en madura-



cién. En este caso, se trata en primera linea de evitar de-
fectos del tubo neural (Neural Tube Defects) en el neonato,
una malformacidén corporal de peso.

Figura dentro del marco de la presente invencidén el
empleo de los nuevos gestdgenos segin la invencidén andloga-
mente a lo descrito en las publicaciones anteriores para
gestdgenos ya conocidos.

La formulacidén de los preparados farmacéuticos a base
de los nuevos compuestos se realiza en una forma en si co-
nocida, al elaborar el principio activo, eventualmente en
combinacidén con un estrdgeno, con las sustancias de soporte
usuales en galénica, diluyentes, eventualmente correctores
del sabor, etc., y convertirlo en la forma de aplicacidn
deseada.

Si los nuevos compuestos se usan solos o junto con un
estrdgeno, junto con acido fdélico y con un 5-metil-6-(S)-
tetrahidrofolato, se pueden preparar formulaciones corres-
pondientes, tal como se describe para gestdgenos ya conoci-
dos en las publicaciones anteriores.

Para la aplicacidén oral preferida, se tienen en cuenta
en especial comprimidos, grageas, cépsulas, pildoras, sus-
pensiones o soluciones.

Para la aplicacidn parenteral, son apropiadas en espe-
cial soluciones oleosas tales como, por ejemplo, soluciones
en aceite de sésamo, aceite de ricino y aceite de semillas
de algoddn. Para aumentar la solubilidad, se pueden afiadir

solubilizantes tales como, por ejemplo, benzoato de bencilo




o alcohol bencilico.

Tambhién <3 posible incorporar las sustancias segin la
invencién en un sistema transdérmico y aplicarle por via
transdérmica.

Asimismo, se pueden incorporar los nusevos compuestos,
golos o junto com o un egtrdgencs, en un sistema de adminis-
tracién que liberva =1 principico activeo o los principics ac-

tivos durante un periode prolongads, por ejenpls, un 3iste-

gistema pavra implantar dsbajo de la piel, del que 2e libe-
ran progresivamente Jdespuéas ds su aplicacidén en 21 dtero,

la vagina < la implantaciin debajo de la piel.

La accidn gestagénica ge determind tzal como se descri-
be en Muhn = al. (Muhn, P., Frattenuwacher, R., Beier, §.,
Elger, W., and Schillinger, E. (L995) . Drogpirenons:  a
novel progestogen with antiminevalocorticoid and antiandro-
genic activity. Pharwmacological characterication in animal

models. Contraception 51, 99-110).
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Se aparearon animales henbras con un peas de 200-230

g. Loz animales 3e ovariectomizaron el dia & post coitum



(p. c.) y se trataron con 5 ng/kg/d de”estrona. Los com-
puestos por ensayar se administraron en distintas concen-
traciones (3, 10, 30 mg/kg/d). El tratamiento se inicid el
dia 8 p.c. y se continudé durante 6 dias.

Evaluacidn:

Un dia después del Gltimo tratamiento se hizo autopsia
de los animales. Se calculd el grado de mantenimiento de la
prefiez por divisidén de la cantidad de fetos vivos por la
cantidad de sitios de implantacién comprobables. Fue deci-
sivo para la estimacidén de un feto como vivo la presencia
de un corazén latiente. Ninglin sitio de implantacidn reco-
nocible (controles ovariectomizados) se definidé como 0% de
mantenimiento de prefiez.

La EDsy (concentracidén en la que se produce el efecto
semimaximo) se determindé como magnitud para la potencia
gestagénica.

Se halld que los compuestos segin la invencidén dispo-
nen de una potencia gestagénica que es hasta cuatro veces

mayor que la accidén gestagénica de la drospirenona.

EDsgg
Drospirenona 10 mg/kg/d
Compuesto del Ejemplo 1 2,9 mg/kg/d
Compuesto del Ejemplo 2 3,4 mg/kg/d

Tabla 1: Accidén gestagénica de los compuestos en el ensayo
de mantenimiento de la preifiez.

Accibn gestagénica en ratas ovariectomizadas, correlacidn
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de valores farmacociniticos v efectos farmacodiniwmicos

A fin des describiv lz diferencia en su potencia Jgeata-

adicionalments = distintoz womsentos temporal, a fin de de-
cerninzy paridnetros farmacocinéticos. EL pretratamisnto de
laz ratas == realizd en ezte cazo oo 3¢ descoribid en =21
endays previco. S22 desarrelld un wedslo de farmacocinética

igiolégica uzands log programas PU-2IM verzidn

Cr, Estadozs Unidos) vy WinNenlin® Professicnal (versis
Phavsight Corp., Mountain View, CA, Eztadoz Tnidos).
), que 2e alcancd durants el experimen-
to, se refirid al efecto famacolégico medido, ez decir, =1

idento de la prefiec zleanzado. El wodsle permitid

de zeisz vecez inferioves pava loz compusstos seJgin la in-



AUC (sangre, calculada) en ra-
tas necesaria para el 80% de

mantenimiento de la prefiez

Drospirenona 1346 (pg*h/L)
Compuesto del 210 (pg*h/L)
Ejemplo 1

Tabla 2: Exposicidén necesaria para alcanzar el mantenimien-
to de la preflez (calculada)

Accibébn antimineralocorticoide de los compuestos en ratas

adrenalectomizadas (ensayos de diuresis)

La accidn antimineralocorticoide de los compuestos se
determind® tal c¢omo se describe en Losert et al. (Losert,
W., Casals-Stenzel, J., and Buse, M. (1985). Progestogens
with antimineralocorticoid activity. Arzneimittelforschung
35, 459-471).

Se adrenalectomizaron animales machos con un peso de
180-200 g 5 dias antes del experimento y se sustituyeron
con glucocorticoides. El dia 5 después de la adrenalectomia
se realizd un experimento de diuresis. A los animales se
aplicd una infusidén continua de solucidén isotdnica de NacCl
mas 5% de glucosa i. v. Con la administracién simulté&nea de
1 pg/kg/h de d-aldosterona, se logro un efecto constante
mineralocorticoide, reconocible por retencidédn de sodio ca-
liuresis. Los compuestos de ensayo se aplicaron s. c¢. en
distintas dosificaciones (3, 10 y 30 mg/kg), y la elimina-
cién de la retencidén de sodio inducida por la aldosterona

muestra un efecto antimineralocorticoide.
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Log animales se mantuvieron en jaulas wmetakdlicazs y =e
juntaron fracciones de orina por hora. Se determind la con-
centraciin de ionea acdio y potasic en la ovina por medio
de un procedimientos fotomitrico con llama, y 32 calculd el

T

{
!

cociente de Wa/rl. Loz cocientes de Na /P ge aplicaron en
funcién del rtiempo y 3= determind la superficie debajo de
la curva [AUC].

1l efecto

18

La EDgy (concentracién en la Jque produce

[37]
18

semimixing) 22 determind come magnitud pars la potencia an-

timineralocorticoide.

T

3= halld e los compuesstos segin la  invenci
aprorimadanente la witad de fuevkes a aprorimadamente igual
A

fuertes como antimineralcorticoides que la drospirvencona.

0

EDsq

Drospirencna 6,7 mg/kg

E_l

(%]
-
il
I_J

Compuesto Ejemplo 5,9 wmg/kg/d

b

Compussto del Ejemplo 12,26 mg/kg/a

Talla 2: Accidn antimineralocorticoids de los compusatos en
el ensayo de diurezis

Accidén antiandrogénica de los compussktoz in vitro en el en-

sayo de trangactivacidn antiandrogénica:
La ac2idn antiandirogénics se realizéd tal como e des-

crilbid en Schneider et al. (Schneider ., Graf E., Irran

E., Wicholson 3., Stainsby 7. M., Goodfellow M., Bovden 8.

A., Ieller 3., 3uassmuth E. D. y Fisdlexr H. F. (2008) Rendi-



goles A~C, New Steroids from Gordonia australis Acta 2299,
J. Antibiotics (Tokio) 61 (6), 356 -364).

Para cultivar las células utilizadas para el ensayo,
se usdé como medio de cultivo RPMI (PAA, #E15-49) con 10% de
FCS, 200 mM de L-glutamina, 100 U/100 pg/ml de penicili-
na/estreptomicina. Las lineas celulares informantes (célu-
las PC3 establemente transfectadas con receptor de andrdge-
nos humanos (hAR) asi como un constructo informante que
contiene la luciferasa bajo control de un promotor que res-
ponde a los andrdgenos (MMTV)) se cultivaron en una densi-
dad de 4 x 10* células por cavidad en placas de cultivo de
tejido blancas transparentes con 96 cavidades cada una
(Perkin Elmer, #P12-106-017) y se mantuvieron en medio de
cultivo con 3% de DCC-FCS (suero tratado con carbdn activa-
do, para eliminar los componentes perturbadores contenidos
en el suero). Los compuestos por ensayar se afladen ocho
horas mas tarde, y las células se incubaron con los com-
puestos durante 16 horas. Los ensayos se realizaron tres
veces. Al final de la incubacién, se elimind el medio que
contenia el efector y se reemplazd por buffer de lisis.
Después de haber afiadido el sustrato de ensayo de la luci-
ferasa (Promega, #E1501), se incorporaron las placas con
las 96 cavidades en un lumindmetro de microplacas (Pheras-
tar, BMG Labtech), y se mididé la luminiscencia. Los valores
de ICs, se evaluaron usando un software para calcular las
relaciones de dosis-efecto. La eficacia indica el porcenta-

je del maximo efecto en comparacién con el efecto maximo de
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un antiandrdgeno de veferencia (hidroxiflutamida).

Sz halld que los conpuestos 3eglin la invencidn son me-

2 antizndrogénicamente activ
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Drogpirenona 0,12 40,3

Compuesto del Ejemplo 1 0,24 19,3

Compuzsts del Ejemplo 2 0,16 31,9

Takla 4: Aocién antiandrogénica de log compuestos en 2l en-

P

Aecién antiandiroginica de los compussios en ratas orquidec-

Y]

Sz dAesterminé la accifn antiandrogénica de loz compues-

to3 tal cono 2 describe en Muhn et al. (Mulu, P., Uvatten-
macher, P., Beiesr, 2., Elgsr, W., =and &Schillinger, E.
(1995) . Drogpirencons: a novel progeatogen with antiminer-
alocorticoid and antiandwvogenic activity. Pharmacological

characterization in animal models. Contraception &1 29—

110).
En ezte caso, a2 ensayd la idonsidad de loz compusatos

icula minal

17}
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de inhilkir el crecimiento de la préstata, v ‘

v M, levator ani en funcidin de log andrdgensz en ratas jo-

venss, machos, castradas y con andrdgeno sustituido.

1]

Para <llo, primers se caztran vat

0

3 jévanes. Ocho dias
dzzpuéz A= la orquidectomia, loz animales reciben durante

gieztes dias 1 wy/lg/dia d= propionato de testogterona (TR)



s.c. solo o en combinacidén con las sustancias de ensayo (10
mg/kg/dia) .

El dia 15 después de la orquidectomia, se matan los
animales y se preparan la prdstata, la vesicula seminal y
M. levator ani y se determina el peso hGmedo relativo. El
crecimiento inhibido inducido por andrdgenos sirve como
magnitud para el efecto antiandrogénico. de la sustancia de
ensayo. El efecto antiandrogénico se convirtid en porcenta-
je de inhibicidén, con efecto total (100% de inhibicidn) con
un peso de la préstata equivalente al control del vehiculo
y 0% de inhibicidén con un peso de la prdstata equivalente

al tratamiento con TP.

Efecto antiandrogénico (% de in-
hibicidn)
Drospirenona o 22,5%
Compuesto del Ejemplo 1 < 0%
Compuesto del Ejemplo 2 | 3,8%
Ciproteronacetat A 4 73,1%

Tabla 5: Accidn antiandrogénica de los compuestos en ratas
orquidectomizadas Ratten

Concordantemente con su perfil clinico, se halld que
el acetato de ciproterona muestran un fuerte efecto antian-
drogénico y la drospirenona muestra un efecto antiandrogé-
nico menor, pero mas claro. Contrariamente a ello, se halld
que los compuestos segln la invencidén no muestran ningin

efecto antiandrogénico.
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n antiandroginica de los conpuestos en ratas ovguidec-

tomizadaz, ensayo ds la expresidén ginica

Cons modificacidén del ensayo de Hershbevrger descrito
con anterioridad, 32 mataron adiciocnalments imales 24
horaz  dezpués del primer tratamiento (1 wg/lky de TP, 10
my/loy de sustancia de ensayc) y loz tejidos de prdatata ze
congelaron por zhocl: inmediatamente despuga de la antopaia
vy luego se emplearvon para ¢l aizlamniento de mAPN. Por medio
dz un procedimiento de POR cuantitative (TagMan) , s endayd
la induccidén (factor de induccién de = veces) d2 ganes &3-
timil=sdos con andrigens, por ejemplo, la hiczintesis de ea-
teroides (p.ej.o, IDI1, NM _004503.2), 2ome magnitud para la
acciin androgénica de TP o bhien su inhibicidén por medio de

log compusstos segin la invencién. La inhikicidn se convir-

tid en % de inhibicién con inhibicidn total (100%) con un

factor d= induccidén de 1, y 0% de inhikiciin con un factor

de induccidn de TP.

Factor de induccidn
Efecto antiandrogé-

nico

administracién de TP (% Ae inhilkicidén)

Contral (TP) 7,07 0%

L
[¥e)
[
~J
o

TEF + DRSP S,

TP + Ejemplc 1 7,

[nr}
)
AN

o
o\°

TP + CPA

I_l
N
[y
o
Y
o0

TP = propionacc de testoztevrons; DESP = drospirencona; CFA =

acetato de ciproterona




Tabla 6: Accidén antiandrogénica de los compuestos: altera-
cibn de la expresidn génica

Concordantemente con su perfil clinico, se halld que
el acetato de ciproterona muestra un fuerte efecto antian-
drogénico y la drospirenona muestra un efecto androgénico
menor, pero claro. Contrariamente a ello, se halld que el
compuesto del Ejemplo 1 segGn la invencidén no muestra nin-
gin efecto antiandrogénico.

Los nuevos compuestos de la férmula general I se pre-
paran tal como se describen a continuacién segln la inven-
cién. La ruta de sintesis para las nuevas pregn-4-en-21,17-
carbolactonas sustituidas en el anillo C de acuerdo con el
Esquema 1 se desprende, p.ej., del conocido compuesto 1
[cAS: 95218-07-8, Nickisch et al.J.Med.Chem. 1985, 546-
550] .

La incorporacién de un enlace doble A’'*, por ejemplo,
por mesilacidén y separacidén [Chamberlin et al. J. Org.

Chem. 1960, 295] da el compuesto 2 (Ejemplo 1).
(o]

/\( 0
HC o,"” o H,C {\(

2

Esquema 1
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squema 2

Condiciones: a) Aspergillus ochraceus; b)) CH;30,CL, pividi-

na, DMAF; ) W=DAC, AcOH, DD, ) dibiromodime -
tilhidantoina, HF-pividina (a2l 70%), dicloromstanc; &)

EusEnH / ATEN / kenceno; £) 2, 2-dimstovipropans, pirvidinio-

pTa0H; ) CHy=CHCH,ORO (NMe,) o, n-Euli, THE; ) 1. N-

metilpirvrolidona, WadAc / Hy0, dibromadimsiilhidantoinza, 2.
LiBr / Li,C0y; i) (CH,4);S80-I, DMSO, NaH.

El Esquema 2 mueskbra otvo procedimients antez de la
sreparaciin del compuesto segin la invenciin

De la conocida 15f,16f-mztilen-androst-4-2n-2,17-diona

[(Wizchert et al. Chem. Eer. 106, 1973, 2:32] (4) 32 obtiene



(5) por hidroxilacién microbiolégica en un recipiente de
fermentacién con microorganismos que producen una hidroxi-
lacién del esteroide en posicidén 11, en especial la posi-
cién 1lla, p.ej., de las especies Absidia sp., Acremonium
sp., Ascochyta sp., Aspergillus sp., Bacillus sp.,

Beauveria sp., Botryodipoldia sp., Caldariomyces sp., Calo-

nectria sp., Colletotrichum sp., Curvularia sp., Fusarium
sp., Gibberella sp., Gloeosporium sp., Glomerella sp.,
Gnomonia sp., Haplosporella sp., Helicostylum sp.,
Helminthosporium sp. ., Metarhizium Sp.., Mucor sp. .,
Nigrospora sp. . Rhizopus sp., Sporotrichum sp..

Syncephalastrum sp., und Wojnowicia sp.

En especial, se usan Absidia orchidis, Absidia
coerulea, Acremonium strictum, Ascochyta clematidina,
Aspergillus alliaceus, Aspergillus awamori, Aspergillus
fischeri, Aspergillus flavus, Aspergillus malignus,
Aspergillus melleus, Aspergillus nidualans, Aspergillus
niger, Aspergillus  ochraceus, Aspergillus variecolor,
Bacillus megaterium, Beauveria bassiana, Beauveria tenella,

Botryodiplodia malorum, Caldariomyces fumago, Calonectria

decora, Colletotrichum phomoides, Curvularia lunata,
Fusarium oxysporium, Fusarium solani, Gibberella =zeae,
Glomerella cingulata, Gloeosporium fructigenum,

Gloeosporium higgensianum, Gloeosporium kaki, Gloeosporium
lacticolor, Gloeosporium olivarum, Glomerella fusaroides,
Gnomonia cingulata, Haplosporella hesperedica,

Helminthosporium sp., Helicostylum piriforme, Metarhizium
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splizas,  Mucor  pluambeus, Mucor  fpincsus,  Nigrospora
sphasrica, Rhizopus arrhizusz, PRhicopus cohnii, FRhizopus
izopus  japonicus, Rhizopus lazasnsis, Phizopus
microgporus, Phizopus oryzas, FPhizopuz  shanghsienais,
Rhizopus atolonifer, Rhizopus fyitici, Sporotrichum
sulfurescens, Syncephalastium racemoSurm, Wojnowicia
graminis und Wojnowicia hirta.

En particular, =z¢ udan Absidia orchidis (ATCC é&d7),

Acremcnium  ztrictum  (MERL  5752), 2zacochyta clematidina

(CB2), Aspergillus allisceus  (ATCC 10060), Aspergillus

Azpergillus malignus (IMI 16061), Azspergillus wmslleus
(CR2), Aapergilluz nidualans (ATCC  11267), Rzpergillus
niger (ATCOC  914:r ATCC  11394), Azpergillus ochraceus
(WPFRL4 0%, PRL 410, CES 132%2, ATCC 4¢504), Aspergillus
Bezuveria bassiana (IFD ©35333, ATCC 13114, IFD 4848, CES
11025, <BS 127Z6, ATCC 7185), Botvyodiplodia wmalorum  (CES
2450), Caldaviomycezs  fumago (ATCC 1é272), Calonectria
Aecora (ATCC 14767), Curvularia lunatz (I¥ 2, WRRL Z220),

Fusarium scolani (ATCC 2522), Fuzarium  oxyeporum  (ATCC

D}

7505), Gikberella zeae (CBS 4474), Glomevella cingulsata

ATCC 12057, ATSC 10524, CBS I2&845, CES 232745, ATCC 1léd4dd
! 14 ’ 7 1

IFO €452, IFG s425, IFD £470, ATCC 15053, ATCC 140522, IFO

5287, ATOC 56598, ATOC $46372), Glomerells fusarcides (ATCC

pu ot
)

98E2), Gnomonia  cingulata (B2 1822¢), aplosporsella

hezgperedica (CB2 208£27), Hzlicostylum piviforme (ATCC



8992), Helminthosporium sp. (NRRL 4671), Metarhizium
anisopliae (IFO 5940), Mucor plumbeus (CBS 29563},
Nigrospora sphaerica (ATCC 12772), Rhizopus arrhizus (ATCC
11145), Rhizopus oryzae (ATCC 4858, ATCC 34102, CBS 32947),
Rhizopus stolonifer (ATCC 15441), Syncephalastrum racemosum
(IFO 4827) y Wojnowicia graminis (CBS 89168).

El 1ll-hidroxiesteroide 5 luego se convierte por ejem-
plo por mesilacidén y eliminacidén basica del acido metansul-
fénico en el derivado A’?Y 7. Este se puede convertir, por
ejemplo, por medio de una bromofluoracidén del enlace doble
A°) segin procedimientos conocidos, por ejemplo, con reac-
tivo de Olah / N-bromosuccinimida [Olah et al. Synthesis
1973, 780] en la diona 8, y por medio de desbromacidén re-

ductiva, p.ej., con hidruro de tributilestafio, en la fluo-

rodiona 9. Después de proteger el sistema de 4-en-3-ona (9)
como éter diendélico 10, se establece 1la espirolactona,
p.ej.,.segﬁn el método de Sturtz [Synthesis 1980, 289] o
alternativamente a través de procedimientos conocidos [Bit-
tler Angew. i.e. 21 1982, 696; Laurent J. Steroid Biochem.
19 1983, 771]. El1 compuesto 11 se puede convertir, p.ej.,
por bromacidn del éter diendlico andlogamente a la disposi-

cién de [J. A. Zderic, Humberto Carpio, A. Bowers y Carl

<

Djerassi Steroids 1 1963, 233] y separacidédn de bromuro de ‘
hidrégeno por calentamiento del compuesto de 6-bromo con N
reactivos basicos como, p.ej., LiBr o Li,CO; en solventes
aproticos como, p.ej., dimetilformamida o 1l-metil-2-pirro-

lidona a temperaturas de 50-120°C o al calentar los com-
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pueatoz de é-brome en un aclventes comne oolidina o lutidina,
en la 4,6-dien-2-ona 12, El compussto 12 2¢ convierts por
nztenilacién del enlace dobls A® segin procedimientoz cono-
cidos, p.ej., con metiluire de Aimetilsulfoxonio [ver,
r.ej., los documentos DE-A 11 &3 500, DE-A 25 22 00, EF-A
0 01> &50, UsS-A 4,281, 029 . J. Corey vy M. Chaylaovsly,
J.Am. Chem., Soc. &4 1962, 8€7] en un compusesto 13, por 1o
cusal ze obtisene una mescla de los isdmercs oy [ (la rela-

cifn depends de los suatratos utilizados, preponderands el

igdmero £ mis clavament.
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cromatografia en cada uno de los isdmeros.

La incorporacién de un grupo 11-£f1ldor se pueds reali-

H.
{in

zar también

i

egin <1 Ezquema 2, por 2jemplo, a partir de

una ll-hidvomi-4-en-ona 5 por reaccidn con flucrurs d: no-

rano [(ver, p.=j., Bennua-3lzalwmowzlly, Tst. Lett. 1995, Z611]
con la formacidin des una mezcla del esteroids Az 11-flicr 9
b e et o Ae o ® e 227 Amand e A AS(11) vl d £n =

ante3s mencionads, asi como del desrivado A 7 taubién an-

SO -

-

tes mencionado, que 32 pueds geparar, por ejauplo, por O

matografis en cada uno de los compuestos, y luegs 22 pusde

3 indicd arviba.

13



Esquema 3
Condiciones: ¢’ / e’) NfF, DBU, THF; d - i) ver el Esquema

2.

14 MeO

o] MeO MeO

Esquema 4

Para todas las condiciones de reaccidn, ver el Esquema
2 (R = metilo, tolilo)

A partir del 1ll-hidroxiesteroide 5, se puede obtener
en cinco etapas la 4,6-dien-3-ona 18 segln métodos previa-
mente descritos, a partir de la que luego se obtiene el

compuesto 2 segln la invencién por metinelacidén del enlace
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En <1 oasc ds log compusstos intermediavios d= las
£érmulas 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19
Yy 20, se& trata de conpusstos completamente nuevos.  Por
ello, pertenezen todos al objesto ds la prezente invenciin.,

Ademis, su uao comd compueatos de partida e interme-

‘ t

]

Aiarics de loa compusstos de la £érmula general pertens-
cen al chijeto d= la presents invencidn.

Loz ziguientes ejemplos zirven para explicar la inven-
ciin con mayor detalle:
Ejemplo 1
6p,7p:,15p,16p-dimetilen-3-o0x0-17-pregna-4,9(11) -dien-
21,17p-carbolactona

a) 6f,7p;15p,16p-dimetilen-1lo-mesiloxi-3-oxo0-17-pregn-4-

en-21,17p-carbolactona

v
L
8

Una asolucidén de g de 63,7pH; 150, 16f~dimetilen-11a-
hidromi-2-oxo-17-pregn-4-z11-21, 170-carkolactona [Ccas:

95213

n_p

-07-%, Mlicliech et al. J. Mad. Chem., 1985, S1¢6-5E80] en

280 wml de pividins e wmecocld a 0 fC gokba a gota con 21,7 ml



de cloruro de mesilo, se agitdé durante 2 horas a 25 °C.
Luego se diluyd con acetato de etilo, se lavdé con solucidn
de hidrdégeno-carbonato de sodio, agua y solucidén de cloruro
de sodio hasta neutralidad, se secd sobre sulfato de sodio
y se concentré al vacio a 40°C. Se obtuvieron 30 g de
6B, 78;15B,16B-dimetilen-1la-mesiloxi-3-oxo-17-pregn-4-en-
21,17B-carbolactona pura en forma de sdélido.

'H-RMN (600 MHz, CDCl;): & = 6,01 (s, 1H), 5,46 (d(br), 1H),
2,69-2,61 (m,;ZH), 2,56-2,46 {m, 3H), 2,39 (m, 1H), 2,27
(d(br), 1H), 2,19-2,13 (m, 2H), 1,89 (m, 1H), 1,81 (dd(br),
1H), 1,72 {(m, 1H), 1,67 {(m, 1H), 1,52-1,45 (m, 2H), 1,37
(m, 1H), 1,31 (m, 1H), 1,28 (s, 3H), 1,06 (m, 1H), 0,94 (s,

3H), 0,58 (m, 1H).

b) 6p,7p;15B,16p-dimetilen-3-oxo0-17-pregna-4,9(11l) -dien-
21,17B-carbolactona

o)

o)

Una solucidén de 18,5 g de 6f,7p;153,16B-dimetilen-11la-
mesiloxi-3-oxo-17-pregn-4-en-21,17f-carbolactona en 50 ml
de &cido acético se mezcld a 25°C con 0,5 ml de acetan-
hidrido, se agitd durante 8 horas a 100°C de temperatura de
bafio. Luego se vertidé en agua, se extrajo tres veces con
acetato de etilo, se lavd con agua y solucidén de cloruro de

sodioc neutral, se secd sobre sulfato de sodio, y se concen-
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trd al vacio a 10°C. Se obtuvieron 15,2 g de éf, 7p-150, 160~
Aimstilen-2-o0xo-17-pregna-4,9(11) -dien-21, 17f-cavrkaolactona
cruda. Dezpufsz d= cromatografiar en gzl de =ilice con hexa-

oducta orua-

w
oy
b

}
=

no / acetato de etileo, 3e cbhtuvieron 7,5 '

do en forma de 351ido.

TH-EMN (400 MHz, CDCl,): 6 = 6,07 (s, 1H), 4,96 (m, 1H),
2,97 (=, 3H), Z,7%-2,%1 (m, 2H), 2,47-2,31 (m, 32H), 2,Z2-

1,84 (m, SH), 1,77-1,41 (m, 2H), 1,22-1,2% (m, 2H), 1,02

Ejemplo 2
6p,7f;15B,16p-dimetilen-11p-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-en-

21,17p-carbolactona

a) llo-hidroxi-15p,l6p-metilen-androst-4-en-3,17-diona
o)

~
O/\y ~

n matraz ds Brlenmeyer Jde 2 L, Jque 2onteniza 101 de
una solucidn nutrisnte esterilizada en autoclave durante 20
minutoz a 121 *C de 2% Jde glucosza monohidrats, 1% ds agua
de wmaiz hinchade, 0,2% de nitrato de sodio, 0,1% ds hidrd-

=

geno—-fozfate de potasic, 0,2% de hidrdgens-fosfats dipoté-

sico, 0,05% de clovure d= potzsic, 0,05% d= sulfate de wmag-

heptahidratads (regulado a pH &€,0), =3¢ inoould con un 2 wl
de cultivo helado ds DMZO de la cepa Aspergillusr ochracsus

(IIFFL 20%) y 2e agitd Jurante 71,5 hovas a 27 °C en un agJi-

1]



tador rotativo a 165 revoluciones por minuto. Con este pre-
cultivo, se inoculd® un fermentador de 20 L, que estaba re-
cubierto con 19 1 de medio estéril de la misma composicidn
final, tal como se describidé para el precultivo. Ademas,
antes de la esterilizacidn, se afladieron 1,0 ml de aceite
de silicona y 1,0 ml de Synperonic para combatir la espuma.
Este fermentador se incubd durante 47,5 horas a 0,7 bar de
sobrepresidn, una temperatura de 28 °C, una ventilacidn de
8 1 por minuto y una velocidad de agitacidén de 350 revolu-
ciones por minuto.

De este fermentador de 20 L, se extrajeron 2,5 1 de
precultivo, para inocular un fermentador de 56 L, que esta-
ba recubierto con 47,5 1 de medio estéril de la misma com-
posicién final, tal como se describidé para el precultivo.
Antes de la estefilizacién, se afiadieron 2,5 ml de aceite
de silicona y 2,5 ml de Synperonic. Después de una fase de
crecimiento de 10 horas a 0,7 bar de sobrepresidén, una tem-
peratura de 28 °C, una ventilacidén de 10 1 por minuto y una
velocidad de agitacidén de 350 revoluciones por minuto, se
afiadidé una solucidn de 10,0 g de 15p3,16Pf-metilen-androst-4-
en-3,17-diona en 200 ml de DMF. Se siguidé agitando y ai-
reando. Después de 26 horas, se cosechd el caldo de culti-
vo.

Del fermentador de 20 L se extrajeron 5,0 1 de precul-
tivo para inocular un fermentador de 100 L que estaba recu-
bierto con 95,0 1 de medio estéril de la misma composicidn

final, tal como se describid para el precultivo. Antes de
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turzs de 28°C, una ventilacidén de 20 1 por wmirmbo y ouna ve-
locidad de agitacidn d= 350 revoluciones por minuto, se
afiadid unz solucidn de 20,0 g de 1543, 16f-metilen-androst-4-
en-3,17-diocna en 400 wl d= DMF. Se siguid agitando y ai-

reands. Despuis ds 26,28 horas, s:2 cogechd el caldo de cul-

Aubos caldoz de cultive ze combinavon y e extrajeron
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oot 60 1 de metil-iso-butileoetona durant

fazez orgénicas combinadas s concentraron hasta 2acar. EL
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Se purificaron 100 wmg a3 través de HPLT preparativa

¥ 40 wm, Luna C18, 10 p, 100 A, agua-acetonitrilo 70

("]
I
D]

30, 100 ml/wmin)

P. f.: 228/247-249 °C

[l p= +48,6° (CHCl;, ¢ = 1.0700)

*H-RMIT (400 MH=z, TDCl,): 3 = 1,04 (3, 2H), 1,12-1,37 (m,
8H), 1,62 (dc, 1H), 1,77-1,91 (m, ZH), 1,93 (m, 1H), 2,03-

2,21 (m, 4H), =Z,31-2,5 (a, &H), 4,05 (w, 1H), 5,72 (=,

b) lloa-Mesiloxi-15B,16p-metilen-androst-4-en-3,17-diona



Una solucidn de 22 g de lla-hidroxi-15f,163-metilen-
androst-4-en-3,17-diona en 220 ml de piridina se mezcld a 0
°C gota a gota con 23 ml de cloruro de mesilo, se agitd du-
rante 2 horas a 25 °C. Luego se diluyd con acetato de eti-
lo, se lavd con solucidén de hidrdgeno-carbonato de sodio,
agua y solucidén de cloruro de sodio neutral, se secd sobre
sulfato de sodio y se concentrdé al vacio a 40 °C. Se obtu-
vieron 24,7 g de lloa-mesiloxi-158,16R-metilen-androst-4-en-
3,17-diona.

'H-RMN (600 MHz, CDCl;): & = 5,81 (m, 1H), 5,09 (m, 1H),
1,39 (s, 3H), 1,21 (m, 1H), 1,06 (s, 3H).

c) 15B,16B-metilen-androsta-4,9(11)-dien-3,17-diona
0

Una solucién de 25,6 g de 1llo-mesiloxi-153,1603-
metilen-androst-4-en-3,17-diona en 80 ml de &acido acético
se mezcld a 25 °C con 0,82 ml de acetanhidrido y se agitd
durante 8 horas a 100 °C de témperatura de bafio. Luego se
vertidé en agua, se extrajo tres veces con acetato de etilo,
se lavdé con agua y solucidén de cloruro de sodio neutral, se

secd sobre sulfato de sodio, y se concentrd al vacio a 40
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27, Despuégs de crigtalizay en acetakbo de etilc, 3= obbuvie-

TOn 16 metilen-androsta-4,92(11) -dien-3,17-

b
.
~
v
(o)
[t
(@)}
]
~
1=
e
o
|

diona.

H-RMN (G00 MHz, <CDCl): &6 = 5,79 {(m, 1H), &,%% (m, 1H),
1,8% (m, 1H), 1,6% {(m, 1H), 1,27 (3, ZH), 1,12-1,33 (Z2m,
2H), 1,00 (s, 3H).

d) 9a-Bromo-11p-fluoro-15p,16p-metilen-androst-4-en-3,17-

diona

de diclovometans 2 mezcold lentamente con 24,5 ml dz HFE /
piridina al 70%. En la solﬁcién chtenida =2e incorporaron
16,2 ¢g de 15(3,16f-metilen-androsta-4,92(11)-dien-3,17-Adiona
Yy 3¢ aJgitd durante 20 win a temperatura awmbiente. Lusgo ae
vertid zobre una meczcls ds 200 ml de agua amoniacal (al

28%) vy 200 ml d= hieslo, se extrajo Lreg vecez oon acetato

olucidn de clorure de sodio

de =tila, 2¢ lavd ocon ajua y

4]}

hasta neutralidad, se se2cd sobre zulfato de sodio y 22 con-
centyd al vacico a 40 °C. Dezpugs de cristalizar el residuo
en acstate de etilo, 32 obtuvieron 15,2 g de 9u-bromo-11p-

flucro-156, 16f-mztilen-androat-4-aen-3, 17-dicna.

H-RMII (E00 MHz, <DCl,): & = 5,81 (m, 1H), 5,28 (dt, 1H),

(R3]

1,695 (4, 3H), 1,175 (4, 32H).

e) 11B-Fluoro-158,16p-metilen-androst-4-en-3,17-diona



Una solucidén de 33,5 g de Yoa-bromo-11f-fluoro-15f3,16p-
metilen-androst-4-en-3,17-diona en 480 ml de benceno se
agitd con 42 ml de hidruro de tributilestafio y 416 mg de
azo-bis-isobutironitrilo durante 30 min a 80 °C. Se concen-
tré al vacio y el residuo se cromatografid en Kieselgel 60.
Después de cristalizar en acetato de etilo, se obtuvieron
18,7 g de 11p-fluoro-15p,16p-metilen-androst-4-en-3,17-
diona.

'H-RMN (600 MHz, CDCl;): & = 5,73 (m, 1H), 5,28 (dg, 1H),

1,395 (4, 3H), 1,175 (d, 3H).

f) 11p-Fluoro-3-metoxi-15p,16B-metilen-androsta-3,5-dien-
17-ona
0]
F
o

En una suspensién de 10,79 g de 11B-fluoro-15B,16p-
metilen—-androst-4-en-3,17-diona en 220 ml de 2,2-dimetoxi-
propano se incorporaron 1,3 g de tosilato de piridina. Lue-
go se agitdé durante 3 h a 100 °C de temperatura de bafio.
Tras enfriar hasta temperatura ambiénte, se afiadieron 2,5
ml de trietilamina y se concentré al vacio hasta sequedad.
El residuo se agitd con 30 ml de metanol y se filtré por

succién. Se obtuvieron 9,6 g de 11p-fluoro-3-metoxi-
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183, 16f-metilen-androsta-3, 5-dien-17-ona.
"H-RMN (£00 MHz, CDCl3): & = &,27-5,19 (m, 1,5H), &,14 (m,

1H), 3,60 (&, 3H), 1,17 (m, &H).

L)
oo
—~
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g) 11p-Fluoro-3-metoxi-158,16Rf-metilen-17-pregna-3,5-dien-

21 ,17p-carbolactona
o)

Sz dizpusiercon 21 wml d= aclucién 1,6 M e hutil-litio

incorpovaron 22 wl  de IT,,10,M-tetrametiletandiamina y o oS
dzjé& zalentar hasta tempevatura ambiente. Se afladid una z2o-

lucién de= 15 g de  11p-flucre-3-metoxi-150, 16f-metilen-

d

androsta-2,5-dien-17-cna en 50 wml de tetrzhidrofuranc y se
agitsd postericrmente durante 4 horas a temperatura ambhien-
te. Luego 2 afladid zolucién acucea =aturada de cloruro d=
amonico vy o2 vertid en agua, s extrajo Lrez vecsesz Con ace-
»ooon agua Yy osclucidén de cloruro de
» 3cbre sulfato de aodio, y 3¢ concen-
tréd al vacio a 40 2C. Dezpués de cristalizar en acetabo de
etila, &e okhtuvieron 15,8 g de 11f-flucvo-3-metoxi-150,160-
metilen-17-pregna-2, 5-dien-21, 17 -carbolactona

"H-FMN (300 MH=z, CDCl,): & = 5,28-%,2% (w, 1,8H) 5,17 (m,



1H), 5,09 (g, 0,5 H), 3,63 (s, 3H), 1,20 (m, 6H), 0,53 (m,

1H)
h) 11B-Fluoro-15p,16p-metilen-3-oxo-17-pregna-4, 6-dien-
21,178-carbolactona

o)

o)

A una suspensién de 13,5 g de 1l1f-fluoro-3-metoxi-
153, 16R-metilen-17-pregna-3,5-dien-21, 17f-carbolactona en
150 ml de 1l-metil-2-pirrolidona se afiadieron en porciones
sucesivamente a 0 °C 14,5 ml de una solucidén al 10% de ace-
tato de sodio y 5,11 g de 1,3-dibromo-5,5-dimetil-
hidantoina. Luego se agitdé durante 0,5 horas a 0°C (bafio de
hielo), se mezcld con 4,86 g de bromuro de litio asi como
4,27 g de carbonato de litio, y se agitd durante 3,5 horas
a 100 °C de temperatura de bafio. Luego se vertid en agua
helada / cloruro de sodio y se filtrd el precipitado. Des-
pués de cromatografiar en Kieselgel 60 (elucidn con hexano
/ acetato de etilo 1:1) se obtuvieron 9,1 g de 1llpf-fluoro-
15@, 16R-metilen-3-oxo-17-pregna-4, 6-dien-21, 173~
carbolactona.
'H-RMN (600 MHz, CDCl;): & = 6,41 (m, 1H), 6,22 (m, 1H),
5,68 (s, 1H), 5,11 (dq, 1H), 1,31 (4, 3H), 1,21 (4, 3H),
0,60 (m, 1H). |

i) 6p,7B:;15p,16p-dimetilen-118-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-en-
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21,17B-carbolactona
0

o)

A una solucidin de 12,41 g de yoduro de trimetilsul-
foxonico en 250 ml de DM30 =zeco, 2 afladieron a Cemperatura
amnbients en porciones 2,39 g 4z hidrure d: aodic (60% en
aceite mineral) y se deja agitar a temperatura ambiente du-
rante 2 horvaz una ves finalizada la adicidn., Luegs g& in-

ilen-2-oxo-17-
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pregna-4, 6-dien-21, 17f-carkolactona ¥y 32 agitd durante 6
horaz a tempervabura ambients. Lusgs ¢ vertid achre agua,
se extrajo tres vecez con acetatos ds etilo, se lavd con
agua y scolucién de cloruro de zodio neutral, se sz20d sobre
gulfats des godic y 22 concentrd al vacic z 409C. Para puri-
ficar, ge cromatografid en Tieselgel €0 (elucién con hema-
nozacetato de eiilo 1:4) . Se2 obhtuvieron como fraccidn A 2,6

g de GR,TR;LEF,16R-dimetilen-11L-flncro-2-omo-17-pregn-4-

M3 (EI): m/= = 234 (M%), 245, 272, 260;
M-RMN (600 MHz, <DC1l,): & = 5,99 (s, 1H), 5,07 (d(br), 1H),
2,69-2,¢61 (wm, 2H), 2,82 {(m, 1), 2,43 (A(br), 1H), 2,25 (m,

iH), z,27 (w, 1H), 2,17-2,10 (m, Z2H), Z,02-1,%% (m, ZH),

1,23 (wm, 1H), 1,¢3-1,6¢2 (m, 2H), 1,81-1,%2 (m, Z2H), 1,413

(m, 1H), 1,40 (m, 1H), 1,23 (i, 2H), 1,2% (w, 1H), 1,21 (m,



1H), 1,15 (4, 3H), 1,04 (m, 1H), 0,59 (m, 1H).

Método de sintesis alternativo del Ejemplo 2:

c¢’) 15B,16B-metilen-androsta-4,9(11)-dien-3,17-diona y e’)
11p-fluoro-15p,16p-metilen-androst-~-4-en-3,17-diona

0
F

o) o)

Una solucidén de 630 mg de lloa-hidroxi-15f3,163-metilen-
androst-4-en-3,17-diona en 16 ml de tetrahidrofurano se
mezcld a 0 °C gota a gota con 0,47 ml de 1,8-diazabiciclo-
[5.4.0] ~undec-7-eno (1,5-5) de modo tal que la temperatura
interna no superara los 5°C. Luego se agitd durante 30 min
a 0°C, se mezcld gota a gota con 0,55 ml de fluoruro de
dcido perfluorobutan-l-sulfdénico de modo tal que la tempe-
ratura interna no superara los 5°C y se agitd durante otras
1,5 horas a 0°C. Luego se diluydé con acetato de etilo, se
lavé con acido sulfiGrico 2 M, solucidn saturada de hidrége-
no-carbonato de sodio y agua, se secd sobre sulfato de so-
dio y se concentrdé al vacio a 40°C. Por cromatografia en
gel de silice, se obtuvo después de elucidn con hexano /
acetato de etilo (1:1) 158,16Bf-metilen-androsta-4,9(11)-
dien-3,17-diona como fraccidén 1.
1H-RMN (600 MHz, CDCl;3): & = 5,79 {m, 1H), 5,55 (m, 1H),
1,85 (m, 1H), 1,65 (m, 1H), 1,37 (s, 3H), 1,12-1,33 (2m,
2H), 1,00 (s, 3H).

Como fraccidén 2, se aisld 11B-fluoro-153,16f-metilen-

androst-4-en-3,17-diona.
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M-EMN (600 MHz, <DCl;): & = 5,73 (m, 1H), 5,28 (dg, 1H),
1,355 (4, 3H), 1,175 (4, 2H).

Ejemplo 3

6a,7a;15B,16p-dim=stilen-11-fluoro-3-oxo0-17-pregn-4-en-

21,17p-carbolactona
0

-
)

Comos fraccidn B del Ejemplo 2 se obtuvieron 0,37 g de
6c, 7c; 156, 16R3-Adimetilen-11-fluoro-3-oxo~-17-pregn-4-<n-
21,17Bf-carbolactona.

MS (EI): m/z = 384 (M');

M-FMI (500 MHz, CDCls): & = 5,94 (s, 1H), 5,08 (d(br), 1H),
1,35 (s, 3H), 1,2% (m, 1H), 1,21 (wm, 1H), 1,20 (d, 3H),
1,00 (wm, 1H), 0,76 (A4Ad, 1H), 0,54 (m, 1H) 0,423 (w, 1H).

Métodos de s

[
a}
U
g
/3]
I.-l.
5]
m
'—l
t
1]
]
=]
[V
ct
|.l.
<
(o]
n
Q.
o
'_I
=
.
m
3
s
|_l
(v}
'._-\

1.* variante
a. lla-hidroxi-3-metoxi-15f,16p-metilen-androst-3,5-dien-

17-ona

En una suspensién de 27 g de 1le-hidroxi-15(0, 160-we-

tilen-androst-4-2n-2,17-Aiona en 422 ml de 2, 2-dimetoxipro-

3

pano, 2 incorporavon 2,2 g de tosilato de pilridinz. Luego

)

Py

»



se agitd durante 18 h a 100°C de temperatura de bafio. Tras
enfriar hasta temperatura ambiente, se afiadieron 10 ml de
trietilamina y se concentraron al vacio hasta sequedad. El
residuo se agitd con 60 ml de metanol y se filtrd por suc-
cién. Se obtuvieron 14,3 g de llo-hidroxi-3-metoxi-15f3,16p-
metilen-androst-3,5-dien-17-ona.

'H-RMN (400 MHz, CDCl;): & = 5,33 (4, ancho, J=3,8Hz, 1H),
5,14 (s, ancho, 1H), 4,07 (m, 1H), 3,58 (s, 3H), 1,79 (m,
1H), 1,13 (s, 3H), 1,02 (s, 3H).

b) lla-hidroxi-3-metoxi-15f,16p-metilen-17-pregna-3,5-dien-

21,178-carbolactona
0

Se dispusieron 66,6 ml de solucidén 1,6 M de butil-
litio (en hexano) a -50°C y se afladieron gota a gota 10,24
g de alil-tetrametilfosforodiamidato, disuelto en 13 ml de
tetrahidrofurano. Después de agitar durante 30 min a -20°C,
se incorporaron 16 ml de N,N,N,N-tetrametiletandiamina vy
luego se afiadidé gota a gota una solucidn de 5 g de 1llo-
hidroxi-3-metoxi-15B, 16p-metilen-androst-3,5-dien-17-ona en
33,5 ml de tetrahidrofurano. Se calentd hasta temperatura
ambiente y se agitd luego durante 30 minutos. Luego se afia-
dieron 25 ml de solucidn acuosa saturada de cloruro de amo-

nio y se vertidé en agua, se extrajo tres veces con acetato

4

e
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dz etilo, se lavd con agua y sclucidn de clomuro d: sodio
neutral, ze z2ecd sobre sulfatoe de sodio y e concentrd al
vacio. Despufs de cristalizar en fter diisopropilico, 3e
chtuvieron 2,85 ¢ de 1lu-hidroxi-3-metoxi-1503,16f-metilen-
17-pregna-2,5-dien-21,17f-carbolactona.

H-FEMIT (400 MHz, CDC1.): ¢ = 5,31 (4, anchs, J=1,0Hz, 1H),
5,14 (3, ancho, 1H), 4,06 (m, 1H), 3,58 (3, ZH), 1,14 (s,
ZH)Y, 1,02 (s, 3H), 0,46 (m, 1H).

c) llo~-hidroxi-15f,16B-metilen-3-oxo-17-pregna-4, 6-dien-

21,17p-carbolactona
o)

A una augpengidin ds 12,5 g de 1le-hidrowi-2-metoni-
15, 16f-metilen-17-pregna-2,5,9(11) —trien-21, 17f-cavkolac-

tona en 144 wl de l-wetil-2-pivrclidonz, 2 afladieron z=n

)

Sorclonez gucesivamentes a 090 14,2 ml de ana solucidn szl
1
102 Az acetabo de zodio vy 4 g d= 1,2-dibrons-5, 5-dimetilhi-

danteoina. Luego 22 agicd durante 0,5 horas a 0°C (bhafio de2

[x(»)

hizls), z2e meczcld con 4,22 g de bromuro Jde litic y 4,21 g
de carbonato de litio y 3= aJitd durante 3 horas a g0°C d=

temperatura de hafio., Luego s vertild en solucidn acuosa za-

W
cr
n]

curada helada de clowuro de sodic, se& extrajo con acet

Az etile, se lavé la fase orgénica <con agua Yy solucidn

{

o

Curada de clorure ds aodio, 32 2ecd aobre sulfate

Cll

ACVES 2



de sodio, se filtrd y se concentrd el filtrado hasta seque-
dad. Se obtuvieron 12,8 g de llo-hidroxi-15f3,163-metilen-3-
oxo-17-pregna-4,6-dien-21, 173-carbolactona como  producto
crudo. Para fines analiticos, se cromatografid® una muestra
de gel de silice con una mezcla de hexano y acetato de eti-
lo.

'H-RMN (400 MHz, CDCl;): & = 6,34 (d, ancho, J=9,6Hz, 1H),
6,20 (4, ancho, J=9,6Hz, 1H), 5,71 (s, ancho, 1H), 4,05 (m,
1H), 1,95 (m, 1H), 1,85 (m, 1H), 1,29 (m, 1H), 1,25 (s,
3H), 1,09 (s, 3H), 0,57 (m, 1H).

d) lla-Mesiloxi-15p,16p-metilen-3-oxo-17-pregna-4, 6-dien-

21,17B-carbolactona
(o]

|
0=$=0
OI".

12,8 g de lla-hidroxi-15p3,16R-metilen-3-oxo-17-pregna-
4,6-dien-21,17Rf-carbolactona se disolvieron en 113 ml de
piridina. Luego se afladieron gota a gota 10,91 ml de cloru-
ro de acido metansulfdnico. Se agitd durante 90 minutos a
temperatura ambiente y se vertid en 1,5 1 de agua helada.
Después de agitar durante dos horas, se filtrd por succiédn,
la torta filtrante se secd y se cromatografid en gel de si-
lice con una mezcla de hexano y acetato de etilo. Se obtu-
vieron 5,4 g de lloa-mesiloxi-15f,16pf-metilen-3-oxo-17-
pregna-4,6-dien-21,173-carbolactona.

H-RMN (400 MHz, CDCl;): & = 6,33 (d, ancho, J=9,6Hz, 1H),
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carbolactona

0]

Se agitaron 14,2 ml de Acido acético, 0,16 ml ds ace-
tanhidvide v 2,244 g de acetate de sodic a 20%C, hasta Jque

ge dizolvid 21 acetatoe de zodic. 2 23ta solucidn, 2e afia-
3 g de  1lee-mesilo=i-15f3, l&6f-metilen-2-omo-17-
pregna-4,6-dien-21,17f-carhaolactona. Despuis de agitar du-

rante & hovas =z 100°C, 3= vertid schre agua helada y ze ei-

trajo tres vecss con acetabto de ekbilo. Dezpunés ds lavar la
fase orxgénica con agua, solucidn acuocga saturada de cloruro

de zodic y secar sobre zulfato de magnesic, ege £iltrd y el
filtrado 3:& concentrd. Después de cromatografiar en gel de
gilice con una mezcla de hexano vy acetato Jde etileo, ge ob-
tuvieron z,12 J e 150, 16F~meiilen-2-cxo-17-pragna-
4,6,9(1l1) -trien-21,173-carkolactona.

M-REMN (300 MHz, <DC1l;): & = &,26 (d, ancha, J=9,¢Hz, 1H),

6,24 (4, =ancho, JI=9,6Hz, 1H), 5,72 (3, ancho, 1H), &,12 (m,



£) 6B,7B;15B,16p-dimetilen-3-0oxo-17-pregna-4,9(11l)~dien-

21,17B-carbolactona
@)

o)

A una solucidén de 0,52 g de yoduro de trimetilsulfoxo-
nio en 4 ml de DMSO seco se afladieron a temperatura ambien-
te en porciones 0,09 g de hidruro de sodio (60% en aceite
mineral) y se dejdé agitar a temperatura ambiente durante 2
horas una vez finalizada la adicidén. Luego se incorporarén
a 0 °C 0,2 g de 1583, 16p-metilen-3-oxo-17-pregna-4,6,9(11)-
trien-21,17R-carbolactona y se agitd durante 2,5 horas a
temperatura ambiente. Luego se incorpord la preparacidn en
100 ml de &cido sulfirico (8% en volumen) y se extrajo con
acetato de etilo. La fase organica se lavd sucesivamente
con agua y solucibén saturada de cloruro de sodio, se secd
sobre sulfato de sodio y se filtrd. Tras concentrar al va-
cio y cromatografiar en gel de silice con un eluyente de
acetato de etilo y hexano, se obtuvieron 30 mg de
6B, 7R;15B,16B-dimetilen-3-oxo-17-pregna-4,9(11l)-dien-
21,17B-carbolactona.

Datos espectroscdpicos, comp. Ejemplo 1b.

2.®* Variante

a. 3-Metoxi-15B,16p-metilen-androst-3,5,9(11l)-trien-17-ona
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En una suspensién de 6,4 g de 150, 16f-metilen-androst-

4,4,9(11)-trien-3,17-dicna an 106 ml de 2,2

~ ]

nasdta temperatura ambiente, =22 afadieron

o
om
b
[x]
-3
=
a
13}
)
)
I=h
=
=
Al
=
—

£ wml dz piridinag y 3¢ concentrd despugs d= 5 minutos al va-
cio hazsta sejquedad. El residuc ze agitd con 120 wml ds neta-

de 23—~

1Y

nol y se £iltrd por succién. Se obtuvieron 4,1E

w

netoxi-188, 1éb-metilen-androst-2, %, 2 (11) -trien-17-ona.
'H-FMN (400 MHZ, Chly): & = 8,47 (3, ancho, 1H), 5,22 (s,
ancho, 1H), 5,19 (3, ancho, 1H), 2,89 (s, 3H), 2,70 (m,

2H), 2,22 (m, 1H), 1,83 (m, 1H), 1,66 (m, 1H), 1,1 (3,

b) 3-Metoxi-15f,16p-metilen-17-pregna-3,5,9(11l)-trien-

21,17Bp-carbolactona
0

o

Se digpusicron 42,2 ml de solucién 1,6 M de kutil-

litic (en hexano) a -50°C y 2o afiadieron gota 3 gota 6,51 3

ilfozforodianidate, disuelto en 11,4 wl de

o,
1]
Q)
1—
l_l
1=
|
(:I'
t
o
=
m
=
M
T

tetcrahidrofurans. Después de agitar durante 30 min a -2Z0°C,



se incorporaron 10,21 ml de N,N,N,N-tetrametiletandiamina y
luego se arfiadid gota a gota una solucidén de 4,14 g de 3-
metoxi-15f3, 16f-metilen-androst-3,5,9(11l)-trien-17-ona en
29,4 ml de tetrahidrofurano. Se calent® hasta temperatura
ambiente y se agitdé luego durante 30 minutos. Luego se afia-
dieron 21 ml de solucidn acuosa saturada de cloruro de amo-
nio y se vertidé en agua, se extrajo tres veces con acetato
de etilo, se lavd con agua y solucidédn de cloruro de sodio
neutral, se secd sobre sulfato de sodio y se concentrd al
vacio, con lo cual se inicidé la cristalizacidén. Tras fil-
trar por succidn del solvente residual, se obtuvieron 3,14
g de 3-metoxi~-15f,1l6R-metilen-3,5,9(11l)-trien-21,17R-
carbolactona.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): & = 5,45 (s, ancho, 1H), 5,32 (s,
ancho, 1H), 5,18 (s, ancho, 1H), 3,59 (s, 3H), 1,15 (s,
3H), 0,96 (s, 3H).

c) 15B8,16B-metilen-3-oxo-17-pregna-4,6,9(11)-trien-21,17p-

carbolactona

A una suspensidén de 2,2 g de 3-metoxi-15f,16f-metilen-
17-pregna-3,5,9(11) -trien-21,17B-carbolactona en 35 ml de
l1-metil-2-pirrolidona, se afladieron en porciones sucesiva-

mente a 0°C 1,7 ml de una soclucidén al 10% de acetato de so-

o
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mezcld con 0,283 g de bromaro ds litio, asi como 0,74

W
)
I\

carkonato de litic, y e agitd durante 2,5 hor%a a 100°C de
Lafico. Lusge se vertid en agua heladsn/cloruro
de sodic y se filtrd =1 precipitads. Deapuis de cromatogra-
fiar en Iieselgel &0 (2lucién con hexano/acetato de etilo
1:1) se obtuvieron 1,2 g de 158,16f-metilen-3-axo-17~
pregna-4,6,9(11) -trien -21,17f-carbolactona.

Para datos espectroscépicos, comparar la 1.° variante 2.

d) 6p,7p;15B,16p-dimetilen-3-o0x0-17-pregna-4,9(1ll) ~dien-

21,17p-carbolactona
)
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REIVINDICACIONES

1. Pregn-4-en-21,17-carbolactonas de la férmula ge-

neral I

férmula I

en donde

R®7 es un metileno en posicién o o By

R’ es un atomo de hidrégeno y R' es un atomo de bromo, clo-
ro o fltor, o

R’ v R son juntos un enlace.

2. Pregn-4-en-21,l17-carbolactonas de acuerdo con la
reivindicacién 1, caracterizadas porque R’ se halla en la
posicidn «.

3. Pregn-4-en-21,l7-carbolactonas de acuerdo con la
reivindicacién 1, caracterizadas porque R'' se halla en la
posicién B.

4. Pregn-4-en-21,l17-carbolactonas de acuerdo con la
reivindicacién 1, caracterizadas porque el atomo de haldge-
no R* es un 4tomo de fliGor o de cloro.

5. Pregn-4-en-21,17-carbolactonas de acuerdo con la
reivindicacidén 4, caracterizadas porque el atomo de haldge-
no R es un atomo de flior.

6. 63,7B;15B8,16R-dimetilen-3-oxo-17-pregna-4,9(11) -

dien-21,17p-carbolactona de acuerdo con 1la reivindicacidn
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7. Pregr-4-en-21, 17-carvbolactonas de acuerds con la

I

n
hY]
(T

_t

reivindicaciin 1, a W1,

11f~clora-606, 74,150, 16f-dimetilen-2-oxo-17-pregn-~4-an-

[

1,17p~carkolactona
6B, 781503, 160-dinetilen-11-£flncro-3-ocxo-17-pregn-4-an-
21,173-carkolactona
6o, Te; LE5B, 16p-Adimetilen-1108-flucro-2-oxo-17-pregrn-~4-en-

21,17f-carnolactona.

nen al wmenos

I\

8. Preparados farwmacéuticoz qus conti

un compusstce de la fArnmla generval T de acuerdo con la rei-

agl coms un portador farmacéuticamente acep-

vindicacién 1,

table.

rel-

-3 farmacénticozs de acuserdo con 1a

vindicaciin & que contienen &R, 7p;15f, 16R-dimztilen~-3-axo-

17-pregna-4, 9(11) ~dien-21, 17f~-zarbolactona.
10, Preparados farmacéuticos ds: acuerds con la rei-

vindicaciin 8 que conkienen 63, 76;15%p, 16f-dimetilen-1103-

flucro-2-cmo-17-pregn-4-2n-21, 17 -carbalactona.
11. Pieparados farmacéuticozs ds acuerds con la u

vindicaciéin &, 2 & 10 que tamdién conbtienen al wenos un es-

trégeno.

l_l
w
]
D
I,_l
1

farmaciubcicoza Jde aousrds oon

13}

12. Preparado

indicacidén 11 cqu=s contiensn etinilestradiol.

l_l
o
=
1]
'—l
t

12. Preparadosd farmacéuticoz Jde aonerds con

vindicacién 11, gue contiensn un estrdgens natural.

l_}

o

L

1]

[._l
i

I=h

armacéuticoz d= acuerds con

14 . Preparados



vindicacidén 13, que contienen estradiol.

15. Preparados farmacéuticos de acuerdo con la rei-
vindicacidén 13, que contienen valerato de estradiol.

16. Preparados farmacéuticos de acuerdo con la rei-
vindicacién 13, que contienen al menos un estrdgeno conju-
gado.

17. 1lo-hidroxi-15p,16p-metilen-androst-4-en-3,17-
diona como compuesto de partida para la preparacidén de 1los
compuestos de la férmula general I.

18. Procedimiento para preparar lloa-hidroxi-15f3,16B-
metilen-androst-4-en-3,17-diona, caracterizado porque la
15B, 16pf-metilen-androst-4-en-3,17-diona se hidroxila en un

recipiente de fermentacidn con microorganismos de las espe-

cies Absidia sp., Acremonium sp., Ascochyta sp.,
Aspergillus sp., Bacillus 4sp., Beauveria sp.,
Botryodipoldia sp., Caldariomyces sp., Calonectria sp.,
Colletotrichum sp., Curvularia sp., Fusarium sp.,
Gibberella sp., Gloeosporium sp., Glomerella sp., Gnomonia

sp., Haplosporella sp., Helicostylum sp., Helminthosporium
sp., Metarhizium sp., Mucor sp., Nigrospora sp., Rhizopus
sp., Sporotrichum sp., Syncephalastrum sp. y Wojnowicia sp.

19. Procedimiento de acuerdo con 1la reivindicacién
18, caracterizado porque se hidroxila con Absidia orchidis,
Absidia coerulea, Acremonium strictum, Ascochyta
clematidina, Aspergillus alliaceus, Aspergillus awamori,
Aspergillus  fischeri, Aspergillus  flavus, Aspergillus

malignus, Aspergillus melleus, Aspergillus nidualans,
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niger, Azpergillus
_________ Bacillusz
Botryowliplodia
fumago, sctria decora,
Curvularia

Gikbzrella

fructigyenum,
cingulata,

fusaroides, Gnomonisa

elminthosporium sp., Helicostylum

Mucor  plumbens, Mucor
Rhizopus arrn
delzmar, Rhizopus
Rhiza

microsporus, pUS  orysas,

Rhizopus

sulfurezce

?‘J
N
n
[\
3
2
1
[
"
b
(=)
o
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1
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[
al
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graminis y Wojnowicia hirta.
20. Procedimients de acusydo
19, caracterizado porJqus

(ATCC £647), Ac ium  SEri

= T o]

clematidina (CEZ2), Asgpergillus

(CB2), Aspergl

1020), Azpergillus malignus (IMI

Azpergillus nigsr (ATCC 5112, ATCC
ochraczus (NFFRL40S,

(ATCC

variecolor

ochraceus,
malorm,
Colletotrichum

oxyEporium,  Fusarium

Glososporium higyensianum,
5, Glososporium

Haplozpore
pirifo

spincsus,

Ericic

o la
hidyrorila
Ictum  (NPERL

alliacesus

nidusalans

Aspergillus

Ihazziana,
Caldariomyces
phomoides,
Zolani,

Gloeosporium

Gloecsporium Jaki,

olivarum, Glomerella
clla hespersdica,
Ium

rmz, Metarhi:

Nigrospora
Rhizopus
Jrazasnsis, Rhizopus
shanghaienzisz,
Sporatirichum
Wojnowicia
reivindicacién

Abgidia orchidisz

O
E75% ) ; Azoc u,’h) ta

(BT 100640),

fizcheri (ATCC

16041),

Azpezrgyillus

(AT 11267),

1 yaterium



(ATCC 13368), Beauveria bassiana (IFO 5838, ATCC 13144, IFO
4848, CBS 11025, CBS 12736, ATCC 7159), Botryodiplodia
malorum (CBS 13450), Caldariomyces fumago (ATCC 16373),
Calonectria decora (ATCC 14767), Curvularia Ilunata (IX 3,
NRRL  2380), Fusarium solani (ATCC 12823), Fusarium
oxysporum (ATCC  7808), Gibberella  zeae (CBS 4474),
Glomerella cingulata (ATCC 12097, ATCC 10534, CBS 23849,
CBS 23749, ATCC 16646, IFO 6459, IFO 6425, IFO 6470, ATCC
15093, ATCC 10529, IFO 5257, ATCC 56596, ATCC 64682),
Glomerella fusaroides (ATCC 9552), Gnomonia cingulata (CBS
15226), Haplosporella hesperedica (CBS 20837), Helicostylum
piriforme (ATCC 8992), Helminthosporium sp. (NRRL 4671),
Metarhizium anisopliae (IFO ©5940), Mucor plumbeus (CBS
29563), Nigrospora  sphaerica (ATCC 12772), Rhizopus
arrhizus (ATCC 11145), Rhizopus oryzae (ATCC 4858, ATCC
34102, CBS 32947), Rhizopus stolonifer (ATCC 15441),
Syncephalastrum racemosum (IFO 4827) y Wojnowicia graminis

(CBS 89168) .
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PREGMN-4-EN-21, 17-CARBOLACTONAS SUSTITUIDAS EN EL ANILLO C,

ASI COMO PREPARADCS FARMACEUTICOS QUE LAS CONTIENEN

RESUMEN
La pressente invencién se reficsre a pregn-4-=n-21,17-
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~ e .
o ~ 6,7
férmula I

en donde
R®7 23 un metilenc en posicién o o By
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‘ Formblatt PCTNSA/210 (Blatt 2) (April 2005)

Seite 1 von 2



INTERNATIONALER RECHERCHENBEF{ICHT

Internationalzs Aktznzeichen

PCT/EP2009/003716
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Betr. Anapruch Mr.

A

WO 2007/025780 A (RECORDATI IRELAND LTD
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8. Marz 2007 (2007-02-08)
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US 3 539 558 A (RROWN EDWARD A)
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EDWARD A. BROWN ET AL: "Steroidal
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EDWARD A. BROWN ET AL: "Steroidal
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Dactor(a)

RAISBECK J. 1AM
Apoderada(a) y/o Reprezentants de
BAVEF 3CHERIHG PHARMA AF TIEHGESELLEZHAFT.

FEFEFEHNCIA Fadicaciin Ho, 10 152289
Solicitud internacional Dt/ Ep2Ua/On3716
Fecha inicio fase nacional O_/()1/_'u11
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No.

B0 2920

Como resuliade del s=amen de forma, realizado con fundamefito Eneet articulo 38 de 1z Decisidn 456 de la
Comizion de la Cormunidad Andina, articulo 27 del Tratade de Oo 'ufn: racion en Matzria Jde Patames (PCT), ragla

51 his del Reglarmentn y Sircular Unica oe la Superintendencia de Industria y Comarsio, & ls somunica qus:
1. La solicitud no contiens la copia del documaents an qus consta la sesidn del deracho a la patents del invantor al

solicitants o a su causante, conforme a I establzcido por @l ariouls 26 litsral F) Jde la Decision 436 de la
Comision de la Cormunidad Andina. Cuando 2e trate de documentos olorgados en el extranjaro, estos deberan
legalizarse de conformidad con 16 cli°p|.|e.slo por 1os articulos 289 y 260 del Dadign de Procedimients Civil,
Cuando se rale de lae declaracionss a que hace referenciz la Pegla 1.17 i) dal Tratads de Cooperacian &n

Materia de Fatentes PCT., &l alcancs de 1as ales declaracionss se determinaréd $&90n indiquen claraments una

casidn de derechos del inventor al zolicitants o su o 1usanlu, de conformidad con b dispussts en @ numeral
£.2 18 del Capitul Suinte, Titule = de s Siroalar Unica de Supsrintendencia de Industia y Somario.

En cumplimiento de lo dispuests por al aticule 32 de la Deaisién 438, 3¢ bz requiers para que dentrd del térming
de dos meses |3|||u|.tns:. a la fecha de notificacidn del pn-=<r~|.t»- -,mu, Con D'u[c (O

zouisitos anteriormants

Hadiliquese el prezente oficio conforme & o dispussto en &l numaral 5.2, literal &), del capitulo quinto del titulo
primens de la Circular Unica Mo 10 de 2001,

e —————

JOSE LUIZ SALAZAR LOPEZ
Director die Nuavas Creaciones (E)

El antarior requarimiznts fue notificads por fijacidn an lista de fecha

adpati
Al contestar favor indique ol nimero de S:do Centro: Comers 13 Ho, 27-00 Pisee 2, 5, 7 y 10 PBM: 58670000
radicacion qui oC SncuIntre. & continuacion Scde CAN: Av Crz 50 Ho 28.55int 2 Tel: 5530070

Call Center 6515240. Linca 01800-910165
Wob; vanv.sic.gov.co a-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombla
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Bogota D.C.,
2020
Doctor(a)

RAISBECK J. IAN
Apoderado(a) ylo Pepresentants de
BAEF SCHERING FHARMA AFTIENGEZELLICHAFT.

REFEFENCIA Fadicacion Mo. 10 1525849
Solicitud intemadional pot/ap2002/003716
Fecha inicia fage nacional 02/01/2011
Tramite 11
Evento 378

© Actuacion 430

Oficio No. 202 20 lf

Teniends @n cuenta que el capituly reivindicatono pragentads eansde de disz reivindicaciones, &3 naassarnio que
cancale Iz 1asa establecida por cada reivindicacién adicions! presentada, e conformidad con b dizpuests en la
resolucion de tasas vigenle para |a fecha de presentacién de 1a solicitud, 30 pena d2 que no sean tenidaz an
cusnta dentro del presents tramits administrativi,

En consscuencia, con fundamenio en 1o pravisto por 2 articulo 12 del Chdigo Contencioss Administrativo, 7= le
requiere para qua dantro del térming de dos (2) mezss siguisnlas a la fizcha de notificacion del prezente oficia
atienda &l requerirmianto aqui senalado. Lo antarior, con 2 alsance qus para tal efects establecs &l artlouls 12 da
la misma codificacion, respecto d& las reivindicacionas adicionales,

Hadifiquese &l presente oficio conforme a o dizpueste @n sl numeral £.2, literal @), del capituls quinta del tituls
primero de la Gircular Unica N° 10 de 2001,

JOSE LUIE SALAZAR LOFEZ

Director de Nuevas Greaciones (E)

El anterior requarimients fus notificada por fijacion en lizta de fechaﬂ J E ) "
adpali

Al contestar favor indigus ol ndmaro d Szde Centro: Camzra 13 Mo, 27-00 Pigo:z 2, § | 7 v 10 PEX: 5870000
redieacivn qué se Jncudntra a continuacion Sadc CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tcl: 5330070
Call Center 8513240, Linea 01C60-210165
Web: vavw.cic.gov.co e-mail: info@slc.gov.co !
Bogoté D.C. - Colombia



