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Nombre SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT IDENTIFICACION
SOLIC(%NTE Dreccdn Muelierstrasse 178,

13353 Berlin, Alemanfa cc [ NT [

Nacwonalidad o Domiclhio Ber1in, Alemania
Lugar de Consttucion ~ Alemania ceE O Owo []

Teléfono
E-mail

Fax

Nombre GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO IDENTIFICACION

REPRESENTANTE

OAPODERADO | Direccién Cra 11°No 94-76 - Of 308 cc NT []
N CEO om X
Cual
Telfono 6161948  Fax 6163676
E-mai Namero 2878 023 TP 5903

Nombre ZORN Ludwig

Direcctbn Osianderweg 45a,

Nacionalidad o Domicllio 13509 Berlin, Alemania

PCT (86)
Solictud Interacional No

PCT/EP2003/008111
NO 2004/011663 A2
Publicacthn Intemacional No W0 2004/011663 A3

Fecha Febrero 5 de 2003

© Tiulo (54) PROCEDIMIENTOS WICROBIOLOGICOS PARA PREPARAR 11af~HIDROXIESTEROI-
DES7 €-SUSTITUIOOS

@ Clasificacion Internacional (51) _ C12P 33/10 6lK31/5

(33)PasdeOngen | (32)Fecha | (31) Numero de Solcrud

Alemania Julio 24, 2 102 33 723.3
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@ Comprobante depagoNo. 05 - 12,915 Fecha Febrero 17, 2005
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacin de la soficriud

Documento que acredrta exstencla y representacidn legal cuando el solicitante sea persona undica
Poderes, si fuere el caso

Documenio de cesion del inventor al solicitarte o a su causants

Declaraciones

Copla de la solicitud intemacional (Resumen, descripcion, reinvidicaciones, dibujos)

Traduccidn de la soficitud mtemacional al castellano (Resumen, descripeidn, remvidicaciones, dibuos)

Copia del examen prelimnar ntemacional efectuado por la Autondad Intemacional de Examen Preliminar {IPEA)
Traduccdn del examen prelmnar intemacional efectuado por ia IPEA.

De ser el caso, copra del contrato de acceso

De ser el caso, documento que acredits la licencia o autonzacxin de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas

De sar el caso, certficado de deposito del material biologico

Arte final 12x12

De ser el caso, informacin sobre oiras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el exdranjero por el mismo titular
0 su causante, mladonadaspamalowtalnmhconlalmmdeeslasdmd

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solictud memacional

Otros Reporte de Blisqueds Internacional y su traduccidn.
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(11) RGURA CARACTERISTICA

(12) Solicito la conceslon de la patents,
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Continuacién nombre, direccién y domicilio de inventores

Nombre

BOHLMANN Rolf
GALLUS Norbert
KUNZER Hermann
MUHN Hans-Peter

NUBBEMEYER Reinhard

Direccién

Kithler Weg 6a,
Gltzstr 25,
Tunner Str 4,
Markgrafenstr 61,

Wilhelmstr 9,

Domicilio

14055 Berlin, Alemania
12099 Berlin, Alemama
13347 Berlin, Alemama
13465 Berlin, Alemania

13467 Berlin, Alemania



Copia formulano PCT/RO/101 correspondiente a la presentacién de la sohicitud

internacional

Copia formulano PCT/301 correspondiente a la notificacién de recibo de la copia de
archivo y su traduccidn al espafiol

Copia formulano PCT/IB/304 correspondiente a la notificacidn relativa al envio o
transmisién del documento de pnondad

Copia formulano PCT/IB/306 correspondiente a la notificacién de un cambio en la

direccidn de un inventor, con su traduccién al egpafiol

Texto de la memona descripiva en espafiol, el cual mcluye las Reivindicaciones
modificadas
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Berlin, 23 de Agosto de 1999 No 05/99

El suscrito ENCARGAD DE LAS FUNCICNES CONSULARES DEL
CONSULAD GENERAL DE C LOMBIA EN BERLIN, Repiiblica
Federal de Alemania

CERTIFICA

1 Que el sefior GETFERDT, quien autoriza el documento
anterior, ejercia legalmente en la fecha alli indicada,
las funciones del Presidente Encargado del Traibunal
Regional de Berlin, y que la firma y sello que en el
documento aparecen como suyos son los que usa y
acostumbra en sus actos oficiales

2 Que tuvo a la vista las pruebas de que la Compania

, SCHERING AG domiciliada en Berlin, Repidblica Federal de
Alemania, existe legalmente, y que actualmente ejerce
su objeto social de acuerdo con las leyes del
respectivo pais

) 3 Que los sefiores UNE HARTMANN y WALTER KLOSE qulienes
firmaron el poder que precede, estdn autorizados para
representarla en este acto y otorgar el certificado

El Encargado de las Funciones Consulares no asume
responsabilidad alguna por el contenido del documento
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PARA PATENTES, MARCAS Y LICENCIAS FARMACEUTICAS

FOR PATENTS, TRADE MARKS AND PHARMACEUTICAL LICENSES

Tas undsreigned

acting on bahalf of and raprossuting

bersby appalat/s

somicilisd In Begstid, Bapublis of Colambia

AS our trua and legal attorueys with the necassary powers 1)
to apply ta ibhs administrative judicial and police suthoritim
of the Rapublic of Colombla In any instanes of appsal

fm oWiaining letter patents lodustrisl designs and models

irndemark reglitrations registration of commercial names as
woll as thelr amignmante, sxtenaions. renawals and changes
of nams 1) to prepars apply for obtain szscute and register
contracts, licenses sutharizations and registrations af
any kind J) intervens ms plaintiffs or defendants, In
any instancs or appeal befors any judge court tribunal
Larporation pullic oificas ar authority tn any judieclal
sdminjatrativa or police sctiom such as actions desling
with comareial nDames oppositions against trademark
Tegintrations cadueity and nullity actions recovery actians
astions arising fram oblainiment and exploilations of
licetiass acilons desling with unfair comngtitian eriminsl
sations actions slabming indamnity for damages claims or
runarka on patant Applicstions, industrial designs and
modsla the Dperfermance of precautionary messures, And
in any othar simllar acticna messures or appeals ralsted
& induatrial property matters.

To xhia affect. I (we) hereby authorizs him (them) to
flle applicatinns, make deacriptions, amedmentis protesta,
fAsclarations, oppositions, cancallations, appeals and claims
to pay (amss, Quotas and lisas as provided by law to
walve or abtandob grantsd rights or rights In process of
being grantsd to recslva sl kind of doeuments and
Sscuritiss O issus ths respective rcicasss snd in geners!
0 taks befors sald authoritisa wrtinant staps to the
sheve mentionsd pLrpasss and take all measurss he (thay)
may deam convanismt to protect my (our) intarssss with
ell other' mecsssary legal facuulties and I (we) bharedy
deciafu 43 good and wvilid whataver ths astorneys should
a0 W my (our) banefit,

Thia powsr comprisos the lnl.h;rtr 1o ratlly or confllnm
on my {(our) behall any actions, as well as the facuity of
Temaiving dealsting trensacting eomprmsing substituting
aad revolnng substitutions taxing notifications and appeint
ing jJudicial or extrajudicial attorneys

Olgusd in

On this day of 19

Yo{nosstros)

Dr. Uwe Hartmann y Dr. Malter Klose

obrando & nombre y repressntacidn de

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

f
con domicilio en

Millerstr 178
D-13353 Berlin / Germany

noembro{amas) &
GUSTAYO HOLLMANN RESTREPO y/o
LUIS PATINO LEYYA

domisilisdo(s) an Bogotd, Rapiblica de Colombls, sn
Cra. 11A No. 94-76 - Of, 308

apodarados verdaderos y lagalss con poder sspecial amplin
¥y suficignts 1) Pars recabar de las oficinas y sutaridades
solombiansa, administrativas, judiciales y de policia. ebn
cusiquisr instancia o Tecurso la obtancidn de patentas de
invencidn de clbujos ¥y modalos industris aa registro da
merces dspdsitoc de nombres comereinlos ¥y ensefine. sl
como sus traspasos, pItTOgas ronovaciones y eambios dd
nombre 32) elaborar tramitar asolicitar obtaner vealimar
ejocutar y reglatrar contratos, licencias asutorisaclonss ¥y
regisiros de cualesquisra clases 3) intarvenir como deman
dania o ooamo demandsdo en cualyuisr instancis y recursa
¥ anta cualquisr jucs, sntided corpamsién fuoecinnario
piblico 0 sutoridad em accionss judiclales, sdministrativas
¥y de policia tAlam como scriones darivadss del nombra ¢o
mercial oposieién al registro de marcas scelonas de endu
¢cldad y nulided acciomes reivindicatorias accloncs derivadaa
da I abtenclén o sxp.otasidn O licsncias aoricnas de com
petsnaip deglsal demandas pennlss ¥y civiles wo~lohen da
indamnisscién de perjulcina, reclamos u ohesrvaciomas & ol
Elsudes do patsntss, modelos ¥ dibujos Industrinles sn sl
sjarcieio do medidas cautelares ¥ otraa scclones, medidas
O recursos similares relacionados con la propledad mdustria)

A sata ofecto. lola) facuito(waos) parm alevar solicituudss
formulwr domripcionss eumisndas protasias declaraciones
oposicionss, canculuciones, spalaciones y reclamca pagar im
puastos cvolas ¥ Eravimenes prescritos por 1a loy renuncisr
© dasistir a derschos concedidos o ¢n cursy de concaalsn
reciblr toda clase de documentos ¥y valorss dando el descargo
reapectivo, ¥ en genaral parn dar anis dichas sutoridades
torios los pisos Deckmrics sl efects Indisado ¥ tomar Lodas

(ousstrag) interesss, som todas las demids fugil
sarias, ¥y Dor aste documesnio desds abg
vhlido ¥ bueno todo cuanto Jos -
{numcro benaflelo.

dstistir translgir comprometer
clonas, recibir notificaciones ¥y nomby
o axtrajudicinlos
Mrmado an

SCHERING AXTTENGESFLLSCHAFT

lPPa
|

atyre(s)
Mrma(s)
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CONSULAR CERTIFICATION

Tha undeuigied Cousul oartifiey that the preomding
siguature(s) reading

s (s28) authmtic that the signer(s) at pressnt flls
(fUl) the pmaiticn of

that he (thay) U (am) empowersd to grant this power
and that sald company exists and ia organized in

in acoordanes with the laws of

Al the forogoing fucts sre hnown to the Consul dus to
ha having examingd the respsctive dosumsntia to which
be, ths Consul sttesia

Higued 1o

On this day of

|- . wu

CERTIFICACION CONSULAR

———

E infraskrito Cénmul certifios qua Iaf(e) firma(s) qua
antecgda(n) y dice(n)

sa{son) asubtinticafs) qus si(los) sgnaterio(s) destmape

fig(n) sctunlments el{lom) eargo(e) de

qua tlensin) faculisd pars otorgar este podar ¥ qua dicha
compafiia existe ¥ ostd organissda en
|‘

Todos 1os hechns entariores le coraten, pur haber efani-
nads loa doeumentos rerpentives ¥y de wds cho da fe, '

conforme & las leyn de



=~ Die vorstehenden, heute vor mir gefertigten Unterschriften der mir persSnlich bekannten
7~ Prokuristen,

” 1 Dr Uwe Harimann,
2 Dr Walter Klose,

- beide geschéftsanséssig in 13353 Berlin,
Mallerstrale 178 -,

beglaubige ich hiermit '

Zugleich bescheinige 1ich aufgrund des mir vorllegenden beglaubigten
Handelsregisterauszuges zum Aktenzeichen 93 HRB 283 des Amtsgerichts Berlin-
Charlottenburg vom 17 Jum 1999, daR die vorgenannten Herren als Prokunsten
gemeinsam zur Vertretung der Schenng Aktiengesellschaft, Berlin, berechtigt sind

Ich habe den Beteiligten das Mitwirkungsverbot des § 3 Abs 1 Nr 7 BeurkG erlautert
Mene Frage, ob ene meine Miwirkung an der Amtshandlung ausschlisRende
Vorbefassung vorliage, wurde von den Beteiligten vemeint

\ 1

Berlin, den 11 August 1999
Urkundenrolle-Nr 656/1899

T

“\u @\/{ & V(

Notarin
Kostenrechnung \
§§ 141, 154 KostO /7 \
Geschéftswert 20 000,00 DM /s
BeglaubigungsgebGhr -~ §451 25,00 DM
Waegegebihr § 58 25,00 DM
Gebahr fir Vertretungsbescheinigung § 150 25,00 DM
16 % Mehrwertsteuer 12,00 DM
/
|
|
|
l. . (
i Vg
. Notarin

LINCR Y VSPI FRigy ¥ ] 4



,

Die Echtheit vorstehender Unterschrift der Notarin

Elisabeth Quack

in Berlin und die Echtheit des beigedrickten Dienstslegels werden

hiermit bestltigt Zugleich wird bescheinigt, daB die Vorgenannte

zur Vornahme der Amtshandlung gesetzlich befugt war.

Berlin, den 17 August 1999
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Der Praniqjﬁt des Landgerichts
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) ({Getfeérdt)

- Richterin am Landgericht

9101 E-F. 2233/99

Gebdhr: 25,00 oM
gezahlt e
CONSULADO GENLRAL DE COLOMBIA
Berlin, den 17. August 1999 betn, .23 MM
%j €] secrfto Cénsul Gonera! de Colombla CERTIFICA.
Jllﬁ* E TWowr = Ml Qua -‘.49—'—.&. E— ) ouloriza of

Rresonie opercs lagaimenta en la fecha ol exprasada
_Pres, sluste

funclones S4cCornady olf
Z&buﬁf?& ol oy sty

y que la firma y salflo que en &l documanto COmO Suyas
ton los que uia y acosiumbra en sus aclos ™
€l Chnaud no sume responsatulidad clguna por of conluruda

»

PAGADO IMPUESTO DE TIMBRE |

Y DERECHOS FONSULAR @
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Traduccidn oficial del alemdan de la notarizacién (Registro
Notarial No. 656/1999) y de la legalizacidn de firmas corres-
pondientes al poder de la compafiia SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

domiciliada D-13353 Berlin, Replblica Federal de Alemania

Por medio de este documento autentico oficialmente las firmas
que aparecen anteriormente, ejecutadas en presencia mia el
dia de hoy por los Apoderados

1 Dr Uwe Hartmann,

2. Dr. Walter Klose,
ambos con domicilio de negocios en Mullerstrasse 178, 13353

Berlin, y conocidos personalmente por la suscrita Notaria.

Al mismo tiempo, con base en el extracto autenticado del Re-
gistro Comercial HRB 283 Acta 93 del Juzgado Municipal de
Berlin- Charlottenburg fechado el 17 de Junio de 1999, certi-
fico que los mencionados Sefiores en su calidad de Apoderados
estan autorizados para representar conjuntamente a la compaiiia

Scherang Aktiengesellschaft domiciliada en Berlin.

Yo les expliqué a los involucrados las prohibicidn de co-par
ticipacidn descrita en el Articulo 3 Inciso 1 Numeral 7 de la
Ley de Certificaciones Notariales Ellos contestaron negati-

vamente mi pregunta acerca de sl existia una prohibicidn que

Berlin, Agosto 11 de 1999
Registro Notarial No 656/1999




Nota de gastos

Articulos 141, 154 Disposicidén de Impuestos

Valg; del neqgocio- 20 000,-- DM

Derechos por autenticacidn Articulo 45I 25,00
Derechos por conceptoc de porte Articulo 58 25,00
Derechos poL Cert de Represcntacidn Art 150 25,00
16% Impuesto sobre el Valor Agregado 12,00

Total 87,00

Elisabeth Quack, Notaria (firma)

DM
DM
DM
DM

DM

D

Se confirma la autenticidad de la firma gque aparece an-

teriormente, la cual pertenece a la Notaria Elisabeth

Quack en Berlin, y también la autenticidad del sello

oficial que aparece al lado de dicha firma

Al mismo

tiempo, se certifica que la persona mencionada se en-

contraba legalmente autorizada para la ejecucidén de ese acto

,oflcial

Berlin, 17 de Agosto de 1999

Getferdt, Representante del Presidente Tribunal Region@l

(Firma y Sello Oficial)

910 E-F 2233/99

Impuesto 25,00 DM pagado
Berlin, 17 de Agosto de 1999

La inspectora de Impuestos (firma ilegable)

El documento traducido del aleman fue

bajo el No. 322052 y bajo el No. 322053 el 14 de

Octubre de 1999 en la Oficina de Legalizaciones d

Minrsterio de Ralaciones Exteriores.

L ] 1

ALKk

ADOLF WATZKE
Traduetor Ofiela]
Res. 8433 Minjq-e,



HINISTERIDDERELACIANES
OXTERIGNY

32321
APOLF WATZKT
“.rh FI5E Y APARECE ENEL
T3 UMERTD DESLMPERA
S FREENES INDICARAS

+( SEASUME
RESPONSASILIDAD DEL TEXTR
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(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

| BERICHTIGTE FASSUNG|
|

f 3
«a uh'A

(19) Weltorganisation fir gelstiges Eigentum NI

Inlernationales Biiro :n :Iv,"
!
(43) Internationales Vertifeatlichungsdatum (10) Internationale VerSiTentlichnngsnammer
5. Februar 2004 (05.02.2004) PCT WO 2004/011663 A2
(51) Internaticnale Patentkiemifiketion? C12P 3310, (M) Anmelder {fir alls Bestinumgrsiacien mit Axmahme
33716, CO7J 1/00, 200, 5/00, 7/00, S/00, |10, 3100, won USk SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
41/00, AS1K 31156 {DEDE] Mucllerstrusse 178, 13353 Barfin (DH).
(21) Internationsles Aktmrmichen  PCT/EP2003008UIL oy gy nder; und
(1) Intwrnationales Anmeldedatum (73) Erfinder/Ansoelder (mur fir USh ZORN, Lad
24. Jull 2003 (24.07.2003) wig [DEDE] Oslsnderweg 43a, 11509 Baiin (DE).
BOHLMANN, Rolf [DE/DE] Khhier Weg 6a, 14035
{25) Rinreidmngmprache: Deatsch Balin (DE) GALLIN, Norbert [DE/DE] Gotatr. 25
12099 Berlin (DE). KUNZER, Harmamn [DR/DEH]
(36) Verbifentiichungmprache: Deztach Touriner Sr 4, 13347 Bartin (DE). MUHN, Hans-Pe-
(30) Angaban xur Prioritit, ter [DE/DB] Mwkgraferstr 61 1365 Barlln (DH)
10233703 24, Jull 3002 (24.072002) DR NURREMEYER, Relnhard [DEDE] Wihelmstr, 9
604402953 14. Augnst 2002 (14.08.2002) US 13467 Berlin (DE).

[Fortsetrung aif dar niichrten Selis}

3

Tithe:s MICROBIOLOGICAL METHOD FOR THE PRODUCTION OF 7 ALPHA-SURSTITUTHD 11 ALFHA-HYDROX

E

-~

34) Bezelchnung: MIKROBIOLOGISCHE VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG YON 7ALPHA-SUBRSTITUIBRTEN 11AL-
PHA HYDROXYSTEROIDIIN

R

8,10,12 4B

(57) Abstract: Disclosed is & new synthotic pathway for ths prodaction of procorsors for the production of camponnds having
general formuls (8,10,12). Daring said synthesls, compounds of genersl formal (4,B) are prodoced in & microbiological resction.
The meanmgs of radicals R* R® R" RY RV and R'7 and group U V W X Y-Z are defined in the patent claims

(mm&mmmsmnuwmmwmmummw
dungen mit der allgemenen Formel (8,10,12) be schricbén. Bel dleser Synthess entstehen 18 elner mikroblalogischen Umast-sung
Vesbsndongen mii der allgemeinen Formel (4,B). Dis Bedsotongen der Resie R R RU RY R'Y and R'T sowis der Groppaerung
UV W-X Y-Z rind in den Patntanspriichen engegeben.



WO 2004/011663 A2

(81) Bestimmengestesten (natiomalp AB, AG AL, AM, AT
AU AZ BA,BB,BG,BR,BY BZ, CA CH CN OO,CR
CU CZ,DK. DM, DZ,BC, ER, ES, I GB 0D, 4R, (&,
QGM,HR, 1 ID, I IN IS, JP KB, KC XP KR, KZ,1L.C,
LK, LR, LS LT LU LV MA, MD, MG, MK, MN MW
MX, MZ, NI, NQ, NZ, OM, PG, PH, PL, PT RO, RU SC,
SD, SB, 80, SK, SL, SY T TM, TN TR, TT TZ UA,
UG US, UZ VC, VN YU ZA, ZM ZW

(84) Bestimmongesteaten (mgional)> ARIPO-Paient (GH,
GM, KB, LS, MW MZ, SD, 3L, SZ, TZ, UG ZM ZW),
curasisches Paieut (AM, AZ, BY KOG KZ, MD, RIJ TI
‘TM), exropliischea Patant (AT BR, B CH,CY CZ, DR,
DK HE, ES, FI, FR, GB, GR, HU 1K, IT LU MC NL,
PT RO, SE, S1, 8K, TR), QAFi-Patent (BF BRI CF CO
CI CM OA,GN GQ, GW ML, MR, NE, SN TD, TQ).

VarlifTentlicht:
—  ohne intsrnationalen Recherchanbericht und erneart tu ver-
Affertlichen nack Erhalt des Berichts

(48) Datum der VerSiTentlichung dieser burichtigton
Fasung: 6. Mm 2004

(15) Informstionen zur
siehe PCT Ouxette Nr  19/2004 vom 6 Mal 2004, Sac-
don I

Zar Erkirung der Zwaliuchstaben-Codas und der anderen Ab-
kiromgen wind ayf dis Erkifirungen (“Guidmece Nows on Co-

dex and Abbraviations”) am Anfang jeder reguliren Ausgabe der
PCT-Gaysts varwissan.

1



WO 2004011663 PCT/EF2003/008111

Mikroblologische Verfahren zur Herstellung von 7a-substitulerten 11a-
Hydroxysterolden

Beachreibung

Die Erfindung betrifit mikrobiologische Verfahren zur Herstellung von 7a-sub-
stitwiertan 11a-Hydroxysterolden, daraue herstalibare 7a,17a-substitulerte 11p-
Halogensteroide, Herstellungsverfahren fiir letztere Verbmdungen sowie deren
Verwendung und pharmazeuteche Praparate, die diesa Verbindungen enthal-
ten Aulerdem belrifft die Erfindung weltere 7a-substituierte 11p-Halogenste-
roide, n@mlich 7a-substiiulerte Estra-1,3,5(10)-trlene, die aus den 7a-substitu-
lerten 11o-Hydroxysteroxden erhéitlich sind

Zur Theraple des Klimakterium virile und zur Entwickiung der mannlichen Se-
xualorgane sowie zur ménnlichen Fertilititskontrolle werden Androgene, insbhe-
sondere Testosteron, eingasetzt AuBerdem besiizen diese Hormdne auch par-

telle anabole Wirkkomponenten, die unter anderem das Muskelwachstum far-
dem

Das Kiimaktenum vinle ist durch einen aitersbedingten Riickgang der kdrperei-
genen Androgenprodukbon gekennzeichnet, 8o daR zu deren Behandiung ein
Homnonersatz durchgefihrt wird (HRT homone replacement therapy)

Die LH-RH-Gabe zur ménnlichen Ferhititskontrolle fihrt neben einer Vermin-
derung der Spermatogenese auch zur Ausschiittung von LH und zur Absen-
kung von Testosteronsplegeln und Libido, die durch Verabreichung von Te-
stosteron-Arzneimitieln ausgeglichen werden (D E Cummings et al , "Prostate-
Spanng Effects of the Potent Androgen 7a-Methyl-18-Nortestosterone A Po-
tential Alternative to Testosteronae for Androgene Replacement and Male
Contraception”, Journal of Climical Endocrinology and Metabohsm, Vol 83, Nr
12, Seiten 4212-4218 (1988))

|2~
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Eine Kombinationstherapie unter Gabe von Androgenen und einer gestagen
wirksamen Komponente kann zur Kontrolle der ménnlichen Fertilitit angewen-
det warden (slehe belapielsweise WO 01/80376 A sowie die darin zitlerten Do-
kumente)

Bei elner Behandlung mit Testosteron hat aich gezelgt, daB aich Nebemwrkun-
gen einstellen, insbesondere eine Vergroerung der Prostata durch numerische
Zunahme der Zellenh und Drllsen des Stromas (BPH benigne Prostatahyperpla-
sw) Bel dem durch 5a-Reduktase vermittelten Metabolismus von Testosteron
entsteht Dihydrotestosteron (DHT), das unter anderem zum Auftreten der BPH
fOhren kann (Cummings et al , Ibid , WO 88/13883 A1) Die inhibition der S5a-
Reduktase wird daher zur Behandiung der BPH in der Kiinik eingesstzt (FI-
nasteride)

Der schnelle Metabolismus des androgenen Sterokis Testosteron im Kdrper
des Menachen filhrt fornar nicht nur zur Bildung des unerwiinschten DHT, son-
dem auch dazu, daB eine orale Gabe hoher Dosen erforderfich ist, um den ge-
wiinschten Wirksplegel von Testostaron zu emeichen Daher sind altemative
Damreichungsformen, wie / m -Injektionen oder groBe Pflaster, notg

Zum Ersatz des Testosterons In den erwdhnten indikationsbereichen wurde 7a-
Methyl-18-nortestosteron (MeNT) vorgeschiagen, das zum einen eine hthere
blologlsche Wirksamkeit als Testosteron aufwaist, da es eine hShere Bindungs-
affinitt zu den Androgenrezeptoren hat. Zum anderen widerstoht es wegen
emner steriachen Hinderung durch die 7a-Methylgruppe vermutfich der Metaboll-
slerung durch 5a-Reduktase (Cummings et al , ibild , WO 88/13883 A1, WO
98/13812 A1, US-A-5,342,834)

Baim Metabolismus von Testosteron ward femner eln geringer Teil dieser Verbmn-
dung durch Aromatmierung des Ringes A des Sterokdsystams zu Estradiol um-
gesetzt, iInebesondere m Gehlum, in der Leber und Im Feligewebe Estradiol Ist
hinsichtiich der Gesamiwirkung des Testosterons und dessan Metaboliten
maigebhch fir das geschlechtespezifische Verhalten und die Gonadotropin-
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Regulation verantwortfich Daher ist dessen Wirkung ebenso wie die des Te-
stosterons fiir den erwachsenen Mann als ginstig anzusehen (Cummings etal ,
fbid )

Allerdings hat sich herausgestellt, dal die Pharmakokinetik von Testostsron
nicht befriedigend 1st. insbesondere wird Testosteron bei araler Darrelchung
schnell wieder ausgeschiaden, so dall die Wirksamkeit und Wirkdauer von da-
mit hergestelitan Arzneimitieln unbefriedigend ist. Daher wurden auch andere
Testosteron-Derivats synthetisiert. Derarhge Denvate sind unter anderem in
US-A-5,052,319 beachrieben, Insbesondere 7a-,118-Dimethyldenvate von 19-
Nortestostaron, némiich 7a,118-Dimethyl-17p-hydroxyeatr-4-en-3-on, 7a,11p-
Dimethyl-178-heptanoylaxyestr-4-en-3-on, 7a,118-Dimethyl-178-{[(2-cyclopen-
tylethyl)-carbonyl}-oxy}-estr-4-en-3-on, 7a,11p-Dimethyl-17p-(phenylacetyloxy]-
estr-4-en-3-on und 7a,11p-Dimethyl-17p-{[(trans-4-{n-butyljcyclohexyt)-carbo-
nyll-oxy}-estr-4-en-3-on

Dle genanmten 7a,118-Dimethyidenvate weisen wie MeNT die vorgenannten
Vortaile auf, enschheBlich elner verbesserten Pharmakokinetik d h deren
Wirksamkert und Wirkdauer sind gegeniiber Testosteron verbessert. Diese De-
nvate snd allerdings nur Qber enen aufwendigen Syntheseweg hersteiibar

Eine Synthese von Sterciden auf mikrobiologischem Wege ist in EP 0 800 283
B1 beschneben Dort wird angegeben, dal Estr-4-an-3,17-dlon und Canrenon
unter Verwendung eines Mikroorganismus, ausgewdhit aus der Gruppe, umfas-
send Aspevpilius nigncans, Rhrzopus amhizus und Stammen des Pesivlolra, in
das komespondlerande 11a-Hydroxyanalogon transformiert werden kBnnen
Allerdings wird in der Beechrelbungseinleitung auch auf Shibahara et al , Bio-
chim Bilophys Acta, 202 (19870) 172-179 hingewlesen, die berichtet haben,
dass die mikroblologlsche 11a-Hydroxyllerungsreaktion an Steroiden unvorher-
sagber sel

Von daher llegt der vorllegenden Erfindung das Problem zugrunde, Denvate
des Testosterons zu finden, die gegenfiber emer Reduktion mittels Sa-Reduk-
tase nicht empfindiich sind, die auch eine verbesserte Pharmakokinetik aufwel-
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sen und dle insbesondene lecht herstallbar sind Ein sehr waesentiicher Aspekt
der vorhegenden Erfindung besteht demgemé@B dann, zur besseren Zugénglich-
kert der Vorprodukie eln Verfahren zu finden, mit dem die Vorprodukie leicht
herstellbar sind

Das der vorilegenden Erfindung zugrunde lisgende Problem wird geldst durch
mikrobiologische Verfahren zur Herstellung von 7a-substituierten Steroxden
nach den Ansprlchen 1, 3 und 6, 7a,17a-gubstituerte 11p-Halogensterolde
nach Anspruch 11, Verfahren zur Herstellung 7a,17a-substitwerter 11p-Halo-
gensterolde nach den Ansprichen 23, 24 und 25, dis Verwendung dieser
7a,17a-substitulerten 11p-Halogenstaeroxde nach Anspruch 26, pharmazeut-
sche Priiparate, die diese 7a,17a-aubstitulerten 118-Halogensterolde enthaften,
nach Anspruch 27 sowle 7a-substitulerte 118-Halogenestra-1,3,5(10)-irlene
nach Anspruch 21 Bevorzugte Ausfthrungsformen der beanspruchten Gegens-
tande sind 1n den Unteransprilchen angegeben

Defintiopen,

Die nachfolgenden Definitonen bezishen sich auf alle Teile der Beschrelbung
und der Ansprlche sowle auf das anliesgende Schema I

Alle Gruppierungen, Reste oder sonstigen strukturellen Einheitan kinnen je-
weils unabhfinglg voneinander innerhalb der angegebenen Bedeutungsherel-
che varilert werden

Alle Alkyl-, Alkylen-, Alkkanyl-, Alkenylan-, Allinyl-, Alkinylen-Gruppen kénnen
entweder geradkettg oder verzwelgt sein Besplelswelse kann eine Propenyl-
gruppe durch sine der nachfolgenden chemlachen Strukturen —CH=C-CHa,
-CH2-C=CHj3, -C(CH3)=CH; baschneban werden Somit fallen unter Cy- bis Css-
Alkyl beisplelswaise Methyl, Ethyl, n-Propyl, HPropyl, n-Butyl, FButyl, £Butyl, n-
Pentyl, HPentyl, {-Pentyl, neo-Pentyl, n-Hexyl, 1-Meathyl-n-pentyl, 2-Methyl-n-
pentyl, 3-Methyl-n-pentyl, 4-Methyl--pentyl, 1-Ethyl-n-butyl, 2-Ethyl-n-butyl
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Alicyclisches Alkyl Ist entweder ein Cycloalkyt oder ain mit emner Alkyigruppe
oder mehreren Alkylgruppen substtulertes Cycloalkyl, das direkt Ober den
Cycloalkyinng oder Ober eine der Alkyigruppen gebunden ist.

In gleicher Welsae ist eln alicyclisches Alkenyl entweder ein Cycloalkenyi oder

ein mit elner oder mehreren Alkenyigruppen oder mit esner oder mehreren Al-
kenyl- und Alkylgruppen oder mit einer oder mehreren Alkylgruppen substitu-

ertes Cycloalkenyl oder Cycloalkyl, das direkt Ober den Cycloalkenyiring oder
aber elne der Alkenyl- oder gegebenenfalls Alkylgruppen gebunden ist, wobei
mindestens eine Doppelbindung in dem alicychachen Alkenyl anthalten Ist.

Aryl kann zum einen Phenyl aber auch 1-Naphthyl, 2-Naphthyl semn Aryl
schilefit grundsaiziich auch Heteroaryl mit e, insbesondere 2-, 3- und 4-Pyn-
dinyl, 2- und 3- Furyl-, 2- und 3-Thienyl, 2- und 3-Pyrrolyl, 2-, 4- und 5-imidazo-
iyl, Pyndazinyl, 2-, 4- und 5-Pynmidinyl sowle 3- und 4-Pyndazinyl

Halogen Ist Fluor, Chior, Brom oder lod

Phamazeubsch vertrigliche Additionssalre sind Salre der entsprechenden
Verbindungen mit anorganischen oder orgamischen Sauren, belspleisweise mit
Chiorwasserstoffsiure, Bromwasserstoffsaure, lodwasseretoffsure, Esslg-
sfiure, Citronensaure, Oxalsiure, Weinsiure und Methansuifonséiure Die Ester
konnen inshesonders mit Bamsteinsure gebidet werden

Hochgestellte Ziffem an den Symbolen R, beispielsweise R'>, bezeichnen de-
ren Stellung am Steroldringgeriist, wobei die C-Atome im Sterowdnnggerlist
nach IUPAC-Nomenklatur numenert sind Hochgestsllte Ziffem an den Symbo-
len C, baispielsweise C'°, bezexchnen die Stellung des jeweiligen Kohlenstoff-
atoms im Steroxdnnggerist.

14
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Edindungsbeachreibung;

Die nsuarigen mikrobiologischen Verfahren dienen zur Herstellung der 7a-sub-
stitulerten 1 1a-Hydroxysterolde mit der aligemelnen Formel 4,8

HO
10
o A
4,8
worln
R? die Gruppierung P-Q Ist, wobel
P ein Cy4- bis C¢-Alkylen und Q einen Wassaerstoff, C,- bla C,-Alkyl-
oder Ci- bts CFluoralkyl (Alkyl teilweise oder vollsidndlg fluonert)
darstellen und die Grupplerung P-Q Ober P an das Steroidgrund-
gerliet gebunden lat,
R™ far H, CHy oder CF; steht, und
R'* Methyl oder Ettwi Ist.

In esner orsten Verfahrensvariante 2ur Herstellung dieser Subatanzen wird ein
geeignetas 7a-substituiertes Sterold mit der allgamsinen Formel 3,A

RECTIFIED SHEET (RULE 91} ISA/EP
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wonn R’, R* und R® dleselben Bedeutungen haben wis for die Verbindungen
mit der aligemeinen Formel 4,B angegeben,

unter Verwendung eines Mikroorganismus, ausgewshit aus der Gruppe, umfas-
send Aspergillus sp , Beauveria sp , Giomerella sp , Gnomonia sp, Haplospo-
rella sp und Rhizopus sp , in elnem Verfahrensschritt hydroxyllert und oxadiert.
Besonders bevorzugt sind Asperglilus awamon, Aspergillus fischeri, Aspergillus
malignus, Aspergllius niger, Beauvena bassiana, Glomerella cingulata, Gnomo-
nla cinguiata, Haplosporeilfa hesperadica und Rhixopus stolorifer, wobel Inshe-
sondere Aspergilius awamori (CBS), Aspergiius fischerf (ATCC 1020), Asper-
gillus malignus (IMI 16081), Aspergillus niger (ATCC 8142), Beauvena bassiana
(ATCC 7159), Giomersile cingulata (CBS 15228, CBS 23849, CBS 980689,
ATCC 58596, ATCC 84882, IFO 6425), Gnomona cingulata (CBS 15228),

Haplosporella hesperadica (CBS 20837) und Rhrzopus stolonifer (ATCC 15441)
elngesetzt werden

Alternativ kann dieses mikrobiologische Herateliverfahren auch in zwel Stufen
durchgefthrt werden, wobet die Hydroxylierungs- und die Oxidationsreaktion In
aufeinander folgenden Reaktionsschritten ablaufen Der Reaktionsablauf kann
Oiber dia Reaktionsdauer gesteuert werden Indem die Reaktion beisplelswelee
nach ener bestmmten Reaktionszelt unterbrochen wird, kann die hydroxylierte,
aber noch nicht oxidlerle Spezies isofiert werden Balde Verfahrensachntte kin-
nen daher separat oder In einer Mischfermentaton durchgeflihrt werden

Hierzu kann die Verbindung mit der aligemeinen Formel 3,A in einem ersten
mikrobiologlschen Verfahrensschritt unter Verwendung eines ersten Mikroorga-
nismus, ausgewfhlt aus der Gruppe, umfassend Aspergillus sp , Beauveria sp,
Gibbereila sp , Glomerella sp., Gnomonla sp , Metarrhizlum sp , Nigrospora sp.,
Rhizopus sp und Verticillium sp , In 11-Stellung hydroxyhert werden, wobel sich
ein 7a-substitulertes Steroid mit einer Hydroxygruppe in 11a-Stellung bildet.
Diese Verbindung hat die aligemeine Formel C.
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Cc

worin R, R* und R" dieselben Bedeutumgen haben wie zuvor far die Verbin-
dungen mit der aligemetnen Formel 4,B angegeben Besonders werden Asper-
giiius mehgnus, Aspergilius melleus, Aspergillus niger, Aspergiiius ochraceus,
Beauveria bassiana, Gibberelia fijikurci, Gibberafla zeae, Glomerelia cingulata,
Glomerolfa fusaroides, Gnomonia cinguleta, Meterrhizium anisoplfae, Nigrospo-
ra sphasrica, Rhixopus oryzae, Rhzopus stolonffer und Verticlllum dahliiae ein-
gesetzt Hierbel werden inabesondere Aspergilius malignus (IMI 16081) Asper-
gillus mefleus (CBS), Aspergillus niger (ATCC 11394), Aspergillus ochraceus
(NRRL 405, CBS 13252, ATCC 46504), Boauveria bassiana (ATCC 7159, IFO
5838, ATCC 13144, IFO 4848, CBS 11025, CBS 12738), Gibberella fufikurol
(ATCC 14842), Gibberefla zoas (CBS 4474), Glomenila cingulata (ATCC
10534, CBS 23849, CBS 23748, ATCC 168848, ATCC 18052, IFO 8458, IFO
6425, IFO 6470, CBS 980680, IFO 7478, IFO 5257, ATCC 84682, ATCC 15470),
Glomerella fusaroldes (ATCC 8552), Gnomania cinguleta (CBS 15226), Me-
tarrhizium anisophae (IFO 5040), Nigrospora sphaerica (ATCC 12772), Rhixo-
pus aryzee (ATCC 4858, ATCC 34102, ATCC 34102), Rhizopus stolonifer
(ATCC 8227b, ATCC 15441) und Verticiiium dahlee (ATCC 11405) for de
Hydroxyllerung eingesetzt

Das Zwischenprodukt € wird danach in emem zweiten mikroblologlschen Ver-
fahrensschrtt unter Verwendung aines 2weiten Mikroorganismus, ausgewahit
aus der Gruppe, umfassend Bacilius sp , Mycobactsrium sp., Nocardia sp und
Pseudomonas sp , unter Bikdung der 7a-substitulerten 11a-Hydroxysteroxde mrt
der aligemeinen Formsl 4,B oxidlert. Basonders werden Bacillus lachmorbus,
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Baciillus sphaencus, Mycobaclenum neoaurum, Mycobactenum smegmalis,
Nocardra corallina, Nocardla globerula, Nocardia minima, Nocardia restrictus,
Nocardia rubropertincta, Nocardia salmonicolor und Pseudomonaes testosteroni
verwendet, wobel insbasondere Bacllus lachmorbus (ATCC 245), Bacilus
sphaencus (ATCC 7055), Mycobacierium neoaurum (ATCC 8626, NRRL B-
3683, NRRL B-3805), Mycobactenum smegmabs (ATCC 14468), Nocardia co-
ralina (ATCC 31338) Nocardla globerufa (ATCC 0358), Nocardia miima
(ATCC 19150), Nocardia resinctus (NCIB 10027), Nocardia rubropertincia
(ATCC 14352), Nocardma salmonicolor (ATCC 19148) und Pseudomonas
testosteront (ATCC 11988) eingesetzt warden

In elner werteren Verfahrensvanante kdnnen die Verbindungen mit der alige-

meinan Formel 4,B In einer mikroblologischen Reakiion aus 7a-subgttuierten
Steroiden mit der aligemeinen Formel D

D
wonn R’, R" und R'? dieselben Bedeutungen haben wie zu den Verbindungen
mit der allgemeinen Formel 4,B angegeben, hergestalit werden Diese Reakbton
wird unter Verwendung eines Mikroorganismus, ausgewahit aus der Gruppe,
umfassend, Aspergllius sp , Beatrvena sp , Curvulana sp., Gibberella sp , Glo-
merelia sp , Gnomonla sp , Haplosporelia sp., Helicostylum sp , Nigrospora sp.,
Rhrzopus sp und Syncephalastrum sp , durchgefiihut, wobel das Steroid-
grundgerlist in 11a-Stellung hydroxylert wird und somit das 7a-substiulerie
11a-Hydroxysteroxd mit der aligemeinen Formel 4,B entsteht. Bevorzugt werden
Aspergillus alliaceus, Aspergilius awamon, Aspergilius fischerl, Asperglilus ma-
lignus, Aspergillus melleus, Aspergiiius nidualans, Aspergillus niger, Aspergilius
ochraceus, Aspergillus variecolor, Beauvena bassiana, Curvularia funeta, Gib-
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berafia zeae, Glomerella cingulata, Glomerelia fusaroides, Gnomomna cingulata,
Haplosporella hesperedica, Helicostylum piriformee, Nigrospora sphaence, Rh-
zopus oryzae und Syncephalastrum racemosum, wobet Insbesondere Asper-
gillus aiffeceus (ATCC 10080), Aspergilius awamori (CBS), Asperygillus fischen
(ATCC 1020), Aspergiiius malignus (IMl 16081), Aspergiius melleus (CBS),
Aspergillus nidualans (ATCC 11267), Aspergliius niger (ATCC 9142, ATCC
11304), Aspergillus ochraceus (NRRL 405, ATCC 13252, ATCC 48504),
Aspergliius variecolor (ATCC 10087), Beauverla bassiana (IFO 5838, ATCC
13144, IFO 4848, CBS 11025, CBS 12736, ATCC 7150), Curvularia lunata
(IX3), Gibberella zeae (CBS 4474), Glomerslia cingulata {(ATCC 10534, CBS
23848, CBS 23748, ATCC 16648, IFO 68458, IFO 6425, IFO, 8470, ATCC
15083, ATCC 10528, IFO 5257, ATCC 56596, ATCC 684882), Glomersiia fusa-
roldes (ATCC 8552), Gnomoanla cingulata (CBS 15226), Haplosporelia hespe-
redica (CBS 20837), Helicostylum piriformae (ATCG 8892), Nigrospora sphasii-
ca (ATCC 12772), Rhxopus oryzae (ATCC 4858) und Syncephalastrum race-
mosum {IFO 4827) engesetrt werden

Besonders geeignet sind Verfahren, bel denen 7a-subetitulerte 11a-Hydroxyste-
rolde mit der aligemeinen Formel 4,B hergestsiit werden, in denen unabhéingig
voneinander R’ fir CHs steht und/oder R for H steht und/oder R'? for CHs
steht.

Das Verfahren wird In Oblicher Walse durchgefthrt. Hierzu wird typischeiwelse
zuniichst eine sterilislerte Nahrideung fir den Stamm hergestslit und diese
N#hridsung dann mit der Kulturisung des Stammes belmpft, um den Stamm
anzuxiichien Die auf diese Wesse hergestsliite Vorkultur wird denn auf einen
Fermenter gegeben, der abenfalla mit einer geeigneten Nahridsung beachickt
ist. Vorzougsweise nach einer Anwachaephase fir die Kultur des Stammes wird
dann die Ausgangssubstanz zum Fermentsr zugegeben, Im voriiegenden Falle
also entweder aine Verbindung mit der aligemeinen Formel 3,A oder eine Ver-
bindung mit der aligememnen Formel D, so daB die erfindungsgemaBe Reaktion
ablaufen kann Nach AbschluB der Reaktion wird das Stoffgemisch in her-
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k3mmiicher Walse aufgereinigt, um das gewilnachts 7a-substituiertes 11a-
Hydroxysterold zu lsolleran

Aus den 30 erhaltenen Verbindungen mit der aligemelnen Formel 4,B kBnnen
weltere erfindungegemiBe Verbindungen mit ebenfalls erfindungagemiBen
Herstaliverfahren synthetisiert werden insbesonders stellen die 7a,17c-substl-
tulesten 118-Halogensteroide mit der aligemeinan Formel 8,10,12

worin

U-V-W-X-Y-Z flr eine der Ringstrukturen C'-C*-C3-C*=C°-C?,
C'-C:-C3-C*-C"=C"" oder C'-C*-C*-C*-CP-C¥ sisht, wobel In diesem Fall
eine Oxogruppe (=0) an W (=C? gebunden Ist, oder fiir die Ringstruktur
Ci=C2-C*=C*-C®=C*® wobel in diesem Falla der Rest OR® an W (= C%)
gebunden Ist,
R? for H, Cs- bis C-Alkyl, Cy- bis C,-Alkanoyl oder alnen cyclischen Cy-
bls Cr-Ether mit dam O-Atom des OR*-Rests steitt,
R? die Grupplerung P-Q ist, wobel
P ein Cy- bis C,-Alkylen und Q elnen Wasserstoff, Cy- bis C;-Alkyl-
oder Cy- bis C,-Fluoralkyl (Alkyl tellwelse oder vollstindig fluoriert)
darstelit und die Grupplerung P-Q Oiber P an das Steroidgrundge-
rlist gebunden lst,
R a- oder f-etindig sein kann und fir H, CHs oder CF3 steht und nur
dann vorhanden lst, wenn X-Y-Z nicht C*-C5%=C™ jat,
R'" ein Halogen lst,

RECTIFIED SHEET (RULE 81) ISA/EP
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R" Methyi oder Ethyl Ist,

R for H, Cy- bis Cis-Alkyl, alicyclisches Cy- bis C1s-Alkyl, Cs- bis Cys-Al-
kenyl, alicyclisches C- bie Cyg-Alkenyl, Cy- bis Cia-Alkinyl, C+- bis Cyg-
Akylaryl, Cy- bis Cg-Alkylennitrl) oder far die Gruppierung P-Q steht, wo-
bel dle Grupplerung P-Q die vorgenannte Bedeutung hat,

R foir H, Cy- bia C1s-Alkyl, allcyclisches Cy- bis Cyg-Alkyl, G- bis Cys-Al-
kenyl, alicyclisches Cs- bis Cig-Alkenyl, Cs- bis Cix-Allanyl oder Cy- bis
Cis-Alkylaryl steht, wobel R'" auch Ober eine Ketogruppe an dle 178-
Oxygruppe gebunden sein kann, und wobel R'" auch zusatzlich mit ener
oder mehreren Gruppen NR™R'® oder elner oder mehreren Gruppen
SO,R™ substitulert seln kann, wobei x = 0, 1 oder 2 und R*®, R" und R®

jewells unabhainglg voneinander dieselbe Bedeutung wie R™ haben kon-
nen

sowie deren phamazeutisch vertrigliche Addiionssalze, Ester und Amide vor-
tellhafte Wirkstoffe dar Diese durch weltere Verfahrensschntte aus dem 7a-
substitulerten 11a-Hydroxysterold mit der aligememnen Formel 4,B erhiltichen
Verbindungen sind wertvolie Wirkstoffe mit stark androgener Wirkung ohne die
erwhnten Nebenwirkungen Diese Verbindungen elgnen sich zur Herstellung
von Arznemmittein und Insbesondere von wirksamen Kontrazeptiva und von
Wirkstoffen zur Hormonersatztheraple (HRT)

Falls R'" mit elner Gruppe NR'*R" zusatziich substituiert ist, kann es sich hier-
be: um ene Methylamino-, Dmethylamino-, Ethylamino-, Diethylamino-, Cyclo-
hexylamino-, Dicyclohexylamino-, Phenylamino-, Diphenylamino-, Benzylamino-
oder Dibenzylaminogruppe handein

Besonders geeignets 7a,17a-substitulerts 11p-Halogensteroide mit der alige-
meinen Formel 8,10,12 sind Verbindungen, bel denen U-V-W-X-Y-Z fur die
Ringstruktur C'-C2.C%-C*%=C"C", C'-C2.C2-C*-C°%=C" oder
C'=C1c*=C*-C%=C" steht.

Im ersten Fall (U-V-W-X-Y-Z = C*'-C*-C3-C*=C"-C'%) handelt es sich um Ste-
roxde mit der aligameinen Forme! 10
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10

im zweiten Fall (U-V-W-X-Y-Z = C'-C2-C*-C*-C®=C"®) handelt es sich um Ste-
rolde mit der aligemeinen Formel 12

17

R

5 12

Bei dan Verbindungen mit den aligemeinen Formeln 10 und 12 handelt as sich

um androgene Verbindungen

10 Im drtten Fall (U-V-W-X-Y-Z = C1=C2-C3=C4-C5=C8) handelt es sich um Ste-

rokde m#t der aligemetnen Formel 8

18
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Diese Verbindungen smd Estrogens (Estrogenrezeptor-affine Verbindungen)

In allen dre! Fallen haben die Reste R*, R7, R, RY, R™®, RV und R'" diasefben
Bedeutungen wie die entsprechanden Reste in der aligemelnen Formel
8,10,12

Vorzugsweise stehan unabhiingig voneinander R' for H und/oder R” far CHy
und/oder R" ftr Fluor und/oder R™ for CHy und/oder R fur H, CHs, C1- bis

Cis-Alkinyl, msbesondere Ethinyl, CH2CN oder CF3 und/oder R fur H

Besonders geeignets erfindungsgemife 7a,17a-substituierte 11p-Halogenste-
rolde mit der aligemeinen Formel 8,10,12 sind

17a-Ethinyl-11p-fluor-17-hydroxy-7a-methylestr-4-en-3-on (Formel 10)
17a-Ethinyl-11p-fluor-17p-hydroxy-7a-methylestr-5(10)-en-3-on (Formel 12)
17a-Ethinyl-11p-fluor-7a-methylestra-1,3,5(10)-trlen-3,17p-dlol (Formel B)

Zur Herstellung dieser Verbindungen k3nnen folgende Herstellungswege ein-
geschlagen werden

Zur Herstellung von 7a,17a-substitwerien 11p-Halogensterolden mit der alige-
memen Formel 10, m denen U-V-W-X-Y-Z fir die Ringstruktur
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C'-C3-C>-C*=C5-C' steht, werden als Ausgangssubstanzen die mit dem erfin-
dungsgeméiBen mikrobiologischen Herstellungsverfahren erhaltichen 7a-sub-
stituierten 11a-Hydroxysterolde mit der aligemeinen Formel 4,B eingesetzt

In elnem ersten Syntheseschnit werden diese so erhaltenen 7a-substtuterten
11a-Hydroxysterokle durch nukleophile Substitubon mit einem Halodehydroxy-

lierungsreagens in die entsprechenden 7a-substitulerten 11p-Halogensteroxie 5
umgewandelt.

mk 13
» (Halo-
O R7 o

4,8 ]

Als Halodehydroxylierungsreagenten kommen alle hierfar Gblichen Verbindun-
gen in Frage, beispielsweise Fluor-, Chlor, Brom- oder lodwasserstoffsdiure,
Thionyichiond oder Thionylbromid, Phosphorpentachiorid, Phosphoroxychlond,
N-Chiorsuccinimid, Triphenylphosphin/Tetrachiorkohlenstoff, HF/Pyndin oder
Diethylaminoschwefelinfitord oder vorzugsweme Nonaflytfluorid/1,5-Diazabl-
cyclo[5 4 OJundecen

Aus 5 wird anschieend durch selektive Alkylierung an C' des Ringgerilsts die
Verbindung 10 hergestellt (siehe hierzu Schema I) Zur selekiiven Alkylierung
konnen Obliche Alkyllerungsreagentien verwendet werden, beispielsweise
Grignardverbindungen und organometallische Verbindungen, insbesondere Al-
kyliithium-Verbindungen Beispielsweise kann zur Herstellung des entspre-
chenden 17a-Ethinyl-17p-hydroxy-esir-4-en-3-ons aus dem Estr-4-en-3,17-dion
Ethinyimagnesiumbromid als Alkylierungsagens verwendet werden

Zur Herstellung der 7a,17a-substitulerten 11p-Halogensterokde, In denen
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U-V-W-X-Y-Z fur die Ringstruktur C'-C2-C*-C*-C"=C"” staht und die die alige-
metne Formel 12 haben, werden die Verbindungen mit der aligemeinen Formel
10 eingesetzt und isomerisiert, so dal die A*-Doppelbindung in elne A%™®-
Doppelbindung isomerisiert wird Um dis 3-Ketogruppe zu schiitzen, wird hierzu
zunéchst eln cyclischer Ether In 3-Stefiung geblidet. AnschileBend wird die A*-
Doppelbindung in die AX'_Doppelbindung Isomerisiet, wobei sich das 7a,17a-
substitulerte 11p-Halogensterold mit der aligemeinen Forme! 12 bildet, und die
Schutzgruppe wieder abgespalten

Zur Herstellung der welteren 7a,17a-substitulerten 118-Halogensteroide mit der
aligemelnen Formel 8, in denen U-V-W-X-Y-Z fir C'=C2-C3=C*-C%=C" steht,

wird wie foigt vorgegangen

Zunéichst wird wie zuvor bereits beschrieben, aus dem durch mikrobiologische
Hydroxyllerung und Oxidaton erhaltenen 7a-substitulerien 11a-Hydroxysterold
mit der aligememen Formel 4,B durch Halodehydroxyllerung in einer nukieo-
philen Substitubonsreaktion das entsprechende 11p-Halogensteroid mit der all-
gemelnen Formel 5 geblidet,

Aus dissem wird dann durch Oxidation, belspielswerse mit einem Kupfer(Il)-

Salz, ein 7a-substituiertes Estra-1,3,5(10)-tnen mit der allgemeinen Formel 6
gebildet:
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wonn R?, R, RM und R™ disselben Bedeutungen haben wie vorsteshend be-
zilchnet. Sofemn R? fir H steht, kdnnen diese Verbindungen unmittelbar syn-
thetisiert werden Soll eln anderer Rest als H fir R® stehen, mOssen die ent-
sprechenden Ether oder Ester auf bekannte Weise gebildet werden, nachdem
der 1,3,5(10)-Trenring durch Oxidation gebildet worden ist.

Auch die 7a-substitulerten 11p-Halogenesira-1,3,5(10)-triene mit der allgemes-
nen Formel 6 sowle deren phamazeutisch vertriigliche Additonssalze, Ester
und Amide sind neu und werden daher als Zwischenprodukte bei der Synthese
der ebenfalls erfindungsgemaBen 7a,17a-substituierten 11p-Halogensterolde
mit der allgemeinen Formel 8 beansprucht.

Eln besonders bevorzugtes 7a-substitulertes 11p-Halogenestra-1,3,5(10)-trfen

mit der aligememen Formel 6 Ist 11p-Fluor-3-hydroxy-7a-methylestra-1,3,5(10)-
tnen-17-on

Aus dem 7a-substitulerten 11p-Halogenestra-1,3,5(10)-nen mit der aligemel-
nen Formel 6 kann n gleicher Weise, wie zuvor fir die Synthese der Verbin-
dung mit der alilgememen Formel 10 beschneben mt, durch selektive Alkylle-
rung am C' des Ringgerlsts das erfindungsgemiiBe 7a,17a-substitwerte 11B-
Halogensterold mit der allgemeinen Formel 8 gebildet werden

Weiterhin k6nnen aus den durch mikroblologische Hydroxyllerung und Oxida-
tion aus den 7a-eubstituiarten Steroxden mit der aligememen Formel 3,A oder D
gewonnensen Substanzen mit der aligemeinen Formel 4,B auch die 7a-substi-

twerten 11p-Halogenstercide mit der aligomeinen Formel 9 hergestelit werden,
die ebenfalls androgene Wirkung aufweisen



WO 2004011663 PCT/EP2003/008111
18

worin R?, R'! und R dieselben Bedeutungen wie zuvor angegeben haben Ei-
ne besonders bevorzugte Verbindung st 11p-Fluor-178-hydroxy-7a-methylestr-
5 4-en-3-on D Verbindungen mit der aligemeinen Formel 9 sowie deren phar-

mazeutisch vertriglichen Addibonssatze, Ester und Amkie weisen ebenfalls
androgene Wirkung auf

Zur Hersteliung der Verbindungen mit der allgemeinen Formel 9 ward das Estr-

10 4-en-3,17-dion 5 zZum 17B-Hydroxy-estr-4-en-3-on 9 reduziert, belsplelsweise
mit emem Borhydrid

Dis Verbindungen mit der afilgemeinen Formel 9 kinnen welerhin in de ent-
sprechenden 7a-substitulerten 11p-Halogenestra-5(10)-ene

1
RM

15 ° R

wobei R?, R", R"! und R* die Bedeutungen wie In der aligemeinen Formel
8,10,12 haben,
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umgewandeit werden Hierzu werden dle Verbindungen mit der aligemeinen
Formel 9 durch Verschiebung der A*-Doppelbindung In eine A%"®-Doppelbin-
dung isomerisiert. Um die 3-Ketogruppe zu schltzen, wird hierzu zunachst ein
cychscher Ether m 3-Steflung geblidet. AnschlieRend wird die A*-Doppelbindung
in die A5"%_Doppelbindung Isomerisiert, wobel sich das vorstehend angegebe-
ne 7a-substitulerte 11p-Halogensterold biidet, und die Schutzgruppe anschhe-
Bend wieder abgespalten

Schlieffich kBnnen aus den Verbindungen mit der aligemeinen Formel 5 durch

Isomerisierung der A*-Doppelbindung In die A%'%_Doppelbindung auch die ent-
sprechenden 7a-substitulerten 11p-Halogenestra-5(10)-ene

13
RN

o) RY

wobel R?, R'?, R* und R™ die Bedeutungen wie In der aligemeinen Formel
8,10,12 haben,

umgewandelt werden Hierzu werden die Verbindungen mit der aligememnen
Formel 5 durch Verscliebung der A*-Doppelbindung in eine A*"-Doppelbin-
dung isomensiert. Um die 3-Ketogruppe za schiltzen, wird hierzu wiederum zu-
nichst eln cyclischer Ether In 3-Stellung geblidet. AnschlieBend wird die A*-
Doppelbindung In die A*'_Doppelbindung lsomerisiert, wobel sich das vorste-
hend angegebene 7a-substituierte 11p-Halogensteroid bildet, und die Schutz-
gruppe schheBlich wieder abgespalten

Alle genanntsn Verbindungen k8nnen auch welter verestert oder verethert wer-
den, sofern entsprechende Hydroxygruppen in 3- oder 17p-Stellung vorhanden
sind Bemspielsweise kann die Verbindung 9 in elnen entsprechenden 17p-Ether
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oder 178-Ester umgewandeit werden Eine bevorzugte Verbindung ist 11p-
Fluor-17-{4-sulfamoylbenzoxy)-7a-methylesir-4-en-3-on Als Substituenten am
Oxy-Sauerstoffatom an C7 kommen grundsatziich dieselban Reste in Frage,
die auch fur R'" angegeben sind

Insbesondere die 7a,17a-substitulerten 11B-Halogensteroide mit der aligemet-
nen Formel 8,10,12 sind geelignet zur Herstellung von Arzneimitiein Daher
bezieht sich die vorllegende Erfindung auch auf die Verwendung der genanntan
Verbindungen mit der aligemeinen Formel 8,10,12 zur Herstellung von Arz-
neimitein sowle auf pharmazeutische Priiparate, dia mindestens eine der ge-
nannten Verbindungen mit der aligameinen Formel 8,10,12 sowle mindestens
elnen phammazeutisch vertrigiichen Trger enthalien

Bel den erfindungsgemaRBen 7a,17c-substitulerten 11p-Halogensteroiden mit
der aligemeinen Formel 10,12 handelt es sich um Verbindungen mit stark
androgener Wirkung ohne die genannten Nebenwirkungen, beispialsweise St-
mulation der Prostata (insbesondere keine benigne Prostatahyperplasie) Die
Verbindungen sind leicht synthetislerbar Es sich gezelgt, daB die erfindungs-
gemAaRen Verbindungen mit der aligemesnen Formel 10 oder 12 nicht nur zur
ménnlichen HRT eingessizt werden kdnnen, sondem daB sich diese Verbin-
dungen auch ohne zusitziiche Verabreichung von weiteren Wirkstoffen als
wirksame ménniiche Kontrazeptiva eignen, wann eine ausreichende Dosisrung
vorgenommen wird, um den Blutsplegel von LH, von m Kdrper produzertem
Testosteron sowie von FSH (follikelstimulierendes Hormon) genligend abzusen-
ken Dies llegt daran, daB die erfindungsgemifen 11p-Halogenstarokde die
Ausschittung von LH und FSH Inhibleren LH stimullert die Leydig-Zeflen, so
daB Testosteron sezermiert wird Wird der Blutspiegel von LH nledrig gehalten,
sinkt auch die kbrpereigene Testosteronausschiiitung Testosteron wird for die
Spermatogenese bendbgt, whrend FSH die Keimzellen stimuliert. Daher sind
fOr emne wirkeame Spermatogenese ausreichend hohe FSH- und LH-Blutsplegel
erforderlich, wober ain ausreichend hoher LH-Blutsplegel zu der fir die Spermma-
togenese erforderiichen Testosteron-Ausschittung fihrt.
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Da eina Behandlung ausschlie8ich mit den 7a,17a-subshtuiertsn 118-Halogen-
steroiden ohne zusétziche Wirkstoffe zur Sterillsation barerts zur wirksamen
minnlichen Kontrazeption fihren kann, kann die Verabreichung eines hlesfur
geeigneten Arzneimitteis wesentiich vereinfacht und die Kosten der Anwendung
deuthch gesenkt werden

Die erfindungsgeméBen 7a, 17a-substiitulerten 11B-Halogensterolde kdnnen

auch in Kombination mit einem Gestagen eingeseizt werden, um die méannliche
Ferhirtat zu kontrollieren

Oberdies inhibieren die erfindungsgemaBen 7a,17a-substiuierten 11p-Halo-
gensteroide wirksam 5a-Reduktase und die Sterowd-11-Hydroxylase [CYP11B
(P450c11), G Zhang, W L.Miller, Journal of Chinical Endocrmology and Metabo-
hism, Vol 81, Seiten 3254-3258 (1968)], so daB belsplelsweise selekhv die St-
mulation der Prostata vermieden wird und diese Verbindungen eine verbesserte
Pharmakolanetik aufweisen Die inhibiion der 11-Hydroxylase fiihrt zu einer
verminderten Desaktivierung der androgenen Verbindungen und zu deren ver-
nngerter Ausscheidung aus dem menschiichen Kbrper Dadurch sind de Wirk-
samkert und Wirkdauer dieser Verbindungen gegendber bekannten Verbindun-
gen nsbesondere nach oraler Appilkation verbessert

Aus den vorstshenden Grinden eignen sich diese Verbindungen besonders zur
Anwendung in der ménnhchen Ferifititskontroile sowie zur Androgenersatzthe-
raple mit verminderter Neigung zur 5a-Raduktion bei gleichzeftig erhaltener Aro-

matislerbarkeit 2zu estrogenen Sterolden und giinstgem Einflul auf Serumfipide
und das Zentralnervensystem

Dle androgene Wirkung und die Feststellung, dass die genannten Nebenwir-
kungen nicht auftreten, wurde mit ainem Samenblasentest fir die erfindungs-
gemaBen Verbindungen mit den aligemeinen Formein 10 und 12 emitteit. Die
Wirksamkeit der erfindungsgemiafien Verbindungen mit der aligemeinen Formel
8 wurde mit emem Uteruswachstumstest auf estrogene Wirkung Oberprift.

2%
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Die erfindungsgemélen 7a,17a-subsiuerten 11p-Halogenstaroide mit der all-
gemeinen Formel 10 oder 12 bzw dle erfindungsgemaRen phamazeutischen
Priparate, die diess Verbindungan enthalten, eignen sich hervorragend zur Be-
handlung von nicht-sterilen manniichen Personen sowe grundsétzlich auch von
ménnlichen Sugetieren Eine Anwendung zur mannlichen Kontrazeption flthrt
dazu, daB die mannfichen Personen nur voribergehend stent werden Nach
Beendligung der Anwendung der erfindungsgeméBen Wirkstoffe bzw der phar-
mazeutischen Priiparate wird der urspringliche Zustand wieder emeicht, so da}
die ménnliche Person nicht mehr steril st und die Spermatogenese wieder Im
urspringlichen Umfange statifindet Um den Zustand der vorlbergehenden Ste-
rilitit Gber einen gewlnschien Zsltraumn konetant zu erreichen, st die Verabrer-
chung des Wirkstoifes bzw des Priiparats konbnulerlich durchaufohren, wobe:
die Verabrelchung Je nach der Anwendungsform taglich, in sinem kilrzeren oder
auch in einem grieren Zeltabstand periodisch 2u wiederholen st. Nach Been-
digung der einmaligan oder wiederholten Verabreichung des Wirkstoffes oder
des Priparats wird der nichi-sterile Zustand der mannlichen Person gegebe-
nenfalis nicht sofort sondem erst langsam wiederhergestelit, wobe die hierfur
erforderiche Zeltspanne von verschiedenen Faktoren, belsplelswelse von der
Daslerung, der Kbrperkonstitution der Person und der perallelen Gabe anderer
Armelmittel, abhangt

Falls der Zweck der Anwendung In der Kontrazeption besteht, muB die Dose-
rung der 7a,17a-substitulerten 11f-Halogansteroide so hoch eingestsiit werden,
daB die Blutsplegel von LH und FSH jewells hichstans 2,5 | E/ml (| E. Intema-
tonale Emnheiten), insbesondere hochstens 1,0 | E./ml, und von Testosteron
hichstens 10 nmolAl, insbesondere hdchstens 3 nmol, betragen

Falls die erfindungegemaBen 7a,17a-substertan 11p-Halogensterolde zur
HRT eingesetzt werden sollen, ohne daf eine Kontrazeption erreicht werden
soll, wird die Doslerung mednger angesetzt. Far diesen Fall werden Wirksplegel
angestrebt, die Blutsplegel fir LH und FSH von jewsils mehr als 2,5 | E/mi und
far Testosteron von mehr als 10 nmoll ermaglichen
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Dis zur Elnstellung des Blutspregels von LH, FSH und Testostaron benttigten
Doslerungen der erfindungsgemifien 7a, 17a-substitulerten 11p-Halogenste-
roide mit der aligemeinen Fonnel 10 oder 12 hingen von awner Vielzahl von
Faktoren ab und missen daher anwendungsspezifisch bestimmt werden Zu-
néchst ist dle Doslerung natiirlich von der Art der Therapie abhingig Falls die
Verbindungen zur mannlichen Kontrazeption elngesetzt werden sollan, mlissen
wesentlich hdhere Dosen gegeben werden als bei einem Einsatz zur HRT Fer-
ner richtet sich die Doslerung auch nach der Art des 7a,17a-substitulerten 118-
Halogensteroids und dessen Bioverfligbarkeit. Famer it die Art der Anwendung
wesantiich fir die zu appllzierende Menge SchileRich hingt die Doslerung
auch von der Kdrperkonstitution der anwendenden Pereon und von weiteren

Fakioren ab, belsplelswelse dem Umstand, ob parallel weitere Arzneimitiel ge-
geben werden

Die Verbindungen kdnnen oral und parenteval, beleplelswelse / p. (Intraperito-
neal), / v (infravends), /m (intramuskuliir) oder perkutan, verabreicht werden
Die Verbindungen kinnen auch in das Gewsebe smplantiert werden Die zu ver-
abreichenda Menge der Verbindungen kann innerhalb eines welten Bereiches
schwanken, soweit eine wirksame Menge applizert wird In Abhangigkeit von
dem zu behandelnden Zustand und der Art der Dammeichung kann die Menge
der verabreichten Verbindung in elnem weiten Beraich varlieran Beim Men-
achen liegt dle tégliche Dosls im Bereich von 0,1 bis 100 mg Die bevorzugte
tagliche Dosierung beim Menschen betriigt 0,1 bs 10 mg Die Dauer der An-
wendung héingt von dem zu ereichenden Zweck ab

Zur Anwendung kommen Kapseln, Pillen, Tabletten, Dragées, Cremes, Salben,
Lotionen, Fldssigkeitan, wie Sirupe, Gele, injizierbare Fllssigkeiten, belsplels-
weise zur / p -, I v -, 1 m.- oder perkutanen [njektion, usw in Frage, wobel die
einzeinen Dameichungsformen dee erfindungsgem#iBen Verbmdungen je nach
deren Ast alimahiich oder die gesamte Menge in kurzer Zelt an den Kémper ab-
geben

Zur oralen Verabreichung werden Kapsaeln, Pillen, Tabletten, Dragées und
Fldssigketten oder andere bekannte orale Dameichungsformen als pharmazsu-

£3



10

15

20

WO 2004011663 PCT/EP2003/008111

u

tische Priparate eingesetzt In diesem Falle k3nnen die Arznéimittel in der Wel-
se formuliert sein, daB sie die Wirkstoffe entweder in kurzer Zelt frelsetzen und
an den Kbrper abgeben oder eine Depoiwirkung aufwelsen, so daB eine langer
anhaltende, langsame Zufuhr von Wirkstoff zum K&rper emreicht wird Die Do-
slerungseinheitsn kdnnen neben dem 7a,17a-substituierten 11p-Halogensteroid
einen oder mehrere pharmazeutsch vertrigliche Trger enthalien, bel-
spleleweliso Stoffe zur Einstellung der Rheologie des Armeimitiels, oherfla-
chenakiive Stoffe, Ldsungsvermittier, Mikrokapsein, Mikropartikel, Granulate,
VerdOnner, Bindemitiel, we Starke, Zucker, Sorbit und Gelatine, femer Fali-
stoffe, wie Klesalsaure und Talkum, Gleimiitel, Farbstoffe, Duftstoffe und an-~
dere Stoffe

Die erfindungsgemiiBen 7a,17a-substtuerten 118-Halogensterolde kBnnen
insbesondere auch In Form einer Ldsung formullert werden, die fur die orale
Verabrelchung bestmmt i1st und die neben dem aktven 11p-Halogensterold ale
foigende Bestandtislle ein pharmazsutisch vertragliches Ol und/oder eine phar-
mazeulisch vertraghche hpophile, oberflachenaktive Substanz und/oder eine
phamazeutsch vertrigliche hydrophile, oberflachenakiive Substanz und/oder
ein phameazeutsch vertragliches mit Wasser mischbares Losungemiitel enthait.
Hierzu wird auBerdem auf WO-A-87/21440 verwiesen

Um eine bessere Bloverfligbarkelt des Stercids zu emelchen, kinnen dis Ver-
bindungen auch als Cyclodexinnchlatrate formuhert werden Hierzu werden die
Verbindungen mit a-, B- oder y-Cyclodaxirin oder deren Darivaten umgesetzt.

Falls Cremes, Salben, Lotonen und uBerich anwendbare Fllssigkeiten einge-
setzt werden sollen, missen diese so beschaffen sein, daB dle erfindungsge-
milen Verbindungen dem Kbdrper in ausreichender Menge zugeflhrt werden

In diesen Damreichungsfonmen sind Hilfsstoffe enthalten, belsplelsweise Stoffe
zur Elnstellung der Rheologle der Arzneimitisl, oberflichanaktive Mittel, Kon-
servierungemittel, Lésungsvermittier, Verdiinner, Stoffe zur Erh8hung der Per-
meationsfahigkeit fir die erfindungsgemaRen Stervide durch die Haut, Farb-
stoffe, Dufistofie und Hautschutzimittel, wie Konditionlerer und Feuchteregulato-
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ren Zusammen mit den erfindungsgemaBen Sterolden kiinnen auch andere
Wirkstoffe in dem Arzneimtitel enthalten sein

Zur parenteralen Verabrelchung kannen die Wirkstoffe in emem physlologisch
vertriglichen Verddnnungsmittel geldst oder suspendiert sein Als Verdin-
nungemittel werden sehr hufig Ole mit oder ohne Zusatz elnes Lsungsver-
miitiers, eines oberfiichenaktiven Mittels, eines Suspendier- oder Emulgiermit-
tels varwendet. Betsplele fir verwendete Ole sind Olivendl, ErdnuRdl, Baum-
wolisamendl, Sojabohnendl, Rizanusdl und Sesamdl Zur Formufierung eines
Injizerbaren Priparats kann ein belebiger flissiger Trager verwendet werden,
in dem die erfindungsgemaBen Verbindungen geldst oder emulgiert sind Diese
Flossigksiten enthaiten haufig auch Stoffe zur Regulahon der Viskoaitat, ober-
fiachenaktive Stoffa, Konservierungsstoffe, Losungsvermittier, Verdinner und
weltere Zusatzstoffe, mit denen dle LOsung 1sctonisch eingestellt wvird Zusam-

men mit den 7¢, 17a-substituierten 11p-Halogensteroiden knnen auch andere
Wirkstoffe verabreicht werden

Die erfindungsgemaBen 11p-Halogensieroide lassen sich so in Form elner De-
potinjekbion oder eines Implantatpraparats, beisplelswelse subkutan, anwenden,
die so formullert sein kdnnen, daB eine verzdgerte Wirkatoff-Freigabe ermdg-
hcht wid Hierzu kdnnen bekannte Techniken eingesetzt werden, beisplels-
weise sich aufidsende oder mit elner Membran arbetende Depots implantate
kdnnen als nerte Matenalien beisplelsweise biologisch abbaubare Polymere
enthalten oder synthetischa Silikone, belsplelswelse Slikonkautschuk Die er-
findungsgemaBen 11p-Halogensteroxde kinnen fermner zur perkutanen Verab-
reichung belsplelswelse In ein Pflaster eingearbeitet werden

Die nachfolgend angegebenen Berspiele dienen zur ndheren Erluterung der
Erfindung
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A. Mirobloogische Synthese,

11a-Hydroxy-7a-methyt-estr-4-en-3,17-dlon (Verbindung 4,B)

Helaplel 1

Micoblologische HO,

A B

En 2 }-Edenmeyerkolban, der 1000 mi einer 30 min bel 121°C Im Autoklaven
sterliislerten Nahridsung aus 3 Gew -% Glucose, 1 Gew -% Malsquellwasser,
0,2 Gew -% NaNO,, 0,1 Gew -% KH,PO,, 0,2 Gew -% KaHPO,, 0,05 Gew -%
KC, 0,05 Gow -% MgSO,7H;0 und 0,002 Gew -% FeSO, 7HO (pH 6 0) ent-
hlelt, wurde mit einer Schragréhrchen-Kultur des Stammes Gnomonla cingulefa
(CBS 152286) belmpft und 72 h lang bel 28°C auf einem Rotetionsschitiier mit
165 UpM geschitteit. Mit dieser Vorzucht wurde ein 20 I-Femnentsr beimpft, der
mit 19 | sterilem Madium der glelchen Endzusammensstzung, wie for die Vor-
kultur beschrieben, beschickt war Auierdem wurden vor dem Sterilisieren noch
1,0 ml Silicond! und 1,0 ml Synperonic (Oxoalkoholethoxylaf) zur Schaumbe-
kdmpfung zugegeben Nach einer Anwachsphase von 12 h bel 0,7 bar Ober-
druck, aier Temperatur von 28°C, elner Bellftung von 20 t/min und elner
Rohrgeschwindigkelt von 250 UpM wurde eine L3sung von 4,0 g 17p-Hydroxy-
7a-methylestr-4-en-3-on in 40 ml DMF ugegeben Es wurde weltergerthrt und
beldftet. Nach 135 h wurde dle Kulturbrithe geemtet und 12 h lang mit 10 1 Me-
thylisobutylketon und 5 h lang mit 5 1 Methylisobutylketon extrahiert. Die ver-
elnigten organiachen Phasen wurden bis zur Trockene eingeengt. Das Silicond!
wurde mit Hexan herausgewaschen Nach Chromatographie an Kieseigel mit
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emem Gradienten aus Hexan und Ethylacetat wurden 1,64 g (38 %) 11a-
Hydroxy-7a-methylestr-4-en-3,17-dlon isollert.

5 DBelsplel 2
H H
HO
Mkroblologlsche Mikroblologische
Hydroxylecung Oxdaon
O o
A C
HO,
O
B

10 Ein 2 I-Erflenmeyerkolben, der 1000 mi esner 30 min lang bel 121 °C Im Autokla-

ven storilislertan Nahribsung aus 3 Gew ~-% Glucose, 1 Gew -% Maisquellwas-

sev, 0,2 Gow -% NaNOs, 0,1 Gew -% KHPO,, 0,2 Gew -% KzHPO,,

0,05 Gew -% KCl, 0,05 Gew -% MgS0, 7H;0, und 0,002 Gew -% FaeS0,7H;0

(pH 6,0) enthielt, wurde mit einer Schragrohrchen-Kultur des Stammes Glome-
15 relfe cinguiata (IFO 8425) beimpft und 72 h lang bei 28°C auf etnem Rotations-

schitiier mit 165 UpM geschOttelt. Mt dleser Vorzucht wurde ein 20 | Fermenter

belmpft, der mit 19 1 sterilem Medlum der gleichen Endzusammensetzung, wie

for die Vorkultur beschneben, beschickt war AuBerdem wurden vor dem Steril-

sieren noch 1,0 ml Silicondl und 1,0 ml Synperonic zur Schaumbekimpfung

20 zugegeben Nach einer Anwachsphase von 12 h bei 0,7 bar Uberdruck, einer
Temperatur von 28°C, einer Bellfiung von 10 Vmin und einer ROhrgeschwin-
digkeit von 350 UpM wurde eine L3sung von 2,0 g 17p-Hydroxy-7a-methylestr-
4-en-3-on in 30 ml DMF zugegsben Es wurde weltergertihit und beliiftet. Nach
19 h wurde dle Kulturbrihe gesmtet und 16 h lang mit 20 | Methylisobutylketon

235
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und 23 h lang mit 20 1 Methylisobutylketon exirahlert. Die verelnigten organi-
schen Phasen wurden bis zu Trockne eingeengt. Der Rlckstand wurde In Me-
thanol weitgehend geldst Das Silicontil wurde abfiltriert. Es wurde eingsengt,
und nach Chromatographie an Kiesaigel mit einem Gradlenten aus Dichior-
methan und Aceton wurden 1,55 g (73 %) 11a,17p-Dihydroxy-7a-methylestr-4-
en-3-on Isoflert. Nach der Umkristellisation aus Aceton/Dilsopropylether wurden
827 mg (39 %) weile Kristalle vom Schmelzpunkt 163°C und [c]p = -16*
(CHCl, ¢ = 0,501) isoliert

Ein 2 I-Erlenmeyerkolben, der 500 mi elner 30 min lang bef 121 °C im Autokia-
ven stenkserten Nahridsung aus 0,5 Gew -% Glucose, 0,5 Gew -% Bacio-He-
feextrakt, 0,1 Gew -% Papton und 0,2 Gew -% Maisqueliwasser (pH 7,5) ent-
hielt, wurde mit vier Kryo-Kugein einer Kultur des Stammes Bacillus sphaencus
(ATCC 7055) bermpft und 24 h lang bel 28°C auf einem Rotabonsschiitiier mit
165 UpM geschitielt. Mit dieser Vorzucht wurden vier 2 1 Erflenmeyerkolben, die
500 mi steriles Medium der gleichen Zusammensetzung, wie fiir die Vorkultur
beschrieben, enthlelten, mit je 10 % dleser Kulturbriihe belmpft. Nach elner
Anwachaphase von 4 h bel elner Temperatur von 28°C auf emem Rotatlonss-
chittier mit 165 UpM wurde In Jeden Kotben emne Lsung von 50 mg 11a,17p-
Dihydroxy-7a-methylestr-4-en-3-on in 2,5 mi DMF gegeben. Es wurde 48 h
weitergeschitteit. Die vereinigten Kulturbrihen wurden zweimal mit 2 1 Methyll-
sobutylketon exirahlert. Die verainigten organischen Phasen wurden Ober Natri-
umsulfat getracknet und bis 21 Trockne eingeengt. Dabel wurden 630 mg elnes
Olig-kristallinen Rickstands erhalten Nach der Umkristallisation aus Ace-
ton/Disopropylether wurden 103 mg (49,2 %) gelbliche Kristalle vom Schmalz-
punkt 188°C und [a}, = +40,4° (CHCly, c = 0,520) Isallert (Direktkristallisation
ohne vorherige chromatographiache Aufreinigung)
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Belaplel 3
HO
H Mikroblologische
Hydroxyllsrung
—————-—-’-
o o
D B

Ein 2 HErdenmeyerkolben, der 500 ml einer 30 min lang bei 121 *C im Autokla-
ven sterilislerten Nahridaung aus 3 Gew -% Glucose, 1 Gew -% Maisquellwas-
ser, 0,2 Gew -% NaNOs, 0,1 Gew -% KH;PO4, 0,2 Gew -% K HPO,,

0,05 Gew -% KCI, 0,05 Gew -% MgSO, 7H;0, und 0,002 Gew -% FeS0, 7H;0
{pH 6,0) enthielt, wurde mit einer haiben Schrigrohrchen-Kultur des Stammes
Aspergillus ochraceus (CBS 13252) belmpit und 72 h lang bel 28°C auf elnem
Rotationsschittier mit 185 UpM geschiitielt, Mit dieser Vorzucht wurde ein 10 1
Fermenter beimpft, der mit 8,5 | sterilem Medium der gleichen Endzusammen-
setzung, wie fir dre Vorkultur beschneben, beechickt war Aufterdem wurden
vor dem Sterilisieren noch 0,5 ml Siicon8l und 0,5 ml Synperonic zur Schaum-
bekdimpfung zugegeben Nach emer Anwachsphase von 6 h bei 0,7 bar Uber-
druck, emer Temperatur von 28°C, einer Bellftung von 5 /'min und elner ROhr-
geschwindigkelt von 350 UpM wurde eine Ldsung von 1,0 g 7a-Methylesir-4-
en-3,17-dlon in 15 ml DMF zugegeben Es wurde weltergerGhrt und bellitet.
Nach 22 h wurde die Kulturbrihe geemtest und zwewnal 4 h lang mit 7 1| Methyl-
isobutylketon extrahiert. Die veresmgten organischen Phasen wurden bis zur
Trockne singesngt Der Rickstand wurde in Mathanol weligehend geldst. Das
Silicond] wurde abfiltnert. Es wurde eingeengt, und nach Chromatographie an
Klessigel mit enem Gradlentsn aus Dichlormethan und Aceton wurden 0,78 g
(74 %) 11a-Hydroxy-7a-methylestr-4-en-3,17-dion isofiert. Nach der Umknstalli-
sahon aus Aceton/Diisopropylether wurden 311 mg (20,6 %) weifle Kristalle
vom Schmelzpunkt 200°C und [a]o = +52° (CHCl, ¢ = 0,5905) Isollert.
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Belsplel 4. Herstsllung von 118-Fluor-17p-hydroxy-7a-methylesir-4-en-3-on
a) 11p-Fluor-7a-methyl-estr-4-en-3,17-dion

Zu einer L3sung von 13,08 g 11a-Hydroxy-7a-methyl-esir-4-en-3,17-dion (her-
gestslit mitisls erfindungsgemater mikkablologlscher Synthese [Tell A in

250 mi Toluol und 18,2 ml 1,8-Diazablcyciof5,4,0jundec-7-en wurden bel 0°C
11,5 ml Perfluorbutan-1-suifonsaurefiuorid getropft. Nach 1 h wurde mit 2M-
Salzsfiure neutralislert, auf Wasser gegeben, viermal mit Ethylacetat extrahlert,
mit geséttigter Natnumchiorid-L8sung gewaschen, getrocknet und im Vakuum
eingeengt. Nach Chromatographleren des Rohproduktes an Kieselgel mit el-
nem Haxan/Ethylacetat-Gradlenten wurden 8,7 g 11p-Fluor-7a-methyl-estr-4-
en-3,17-dlon erhalten Schmelzpunkt 101,4°C, [a]p +135,8° (CHCh)

b) 11p-Fluor-17p-hydroxy-7a-methylestr-4-en-3-on

Eine Lsung von 8,7 g 11p-Fluor-7a-methyl-estr-4-en-3,17-dion in 148 ml
Tetrahydrofuran wurde bel 0°C mit 20,5 mi 1M-Lithumaluminiumtri-tert-butoxy-
hydrid in Tetrahydrofuran tropfenweise versetzt und 5,5 h lang bei 0°C gerahit.
Anschilefend wurde bel 0°C verdlinnte Schwefelsiure zugegeben, und die Re-
akifonsi3sung wurde auf Elswasser gegeben, dreimal mit Ethylacetat extrahiert,
neutral gewaschen, Ober Natriumsulfat getrocknet, / Vak. emgeengt, und an
Kleseigel mit Hexan/Ethylacetat chromatographiert. Es wurden 5,8 g 11p-Fluor-

17p-hydroxy-7a-methylastr-4-an-3-on, vom Schmetzpunkt 143-144°C erhalten
[alo = +80 8° (CHCl)
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Belsplel 5 Herstsllung von 11p-Fluor-17p-{4-sulfamoylbenzoxy)-7a-methylestr-
4-en-3-on

Eine L8sung von 500 mg 11p-Fluor-178-hydroxy-7a-methylestr-4-en-3-on In
7.5 mi Pyridin wurde bei Raumtemperatur mit 750 mg 4-Sulfamoylbenzoeséure,
800 mg N,N-Dicyclohexylcarbodiimid sowle 125 mg p-Toluolsulfonsaure ver-
setzt und 8,5 h lang gerihrt. Dann wurde auf Natriumhydrogencarbonat-L5sung
gegeben, viermal mit Dichlormethan exirahiert, neutral gewaschen, Ober Na-
tnumsulfat getrocknet, / Vak eingeengt und an Kleselgel mit Dichlormethan/
Acsaton chromatographiert. Es wurden 302 mg 11p-Fluor-17p-{4-sulfamoyl-
benzoxy)-7a-methylestr-4-en-3-on vom Schmetzpunkt 232°C erhalten [a]p =
+100 5 ° (CHCly)

Belsplel 6 Herstellung von 17a-Ethinyl-11B-fluor-178-hydroxy-7a-methylestr-4-
en-3-on

a) 11p-Fluor-3-methoxy-7a-methylestra-3,5-dien-17-on

Eine L8sung von 2 g 11p-Fluor-7a-methylestr-4-en-3,17-dlon in 20 mi 2,2-D{-
methoxypropan wurde mit 200 mg Pyridiniumtosylat 6,5 h lang bel 80°C ge-
rithrt. Dann wurde mit Ethylacetat verdinnt, mit Natrumhydrogencarbonat- und
Natriumchlond-L3sung gewaschen, Ober Natnumsulfat getrocknet und 1 Vak.

eingeengt. Es wurden 2 g rohes 11pB-Fluor-3-methoxy-7a-methylestra-3,5-dlen-
17-on erhaiten

b) 17a-Ethinyl-11-fluor-17p-hydroxy-7a-methylesir-4-en-3-on

BEwne L3sung von 8,17 g Cer-II-chlond n 60 ml Tetrahydrofuran wurde bel 0°C
tropfenweise mit 74,2 ml einer Ethinyimagnesiumbromid-Lasung (0,5 M In
Tetrahydrofuran) versetzt und 1 h lang bei 0°C gerlihit. AnschlleBend wurden
eine LAsung von 2 g des rohen 11B-Fluor-3-methoxy-7a-methylestra-3,5-dien-
17-on in 40 ml Tetrahydrofuran tropfenweise zugegeben und welters 3,5 h lang
bel 0°C gerdhit Zur Aufarbeitung wurde eine gesathgte Ammoniumchlorid-L&-
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sung zugesetzt, auf Wasser gegeben, dreimal mit Ethylacetat extrahlert, mit
halbkonzentrierter Salzsiure, Natnumhydrogencarbonat- und Natriumchlorid-
Lasung gewaschen, Gber Natriumsulfat getrocknet, s Vak eingeengt und an
Kieselgel mit Haxan/Ethylacetat chromatographiest. Es wurden 1,15 g reines
17a-Ethinyl-11p-fluor-17p-hydroxy-7a-methylesir-4-en-3-on vom Schmebzpunkt
218-220°C erhalten [a)p = +19 2° (CHCh)

Belsplel 7 Hersteliung von 17a-Ethmyl-11p-fluor-17p-hydroxy-7a-methylestr-
5{10)-en-3-on

a) 3,3-Ethandlyldioxy-17a-ethinyl-11p-fluor-7a-methylesir-5(10)-en-17p-ol

Eine L8sung von 700 mg 17a-Ethinyt-11p-fluor-17p-hydroxy-7a-methylestr-4-
en-3-on In 7 ml Dichlormethan und 4,7 ml Ethylenglykol wurde mit 2,3 mil Tril-
methylorthoformiat und 30 mg p-Toluclsulfonsiurehydrat 8,5 h lang bei Raum-
temperatur gerShrt Dann wurde auf Natnumhydrogencarbonat-L.0sung gege-
ben, dreimal mit Ethylacetat extrahlert, neutral gewaschen, Ober Netriumsulfat
getrocknet, / Vak. eingeengt und an Kieselgel mit Hexan/Ethylacetat chroma-
tographiert. Es wurden 205 mg 3,3-Ethandiyldioxy-17a-ethinyl-11p-fluor-7a-
methylestr-5(10}-en-17p-ol drhalten

b) 17a-Ethiny-11B-fluor-178-hydroxy-7a-methylestr-5(10)-en-3-on

Eine Ldsung von 205 mg 3,3-Ethandiyldioxy-17a-ethinyl-11p-fluor-7a-methyl-
eatr-5(10)-en-17B-ol in 27 ml Methano! und 3,8 ml Wasser wurde mit 381 mg
Oxalsdure 24 h lang bel Raumtemperatur gerGhrt. Dann wurde auf Natnum-
hydrogencarbonat-L 8sung gegaben, dreimal mit Ethylacetat extrahlert, neutral
gewaschen, Ober Natriumsulfat getrocknet, s Vak eingeengt und an Kleseige!
mk Hexan/Ethylacetat chromatographiert. Es wurden 85 mg 17a-Ethinyl-11p-

fluor-17-hydroxy-7a-methylestr-5(10)-en-3-on vom Schmelzpunkt 112-114°C
erhalten
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Beisplel 8 Herstellung von 17a-Ethinyl-11p-fluor-7a-methylestra-1,3,5(10)-
tnen-3,17p-dlol

a) 11p-Fluor-3-hydroxy-7a-methylestra-1,3,5(10)-trlen-17-on

Eine L8sung von 500 mg 11p-Fluor-7a-methylestr-4-en-3,17-dlon in 16,5 ml
Acetonitsil wurde mit 400 mg Kupfer-II-bromud 8,5 h lang bel 25°C gerlhrt.
Dann wurde mit Ethylacetat verd(nnt, mit Natnumhydrogencarbonat- und Na-
tiumchiond-L3sung gewaschen, Ober Natnumsulfat getrocknet, / Vak. einge-
engt und an Kieselgel mit Haxan/Aceton chromatographiert. Es wurden 280 mg

relnes 11B-Fluor-3-hydroxy-7a-methylestra-1,3,5(10)-irien-17-on vom Schmelz-
punkt 185-186°C erhalten

b) 17a-Ethinyl-11p-fluor-7a-methylestra-1,3,5(10)-trlen-3, 17p-diol

Eine Suspenslon von 2,03 g Cer-III-chlond in 7,5 ml Tetrahydrofuran wurde be
0°C tropfenweise mit 18,5 ml aner Ethinyimagnesiumbromd-L8sung (0.5 M In
Tetrahydrofuran) versetzt und 0,5 h lang bei 0°C gerlihit Anschhiefland wurden
elne Lasung von 260 mg 11B-Fluor-3-hydroxy-7a-methylestra-1,3,5(10)-tnen-
17-on In 2,8 ml Tetrahydrofuran tropfenwelse zugegeben und weltere 3,6 h lang
bel 0°C gerthrt. Zur Aufarbertung wurde eine ges#thgte Ammoniumchiond-LO-
sung zugasetzt, auf Wasser gegeben, viermal mit Ethytacetat extrahtert, neutral
gewaschen, Ober Natnumsulfat getrocknet, / Vak eingeengt und an Kleseligel
mit Hexan/Ethylacetat chromatographlert.

Es wurden 220 mg 17a-Ethinyl-11p-fluor-7a-methylestra-1,3,5(10)-trlen-3,17B-
diol vom Schmelzpunkt 115-117°C erhalten

28
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Patentanspriche

1 Mikrobiologmeches Verfahren zur Herstellung von 7a-substitulerten 11a-
§ Hydroxysterolkden mit der allgemeinen Formel 4,B

4.B

worin
10 R’ die Gruppierung P-Q Ist, wobel
P ein G;- bis C-Alkylen und Q elnen Wasserstoff, Cy- bls C-Alkyl-
oder Cy- bis Cy-Fluoralkyl darstalit und die Grupplerung P-Q Gber
P an das Steroldgrundgeriist gebunden lst,
R" a- oder B-stindig seln kann und fir H, CH, oder CF, steht, und
15 R'? Methyl oder Ethyt Ist,

bel dam ein 7a-substtuiertes Steroid mit der alilgememen Formel 3,A.

3 OH

A

RECTIFIED SHEET (RULE 81) ISAJEP
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worln R?, R* und R' dleselben Bedeutungen haben wie zuvor angegaben,

unter Verwendung eines Mikroorganismus, ausgewlhit aua der Gruppe, umnfas-
send Asperglilus sp , Beauveria sp , Glomerolia sp , Gnomonia sp., Haplospo-
miia sp und Rhizopus sp , hydroxyliert und axidiert wird

2 Varfahren nach Anapruch 1, dadurch gakannzaichnet, daB der Mikroorga-
nlemus ausgewahi st aus der Gruppe, umiassend Aspergilius awamorl, Asper-
glius fischert, Aspergilius malignus, Aspeigilius niger, Beauveria bassiana,

Glomerelia cingulata, Gnomonla cingulata, Haplosporella hesperedica und Rhi-
zopus stolonifer

3 Mikroblologisches Verfahren zur Herstellung von 7a-substitulerten 11a-
Hydroxysterolden mit der aligemeinen Formel 4,8

48

worin
R’ die Gruppierung P-Q let, wobel
P ein G- bis C4-Alkylen und Q elnen Wasserstoff, Cs- bis C,-Alkyl-
oder Cy- bis C,-Fluoralkyl danstelit und die Grupplerung P-Q Giber
P an das Sterodgrundgerist gebunden ist,
R" a- oder p-sténdlg seln kann und fir H, CHy ader CF5 staht, und
R" Methyl oder Ethyl Ist,

RECTIFIED SHEET (RULE 91) ISA/EP

29
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bel dem ain 7a-subsiitulertes Sterold mit der aligemeinen Formel 3,A.

o oy

RT
3,A
worin R”, R' und R™ dieselben Bedeutungen haben wie zuvor angegeben,

In elnem ersten mikroblologischen Verfahrensachritt unter Verwendung emnes
arsten Mikroorganismus, ausgewhlt aus der Gruppe, umfassend Aspergifius
sp , Beauvena sp , Gibbersfia sp , Glomerelia sp., Gnomonia sp , Metarrhizlum
sp., Nigrospora sp, Rhizopus sp und Verticilium sp , In 11a-Stellung hydroxy-
liert ward unter Bildung eines 7a-substtuierten 11a-Hydroxysteroids mit der all-
gemeinen Formel C

C

worin R, R" und R* dieselben Bedeutungen haben wie zuvor angegeben, und

das entstandene 7a-substiwerte 11a-Hydroxysterold mit der allgemenen For-
mel C dann in elnem zwerten mikrobiologmchen Verfahrensschritt unter Ver-
wandung eines zweiten Mikroorganismus, ausgewahit aus der Gruppe, umfas-
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send Bacillus sp., Mycobacterium sp , Nocardra sp. und Pseudomonas sp., un-
ter Bildung des 7a-substitulerten Steroide mit der aligemeinen Formel 4,B oxi-
diert wird

4 Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzelchnet, daB der erste Mikroor-
ganismus ausgewdhlt Ist aus der Gruppe, umfassend Aspergillus malfignus,
Aspergilius mellsus, Aspergliius niger, Asperglilus ochraceus, Beauvera basss-
ana, Gibberella fujikuroi, Gibberella zeae, Glomerefia cinguiata, Glomerelia fu-
saroldes, Gnomoma cingulata, Metarrhium amsopliae, Nigrospora sphaerica,
Rhizopus oryzae, Rhizopus stolontfer und Verticilium dahliae

5 Verfahren nach elnem der Anspriiche 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, dail
der zweite Mikroorganismus ausgewahlt Ist aus der Gruppe, umfassend Bacy-
lus lacimorbus, Bacillus sphaencus, Mycobaclerium neoaurum, Mycobactenum
smegmalls, Nocardia corallina, Nocardla gioberula, Nocardm minima, Nocardia
resincius, Nocardia rubroperiincta, Nocardia salmomcolor und Pseudomonas
testosteroni

68 Mikrobiologisches Verfahren zur Herstsllung von 7a-substituierten 11a-
Hydroxysterolden mit der aligemeinen Formel 4,B

48

wonn
R die Grupplerung P-Q Ist, wobel
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P eln C,- bis C-Alkylen und Q einan Wassarstoff, Cs- bls C,-Alkyl-
oder C;- bis C,-Fluoralkyl darstelit und die Grupplerung P-Q Gber
P an das Steroldgrundgeriist gebunden Ist,

R' fir H, CHs oder CF; steht, und

R'® Methyl oder Ethy! Ist,

bel dem 7a-substitulerte Steroide mit der aligameinen Formel D

worin R’, R" und R" disselben Bedeutungen haben wis zuvor angegeben,

unter Verwandung einas Mikroorganismus, ausgewahit aus der Gruppe, umfas-
send, Aspergllius sp , Beauveria sp., Curvularia sp., Gibberella sp., Giomerelia
sp , Gnomonia sp., Haplosporelia sp., Helicosiylum sp , Nigrospom sp., Rhizo-
pus sp. und Syncephalastrum sp., hydroxyliert werden

7 Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB der Mikroorga-
nismus ausgewdhit lst aus der Gruppe, umfassend Aspergiius alifaceus,
Aspergilius awamori, Aspergliius fischer, Aspergiiius malignus, Aspergitius
melleus, Aspergilius nidualans, Asperglius niger, Aspergiilus ochraceus,
Aspergilius variscolor, Beauveria bassiana, Curvularia lunata, Glbsrelia zeae,
Glomerefla cingulata, Glomerella fusarordes, Gnomonia cinguiata, Hapiospo-
relia hesperedica, Helicostylum plriformae, Nigrospora sphaerica, Rhizopus o-
ryzae und Syncephalastrum racemosum.

RECTIFIED SHEET (RULE 91) ISA/EP
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8 Mikrobiologieches Verfahren nach elnem der Ansprilche 1 bis 7, dadurch
gakennzelchnet, daB R” for CH, steht

9 Mikrobiologlisches Verfahren nach elnem der Ansprilche 1 bis 8, dadurch
5 gekennzeichnet, daB R" fiir H steht

10 Mikrobiologisches Vertahren nach elnem der Anspriche 1 is 8, dadurch
gekennzelchnet, daB R'® fr CHj steht.

10 11 70,17a-substitulerts 118-Halogenstaroide mit der aligemeinen Farmel
8,10,12

8,10,12

worin
16 U-V-W-X-Y-Z flr eine der Ringstrukturen C'-C®-C3-C*=C5-C"°,
C'-C-C>-C*-C*=C"® oder C'-C*-C3-C*-C"-C'° stent, wobel in diesem Fall
eine Oxogruppe (=0) an W (=C) gebunden lst, oder fir dis Ringatrukiur
C'=C-C=C*-C*=C*, wobel In dlesem Falle der Rest OR® an W (= C¥
gebunden let,
20 R? fir H, Cy- bis Cy-Alkyl, Ct- bis C-Alkanoyl oder einen cyclischen Cs-
bla Cr-Ether mit dem O-Atom des OR*-Reets steht,
R’ dle Grupplerung P-Q Ist, wobel
P ein C;- bis Ce-Alkylen und Q einen Wasserstoff, C;- bis C,-Alkyl-
oder C,- bis C,-Fluoralkyt darstelit und die Grupplerung P-Q Gber
25 P an das Steroidgrundgerdst gebunden ist,

RECTIFIED SHEET (RULE 91) ISAJEP
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R" a- oder B-stiindig seln kann und for H, CHy oder CF3 steht und nur
dann vorhanden Ist, wenn X-Y-Z nicht C*-C*=C'® Ist,

R ein Halogen Ist,

R'? Methyl oder Ethyl lat,

RY for H, Cy- bis Cys-Alkyl, alicyclisches Cs- bis Cys-Alkyl, Cy- bia Cyg-Al-
kenyl, alicyclisches C4- bis Cig-Alkenyl, Cs- bis C4s-Alkinyl, C¢- bis Cya-
Alkylaryl, Cy- bis Cg-Alkylennitril oder fir die Gruppierung P-Q steht, wo-
bei die Grupplerung P-Q die vorgenannte Bedeutung hat,

R'T for H, C+- bis Cis-Alkyl, alicyclisches Cy- bis Cy5-Alkyl, Cy- bis Cyg-Al
kenyl, allcyclisches Cq- bis Cyg-Alkenyl, Cs- bis Cys-Alkinyl oder Cy- bis
Cis-Alicylaryl ateht, wobe: R'" auch Ober eine Kstogruppe an die 178-
Oxygruppe gebunden seln kann, und wobel R'" auch zusatzich mit einer
oder mehreren Gruppen NR'R' oder einer oder mehreren Gruppen
SOR™ substitwert sein kann, wobel x = 0, 1 oder 2 und R, R™® und R®

jewells unabhéinglg voneinander disselbe Bedeutung wie R'” haben kdn-
nen

sowie deren phamazeutisch vertriigliche Additionssalze, Ester und Amide

12 7a,17a-substitulerte 11p-Halogensterokde nach Anspruch 11, dadurch ge-
kennzelchnet, daR U-V-W-X-Y-Z fir dle Ringstruktur C'-C3-C3-C*=C?-C"° oder
C1-C2-C%-C-C3=C™ oder C'=C2.C*=C*-C%=C'" gtuht.

13 7a,17a-substituierte 118-Halogensteroide nach elnem der Anspriiche 11
und 12, dadurch gekennzelchnet, daB R fur H steht.

14 7a,17c-subshtwerte 11p-Halogensteroide nach einem der Anspriiche 11 bis
13, dadurch gekennzelchnet, da R? for CH; steht.

15 7a,17a-substiulerte 11p-Halogensteroxie nach einem der Anspriiche 11 bis
14, dadurch gekennzelchnet, dat R" far Fluor steht.

16 7a,17a-substituierte 11B-Halogensterokie nach einem der Anspriiche 11 bis
15, dadurch gekennzaichnet, dat R™ far CHj steht.
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17 7a,17o-substitulerte 11p-Halogensterolde nach elnem der Anspriiche 11 bis
16, dadurch gekennzelchnet, daf R fiir H, CH3, Cy- bis C1g-Alkinyl, CH-CN
oder CF3 steht.

18 7a,17a-substhuierts 11p-Halogensteroide nach einem der Anspriiche 11 bis
17, dadurch gekennzeichnet, datt R'" Ethinyl Ist

18 7a,17a-substitulerte 11p-Halogensterolde nach elnem der Anspriiche 11 bis
10 18, dadurch gekennzeichnet, daB R fir H steht.

20 7a,17a-substtulerte 11p-Halogenstercide nach einem der Anspriicha 11 bla
18, nimlich

15 17a-Ethinyl-11B-fluor-17B-hydroxy-7a-methylestr-4-en-3-on
17a-Ethiny}-14-fluor-17p-hydroxy-7a-methylestr-5(10)-en-3-on
17a-Ethinyl-118-fluor-7a-methylestra-1,3,5(10)-trien-3, 178-dlot

21 Ta-substitulerte 11p-Halogenestra-1,3,5(10)-triene mit der aligemeinen
20 Formel 6

R7

worin
R? fir H, Cs- bis C4-Alkyl, Cs- bis C4-Alkanoyl oder emen cyclischen Cx-
25 bis C-Ether mit dem O-Atom des OR™-Rests steht,
R” die Gruppierung P-Q ist, wobet
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P eln C,- bis C,-Alkylen und Q emnen Wasserstoff, Cy- bis C¢-Alkyl-
oder C¢- bls C,-Fluoralkyl darstelit und die Gruppierung P-Q Ober
P an das StercidgrundgerQst gebunden ist,

R" ein Halogen lst,

R" Methyl oder Ethyl Ist.

sowie deren pharmazeutisch vertrigliche Addibonssatze, Ester und Amide

22, 7a-substitulerte 11p-Halogensstra-1,3,5(10)-trlene nach Anspruch 21, nim-
fich

11p-Fluor-3-hydroxy-7a-maethylestra-1,3,5(10)-trlen-17-on.

23 Verfahren zur Harstellung von 7a,17a-substitulerten 11p-Halogensterolden
mit der aligameinen Farmel 10 nach einem der Anspriiche 11 bls 20, in denen
U-V-W-X-Y-Z fOr die Ringstruktur C*-C*-C-C*=C*-C'° staht, mit folgenden
Verfahrenaschiitien-

- Nukieophile Substitution in einem 7a-substitulertan 11o-Hydroxysterold
mit der aligameinen Formel 4,B In 11-Stellung mit einem Halodehydraxy-
llerungareagsns,

- Umsetzen des dabe: enistandenen 7a-substitularten 11p-Halogenste-
rolds mit sinem Alkylisrungamitial selekiiv am C-Atom des Ringgerists
zu dem 7a,17a-substitulerten 11p-Halogenstero«d mit der aligemeinen
Fomel 10

24 Veifahren zur Herstellung von 7a,17a-substitulerten 11p-Halogensteroiden
mit der aligemelnen Formel 12 nach einem der Anspriiche 11 bis 20, in denen
U-V-W-X-Y-Z fitr dis Ringstruktur C'-C*-C-C*-C"=C"° steht, mst folgenden
Verfahrensachititen

RECTIFIED SHEET (RULE 91) ISA/EP
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- Nukisophile Substitution In einem 7a-substihwmertan 11a-Hydroxysteroid
mit der aligameinen Formel 4,B in 11-Stellung mit einem Halodehydroxy-
erungsreagens,

- Umsetzen des dabes entstandenen 7a-substitulerten 11p-Halogenste-
roxds mit elnem Alkyllerungsmittel selektiv am C'7-Atom des Ringgerlste
zu dem 7a,17a-substituiertsn 11p-Halogensterold mit der allgemeinen
Formel 10,

- [Isomensleren des 7a,17a-substtulerten 11p-Halogensteroids mit der all-
gemeinen Formel 10 zu dem entsprechenden Isomer mit der aligemel-
nen Formel 12, bei dem
U-V-W-X-Y-Z fir dle Ringstruktur C'-C*-C*-C*-C*=C'"? steht

25 Verfahren zur Herstellung von 7a, 17a-substituserten 11p-Halogensteroiden
mit der allgemelnen Formel 8 nach einem der Anspriche 11 bis 20, in denen
U-V-W-X-Y-Z for die Ringstruktur C'=C2-C*=C*.C*=C" steht, mt folgenden
Verfahrensschntten

- Nukieophlle Substitution in elnem 7a-substitulerten 14a-Hydroxysteroid
mit der aligemelnen Formel 4,8 in 11-Stellung mit einem Halodehydroxy-
herungsreagens,

- Owderen des dabel entstandenen 7a-substitulerten 11p-Halogenste-
roids zum 7a-substituierien Estra-1,3,5(10)-trlen mit der aligemeinen
Formel & nach einem der Anspriiche 17 und 18,

- Umseizen des 7a-substtuierten Estra-1,3,5(10)-tnens mit der aligemet-
nen Formel 6 mit enem Alkylierungsmittel selektiv am C'-Atom des
RinggerQsts zu dem 7a,17a-substitulerten 11p-Halogensteroid mit der
aligemeinen Formel 8

28 Verwendung der 7a,17a-substiuierten 11p-Halogensteroide mit der alige-

meinen Formel 8,10,12 nach elnem der Anspriiche 11 bis 20 zur Herstellung
von Arznelmitteln

27 Phamazeuhsche Priiparate, enthaltend mindestens ein 7a, 17a-substituier-
tes 11p-Halogensteroid mit der aligemeinen Formel 8,10,12 nach elnem der

S>3
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Anspriiche 11 bis 20 sowie mindestens einen phamazeutisch vertrighchen
Trger
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mesmnge of mdicals R? R® Rl RY RV gpd RI" and group U V W X Y Z are defined in the patent claims,
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(s'oz—m Hs wird ein neamrtiger Synthosewey fiir dis Harstellung von Vorproduokien fir dis Herptellung von Verbin
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Vabindungen mh der allgemeinen Formel (4,B). Die Badeuinngen der Regin R? R R'' R* RY and R'T sowle der Grupplerung
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2 Claums 3, 4, 5, 8-10 (1n part)

mcrobiological method of preparmg compounds of fornmia
4,B wheremn hydroxylation 18 camed out starting from
compounds of formula 3,A and ueing a first mcroorganism
selected from the groups Aspergillus sp , Beauvena sp,
Gibberella sp , Glomerella sp , Gnomoma sp , Metarrlupum
sp , Nigrospora sp , Rhuzopus sp and Verticillium sp

The resulting intermediate of fornmla C 18 then 1n a second step
oxidated uamg a second microorganism selected from the
groups Bacillus sp , Mycobacterium sp , Nocardia sp and
Pseudomonas sp to produce the end product 4,B

3 Claims 6, 7, 8-10 (1n part)

microbiological method of prepaning compounds of formmla
4B wherem hydroxylation 1s carried out strating from
compounds of formmla D and using a nmeroorganism selected
from the groups Aspergillus sp , Beauvena sp , Curvulania sp,
Gibberella sp , Glomerella sp , Gnomoma sp , Haplosporella
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sp , Helicostylum sp , Nigrospora sp , Rhzopus sp and
Syncephalastrum sp

4 Claims 11-27

clamms 11-20 compounds of foromlas 8, 10 and 12,

claims 21 and 22 intermediate of formmla 6, for use m
preparing compounds of formnla 8,

clamm 23 method of prepanng compounds of formula 10
starting from compounds of formmla 4,B,

claim24 method of prepaning compounds of formnla 12
starting from compound 4,B, by way of compounds of formula
10,

claim 25 method of prepanng compounds of formula 8 starting
from compounds of forrmia 4,B, by way of compounds of
formnla 6,

claim 26 pharmaceuntical use of compounds 8, 10 and 12,
clavm 27 pharmaceutical preparations containmg compounds 8,
10 and 12
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP 03/08111

Feid) Bamerimgan zu dan Aneprichen, die sich sl nicht recherchisrbar arwiesan heben {Fortsetzung von Purid 2 auf Blett 13

GemilB Artial 17{2)a) wurds aus foipsadan Grindaen 0r bagiinymis Ansprioha kein Recharchenbaricht ambeli:

! E] ﬂaﬂ%wmmmmammmnm

e [] Nr
s aloh s Tells r intertonalen Arekng bezlshen, e dan vorgeschrishensn Anfordningen enteprechen,
"D ek vl e Torais Rachevc Ticht acgeAN et e barm Tl ok

3 D:-mw
a0 skoh el um alihiingign Anepitchs handeh, de nicht enfprechend Satx 2 ud 8 der Flegel 6.4 &) sbgulest snd.

Feldll Bamasiaungsn bal mangeinder Elnhafichicallt der Erfindung (Forisetzung von Punid 3 auf Blatt 1)

Die lhismufionsls Rscherchenbshiirds hat feeigesislt, dad disse inemationsie Anmakiung melvers Erfindungen enthili

siehe Zusatzblatt

1 Da der Arneider alls erforderiichen xusiitzichen Recherchengebihren mchizelig aniriohist hat, emsireckt sich disser
intsmadionsla Recherchenberioht auf alis rocharohiscbarsn Arapriiohe.

Da 7l alle racherchierbaren Anspriicha dis Rscherchy olne sinen Arbalisaufwand durchgsilihet warden konnie der eine
2 D musiitziche Recherchengablir perechiferligt hilits, hat die Behdnde nicht sur Zshiung siner saichan Gablih surfgefordert.

Rachamhangablihyen
a D D cher Anmsider rr sinigs der arforderichen musitzichen rchizahlg eniriohist hat, erstreckt sich disser

4 D Der Anmeider hat dis arfordasiichen xusiilziichen Recherohengshihren nicht rechtralig enbichist. Dar inlemationats Recher—
memuahmmmm Erfindung; dises st In kigendan Ansprichen er—

Bamsriamgen hinalohtiich eines Widerspruche D Die xumiitrichen GebOhren wurden vom Anmeider uriar Widerspruch geashit
mnhmnmwm erkighe chne Widerspruch.

Fonmbiait PCTASAMIO (Foriestaung von Bleit 1 (1))ull 1008)
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Die internationale RecherchenbehBrde hat festgestellt, dass dlese

hllzﬂ-n;tionﬂe Anseldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthilt,
nialic

1 Anspriiche 1, 2, 8-10 tw

Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung der Yerbindungen
der Formel 4,B, wobei, ausgehend von Verbindungen der Forsel
3,A, nittels eines Mikroorganismus ausgewdhit aus den
Gruppen Aspergillus sp , Beauveria sp , Glomerella sp ,
enomonia sp , Haplosporella sp und Rhizopus sp gleichzeitg
hydroxyliert und oxidiert wird

2 Anspriche 3, 4, 5, 8-10tw

Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung der Verbindungen
der Formel 4,B, wobel, ausgehend von Verbindungen der Formsl
3,A, mittels eines ersten Mikroorganismus ausgewlhlt aus den
Gruppen Aspergillus sp , Beauveria sp , Gibberella sp ,
Glomerells sp , énomonia sp , Metarrhizium sp , Nigrospora
sp , Rhizopus sp und Verticillium sp hydroxyliert wird
Das somit gebildete Zwischenprodukt der Formel C wird in
e¢inem 2 VYerfahrensschritt unter Verwendung eines zweiten
Mikroorganisaus, ausgewdhlt aus den &ruppen Bacillus sp ,
Mycobacterium sp , Nocardia sp , und Pseudomonas sp zu dem
Endprodukt 4,8 oxidiert

3 Ansprliche 6, 7, 8-10

Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung der Verbindungen
der Formel 4,8, wobe!, ausgehend von Verbindungen dar Formel
D, mittels eines Mikroorganisaus ausgewlkhit aus dem G
Aspergilius sp , Beauveria sp , Curvularia sp , Gibberella
sp , Glomerslla sp , Gnomonia sp , Haplosporella sp ,
Helicostylum sp , Nigrospora sp , Rhizopus sp und
Syncephalastrum sp hydroxyliert wird

4 Anspriiche 11-27

Seite 2 von 3




imemutionaies AkerzaichanPCT/ EP 03 0B111

WEITERE ANGABEN PCTRBA 21D

Ansprilche 11-20 Verbindungen der Formel 8,10 und 12
Anspriiche 21 und 22 Zwischenprodukt der Formel 6,
verwendbar zur Herstellung von Yerbindungen der Formel 8
Anspruch 23 Verfahren zur Herstellung von Yerbindungen der
Formel 10, ausgehend von Verbindungen der Formel 4,B
Anspruch 24 Verfahren zur Hersteliung von Yerbindungen der
Formel 12, ausgehend von Verbindungen der Formel 4,B Ober
Verbindungen der Formel 10
Anspruch 26 VYerfahren zur Herstellung von Verbindungen der
Formel 8, ausgehend von Verbindungen der Formel 4,B Ober
Yerhindungen der Formel &
?ﬂsp;ducllizzs Pharmazeutische VYerwendung der Verbindungen 8,
u
Anspruch 27 Pharmazeutische Priparate enthaltend
Verbindungen 8, 10 und 12

Sefte 3 von 3
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NZ 325276 A 29-11-1999
PL 327439 Al 07-12-1998
PT 900283 T 30-00-2002
RU 2213143 C2 27-09-2003
us 6046023 A 04-04-2000
A 9610486 A 24-06-1997
WO 02059139 A 01-08-2002 OE 10104327 Al 25-07-2002
BG 108023 A 27-02-2004
BR 0206653 A 03-02-2004
CA 2434187 Al 01-08-2002
CZ 20032006 A3 14-01-2004
EE 200300346 A 15-12-2003
NO 02059139 Al 01-08-2002
EP 1353938 Al 22-10-2003
HU 0303020 A2 29-12-2003
NO 20033321 A 24-09-2003
K 9542003 A3 02-12-2003
N0 9913812 A 25-03-1999 US 2002012694 Al 31-01-2002
BR 9806213 A 18-04-2000
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N0 2004011008 Al 05-02-2004
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(12) SOLICITUD DE PATENTE INTERNACIONAL DE ACUERDO CON EL
TRATADO DE COOFERACION INTERNACIONAL EN MATERIA DE PATENTES (PCT)

(19) Oryanixicidn Internncional de is Propledad

Oficing (mtermacionl
{43) Fecha de publicacidu internacioonl PCT (43) Ninwro de publicaciin inierascional
e febrero de 200 95022009 WO 2004/011663 A3
(81) Cimificacion internacional de patente’ CI12P3V10 (31) Estades desigundos (nacional): AE, AG AL, AM AT
33/16. CO71 1/00, 300, 5/00, 7/00, 9/00, 1100, 31/00, AU AZ BA BB, BG BR, BY BZ CA CH CN CO,
41400, A61K 11/56 CR. CU. CZ, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI GB, GD.
GE.GH GM, HR,HU ID,IL. IN IS JP KE. KQJ KP
(21) Referencia Internaclonal PCT/EP 20030081 11 KR, KZ LC LK. LR LS, LT LU LV MA MD, MG
MK. MN MW MX MZ, NI, NO, NZ OM PG FH
(12) Fecha de presentacidn Internacional. PL.PT RO RU SC SD, SE,SG SK,SL.SY T ™
24 de JULIO de 2003 (24.07 2003) ET&TI"I'Z.UAUGUS.UZVC.VNWZA.
(13) [dioma de presentacidn alemin
(84) Estedos des (regional): Puente ARIPO. (OH.
(26) (Idiema de pablicackio alemin GM. KE, LS, MW MZ, SD, S 8% TZ, UG ZM ZW):
Patente Eurcantiuca. (AM, AZ, BY KG KZ MD RU
(30} Iadieaciones 3¢ prioridad T TMk Patene (AT BE.BG.CH CY CZ
102337233 24 de Julo de 2002 (24.07-2002) DE DE, DK, BE. ES, FL, FR, GB GR, HU IE, IT LU MC
6l/402.953 14 de agosio de 2002 (14.08.2002) US NL, PT RO, SE, 8L, SK TR}; Patente OAPL (BF DJ
CF CG CLCM GA.GN GQ,GW ML MR, NE. SN
an mklmm (para todas los exiador designadas excepto 1D, TG)
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT [DE/DE]  Prblieado
Millerstrasse 178, 13353 Beriin (DE) con Informe de lnmquedn Internacional
anny del plazo vigente parn laz sodificnciones de lax
(') Inventors y retvindicaciones se repeilrd la publicacidn en cuso de
h.mnrnlﬂmm
(™) Inventor/solicitante {solo para US) ZORN Ludwig,
[DE/DE] Osmnderweg 45° 13509 Baiin (DE) (§8) Fecha de publicacida del informe de bisqueda
BOHLMANN Roif [DE/DE}; Kohler Weg 6* 14055 intermariomal modificado:
Baritn (DE) GALLUS, Norbert [DE/DE] Gitastr 25 15 de julio de 2004
120099 Berlin (DE) KONZER, Hermanm
IDE/DE]} Tunner Sr 4, 13347 Berlin (DE) MOHN (15) Infermaciones para Is rectifieaclin
Hans-Peter [DE/DE] Markgrafensr 61 13485 Berlin Ver PCT Ouzette Nr 19/2004 del 6 de mayo de 2004,
(DE)}) NUBBEMEYER, Relshard [DE/DE] secedn 1l
Wilhelmatr 9 13467 Berlin (DE).
Para aclarar el cidigo de dos letras y las demns abreviaturas
xe hace referemcia a lax ariaroriones (“Guidance Notes
onCoder and abreviations ) dispuesiny al comienso de codo
esllicidn narmal de la PCT-Gezetre.
(M) Titulo PROCEDIMIENTO MICROBIOLOGICO PARA LA FRODUCCION DE 1la HIDROXIESTERQIDES
SUSTITUIDOS EN 7a

&

anun

4a

(57) Raamen Se doseribe uns via de sintesis novedosa purs I cisharneidn do precursons destmados & la elaboracudn de
compuestos que responden & la fSrmula general (8, 10, 12). En esta simens, en una reaccidn microblo se forman

compusitos que responden a ln Sirmula genml (4.B), Los ngmficades de log restos R” R™ R" R? RV YR

sl como Ios

de los grupos U V W X Y-Z estin indwcados en las rervindunciones de Is patente.
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Segiin la clasificactbn intamacional de patentes (IPC) o In clasficackin intemacional i IPC
BITOS INVESTIGADOS

Maiarial minimo Investigado (Sistama de Clesilcacion y Skmboios e GaaMicackan)
IRC 7 cizp corg AG1K

Referencia Insnacional
INFORME DE BISQUEDA INTERNACIONAL
PCT/EP 03/08111

A CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

IPC? C€12p33/10 €12p33/16 c07J1/00 cg7a3/oc C07J5/00
€0737/00 CO779/00 CO07J11/00 cg7a31/00 c07J41/00
A61K31/56

Publicaciones buscadas pero no parianecianiss al matesia) minimo investigado, an tnin extn Mcluidas en 1os 2mbitos
Investigadoa

Bancos electronicos de datos consullados durants la biequeda Intemacional {nombre del banco de datos y
eventuaiments exprasionss de bimqueda empleadan)

ERO-Internal WPI Data PAJT CHEM ARS Data

€ DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES _
Categoria Denom del documento asl como de ser requerido Relevarts paru la
indicacidn de los passies eievantes reivindicacion N*

Y todo el documento

A TAR L ET AL

A WO 97/21030 A (AKKQ NOBEL NV WIERSMA MARTER (NL); MWEIJDEN| 1 2 @ - 10

PIETER V D (NL))

15 de junio de 1997 [19%7-06~19)
mancionado en la solicitud
3-10
“INTERACTIONS OF BTEROIDS AND FUNGI 11 ALPHA-| 1 2 8 - 10
HYDROXYLATION AND DEGRADATION OF PROGESTERONE-4-C BY A CELL-FREE
PREPARATION FROM ASPERGILLUE OCHRACEDS”™

vol 1 N* 3

pp 221 - 227

XP 000 671 122
1398 0022-4731
Y Todo el documento

JOURNAL QF STERQID BIOCHEMISTRY PERGAMON PRESS PLC GB

1 de septiembre de 1970 (1970-09~-01)

3-10
——il -

L Otras publicaciones estidn Ustadas an la continuecidn
del campa C

4 =

Catagorias particulares indicades en publicaciones
A publicacitn qua define ¢l estado genoral do ke
ticnica psro no comsiderada como particulaments
Importanta
cocumaimio antardor paro publicado recién o despuds
de la de la fecha de preasantacién intemscional
publcacin adecuada para hacer aparecer como
dudosa una relvindicacién de priorkiad o mediante
Ia cual debe ser comiderada la facha de divulgacitn
da otra publicaciin mencionada on ol Informe de
bisqueda o que es Indicada por otra main pariicuisr
{como realtrada)
“0" publicackin que ea reflers & una revelacidn oral a

ung ufiilzackn @ una exposicin o a otms

disposicionss

‘P publicaciin resfizada antes de la focha de
presantaciin intemacional pero lusgo de la facha de
rioridad reivindicada

* d

priorided ¥ qua no colislonan con e sollciud sino
que 300 eshin indicadas pamm mayor entendimiento
dal principle furdamental de la invencién o do In

g
;
]

& publicaciin que ss miembro de la misma familia

|____priornaad resvindicada
Fecha de finafizacién de la blisqueda Intemacional

Fecha de envic del informe de Bisqueds Intemadional

Tal (+31 70) 340-2040 Tx 31651 eponl
Fax , (+31 70) 340-2018

23 de abrll de 2004 _ 14 05 04
pocin postal del omaniamo ¢ Funcionario sutorizado
Intemacional
Eurcpliisches Patentamt, P B 5818 Fstentiaan 2
NL-2280 HV Rjewilk Douschan K

Formulanie PCT/ISA/210 (heja 2) (enaro 2004))
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Referancla Intsmacional

INFORME DE BUSQUEDA INTERNAGIONAL

Catngoria

C (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

PCT/EP 03/08111

Denominacion del documento, asl como, da ser mquerido,

Y

indcacidn de los pasajes relevantes

Ralevarnts pars K
reivindicackin N*

BHIBARARA M ET Al THICROBIAL EBYDROMYLATIONE ITALPEA-
RAYDROXYLATION OF PROGESTERONE BY CELL-FREE PRPARATIONS OF
ASPERGUCILLUS OCHRACHEUB™

BIOCHINICA ET BIOPHYBICA ACTA AMSTERDAN NL

Yol 202 1970 pp 172 - 179

XP 009 023 3638

ISS¥ 0006-3002

Todo el documento

WO 02/059139 A (NUBBEMEYER, REINHARD BOHLMANN ROLF (DE);
BECERINNG AG (DE) 3Z0PF DIETER)

1 de agosto de 2002 {2002-08-01)

ver en particular, ejemplos 1 - 4 y figura 1

todo el documento

WO 99/13812 A (POPULATION COUNCIL INC)

25 da marso de 1999 (1999-03-25)

mencionado en la solicitud

ver en particular, pp 6y 7

todo el documento

WO 20047011008 A (SCHEBING AG)

5 de fabrero de 2004 {(2004-02-05)

wver en particular, pp 1 2 y 10

tado el documento

3-10

11 - 27

11 - 27

11 - 27

“Formulano F

CTASA210 (contmuatin de hop 2) (ensso Z008))
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Referancla Intemacional

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 03/08111

Campol Observacionos a Izs relvindicaciones que se comprobaron como no Investigabies (continuacliin del
punto 2 de ja hoja 1)

Da scuardo con al arficuls 17(2)a), no se confecclond ningln informe de Bisgqueda intemacional pera defsrminadas
mivindicaciones por los sigulenias motivos

1 [ mevindicacionas N°
porque se reflenan a objetos por los cuales o Organiamo no astd obigado a au Investigaciin

2 O miindicadonss N°
porque se refieren a partes de la salichud imsmecional qus se camesponden tan poco con los requisios
pressiableckios que nc se puade levar a cabo unae bisqueda Intemadcional coherents, en particular

3 [O reivindicacionea N*
porque ss treta de relvindicacionss sscundariss qua no eetiin redactadas de acusnio con los ftam 2y 3 de
la ragla 68.4(a).

Campo ii Obsarvacionsa por falta de unformidad de Ia Invendidn (continuacidn dal purio 2 de Is hola 1)

El Organlamo de Blsqueda Intsmacional comprobd que eets soliciud Internacional comprends varas invenciones »
saber

Ver hoja suplementaria

1 B dado que al solclianis gbond en thrming lns tases de blsqueda adicionaies easte informe de blequada
Intemacional se extiends s todas lss relvindicacionas irvestigahles

2 [0O dado que sa pudisron Bevar 8 cobo sin mayor ssfusrzd s bimquadas para todes las relvindicaciones
Imnlﬂln Io que hublsm justificado une tage de bisqueda adicional el Onganiamo no solicitd el pagoe
dota

3 O dado que ol sclickants abond en trmino solo sigumas do 1as tases de bisqueda adicionales requerides
esta informe de Blisqueda Intemecional se extiands acio a las reivindicaciones para las cuaies 38 abond
inlea tasas en particular a lss relvindicacionse N®

4 [J El soiciants no abond en timino las tases de bisqueda adicionates requeridas El Informe de Bisqueda
Intemacional se imiia por alio a b Invencién mencionada Iniclaimenta en las reivindicacionss la misma
esti vertida en las sigulentss relvindicacionas

Observacionsa acerca de una oposicidn O (as tesss de bisqueda adicionales fusron ebonades con
opaeicidn

B Las tases de bimqueds edicionales fueron abonadss ein

Formulano PCT/ISA/210 (continuacuin de boja 1 (1)) (ulo 1992)
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Referencla intamacional

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 03/08111

El Organismo de Blequeda Internacional determiné qua esta solicitud intemacional contlene
invanclonas (grupos de) miitples

1 Relvindicaclones 1 2 8 - 10

Método blolégico para la preparacidn de compuestos de la formula 4 B en
el que se lleva a cabo simultAneaments fa hidroxilacién y la oxdaclén
pariendo de compuestos de la formula 3,A y utiiizando un
microorganismo selecclonado de los grupos Aspemgliius sp, Beauveria
sp Giomerelia ap Haplosporella sp y Rhizopus sp

2 Relvindicaciones 3 4 5 8 — 10 (parciaiments)

Método bloldgico para la preparacidn de compuestos de la formula 4,B en
el que se lleva a cabo la hidroxtlacién partlendo de compuestos de la
férmuta 3 A y utlizando un primer microorganismo seleccionado de los
grupos Aspergliius sp Beauveria sp Glberella sp Glomersila sp
Gnomonia sp, Metamrhizum sp Nigrospora sp Rhizopus sp y
Verticlliium sp

El intermediario resultante de la formula C o8 luego oxidado en una
segunda etapa utlilzando un segundo microorganiemo selecclonado de
los grupos Badliius sp , Mycobactenum sp Nocardia 3p y Psoudomons
8p para producir el producto final 4,B

3 Relvindicaciones 8 7 8 — 10 (parciaimente)

Método blologico para la preparacién de compuestos de la fdrmula 4 B en
el que se lleva a cabo la hidroxtiaclén pariendo de compuestos de la
fdrmula D y utiizando un microorganismo selaccionado de los grupos
Asperpillus sp. Besuveria sp Curvularia sp, Giberella sp Glomeareila
ap Gnomonia sp Hapiosporella sp Helicoslylum sp Rhizopus sp y
Syncephalasirum sp

4 Relvindicaciones 11 —-27

reivindicaciones 11 — 20 compuestos de la formula8 10y 12

relvindicaclonas 21 y 22 Intarmediario con la formula 6 pera su uso en la
preparacién de compuestos de la fdrmula 8

relvindicacién 23 método de preparacion de compuestos de la formula 10
partlendo de compuestos de la fdrmule 4 B

rebndicacién 24 método de preparacidn de compuestos de la férmula 12
pariendo de compuesios ds la férmula 4 B, mediante la via de
compuestos de la formula 10

reivindicacién 25 método de preparacidn de compuestos de la férmula 8
partiendo de compuestos de Ia formula 4 B mediants la via de
compuastos de la formula 8

reivindicacién 28 uso farmacéutico de los compuestos 8 10y 12,

relvindicacién 27 preparaciones farmacéuticas que contlensn los
compuesios 8 10y 12

Formulano PCT/IRAR210



1INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Detalle de publicacionas parteneciontes a la miama famila de patentas

Raferencia Intermacional

PCT/EP 03/08111

Documentos do Patonto Miembros de la
citados en ol Fecha de la publicaciin Focha de la publicacion
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Procedimientos microbioclégicos para preparar lle-
hidroxiesteroides 7a-sustituidos
Memoria descriptaiva

La invencién se refiere a procedimientoe microbiolégicos
para preparar lla-hidroxiesteroides 7a-sustituidos, a 118-
halogenesteroides 7o,l7a-sustituidos que se pueden obtener de
aquellos, a procedimientos para la preparacién de estos
dltimos compuestos y a 8u uso, asi como a preparaciones
farmacéuticas que contienen estos compuestos Ademés, la
invencién se relacicna con otros 1llf3-halogenestercides 7a-
sustituidos, especificamente estra-1,3,5(10) -trienos Ta-
sustituidos que 8e pueden obtener a partir de loe lla-
hidroxiesteroides 7a-sustituidos

Para la terapia del climaterio viril y para desarrollar
los 6rganos sexuales masculinos, asi como para el control de
la fertilidad masculina se usan andrbégenos, particularmente
testosterona Ademés, estas hormonas también poseen
componentes activos parcialmente anabélicos que entre otros,
favorecen el desarrollo muscular

El climaterio viril se caracteriza por una disminucibn de
la produccién de andrbégenc del cuerpo, condicionada por la
edad, de modo que para su tratamiento se realiza un reemplazo

hormonal (HRT hormone replacement therapy)
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La adminastracién de LH-RH para controlar la fertilidad
masculina  produce, ademis de wuna reduccaén de la
espermatogénesis, también la secrecién de LH y la disminucidn
de los niveles de testosterona y 1libiado, 1lo cual puede
equilibrarse con la administracién de medicamentos dque
contienen testosterona (D E Cummings et al , "Proatate
Sparing Effects of the Potent Androgen 7a-metil-19-
Nortestosterone A Potential Alternative to testosterone for
Androgene Replacement and Male Contraception”", Journal of
Clinical Endocrinology and Metabolism, Vol 83, Nr 12, péag
4212-4219 (1998))

Para el control de la fertilidad masculina se puede
aplicar una terapia combinada con administraci6n de andrégenos
Y un componente que act(a como gestdgeno (v€ase p ej la WO
01/60376 A, asi como los documentos que allfi se citan)

Se ha comprobado que en un tratamiento con testosterona
se presentan efectos secundarios, especlialmente un
agrandamiento de la préstata por aumento de la cantidad de
células y glindulas del estroma (BPH hiperplasia prostética
benigna) En el metabolismo de la testosterona intermediado
por reductasa-5a se forma dihidrotestosterona (DHT) que puede
provocar, entre otros, la aparicién de la BPH (Cummings et

al , 1bid , WO 99/13883 Al) De alli que para el tratamiento
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clinico de la BPH se aplique la inhibicién de la Sa-reductasa
(finastéridos)

El veloz metabolismo del esteroide andrégeno testosterona
provoca también, no solamente la aparicién de la i1indeseable
DHT, s8ino que también obliga a la administracién de dosis
orales elevadas para alcanzar el nivel de efecto de
testosterona deseado De alli que sean necesarias formas de
administracién alternativas, tales como 1inyeccién i m o
grandes parches

Para sustituir la testosterona en las &reas de indicacién
mencionadas se propuso la 7a-metil-19-nortestosterona (MeNT,
que por una parte, presenta un efecto biolégico superior al de
la testostercna, ya que tiene una mayor afinidad de unién con
los receptores andrégenos Por otra, debido a un impedimento
estérico, por medio del grupo 7a-metilo, probablemente se
opone a la metabolizacién provocada por la Sa-reductasa
(Cumimmings et al , 1bid , WO 99/13883 Al, WO 959/13812 Al, US-A-
5 342 834)

Ademfs, en la metabolizacién de 1la testosterona, se
traneforma una parte menor de este compuesto en estradiol por
aromatizacidn del anillo A del sistema esteroide,
especialmente en el cerebro, el higado y en el tejido adiposo
En cuanto al efecto general de 1la testosterona y sus

metabolitos, el estradiol es responsable de la conducta sexual



especifica y der la regqulacién de la gonadotropina De alli
que su efecto, lo mismo que el de la testosterona, debe
considerar beneficioso para el hombre adulto (Cummings et
al , 1bad )

Sin embargo se ha comprobado, gque la cainética
farmacolégica de 1la testosterona no es satisfactoria
Especialmente, la testosterona administrada por via oral es
eliminada ripidamente, de manera que el efecto y la duracién
del efecto de los medicamentos que la contienen son poco
satisfactorios ©Por eso s8se sintetizaron otros derivados de
testosterona Tales derivados se describen, entre otros, en la

US-A-5,952,319, particularmente los derivados de 7a-,118-

dimetilo de 19-nortestosterona, especificamente 7a,118-
dimetil-178-hidroxiestr-4-en-3-ona, 7a,11f-dimet11-178-
heptanoiloxiestr-4-en-3-ona, 7o, l1l8-damet1l-178-[[{2-
ciclopentiletil) -carbonil] -ox1] -estr-4-en-3-ona, 7a,118-

dimet11-178- (fenilacetiloxi]estr-4-en-3-ona y 7a,11B8-dimetil-
178- [[{trans-4-[n-butil]ciclohexil)-carbonil] -ox1] -estr-4-en-
3-ona

Los mencionados derivados de 7a,llfi-dimetilo presentan,
lo mismo que MeNT, las mencionadas ventajas, incluyendo una
cinética farmacolSgica mejorada, es decir, que su efecto y la

duracién de su efecto son mejores que los de la testosterona



Sin embargo, estos derivados s6lo se pueden obtener por medio
de una costosa sintesis

En la EP 0 900 283 Bl se describe una sintesis de
esteroides por via microbiolégica Alli se afirma que la estr-
4-en-3,17-diona y canrenon s8e puede transformar en el
correspondiente lla-hidroxianédlogo utilizando un
microorganlsmo, seleccionado del grupo que comprende
Aspergillus nigricans, Rhizopus arrhizus y cepas de
Pegtelotia Sin embargo, en la introduccién de la memoria
descriptiva se remite a Shibahara et al , Biochim Biophys
Acta, 202 (1970), 172-179, quienes 1nformaron que la reaccién
microbiolSgica de hidroxilacién de llo- no es previsible en
esteroides

De allfi que el problema que se propone sgclucionar la
presente invencién es encontrar derivados des testosterona que
no sean sensibles a una reduccién con S5a-reductasa, que
también presenten una cinética farmacolSgica mejorada y que
gsean particularmente féciles de preparar Un aspecto esencial
de la presente invencién consiste, por lo tanto, en encontrar
un procedimiento que facilite el acceso a los productos
precursores, con el cual se puedan preparar facilmente los
productos precursores

El problema gque se propone solucionar la presente

invencién es soclucionado por medio de procedimientos



microbiolé6gicos para preparar esteroides 7oa-sustituidos segln
las reivindicaciones 1, 3 y 6, ll8-halogenesteroides 7a,l7a-
sustituidos segln la reivindicacién 11, de procedimientos para
preparar 1lf3-halogenesteroides 7a,l7«¢-sustituidos de las
reivindicaciones 23, 24 vy 25, del uso de estos 1l18-
halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos segiin la reivindicacién
26, de preparaciones farmacéuticas que contienen estos 118-
halogenesteroides 7a, l7a-sustituidos, seglin la reivindicaciédn
27 y de 1lB8-halogenestra-1,3,5(10)-trienos 7a-sustituidos
segin la reivindicacién 21 Las formae de realizacifn
preferidas de los objetos reivindicados se describen en las
reivindicaciones secundarias

Definiciones

Las siguientes definiciones 8se refieren a todas 1las
partes de la memoria descriptiva y las reivindicacionee, asi
como al esquema I adjunto

Todos los grupos, radicales o demés unidades
estructurales pueden ser variadas 1independientemente dentro
del &rea de significacibédn indicada

Todoe 1los grupos alquilo-, alquileno-, alquenilo-,
algquenileno-, algquinilo-, alquinileno pueden ser de cadena
lineal o ramificada Por ejemplo, un grupo propenilo puede ser
descrita por una de las siguientes estructuras quimicas -

CH=C-CH;, -CH;~C=CH;, -C{(CH3)})=CH; Por 1lo tanto, alquilo-C;.ig
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incluye por ejemple, metilo, etilo, n-propilo, 1-propilo, n-
butilo, a-butilo, t-butilo, n-pentilo, i1-pentilo, t-pentilo,
neo-pentilo, n-hexilo, 1l-metil-n-pentilo, 2-metil-n-pentilo,
3-metil-n-pentilo, 4-metil-n-pentilo, l-etil-n-butilo, 2-etil-
n-butilo etc

Alquilo aliciclico es un grupo cicloalquilo o
cicloalquilo sustituido con uno o varios grupos alquilo que
estd unido directamente a través del anillo cicloalquilo o a
través de uno de los grupos alquilo

De la miema manera, un grupo alquenilo aliciclico es un
cicloalquenilo o un cicloalquenilo o cicloalquilo sustituido
con uno o varios grupos alquenilo o con uno o varios grupos
alquenilo y alquile © con uno o varios grupeos alquilo, que
estd unido directamente a través del anillo cicloalquenilo o a
través de uno de los grupos alquenilo- o alquilo, donde por lo
menos una de las uniones doble eatd contenida en el alquenilo
aliciclico

Arilo puede ser un fenilo, aunque también l-naftilo, 2-
naftilo Arilo aincluye Dbé&sicamente también heterocarilo,
particularmente 2-, 3- y 4-piridinilo, 2- y 3- furilo-, 2- y
3-tienilo, 2- y 3-pairrolilo, 2-, 4- y 5-imidazolilo,
piridazinilo, 2-, 4- y 5-pirimidinilo y 3- y 4-pairidazinilo

Hal6geno es flior, cloro, bromo y yodo
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Las Bales de adicién farmacéuticamente aceptables son
sales de de los respectivos compuestos con &cidos inorgénicos
u orgénicos, por ejemplo, con &cido clorhidrico, &cado
bromhidrico, &cido yodhidrico, &cido acético, &cido citrico,
dcido oxdlico, dcido tartérico y &cido metansulfénico Los
ésteres pueden formarse particularmente con &cido succinico

Los superindices de simbolos R, por ejempleo, R*?, indican
su posicifn en la estructura del anillo esteroide y los &tomos
de C en la estructura del anillo esteroide estin numerados de
acuerdo a la nomenclatura IUPAC Los superindices de los
simbolos C, por ejemplo, C!, designan la posicién del
respectivo dtomo de C en la estructura del anillo esteroide

Descripcién de la invencidn

Los novedosos procedimientos microbiolégicos sirven para
preparar los 1lla-hidroxiesteroides 7a-sustituidos de la

fé6rmula general 4,B

donde

R’ es el grupo P-Q, donde



P es un alquileno-C;-C; vy Q es un hidrégeno, alquilo-C;-C,
o fluoralquilo-C,-C; (alquilo parcial o totalmente
fluorado) y el grupo P-Q estd unido a través de P con la
estructura bisica esteroide,
R es H, CH; 0 CF; ¥y
R'? es metilo o etilo
En una primera variante del procedimiento para preparar
estas sustancias se hidroxila y oxida, en un paso, un

esteroide 7a-sustituidos apropiadeo de la férmula general 3,A
s

3A

donde R’, R!? ¥ R tienen el mismo significado que el indicado
para los compuestos de la f6rmula general 4,B,

utilizando wun microorganismo 8Beleccionado del grupo que
comprende Aspergillus s8p , Beauveria s8p , Glomerella sp ,
Gnomonia 8p , Haplosporella sp Y Rhizopus sp Son
particularmente preferidos Aspergillus awamori, Aspergillus
fischen, Aspergillus malignus, Aspergillus niger, Beauveria
bassiana, Glomerella cingulata, Gnomon:ia cingulata,
Haplosporella hesperedica y Rhizopus stolonifer, uséndose

particularmente Aspergillus awamori (CBS), Aspergillus fischen
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(ATCC 1020), Aspergillus malignus (IMI 16061), Aspergillus
niger (ATCC 9142), Beauveria bassiana (ATCC 7159), Glomerella
cingulata (CBS 15226, CBS 23849, CBS 98069, ATCC 56596, ATCC
64682, IFO 6425), Gnomonia cingulata (CBS 15226), Haplosporella
hesperedica (CBS 20837) y Rhizopus stolonifer (ATCC 15441)

Como alternativa, este procedimiento de preparacién
microbioldgico también se puede llevar a cabo en dos etapas,
desarrollandose las reacciones de hidroxilacién y de oxidacidn
en pasos de reaccidn sucesivos El desarrollo de la reaccibn
se puede dirigir a través de la duracién de la reaccién por
ejemplo, interrumpiendo la reacciédn después de un tiempo de
reaccién determinado, se puede aislar el material hidroxilado
pero alin no oxidado Por lo tanto, ambos pasos del
procedimiento pueden llevarse a cabo en forma separada o en
una fermentacifn mixta

Para esto, en un praimer paso del procedimiento
m1crob10}6g1co, el compuesto de la férmula general 3,A se
puede hidroxilar en 1la posicién 11, utilizando un primer
microorganismo, seleccionado del grupo que comprende
Aspergillus sp , Beauveria sp , Gibberella sp , Glomerella sp ,
Gnomonia 8p , Metanfiizium sp , Nigrospora Sp , Rhizopus sp Yy
Verticillium 8gp , con lo cual ae forma un esteroide 7a-
sustituido con un grupc hidroxi en posicién 1lla Eate

compuesto tiene la f£6rmula general C
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donde R?’, R y R' tienen los mismos significados que 1los
indicados mids arriba para los compuestos de la férmula general
4,B Se upan especialmente Aspergillus malignes, Aspergillus
melleus, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Beauveria
bassiana, Gibberella fujikuroi, Gihbberella zeae, Glomerella
cingulata, Glomereila fusaroides, Gnomonaia cingqulata,
Metarrhizium aniscopliae, Nigrospora sphaerica, Rhizopus oryzae,
Rhizopus stolonifer y Verticillium dahliae Para la
hidroxilacién se prefieren particularmente Aspergillus malignes
(IMI 16061), Aspergillus melleus (CBS), Aspergillus niger (ATCC
11394), Aspergirllus ochraceus (NRRL 405, CBS 13252, ATCC
46504) , Beauveda bassiana (ATCC 7159, IFO 5838, ATCC 13144, IFO
4848, CBS 11025, CBS 12736), Gibberella fujikuroi (ATCC 14842),
Gibberella zeae (CBS 4474), Glamerella cangulata (ATCC 10534,
CBS 23849, CBS 23749, ATCC 16646, ATCC 1'6052, IFO 6459, IFO
6425, IFO 6470, CBS 98069, IFO 7478, IFO 5257, ATCC 64682,
ATCC 15470), Glomerella fusaroides {(ATCC 9552), Gnomonia

cinguleta (CBS 15226), Metarrhizium anisopliae (IFO 5940),
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Nigrospora sphaerica (ATCC 12772), Rhizopus oryzae (ATCC 4858,
ATCC 34102, ATCC 34102), Rhizopus stolonifer (ATCC 6227b, ATCC
15441) y Verticillium dahliae (ATCC 11405)

Luego, en un segundo paso microbiolSgico del
procedimiento, 8se oxida el producto intermedico C usando un
segundo microorganismo, seleccionado del grupo que comprende
Bacillus sp , Mycobacterium sp , Nocardia sp y Pseudomonas sp ,
formindose 1lla-hidroxiesteroides 7a-sustituidos de la f&rmula
general 4,B Se usan particularmente Bacillus lactimorbus,
Bacillus sphaericus, Mycobacterium necaurum, Mycobacterium
smegmatis, Nocardia corallina, Nocardia globerula, Nocardia
minima, Nocarcria restrictus, Nocardia rubroperfincta, Nocardia
salmonicolor y  Pseudamonas tegstosgteroni, preferentemente
Bacillus lactimorbus (ATCC 245), Bacillus sphaericus (ATCC
7055), Mycobacterium neoaurum (ATCC 9626, NRRL B3683, NRRL B-
3805), Mycobacterium smegmatis (ATCC 14468), Nocardia corallina
(ATCC 31338) Nocardia globerula (ATCC 9356), Nocardia minima
(ATCC 19150), Nocardia restrictus (NCIB 10027), Nocardia
rubropertincta (ATCC 14352), Nocardia salmonicolor (ATCC 19149)
y Pseudomonas testosteroni (ATCC 11996)

En otra variante del procedimiento, los compuestos de la
f6rmula general 4,B Be preparan en una reaccidn microbioldgica a

partir de esteroides 7a-sustituidos de la f6rmula genexral D



donde R’, RY® y R™ tienen los mismos significados que los
indicados para los compuestos de la f6rmula general 4,B Esta
reaccidn s8e 1lleva a cabo utilizando un microorganismo,
seleccionado del grupo que comprende, Aspergillus sp , Beauveria
8p , Curvularia s8p , Gibberella sp , Glomerella sp , Gnomonia
sp , Haplosporella s8p , Helicostilum s8p , Nigrospora sp ,
Rhizopus sp y Syncephalastrum sp , y se hidroxila la estructura
bésica esteroide en posicién lla y se obtienen asi el 1llo-
hidroxiesteroide 7a-sustituido de la £fé6rmula general 4,B Se
prefieren Aspergillus alliaceus, Agpergillus awamori,
Aspergillus fischen, Aspergillus malignus, Aspergillus melleus,
Aspergillus nidualans, Aspergillus niger, Aspergillue ochraceus,
Aspergirllus variecolor, Beauveria bassiana, Curvularia lunata,
Gibberella Zeae, Glomerella cingulata, Glomerella
fusaroides, Gnomonia cingulata, Haplosporella hesperedica,
Helicostilum pariformae, Nigrospora sphaerica, Rhizopus
oryzae y Syncephalastrum racemosum, prefiriéndose usar

particularmence Aspergillus alliaceus (ATCC 10060),
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Aspergillus awamori (CBS), Aspergillus fischeri (ATCC 1020),
Aspergillus malignus (IMI 16061), Aspergillus melleus (CBS),
Aspergillug nidualans (ATCC 11267), Aspergillus niger (ATCC
9142, ATCC 11394), Aspergillus ochraceus (NRRL 405, ATCC
13252, ATCC 46504), Aspergillus variecolor (ATCC 10067),
Beauverira bassiana (IFO 5838, ATCC 13144, IFO 4848, C(BS
11025, CBS 12736, ATCC 7159), Curvularia Ilunata (IX3),
Gibberella zeae (CBS 4474), Glomerella cingulata (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), Helicostilum piriformae (ATCC 8992), Nigrospora
sphaerica (ATCC 12772), Rhizopus oryzae (ATCC 4858) vy
Syncephalastrum racemosum (IFO 4827)

Son particularmente apropiados los procedimientos en los
cuales se obtienen 1lla-hidroxiesteroides 7a-sustituidos de la
férmula general 4,B, donde, independientemente entre s1 R’ es CHa
y/o R® es H y/o R'® es CH,

El procedimiento se lleva a cabo de manera habitual Para
ello se prepara primeramente una solucién nutriente esterilizada
para la cepa y luego esta solucidn nutriente se 1nocula con la
solucién de cultivo para cultivar la cepa El cultivo previo

preparado de esata manera se vierte luego en un fermentador, el
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que también es alimentado con una solucién nutriente apropiada
Preferentemente después de una fase de crecimiento del cultivo de
la cepa Be agrega la sustancia de partida al fermentador, en este
caso, un compuesto de la f6rmula general 3,A o un compuesto de la
f6rmula general D, de manera que pueda producirse la
reacci6n de la i1nvencidén Después de terminada la reaccién se
purifica la mezcla de sustancias de manera habitual, a fin de
aiglar el lle-hidroxiesteroide 7a-sustituido

A partir de los compuestos de la férmula general 4,B asi
obtenidos s8e pueden sintetizar otros compuestos de la
invencién con procedimiento de preparacién también de la
invencién Los 1llf-halogencesteroides 7a,l7a-sustituidoas de

la f6rmula general 8,10,12
A
|

R
18,10,12

donde

U-V-W-X-Y-Z es una de las estructuras de anillo C!-c?-¢3-¢* =

ct-c*?, c*-c*-¢*-ct-c® = ¥ o c'-c*-c'-c*-c*-c%, donde en este

caso un grupo oxo (=0) estd unido a W (=C)) o es 1la
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estructura de anillo C*=C?-C®=C*-C°=C®, donde en este caso el
radical OR® estd unido a W (= C%),
R’ es H, alquilo-C;-C,, alcanoilo-C;-C, o un é&ster cficlico Cs-
C, con el &tomo de O del radical OR?,
R’ es el grupo P-Q, donde
P es un alquileno-C;-C, ¥ Q es un hidrégeno, un alquilo-
Ci-C4, © un £fluoralquilo-GC;-C, (alquailo parcial o
totalmente fluorado) y el grupo P-Q est& unido a travéa
de P a la estructura bésica esteroide,
R puede estar en posicién o« o 8 y es H, CHy o CF: y
solamente estd presente cuando X Y-Z no es C*-C°=c??,
R es un halégeno,
R es metilo o etilo,
R es H, alquilo-C;-Cis, alquilo-C;-Cip aliciclico, alquenilo-
C1-Cis. alquenilo-C;-Cys aliciclico, alquinilo-C;-Cig,
alquilarilo-C;-Ciy, alquilennitrilo-C;-Cy o es el grupo P-Q,
donde el grupc P-Q tiene el significado indicado mis arriba,
R'”' es H, alquilo-C;-Cis, alquilo-C;-Ciy aliciclico, alquenilo-
C1-Cie., alquenilo-C;-Cyy aliciclaco, alquinilo-C;-Cig o
alquilarilo-C,-C,s, donde R' también puede estar unido al grupo
178-ox1 a través de un grupo ceto, y donde R*’ también puede
estar adicionalmente sustituido con uno o varios grupos NR'®R!?

O con uno © varios grupos SOxR?, donde x = 0,1 0 2 y RY, RY y
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R¥*® pueden tener, independientemente entre 81, el miemo
significado que RY,

y sus sales de adicibn, ésteres y amidae farmacéuticamente
aceptables,

constituyen ventajosas sustancias activas

Estos compuestos que se pueden obtener mediante otros
pasos del procedimiento a partir del lla-hidroxiesteroides 7a-
sustituido de la fé6rmula general 4,B son valiosas sustancias
activas con fuerte efecto andr6geno y no tienen los efectos
secundarios mencionados Estos compuestos son apropiados para
preparar medicamentos, particularmente contraceptivos
efectivos y sustancias activas para la terapia de sustitucién
hormonal (HRT)

S1 R est& sustituido adicicnalmente con un grupo NR®R'?,
este puede ser un grupo metilamino-, dimetilamino-, etilamino-
diretilamino-, ciclohexilamino-, diciclohexilamino-,
fenilamino-, difenilamino-, bencilamino o dibencilamino

Los 118-halogencesteroides 7a,l7a-sustituidos de la
f6rmula general 8,10,12 particularmente apropiados son los
compuestos, en los cuales U-V-W-X-Y-Z es la estructura de
anillo c'-c*-c?-c*=C®-c'?, ci-c?-ci-c*-c5=c?® o Cl'=C?-Ci=C*-C5=c!?

En el primer caso (U-V-W-X-Y-Z2 = C*-C?-C3-c'=C5-c®) Bge

trata de esteroides de la f6rmula general
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En el segundo caso (U-V-W-X-Y-Z = C!-C?-C*-C*-C%=C'®) se

trata de esteroides de la f6rmula general 12

B = _ORT

12

Los compuestos de las férmulas generales 10 y 12 s8on
compuestos andrégenos

En el tercer caso (U-V-W-X-Y-Z = C' = C2-c3=C*-C°=C*} s8e
trata de esterocides de la f6rmula general 8

Estos compuestos son estrbdgenos (compuestos afines con el
receptor de estrégeno) En los tres casos, los radicales R?,
R?, R, R*™ R R y RY tienen la misma significacién que los

respectivoe radicales de la f6rmula general 8,10,12
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Preferentemente, R' es independientemente entre g1, H y/o
R’ es CH; y/o R es flGor y/o R es CH; y/o R es H, CH,,
alquinilo-Ci.1g, particularmente etinilo, CHiCN o CF; y/o R’ es
H

Son 118-halogenesteroldes 7a,17a-sustituirdos de la
f6rmula general 8,10,12 de la ainvencién particularmente
apropiados
17a-etinil-118-fluoro-178-hidroxi~7a-metilestr-4-en-3-ona
{F6rmula 10)
17a-etini1l-118-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-5(10)-en-3-ona
(F6rmula 12)
17a-etinil-11B-fluoro-7a-metilestra-1,3,5(10)-trien-3,178-diol
(F6rmula 8)

Para preparar estos compuestos pueden aplicarse los
sigulentes procedimientos

Para preparar llf-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos de
la férmula general 10, donde U-V-W-X-Y-Z es la estructura de
anillo C'-C%-C?-C'=C°-C'%, se usan como sustancias de partida, los
lla-hidroxiesteroides 7a-sustituidos de la f6rmula general 4,B
que se pueden obtener con el procedimiento microbiolégico de la
invencién

En un primer pasc de sintesis se transforman estos 1lla-

hidroxiesteroides 7a-sustituidos asi obtenidos por sustitucién



micledfila con un reactivo de halodehidroxilacién en los

respectivos 1ll3-halogenesteroides 7a-sustituidos 5

[Halo-
p dehidroxilacién]

4B

Como reactivos de halodehidroxilacifn pueden usarse todos
los compuestos habituvales, por ejemplo, &cido fluorhidrico,
clorhidrico-, bromhidrico- o yodhidrico-, cloruro de tionilo o
bromuro de tionilo, pentacloruro de £f6sforo, oxicloruro de
f6aforo, N-clorosuccinimida, trafenilfosfina / tetracloruro de
carbono, HF/piridina o dietilamino-sulfo-trifluoruro o
preferentemente nonaflilfluorurc/1,5-diazabiciclo
[5 4 0]Jundeceno

A continuacibén, se prepara el compuesto 10, a partir de 5,
por alquilacién selectiva de C'7 de la estructura de anillo
(véaBe para esto Esquema I} Para la alquilacién selectiva se
pueden usar reactivos de alquilacidn selectivos habituales, por
ejemplo, compuestos Grignard y compuestos organometdlicos,
particularmente compuestos de alquillitio Para preparar la
respectiva l1l7a-etinil-17R-hidroxi-estr-4-en-3-ona a partir de
la estr-4-en-3,17-diona se puede usar bromuro de etinilmagnesio

como reactivo de alquilacidn



Para la preparacién de los 1lif-halogenesterocides 7a,17c-
sustituidos en los cualep U-V-W-X-Y-Z es la estructura de
anillo C*-C?-C?-c*-C5=C'° y que tienen la fSrmula general 12, se
usan los compuestos de la f6rmula general 10 y se isomeriza,
de manera que la unién doble A* se convierta en A°“® por
i1somerizacién Para proteger los grupos ceto-3, se forma
primeramente un éter ciclico en posicién 3 A continuacibén, se
1gomeriza la unién doble A* para obtener la unién doble A%1¥,
con lo cual se forma el 1l1f-halogenestercide 7a,l7c-
sustituido de la f6rmula general 12 y el grupo protector se
separa nuevamente

Para preparar los otros 1ll8-halogenesteroides 7a,l7a-
sustituidos de la férmula general 8, en los cuales U-V-W-X-Y-Z
es C'=C*-C3=C*-C5%=C'°, se procede de la siguiente manera

A partir del 1lla-hidroxiesteroide 7a-sustituido de la
férmula general 4,B, obtenido por hidroxilacién microbiolégica
y oxadacién como se ha descrito més arriba, se forma
primeramente el correspondiente 1llif-halogenesteroide de la
férmula general 5 por halodehidroxilacién en una reaccién de
sBustitucién nucleéfila

A partir de este se forma luego, por oxidacibén, por
ejemplo, con una sal de cobre(II}), un estra-1,3,5(10)-trieno

Ta-sustituido de la f6rmula general 6



donde R?, R?, R y R tienen las mismas significaciones que se
han indicado anteriormente Si1 R} es H, estos compuestos pueden
ser sintetizados i1nmediatamente s1 R? es otro radical
diferente de H, los respectivos &éteres o é&steres deben formarse
de manera conocida después que se ha formado el anillo trieno
1,3,5(10) por oxidacién

También son nuevos loa 1llR-halogenestra-1,3,5(10)-trienos
7a-sustituidos de la f6rmula general 6 y sus sales de adicién
farmacéuticamente aceptables, sus ésteres y amidas y se
reivindican como productos intermedios en la sintesis de los
l18-halogenesteroides 7u,17c-sustituidos de la f£6rmula general
8, también de la invencién

Un 118-halogenestra-1,3,5(10)-trieno 7a-sustituido de la
f6rmula general 6 particularmente preferido es 118-fluoro-3-
hidroxi-7a-metilestra-1,3,5(10)trien-17-ona

De la misma manera que se ha descrito anteriormente para

la sintesis de los compuesto de la férmula general 10, a partir



de 11l8-halogenestra-1,3,5(10) -trieno 7a-sustituido de la
férmula general 6 pueden formarse l1l1iB-halogenesteroides 7a,l7a-
sustituidos de 1la f&6rmula general 8 de la invencidn, por
alguilacién selectiva del C'” de la estructura de anillo

Ademis, a partir de las sustancias de la férmula general
4,B, obtenidas por hidroxilacién microbiolégica y oxidacidn de
los esteroides 7a-sustituidos de la f6rmula general 3,A o D,
también se pueden preparar los 11f-halogenesterocides 7a-
sustituidos de la f6rmula general 9, los que también tienen

efecto andrégeno

donde R’, R y R tienen los mismos significados 1indicados
anteriormente Un compuesto particularmente preferido es 11R8-
fluoro-17f-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona Los compuestos de
la férmula general 9 y sus sales de adicibén farmacéuticamente

aceptables, sus ésteres y amidas también presentan efecto

andrégeno



Para preparar los compuestos de la férmula general 9 se
reduce la estr-4-en-3,17-diona 5 para dar 178-hidroxi-estr-4-
en-3-ona 9, por ejemplo, con un hidruro de boro

Los compuestos de la f6rmula general 9 también pueden ser
transformados en los respectivos 1l1f8-halogenestra-5(10)-enos

7a-sustituidos

o R?

donde R’, R!?, R™ y R tienen los mismos significados que en la
férmula general 8,10,12 Para esto se 1somerizan los
compuestos de la férmula general 9 por desplazamiento de la
unién doble A* para obtener la unién doble A*“®’ para proteger
el grupo ceto-3, se forma primeramente un é&ter ciclico en
posicibén-3 A continuacién se 1someriza la unién doble A* para
obtener la unién doble A®“%, con lo cual se forma el 118-
halogenesteroide 7a-sustituido mencionado anteriormente Yy
luego se vuelve a separar el grupo protector

Finalmente, a partir de loe compuestos de la £férmula
general 5 s8e pueden transformar los respectivos 118%-
halogenestra-5(10) -enos 7a-sustituidos por i1somerizacién de la

unién doble A* en unién doble A%(®
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donde R’, R, R y RY tienen los mismos significados que en la
f6rmula general 8,10,12 Para esto Bse 1somerizan los
compuestos de la f6rmula general 5 por desplazamiento de la
unién doble A* para obtener la unién doble A5 para proteger
el grupo ceto-3, también en este caso se forma primeramente un
éter ciclico en posicidén-3 A continuaciébn se 1someriza la
unién doble A* para obtener la unién doble A**®?, con lo cual se
forma el 11#-halogenesteroide 7a-sustituido mencionado
anteriormente y luego se vuelve a separar el grupo protector
Todos los compuestos mencionados pueden seguir
esterificidndose o eterificéndose, siempre que se encuentren
presentes correspondientes grupos hidroxi en la posicibén-3 o
178 Por ejemplo, el compuesto 9 puede ser transformado en un
correspondiente 178-éter o 17B-éster Un compuesto preferido
es 118-fluoro-178- (4-sulfamoilbenzoxi) -7a-met1lestr-4-en-3-
ona Como sustituyentes en el &tomo de oxigeno oxi- de C!7 se
pueden usar basicamente los mismos radicales que sBe 1indican

para R!7



Los l118-halogenesteroides 7a,17a-sustitulidos de la
f6rmula general 8,10,12 son especialmente apropiados para
preparar medicamentos De alli que la presente invencién se
relaciona también con el uso de los mencionados compuestos de
la f6rmula general 6,10,12 para preparar medicamentos y con
preparaciones farmacéuticas que contienen por lo menos uno de
loa menciocnados compuestos de la f6rmula general 8,10,12 y por
lo menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable

Los 1llR-halogenesteroides  7o,l7a-sustituidos de la
f6rmula general 10,12 de la invencién son compuestos de fuerte
efecto andrégeno, que no tienen 1los efectos secundarios
descritos, por ejemplo, estimulacién de la pré6stata
(particularmente no produce hiperplasia prostitica benigna)
Los compuestos son f&Aciles de sintetizar Se ha demostrado que
los compuestos de la f6rmula general 10 o 12 de la invencibn
no solamente pueden ser usados para la terapia de sustitucidn
hormonal masculina, sino que estos compuestos también son
apropiados, sin administracién adicicnal de otras sustancias
activas, como efectivos contraceptivos masculinos cuando se
administran en dosis suficientes para reducir debidamente el
nivel en sangre de LH, testosterona producida en el cuerpo y
FSH {(hormona estimuladora del foliculo) Esto se debe a que
los l11R-halogenesteroides de la invencién inhiben la secrecién

de ILH y FSH LH estimula las células Leydig, de modo que hay
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secrecién de testosterona S1 se mantiene bajo el nivel de LH
en sangre, también baja la secreciSn de testosterona propia
del cuerpo La testosterona es necesarla para la
espermatogénesis, mientras que la FSH estimula las cé&lulas
germinales De allfi que para una espermatogénesis efectiva es
necesario un elevado nivel de FSH y LH en sangre, es decir que
el nivel suficientemente elevado de LH en sangre provoca la

secreci6n de testosterona, necesaria para la espermatogénesis




Dado que un tratamiento con los 1llfi-halogenesteroides
7a,17a-sustituidos, s1in sustancias activas adicionales
esterilizantes puede permitir una efectiva contracepcién
masculina, es posible simplificar sustancialmente la
administracién de un medicamento apropiado Yy reducir
notablemente los costos de su uso

Los l1f-halogenesteroides 7a,17a-sustituidos de la
invencifn también 8e pueden usar en combinacién con un
gestdgeno para controlar la fertilidad masculina

Los 11R8-halogenesteroides 7a,17a-suatituidos de la
invenciSn también 1inhiben efectivamente la 5a-reductasa y la
ll-haidroxilasa esteroide [CYP11B (P450cll), G Zhang,
W L Miller, Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism,
Vol 81, p&ginas 3254-3256 (1996)), de modo que por ejemplo,
se evita selectivamente la estimulacidén de la préstata, por lo
que estos compuestos presentan una cinética farmacolbdgica
mejorada La inhibicién de la 1l1-hidroxilasa provoca una menor
desactivacién de 1los compuestos andrfgenos Yy una menor
eliminacién del cuerpo humano A raiz de ello, la efectividad
Y la duracidSn del efecto de estos compuestos resulta mejorada
con respecto a los compuestos conocidos, particularmente
después de aplicacién oral

Por las razones descritas precedentemente, estos
compuestos son particularmente apropiados para su uso en el

control de 1la fertilidad masculina y en 1la terapia de



sustitucién de andrégeno Yy tienen menor tendencia a la
reduccién-5a, con la posibilidad simulténea, de aromatizarse
para dar esteroides estrSgenos y tienen un efecto favorable
sobre los lipidos del sueroc y el sistema nervioso central

El efecto andr6geno y la comprobacién de que no Bse
presentan los mencionados efectos secundarios se determind
para los compuestos de las f&rmulas generales 10 y 12 en un
engsayo de saco seminal El efecto de los compuestos de 1la
f6rmula general 8 de la invencién se examin® en un ensayo de
crecimiento del {Gtero por efecto del estr6geno Los 118-
halogeneateroides 7a,l7a-subsiturdos de las f6rmulas generales
10 © 12 o las preparaciones farmacéuticas de la invencién que
contienen estos compuestos, son muy apropiados para el
tratamiento de hombre no estériles y bésicamente también de
mamiferos macho Su uso para la contracepcién masculina hace
que las persocnas masculinas sean estérilesn sblo
transitoriamente Después de dejar de usar las sustancias
activas de 1la invencién o 1los respectivos preparados
farmacéuticos recuperan su estado original, ee decir que el
hombre deja de ser estéril y la espermatogénesis tiene lugar
nuevamente en la cantidad original Para lograr un estado de
esterilidad transitoria uniforme durante un periodo deseado,
la administraci6n de la sustancia activa o los preparados debe
realizarse en forma continua, debiendo tomarse, seglin la forma

de administracifn, diariamente o periddicamente a intervalos



breves o también mis prolongados Después de la administracién
Ginica o reiterada de la sustancia activa o del preparado, la
persona masculina recuperard el estado no-estéril en forma
paulatina, dependiendo el tiempo de recuperacitn de diferentes
factores, por ejemplo, de la dosificacidén, de la constitucién
fisica de la persona y de la administracién paralela de otros
medicamentos

S1 el fin de la aplicaci6n es la contracepcién, la dosis
de 1los 1llB8-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos debe ser
suficientemente elevada para que el nivel de LH y FSH en
sangre gea de max 2,5 I E /ml (I E Unidades
Internacionales), particularmente de max 1,0 IE /ml,
respectivamente y el de testosterona, de max 10 nmol/l,
particularmente max 3 nmol/l

S1 los 1llfi-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos de 1la
invencién ge desean usan para la HRT Bin desear
simultineamente una contracepcién, la dosis seri menor Para
este caso se requleren grados de efecto que permiten niveles
de LH en sangre y FSH de 2,51 E I/ml y de m&s de 10 nmol/l
para testosterona

Las dosis de los 1lf-halogenesteroides 7a, 17a-~
sustituidos de las f6rmulas generales 10 o 12 de la invencién
gque son necesarias para ajustar el nivel en sangre de LH, FSH
y testosterona dependen de una multiplicidad de factores y por

lo tanto, deben ser determinadas especificamente para cada



uso En primer lugar, la dosis depende naturalmente del tipo
de terapia En el caso que los compuestos deban ser usados
para la contracepcién masculina, deben administrarse dosais
sustancialmente mis elevadas que cuando se usan para el
tratamiento de reemplazo Por otra parte, la dosificacién
también depende del tipo de 1l1Rf-halogenesteroide 7a,l17a-
sustituido y de su biodisponibilidad Ademfs, la forma de
administracién es esencial para la cantidad a administrara
Finalmente, la doeis también depende de la constitucidn fisica
del usuario y de otroe factores, como p ej] la administracién
paralela de otros medicamentos

Los compuestos pueden ser administrados por via oral y
parenteral, por ejemplo, ip (1ntraperitoneal), iv
(1ntravencsa), im (1ntramuscular) © percutédnea Los
compuestos también se pueden implantar en los tejido La
cantidad de los compuestos a administrar puede variar dentro
de un amplio espectro, siempre que 8e aplique una cantidad
efectiva Segin el estado a tratar y 1la forma de
administracién, la cantidad de los compuestos a administrar
puede variar en un amplio range En el humano, la dosis diaria
es del rango de 0,1 a 100 mg La dosis diaria preferida para
el humano es de 0,1 a 10 mg La duracidén de la aplicacidn
depende del fin que se desea alcanzar

Para la administracién se pueden usar cipsulas, pildoras,

comprimidos, comprimidos recubiertos, cremas, unguentos



lociones, 1liquidoe tales como jJarabes, gelea, 1liquidos
inyectables, por ejemplo, para inyeccién 1 p -, 1V -, 1 m- O
percutdnea, etc , liberandoe 1las diferentes formas de
administracién los compuestos de la invencién en el cuerpo,
seglin su tipo, en forma paulatina o todos juntos en un tiempo
breve

Para la administracifn oral se usan cipsulas, pildoras,
compramidos, compraimidos recubiertos y liquidos u otras formas
de administracién oral conocidas en forma de preparados
farmacéuticos En este caso, los medicamentos pueden
formularse de manera tal que 1las sustancias activas sean
liberadas en el cuerpo en un tiempo breve o bien tengan un
efecto de depb6sito y s8se produzca una incorporacin mas
prolongada, lenta y sostenida de sustancia activa En el
cuerpo Las unidades de dosis pueden contener, ademis de los
118-halogeneateroides 7a,1l7a-sustituidos, uno o varios
vehiculos farmacéuticamente aceptables, por ejemplo,
sustancias para ajustar la reologia del medicamento,
sustancias tensiocactivas, activadores de disolucién,
microcépsulas, microparticulas, granulados, diluyentes,
aglutinantes como almidén, azticar, sorbita y gelatina, también
sustancias de 1relleno como &cido silicico y talco,
deslizantes, colorantes, aromatizantes y otras sustancias

Los 11R-halogenesteroides 7a,17a-sustituidos de la

invencibn también pueden ser formulados particularmente en



forma de solucién destinada a la administraciém oral y que
ademés del 118-halogenesteroide activo contiene, como otros
componentes, un aceite farmacéuticamente aceptables y/o una
sustancia 1lip&fila tensiocactiva farmacéuticamente aceptable
y/o una sustancia hidréfila, tensiocactiva farmacéuticamente
aceptable y/o un solvente miscible con agua farmacéuticamente
aceptable Para esto nos remitimos ademés, a la WO-A-97/21440

Para lograr mejor biodisponibilidad del esteroide, los
compuestos también pueden ser formulados en forma de clatratos
de ciclodextrina Para esto, los compuestos se convierten con
a-,8 o y-ciclodextrina o sus derivados

S1 se usan cremas, unglentos, lociones y ligquidos de uso
externo, estos deben ser tales que los compuestos de la
invencibn sean incorporados en cantidad suficiente al cuerpo
Estas formas de administracidn contienen sustancias
auxiliares, por ejemplo, sustancias para ajustar la reologia
de los medicamentos, sustancias tensiocactivas, conservantes,
activantes de la disoluci6n, diluyentes, sustancias para
aumentar la capacidad de permeacién de los esteroides de la
invencién a través de la piel, colorantes, aromatizantes, y
sustancias protectoras de la piel tales como acondicionadores
Y reguladores de la humedad El1 medicamento puede contener,
junto con los esteroides de la invencién, también otras

sustancias activas



Para la administracifdn parenteral, las sustancias activas
pueden estar disueltas o suspendidas en un diluyente
fisio0légicamente aceptable El1l diluyente es muy frecuentemente
un aceite con o sin adicién de un activador de disolucién, un
tensiocactiveo, una sustancia que favorece la suspensién o un
emulsionante Son ejemplos de aceites utilizados aceite de
oliva, aceite de mani, aceite de semilla de algodén, aceite de
soja, aceite de ricino y aceite de gésamo Para formular un
preparado 1inyectable se puede usar cualquier vehiculo liquido
en el que se disuelvan o emulsionen los compuestos de la
anvencién Estos ligquidos contienen frecuentemente también
sustancias destinadas a regular la viscosidad, sustancias
tensiocactivas, conservantes, activadores de 1la disolucién,
diluyentes y otros aditivos con 1los cuales se ajuste
i1sotSnicamente la solucién Junto con los 118-
halogenesteroides 7a,17a-sustituidos también ge pueden
administrar otras sustancias activas

Los 11B-halogenesteroides de la invencifn se pueden usar
en forma de inyeccidén de depésito o preparacién para implante,
por ejemplo, subcut@nea, las que sBe pueden formular de manera
tal que permitan una liberacién retardada de la sustancia
activa Para ello se pueden aplicar técnicas conocidas, por
ejemplo, depfsitos que se disuelven paulatinamente o depbsitos
provistos de una membrana Los implantes pueden contener

materiales 1inertes tales como por ejemplo, polimeros



biodegradables, siliconas sintéticas, por ejemplo, caucho
si1liconado Para su administraciédn percutdnea, los 1l18-
halogenesteroides de la invencién pueden ser incluidos en por
ejemplo un parche

Los s8igquientes ejemplos B8sirven para explicar més
detalladamente la invencién

A Sintesis microbiolégica

lla-hidroxi-7a-metil-estr-4-3,17-diona (Compuesto 4B)

EJEMPLO 1

Hidroxilacién
mucrobiolégica y
oxidacién

Un matraz Erlenmeyer de 2 litros que contenia 1000 ml de
una solucién nutriente de 3 % en peso glucosa, 1 % en peso agua
de remojo de maiz, 0,2 % en peso NaNO,, 0,1 % en peso KH;PO4,

0,2 % en peso KiHPO,, 0,05 % en peso KCl, 0,05 % en peso



MgS0,7H;0 y 0,002 % en peso FeSO, 7H;0 (pH 6,0), esterilizada en
autoclave durante 30 minutos a 121 °C se 1inoculdé con un cultivo
de tubito inclinado de la cepa Gnomonia cingulata (CBS 15226) y
se agitd durante 72 h a 28°C en un agitador rotativo a 165 rpm
Con este cultivo precursor se 1inoculé un fermentador de 20
litros que habia sidoc alimentado con 19 litros de medio estéral
de la misma composicién final que la descrita para el cultivo
precursor Ademis, antes de esterilizar se agregd 1,0 ml aceite
siliconado y 1,0 ml Synperonic (etoxilato de oxoalcohol) para
combatir la formacién de espuma Después de una fase inicial de
crecimiento de 12 h a 0,7 bar de presién positiva, una
temperatura de 28°C, una aireacién de 20 1/min y una agitacién
de 250 rpm se adiciond una solucién de 4,0 g 178-hidroxi-7a-
metilestr-4-en-3-ona en 40 ml DMF Se s81guié agitando y
aireando Al cabo de 135 h se cosech® el caldo de cultivo y se
extrajo durante 12 h con 10 1 metilisobutilcetona y 5 h con 5 1
metiliscbutilcetona Las fases organicas reunidas se
concentraron hasta secar El aceite siliconado se lavé con
hexano Después de cromatografia en gel de silice con una
gradiente de hexano y acetato de etilo se aislaron 1,64 g (39
%) lle-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3,17-diocna

EJEMPLO 2



Hidroxilscién Omdacién
microbiolégica mucrobioldgica

Un matraz Erlenmeyer de 2 litros que contenia 1000 ml de
una solucién nutriente de 3 ¥ en peso glucosa, 1 % en peso agua
de remojo de maiz, 0,2 & en peso NaNO,, 0,1 % en peso KHPO,,
0,2 % en peso K;HPQ,, 0,05 % en peso KCl, 0,05 % en peso
MgSO,7H;0 y 0,002 % en peso FeSO, 7H;0 (pH 6,0}, esterilizada en
autoclave durante 30 minutos a 121 *C se inoculd con un cultivo
en tubito inclinado de la cepa Glomerella cangulata (IFO 6425)
Yy se agitd durante 72 h a 28°C en un agitador rotativo a 165
rpm Con este cultivo precursor se 1noculd un fermentador de 20
litros que habia sido alimentado con 19 litros de medio estéril
de la misma composicién final que la descrita para el cultivo
precursor Ademis, antes de esterilizar se agregd 1,0 ml aceite

giliconado y 1,0 ml Synperonic (etoxilato de oxocalcohol) para
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combatir la formacibébn de espuma Después de una fase 1nicial de
crecimiento de 12 h a 0,7 bar de presién positiva, una
temperatura de 28°C, una aireacién de 10 1l/min y una agitacién
de 350 rpm se adiciond una solucidn de 2,0 g 178-hidroxi-7oa-
metilestr-4-en-3-ona en 30 ml DMF Se 8si1guid agitando vy
aireando Al cabo de 19 h se cosechd el caldo de cultiveo y se
extrajo durante 16 h con 20 1 metiliscbutilcetona y 23 h con 20
1 metilisobutilcetona Lae fases orgénicas reunidas Bse
concentraron hasta secar La mayor parte del residuo fue
disuelto en metanol El aceite si1iliconado se separd por
filtrado Se concentrS y después de cromatografia en gel de
8ilice con una gradiente de diclorometano y acetona se aislaron
1,55 g (73 %) lla-dihidroxi-7a-metilestr-4-en-3,17-ona Después
de recristalizacifn con acetona / diisopropiléter se obtuvieron
827 mg (39%) de cristales blancos con punto de fusibén 163 °C y
[a]lp = -16° /CHCl;, c = 0,501)

Un matraz Erlenmeyer de 2 litros que contenia 500 ml de
una solucién nutriente de 3 % en peso glucosa, 0,5 % en peso
extracto de bacto-levadura, 0,1 % en peso peptona y 0,2 % en
peec agua de remojo de maiz (pH 7,5), esterilizada en autoclave
durante 30 minutos a 121 °C se 1noculd con cuatro crio-bolas de
un cultivo de la cepa Bacillus sphaericus {ATCC 7055) y se
agité durante 24 h a 28°C en un agitador rotativo a 165 rpm
Con este cultivo precursor se 1inoculd cada uno de cuatro

matraces Erlenmeyer de 2 1 que contenian medio estéril de la



misma composicidén final que 1la descrita para el cultivo
precursor con 10% del caldo de cultivo Después de una fase
inicial de crecimiento de 4 h a una temperatura de 28°C, en un
agitador rotativo a 165 xrpm se adiciond a cada matraz una
polucidén de 50 mg lla,l1l7f-droxi-7a-metilestr-4-en-3-ona en 2,5
ml DMF Se siguif agitando otras 48 h Los caldos de cultivo
reunidos se extrajeron 2 veces con 2 1 metilisobutilcetona Las
fases orginicas reunidas se secaron s8obre sulfato de sodio y se
concentraron hasta secar Se obtuvieron 630 mg de un residuo
oleoso crastalino Después de recraistalizacién con acetona /
diisopropiléter Bse obtuvieron 103 mg (49,1 %) de cristales
amarillentos con punto de fusién 189 °C y [alp = +40,4 °* /CHCl,,
c = 0,529, (cristalizacién directa 81n purificacién
cromatografica previa)

EJEMPLO 3

Hudroxilacién
mucrobiolégica

Un matraz Erlenmeyer de 2 litros que contenia 500 ml de
una solucidén nutriente de 3 ¥ en peso glucosa, 1 % en peso agua

de remojo de maiz, 0,2 ¥ en peso NaNO;, 0,1 ¥ en peso KH;PO,,
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0,2 % en peso XaHPO,, 0,05 % en peso KCl, 0,05 % en peso
MgSO,7H;0 y 0,002 & en peso FeSO, 7H;0 (pH 6,0), esterilizada en
autoclave durante 30 minutos a 121 °C se inoculd con un cultivo
en tubito inclinado de la cepa Asprergillus ochraceus (CBS
13252) y se agitd durante 72 h a 28°C en un agitador rotativo a
165 rpm Con este cultivo precursor se 1inoculd un fermentador
de 10 litros que habia sido alimentado con 9,5 litros de medio
estéril de la misma composicién final que la descrita para el
cultivo precursor Ademfs, antes de esterilizar se agregd 0,5
ml aceite siliconado y 0,5 ml Synperonic para combatir la
formacién de espuma Después de una fase 1nicial de crecimiento
de 6 h a 0,7 bar de presién positiva, una temperatura de 28°C,
una aireacién de 5 1/min y una agitacién de 350 rpm se adicioné
una solucién de 1,0 g 7o-metilestr-4-en-3,17-diona en 15 ml
DMF Se siguid agitando y aireando Al cabo de 22 h se cosechdé
el caldo de cultivo y se extrajo dos veces durante 4 h con 7 1
metilisobutilcetona Las fases orgédnicas reunidas se
concentraron hasta secar La mayor parte del residuo fue
disuelto en metanol El aceite siliconado 8Be separd por
failtrado Se concentré y después de cromatografia en gel de
8ilice con una gradiente de diclorometano y acetona se aislaron
0,78 g (74 %) lla-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3,17-diona Después
de recristalizacibén con acetona / diisopropiléter se obtuvieron
311 mg (29,6%) de crastales blancos con punto de fusién 200 °C

Yy [alp = +52° (CHCl;, c¢ = 0,5905)



Procedimiento quimico de preparacibn

EJEMPLO 4

Preparacidén de 1l18-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona

a) 11B-fluoro-7a-metil-estr-4-en-3,17-diona

A una solucitdn de 13,08 g lla-hidroxi-7a-metil-estr-4-en-
3-diona (preparada con la sintesis microbiolégica de 1la
invencién [Parte A] en 250 wml tolueno y 18,2 ml 1,8-
diazabicilo[5,4]Jundec-7-eno se agregaron por gotas a 0 °C,
11,5 ml fluoruro del &cido perfluorobutan-l-sulfénico Al cabo
de 1 h se neutralizé con &cido clorhidrico 2M y se vert:id
sobre agua, Be extrajo cuatro veces con acetato de etilo, se
lavé con solucién saturada de cloruro de sodio, Be sBec y se
concentrS al vacio Después de someter el producto bruto a
cromatograffa en gel de silice con una gradiente de hexano /
acetato de etilo se obtuvieron 8,7 g 118-fluoro-7a-metil-estr-
4-en-3,17-diona Punto de fusibm 101,4 °C, [alp +135,8°
(CHC1;)
b) 118-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona

Una solucién de 8,7 g de 118-fluoro-7a-metil-estr-4-en-
3,17-diona en 148 ml tetrahidrofurano se mezcldé por gotas a 0
°C con 29,5 ml tri-ter-butoxi hidruro de litio-aluminio en
tetrahidrofuranc y se agaité 5,5 h a 0 °C A continuacibn, se
agreg6 &cido sulfirico a 0 °C y la solucién de reaccidn pe
vert16 sobre agua helada, se extrajo tres veces con acetato de

etilo, se lavé a neutro, se secS sobre sulfato de sodio, se



concentrd al vacioc y se sometidé6 a cromatografia en gel de
Bilice con hexano / acetato de etilo Se obtuvieron 5,8 g 11B-
fluoro-178-hidroxi-7¢-metilestr-4-e-3-ona, con punto de fusidn
143-144 °C [alp = +89,0° (CHCl,)
EJEMPLO 5
Preparacién de 118-fluoro-173- (4-sulfamoilbenzoxi) - 7c-
metilestr-4-en-3-ona

Se mezclé una solucidén de 500 mg 11f3-fluoro-178-hidroxai-
7a-mtilestr-4-en-3-ona en 7,5 ml piridina, a temperatura
ambiente con 750 mg &cido 4-sulfamoilbenzoico, 800 mg N,N-
diciclohexilcarbodiimida y 125 mg &cido p-toluensulfdnico y se
agité durante 8,5 h Luego se verti6 sobre solucién de
bicarbonato de sodio, e extrajo cuatro veces con
diclorometano, se lavé a neutro, se sect sobre sulfato de
sodio, se concentrS al vaclo y se sometid a cromatografia en
gel de sflice con diclorometano / acetona Se obtuvieron 302
mg 11B8-fluoro-178-(4~-sulfamoilbenzoxi)-7a-metilestr-4-en-3-ona
con punto de fusién 232°C [alp = +100,5 °® (CHCl,)

EJEMPLO 6

Preparacién de 1l7a-etinil-118-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-
4-en-3-ona

a) 1ll18-fluoro-3-metoxi-7a-metilestra-3,5-dien-17-ona

Se agit6 una solucién de 2 g 1lR8-fluoro-7a-metilestr-4-en-
3,17-diona en 20 ml 2,2-dimetoxipropano con 200 mg tosilato de

piridinio durante 6,5 h a 80°C Luego se diluyd con acetato de



etilo, se lavé con solucién de bicarbonato de sodio y cloruro
de sodio, se secd sobre sulfato de sodio y se concentrf al
vacio Se obtuvieron 2 g 118-fluoro-3-metoxi-7a-metilestra-
3,5-dien-17-cna
b) 17a-etinil-11R-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona
Una solucién de 9,17 g cer-III-cloruro en 60 ml
tetrahidrofurano se mezcld por gotas a 0°C con 74,2 ml de una
solucién de bromuro de etinilmagnesio (0,5 M en
tetrahidrofurano) y se agité 1 h a 0°C A continuacién se
agregd por gotas una solucién de 2 g de la 118-fluoro-3-
metoxi-7a-metilestra-3,5-dien-17-ona bruta en 40 ml
tetrahidrofurano y se agité otras 3,5 h a 0°C Para la
preparacifn se adiciond una solucién saturada de cloruro de
amonio, 8se vertid sobre agua, se extrajo tres veces con
acetato de etilo, se lavé con dcido clorhidrico
semiconcentrado, soluci6n de bicarbonato de sodio y solucién
de cloruro de sodio, sBe sBecd 8sobre sulfato de sodio, se
concentrd al vacio y se sometid a cromatografia con hexano /
acetato de etilo Se obtuvieron 1,15 g 17a-etinil-11fi-fluoro-
178-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona puro con punto de fusibén
218-220°C [alp = +19,2° (CHCl,)
EJEMPLO 7
Preparacién de 17a-etinil-118-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-

5(10) -en-3-ona



a) 3,3-etandiildioxi-l7a-etinil-118-fluoro-7a-metilestr-5(10)-
en-178-0l1

Una solucién de 700 mg 1l7a-etinil-11fR-fluoro-178-hidroxi-
7a-metilestr-4-en-3-ona en 7 ml diclorometano y 4,7 ml
etilenglicol se agitaron durante 6,5 h a temperatura ambiente
con 2,3 ml trimetilortoformiato y 30 mg hidrato de &cido p-
toluensulfénico Luego se verti$ sobre solucién de bicarbonato
de sodio, sBe extrajo tres veces con acetato de etilo, se lavé
a neutro, se secé sobre sulfato de sodio, se concentré al
vacio y se someti6 a cromatograffia con hexano / acetato de
etilo Se obtuwvieron 205 mg 3,3-etandiildioxi-l17a-etinil-11R8-
fluoro-7a-metilestr-5(10) -en-178-0l
b)17a-etinil-118-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-5{10)-en-3-
ona

Una solucién de 205 mg 3,3-etandiildioxi-l17a-etinil-118-
fluoro-7a-metilestr-5(10) -en-178-0l1 en 27 ml metanol y 3,6 ml
agua se agitaron con 361 mg Aacido ox4lico durante 24 h a
temperatura ambiente Luego Be vertid sobre solucién de
bicarbonato de sBodio, Be extrajo tres veces con acetato de
etilo, se lavd a neutro, se secd sobre sulfato de sodio, se
concentrd al vacio y se sometid a cromatografia con hexano /
acetato de etilo Se obtuvieron 95 mg 17a-etinil-11R-fluoro-
178-hidroxi-7a-metilestr-5(10) -en-3-ona con punto de fusién
112-114°C

EJEMPLO 8



Preparacidn de 17a-etinil-118-fluoro-7a-metilestra-
1,3,5(10)trien-3,178-daol
a}) 118-fluoro-3-hidroxi-7o-metilestra-1,3,5(10)-trien-17-ona

Una solucidn de 500 mg 118-fluoro-7a-metilestr-4-en-3,17-
diona en 16,5 ml acetonitrilo se agitaron con 400 mg bromuro
de cobre-II durante 6,5 h a 25°C Luego se diluyd con acetato
de etilo, Be lavd con soluciédn de bicarbonato de sodio y de
cloruro de Bodio, se secd sobre asulfato de sodio, se concentrd
al vaclfo y se sometié6 a cromatografiIa en gel de silice con
hexano / acetona Se obtuvieron 280 mg 11f-fluoro-3-hidroxi-
7a-metilestra-1,3,5(10)-trien-17-ona purc con punto de fusibn
185-186°C
b)17a-etinil-118-fluoro-7a-metilestra-1,3,5(10)-trien-3,178-
diol

Una suspensién de 2,03 g cer-III-cloruro en 7,5 ml
tetrahidrofurano se mezcld por gotas a 0°C con 16,5 ml de una
soclucaién de bromuro de etinilmagnesio (0,5 M en
tetrahidrofurano) Yy Be agité durante 0,5 h a 0°C A
continuaci6n se adiciond por gotas una solucidn de 280 mg 118-
fluoro-3-hidroxi-7a-metilestra-1,3,5(10)-trien-i7-ona en 2,8
ml tetrahidrofurano y se agaité otras 3,5 h a 0°C Para la
preparacifn se agregd una solucibén saturada de clorurc de
amonio, se verti6 sobre agua, 8e extrajo cuatro veces con

acetato de etilo, se lavd a neutro, se gecd sobre sulfato de
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sodio, se concentr$§ al vaclo y se sometid a cromatografia en
gel de silice con hexano / acetato de etilo
Se obtuvieron 220 mg l7o-etinil-118-fluoro-7a-metilestra-

1,3,5(10) -trien-3,178-diocl con punto de fusibn 115-117°C
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REIVINDICACIONES
1 Procedimiento microbiolégico para preparar lla-

hidroxiesteroides 7a-sustituidos de la f6rmula general 4,B

4B

donde

R’ es el grupo P-Q, donde
P es un alquileno-C;-C4 ¥y Q es un hidrégeno, alquilo-C;-C,
o fluoralquilo-C;-Cqy y el grupo P-Q estid unido a través de
P con la estructura bésica esteroide,

R puede estar en posicién o o 8 y ser H, CH; o CF3, Y

R es metilo o etilo,

donde un esteroide 7a-sustituidos de la f£6rmula general 3,A
15

3A



?é/

donde R’, R!° y R tienen el mismo significado que se 1indicé
anteriormente, se hidroxila y oxida usando un microorganismo,
seleccionado del grupo que comprende Aspergillus sp ,
Beauveria sSp , Glomerella sp , Gnomonia sp , Haplosporella
sp y Rhizopus sp

2 Procedimiento segin la reivindicaciédn 1, caracterizado
porque el microorganismo 8e selecciona del grupo que
comprende Aspergillus awamorsi, Aspergillus fi1schen,
Aspergillus malignus, Aspergillus niger, Beauveria hassiana,
Glomerella cingulata, Gnomonia  cingulata, Haplosporella
hesperedica y Rhizopus stolonifer

3 Procedimiento microbiolégico para preparar lla-

hydroxiesteroides 7a-sustituidos de la f6rmula general 4,B

48

donde

R’ es el grupo P-Q, en el cual
P es un alquileno-C;-Cq ¥y Q es un hidrégeno, alquilo-C;-
Cs o fluoralquileo-C;-Cy y el grupo P-Q estd unido a

través de P con la estructura bé&sica esteroide,



R® puede estar en posicién a o B y ser H, CHy o CFy , ¥y
R'? es metilo o etilo,

donde un esteroide 7a-sustituido de la férmula general 3,A

A

donde R’, R y R tienen el mismo significado que se ha
indicado anteriormente,

en un primer paso del procedimiento microbiolégico se
hidroxila en la poaicién lla-, usando un primer
microorganismo, seleccionado del grupo que comprende
Aspergillus gp , Beauveria sp , Gibberella sp , Glaomerella sp ,
Gnomonia sp , Metarrhizium sp , Nigrospora sp , Rhizopus sp Yy

Verticillium sp , formindose un 1llao-hidroxiesteroide 7a-

sustituido de la f6rmula general C
13




donde R’, R y RY tienen los mismos significados indicados
anteriormente, y el 1lla-hidroxiesteroide 7a-sustituido de la
f6rmula general C que se forma se oxida luego en un segundo
paso del procedimiento microbiolégico utilizando un segundo
microorganiemo, B8seleccionado del grupo que comprende Bacillus
8p , Mycobacterium sp , Nocardia sp y Pseudamonas sp , con lo
cual se forma el esteroide 7a-sustituido de la f6rmula general
4,B

4 Procedimiento seglin la reivindicacibn 3, caracterizado
porque el primer microorganismo se selecciona del grupo gque
comprende Aspergillus malignus, Aspergillus melleus, Aspergillus
niger, Aspergillus ochraceus, Beauveria bassiana, Gibberella
fujikuroi, Gibberella zeae, Glomerella cingulata, Glomerella
fusaroides, Gnomonia  cingulata, Metarrhizium  anisopliae,
Nigrospora sphaerica, Rhizopus oryzae, Rhizopus stolonifer y
Verticillium dahliae

5 Procedimiento de wuna de las reivindicaciones 3 y 4,
caracterizado porque, el segundo microorganismo 8se selecciona
del grupo que comprende Bacillus lactimorbus, Bacillus
sphaericus, Mycobacterium neoaurum, Mycaobacterium smegmatis,
Nocardia corallina, Nocardia globerula, Nocardia minima,
Nocardia restrictus, Nocardia rubropertincta, Nocardia
salmonicolor y Pseudomenes testosteron:

6 Procedimiento microbiolégico para preparar llo-

hidroxiesteroides 7a-sustituidos de la férmula general 4,B



4,8

donde

R’ es un grupo P-Q donde
P es un alquileno-C;-C¢ ¥ Q es un hidrégeno, alquilo-C;-
Cs o fluoralquilo-C;-C4 y el grupo P-Q estd unido a
través de P con la estructura bésica esteroide,

R puede estar en posicién a o § y ser H, CHy o CF3 , ¥

R es metilo o etilo,

donde el esteroide 7a-sustitulido de la f6Srmula general D

donde R’, R y R} tienen el mismo significado que se ha

indicado anteriormente,
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se hidroxila usando un microorganismo, seleccionado del grupo
que comprende, Aspergillus sp , Beauveria sp , Curvularia
sp , Gibberella sp , Glomereila sp , Gnomonia 8p ,
Haplosporella sp , Heliaicostilum sp , Nigrospora sp , Rhizopus
sp Y Syncephalastrum sp

7 Procedimiento seglin la reivindicacibn 6, caracterizado
porque, el microorganismo se selecciona del grupo que
comprende Aspergillus alliaceus, Aspergillus awamori,
Aspergillus fischeri, Aspergillus malignus, Aspergillus
melleus, Aspergillus nidualans, Agpergillus niger,
Aspergillus ochraceus, Aspergillus variecolor, Beauveria
bassiana, Curvularia 1lunata, Gibberella zeae, Glomereila
cingulata, Glomereila fusaroides, Gnomonia cingulata,
Haplosporella hesperedica, Helicostilum piriformae,
Nigrospora sphaedca, Rhigopusa oryzae Yy Syncephalastrum
racemosum

B Procedimiento microbiolégico segln una de las
reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque, R’ es CH,

9 Procedimiento microbiolbgico segin una de las
reivindicaciones 1 a B8, caracterizado porque, R!° es H

10 Procedimiento microbiolégico segin una de las
reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque, R!? es CH;

11 ll8-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos de la férmula

general 8,10,12
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8,10,12
donde
U-V-W-X Y-Z es una estructura de anillo Cl-c?.c®-¢* = c%-c?9,
ct-c?-c?-c*-C% = ¥ o cr-c%-ci-c*-c%-¢'%, donde en este caso un
grupo oxo (=0) esti unido a W (=C’) o es la estructura de
anillo C'=C?-C¥=C*-C%=C®, donde en este caso el radical OR?
est4 unido a W (= C?¥),
R® es H, alquilo-C;-C4, alcanoilo-C;-C4 o un éster ciclico C;-
C, con el Stomo de O del radical OR3,
R’ es el grupo P-Q, donde
P es un alquileno-C;-C, vy Q es un hadrégeno, un alquilo-
C1-Cy, 0 un fluoralquilo-C,-Cy ¥ el grupo P-Q estd unido a
través de P a la estructura bdsica esteroide,
R puede estar en posicién @ o f y es H, CHy o CF, y
solamente esti presente cuando X Y-Z no es C‘-C3=C'?,
R'! es un halégeno,
R es metilo o etilo,
R es H, alquilo-C;-Cis, alquilo-C;-Ciy aliciclico, alquenilo-

C1-Caia, alquenilo-C;-Cig aliciclico, alquinilo-C;-Cig,
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alquilarilo-C;-Cis, alquilennitrilo-C;-Csy © es el grupo P-Q,
donde el grupo P-Q tiene el significado indicado mds arraiba,
R'” es H, alquilo-C;-Cis, alquilo-C;-Cis aliciclico, alquenilo-
C1-Ciga, alquenilo-C;-Ciq aliciclico, alquinilo-C;-Cia o
alquilarilo-C;-C;y, donde R!’ también puede estar unido al grupo
178-0x1 a través de un grupo ceto, y donde R’ también puede
estar adicionalmente sustituido con uno o varios grupos NR®R!?
O COn uno O VvVarios grupos SOxR?°, donde x = 0,1 o 2 Y R4, R4 Y
R pueden tener, independientemente entre 81, el msmo
significado que RY,

y sus sales de adicién, ésteres y amidas farmacéuticamente
aceptables,

12 1l1R-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos segln la
reivindicacién 11, caracterizados porque, U-V-W-X-Y-Z es la
estructura de anillo C'-¢?-c*-¢*=C°-c® o c!-c?-c-c'-c*=c? o
c1=ci_cl=ci_c5=c10

13 118-halogenesteroides 7a,17a-sustituidos segiin una de las
reivindicaciones 11 y 12, caracterizados porque, R! es H

14 1l18-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos seglin una de las
reivindicaciones 11 a 13, caracterizados porque, R’ es CH

15 118-halogenesteroides 7a,l17a-sustituidos seqglin una de las
reivaindicaciones 11 a 14, caracterizados porque, R es flior

16 11R-halogenesterocides 7qa, 1l7a-sustituidos segin una de

las reivaindicaciones 11 a 15, caracterizados porque, R es CH,



17 118-halogenestercides 7o, l17a-sustituidos segGn una de

las

reivindicaciones 11 a 16, caracterizados porque, R'” es H, CH,,

alquinilo-C;_13, CHCN o CF,

18 118-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos seglin una de
reivindicaciones 11 a 17, caracterizados porque, RY
etinilo

19 118-halogenesteroides 7a,17a-sustituirdos seglin una de
reivindicaciones 11 a 18, caracterizados porque, R’ es H
20 118-halogenesteroides 7%, 17a-sustituidos segln una de
reavindicaciones 11 a 19, especificamente

17a-etinil-118-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona

las

las

las

l17a-etinil-118-fluoro-17B8-hidroxi-7a-metilestr-5(10) -en-3~ona

l7a-etinil-11R-fluoro-7a-metilestra-1,3,5(10)-trien-3,178-
diol
21 118-halogenestra-1,3,5(10) ~trienos 7a-sustituidos de

fé6rmula general 6

donde

la
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R? es H, alquilo-C;.,, alcanoilo- Ci., o es un éter-C;., ciclico
con el &tomo de O del radical OR?,
R’ es el grupo P-Q, donde
P es un alquileno-C;4 ¥ Q es un hidrégeno, ee alquilo-C;_,
o fluoralquilo-C,., y el grupo P-Q estd unido a 1la
estructura bisica esteroide a través de P,
R es haléSgeno,
RY es metilo o etilo
y sus sales de adicién farmacéuticamente aceptables, ésteres y
amidas
22 118-halogenestra-1,3,5(10) -trieno 7a-sustituidos seglin la
reivindicacién 21, especificamente
118-fluoro-3-hidroxi-7a-metilestra-1,3,5(10)-trien-17-ona
23 Procedimiento para preparar llfi-halogenesteroides 7a,l17a-
gustituidos de 1la f6rmula general 10 segliin una de las
reivindicaciones 11 a 20, donde U-V-W-X Y-Z es la estructura
de anillo C*-C*-C*-c4=C3-C!®, que consta de 1los sBiguientes
pasos
- sustitucibn nucleéfila con un reactivo de
halodehidroxilaci6n en la posicién-11 de un lla-
hidroxiesteroide 7a-sustituido de la f6rmula general 4,B,
- transformacién del llfi-halogenesteroide 7a-sustituido asi
obtenido con un medio de algquilacibn, selectavamente en el
dtomo €' de la estructura del anillo, para obtener el 118-

halogenesteroide 7al7a-sustituido de la f&6rmula general 10
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24 Procedimiento para preparar ll#-halogenesteroides 7a,17c-
sustituidos de 1la £f6rmula general 12 seglin una de las
reivindicaciones 11 a 20, donde U-V-W-X-Y-Z es la esBtructura
de anillo C*-C?-C3-C*-C5aC'®, con los sigquientes pasos

- Sustitucidén nucleéfila con un reactivo de
halodehidroxilacién en la posicibn-11 de un 1lla-
hidroxiesteroide 7a-sustituido de la f6rmula general 4,B,

- Transformaciédn del 1l1llfR-halogenesteroide 7a-sustituido con un
medio de alquilacién, selectivamente en el &tomo C!7 de 1la
estructura del anillo, para obtener el 11l#-halogenesteroide
7a,l17a-sustituido de la £6rmula general 10,

- Isomerizacién del 11f-halogenesteroide 7al7a-sustituido
de la f6rmula general 10 para dar el respectivo 1s88mero de la
férmula general 12, donde

U-V-W-X-Y-Z es la estructura de anillo C'-c?-ci-c*-ci=C¢

25 Procedimiento para preparar llfi-halogenesteroides 7a,17a-
sustituidos de 1la f6rmula general 8 segin una de las
reivindicaciones 11 a 20, donde U-V-W-X-Y-Z es la estructura
de anillo C'=C?-C3=C*-C°=C®, con los siguientes pasos

- Sustitucién nucleb6fila con un reactivo de
halodehidroxilacién en la posicifn-11 de un lla-
hidroxiesteroide 7a-sustituido de la fSrmula general 4,B,

- Oxidacién del 118-halogenesteroide 7a-sustituido asi

formado para obtener estra-1,3,5(10)-trieno 7a-sustituido de
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la f6rmula general 6, seg(n una de las reivindicaciones 17 y
18,

- Transformacién del estra-1,3,5(10)-trieno 7a-sustituido
de la f6rmula general 6 con un medio de alquilacién,
selectivamente en el &tomo C!” de la estructura de anillo, para
obtener 118-halogenesterolde 7a,l17a-pustituido de la férmula
general 8

26 Uso de los llfi-halogenesteroides 7o,17a-sustituidos de la
f6rmula general B8,10,12 segfin una de las reivindicaciones 11 a
20 para preparar medicamentos

27 Preparados farmacéuticos que contienen por lo menos un
118-halogenesteroide 7a,l7a-sustituido de la fé6rmula general
8, 10,12 seglin una de las reivindicaciones 11 a 20 y por lo

menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable
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Vi1 Ralvindicacién de una solichtud
naclonal anterior
VH 1 Fecha do presentacion 24 da julio de 2002 (24 07 2002)
V-2 Nimaro 102 33 723 3
Vi 1-3 Estado - DE
Vi2 Relvindicacion de una soficitud
naclonal anterior
vi21 Fecha de prasantaciin 14 ds agosto de 2002 (14 0% 2002)
Vi-2-2 Nimero 60/402 553
vi-2-3 | Estado _ DE
Vi1 Organiamo de Blsqueds Zuropdisches Patentamt (EPA) (ISA/EP)
VIl |Deciaracionss Cantidad de declaraciones
Vil 1 Declaracidn acerca da la _
Identidad deal inventor
viil-2 Deciaracién acerca del derecho
dal soficitarte de sollctar y -
oblener una patents s la facha de
la soliciud Intemacional
Vi3 Deciaracién acarca del derecho
dal solicitanta de relvindicar la
prioridad da una solichd anterdor | -
@ la facha da la solicitud
Internacional N
Vill4 Declaracién de invantor (solo ants | _
la designaciénde la EEU U )
Vill-§ Declaracién acarca de
revelaciones inofensives o de -
excapcionas por falta de novedad
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SOLICITUD PCT S3010AWO
_ nal (pam PRESENTACION) — Impreso el 03.07.2003  10.38.54 PM
IX Listaco de verificacidn Cantidad de hojas Datn(s) sisctrinico(s) adjunto(s) |
IX1 Soliciud {inclulda ka hola de 5 -
declaracionss)
IX2  [Descripckn 33 z
IX-3 | Reivindicacionas 11 -
13-4 Rasumen 1 EZARSTO0 TXT
IX-5 liystracidn{ones) 0 -
IX-7 TOTAL 50 -
[ Antecedentas adjuntcs on nioe | Daiofs) elecirénico(s) adjuntofs) |
IX-8 Hoja para el céiculo de tasas v -
| IX-17 PCT-EASY Disguete - Disquete
X-19 Nimero de ka figura de a8
Ilustracionas a publicar con ol
| resumen
| IX-20 Jdioma _ Alenin
X1 Firma del solicitants, dsl agenis
o del representants comdn
X11 Nombre SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
X 12 Nombre del firmanie Durat
| X-1-3 Caniciar ia {Firmado)
x-2 Firma del solicitants, del agents
o del represantants comiln
Flrmado
X-2-1 Nombre SCHERING AKTIENGEIELLSCHAFT
X-2-2 Nombre dal firmania Dr Kloss
X-2-3 Carbcior ppa
A COMPLETAR POR EL ORGANISMO DE PRESENTACION
101 Fecha de ingreso real de ssta
soliclud intsrnaclonal
10-2 IIMM)
10-2-1 Ingresadas
1022 |No __
10-3 Fecha de ingreso modificada
como consscuencia de
documentos o llustracién{ones)
destinadas a completar esin
sollcitud Inlemacional ¢
ingresados postarionments
pero en tirmino
104 Fecha de Ingreso an tirmino de
Ia comeccidn segin of articulo
[ PCT 11(2)
1 nermacional I8A/EP
10-8 Envio dsl sjampiar de la
blsgqueda postergado hasta el
pago de I tusa de bisqueda
A COMPLETAR POR LA OFICINA INTERNACIONAL

111 Fecha de ingreso dol ejempiar
del logajo en ia Oficina
Intsrmacional




TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

Remitenta  EL ORGANISMO ENCARGADO

DEL EXAMEN PRELIMINAR
INTERNACIONAL
A
PCT
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
:ﬂlbrmulu ire NOTIFICACION DE ENVIO DEL INFORME DEL
Aﬂﬁ:::" n EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
(regla PCT NP 71 1)
Fecha de envio
{d/a/mes/afic)
_ _ 11 2004
Refsrencia del Saliclianis o Agsnts
NOTIRCACION IMPORTANTE
5228BAWO _ _
Referencia inlernacional Fecha de Presentacion inemacional | Fecha de Prioridad
(dta/mea/afio) {dle/mes/afio)
PCT/EP 0308111 24 07-2003 24 07.2002
Solicitants

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al

Se nolifica al solickants qua &l crgenismo ancargado del Examen Prefiminar Intamacional anvia medianie la
presents ol Informe de Examen Preliminar intsmacional elahomdo para esta Soliciud Internacional wn casce
dados con los anexos corresporxieniss

Una copla dal informs — svenhusiments, con los anma comespondientss — o3 envisda & 3 Ofidm
Intamacional para su dervacién e todos los organismos ssleccionados

A peticidn de un organiamo salecclonado la Oficina Inbemacional traducird af Informe {pero no sus anexos) al
ingiéa y lo enviard a tal organismo.

RECORDATORIO

Para ol ingreso en la fase nacional & sciicitents debe proceder dentro de ioa 30 mesas da I facha de
priaridad (0 mda tenis en olros orgenismos) & lievar & cabo clerios tnkmitas (pesentacion de traducciones y
pago de tasas nacionales) (articulo 39 (1)) (ver también ka Informacion brindada por la Oficine Intemacional
por madio dal formulario PCTAR01).,

Cuando se debe enviar & un organieno seleccionado una traduecidn de la solckacidn intsmecional esta
traduceién debe contener también lga traduccionss da todoe los anexos del informe del Examen Preliminer
Internecional, Es responsablidied del soliciante elsborer taies teduccionss y erviarias directements al
organismo comespondients saleccionado.

Otros delalias de los plazos y requisitos nommativos de los arganismos selecclonados se pueden tomar del
Manugl PCT para solicitantss

El solicitants as advertido scerce del articulo 33 (5) en &l cual ss aclare que los criterios de novedad
actividad inventiva y aplicabllidad industrial deacripios an el articulo 33 (2) a (4) solo tene significedo para ol
Examen Preliminar intsmacional y que "cada astado adherido { ) puede disponsr atributoa adicionales 0
modificatordios en tal estado para la determinacion de i patenteblided de (e Invencidn relvindicada  (ver
tamblén articuio 27 (3)). Teles atributos adiclonales se puaden referir por ejemplo, a exspciones do
:vhirrhlklnd a mequishos pam 15 revelacidn de la invencién asl como @ claridad y apoyo da los

D - 80208 Minchen
Tel +40 86 2389 0, Tx 523856 epmu d
Fax +48 80 2300 - 4485

[ Nombre y Direcclin Postal dal Organiemo encargedo del | Funcionario Apoderado
Examen Preliminar Intemacional
Europlischea Patentegamt Evars A

Tal +45 85 2300 — 7081

Formulano PCT/TPEA/416 (enero 2004)
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

PCT
INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL

(Articulo 36 y regla 70 PCT)
Raferanci del Sdicmnis o Agenis Ver nolfficaditn sobre envio del Informe de Examen
wo PROCEDER Prliminar intamacional {formulario PCTAPEA/M18)
522090A
Referencia Internacional Facha de Prasantaciin Intsmacional | Fecha da Priaridad
(dia/mes/ano) (dfa/mes/anio)
PCT/EP 0308111 __ 24 07 2003 _ 24 07 2002

Ciasiicacn intemacional de Petate (CIP) 0 mcupmmo Iy CIP

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al

1 Este informe ds Examen Preliminar Intemecional fue confeccionado por el organiamo encargado del Examsn
Praliminar intemacional y segin ol articulo 38 es anviado al soliciiants

2  Esta INFORME comprends en total 12 hojas inciuida esin carihuly

B Ademas, este Informe posea ANEXOS estos sa tratan de hojas con deacripciones relvindicaciones wo
llustracionss que fueron modificadas y an las cusies sa basa aests informa y/u hojas con comaceiones
llevadas a cabo anin esis organismo (ver regla 70 16 y sector 807 de los regiamentos administrativos de
PCT)

Estos anexos comprenden en tolal 12 holas

3  Ente Informe contiens indicaciones acerca de los sigulentas puntos

| B  Fundamentos dal informe

I O Priorked

Ii O Ninguna elaboracidn de un dictamen sobre novedad actividad invantiva y apicabliidad Indusirist

Iv E Uniformidad insatisfaciora de la Invenclin

Iv B Daterminacin fundeda segin ka regla 88 2 a)il}, desde sl punio de vista de la novedad de la
actividad inventiva y da i aplicebiided Industrial entacedentas y aciamciones para apoyar esta
determinacion.

vi [0 Antecedentss definidcs citndoa

Vi O Falencias definkiss de la Solickud Intermnacionat.

vil OO0 Obsarvacionss definkins a la soliciud Intemacional

[Fecha de presantacion de fa salickud Fecha de confeccion de ests Informe

19 02 2004 22 112004

Nombre y Direccion Postal del Orgenismo encargado dol | Funcionarnio Apodenada
Bxamen Proliminar intemacional
Patentsamt

Europiiaches

D - 80288 MOnchen Douschan K

Tel +48 882380 0 Tx 523850 apmu d

Fax +40 B9 2309 — 4485 Tal +40 89 2309 — B702

“Formulario PCT/IPEA/409 (carkiuls){(enero 2004)

1+
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" " VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM
. GEBIET DES PATENTWESENS (18

Absender MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN

PROFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE

An

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
Corporate Patents
D-13342 Berlin

PCT

MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN

SCHERING AKTIENQESELLSCHAFT et al

ALLEMAGNE ..Tﬂ_ Patents PROFUNGSBERICHTS
(Regel 71 1 PCT)
A-| 21 nov 2
. Absendadatum
'FIL:%_ (TagMonatiiahr) 22 11.2004
Alianzeichen des Anmeiderns _

PN’ WICHTIGE MITTEILUNG
intomationales Akterzaichan Intemationaes Anmeldedstum (Tagionetdafy) | Priorititedatum (TaganatCehr)
PCTEP 0308111 24 07 2003 24 07 2002
Anmeider

zur Welterlertung an alle ausgewdhiten

3 Auf Wunsch eines ausgew:

4 ERINNERUNG

Es st Aufg
Amtern direkt zuzulesten

und Stitzung der Ansprilche betreffen

1 Dem Anmaelder wird mngeteilt, da8 Ihm die mi der intemationalen voriduhgen Priifung beauftragte Behdrde
hiermit den 2u der intemationalen Anmeldung ersteliten intematonalen vorldufigen Prfungsbencht,
gegebenenfalia mt den dazugehdrigen Anlagen, Qbermitelt

2 Eine Kople des Berichis wird - gagobenerﬂallaurg: de;t:"azugahbrloen Anlagen - dem Intemationalen Biro
r Gberm

fihlien Amts wird das Interationale Biiro emne Ubersetzung des Benchis (jedoch
nicht der Anlagen) Ins Englische anfertigen und diesem Amt Gbermittein

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jodem auagewdéihiten Amt innerhalb von

30 Monaten ab dem ProritAtsdatum (oder m manchen Amtem noch spéter) bestimmte Handiungen
{Einreichung von Ubersetzungan und Entnchtung nationaler Geblhren) vorzunaehmen (Artikel 39 (1)) (slehe
auch die durch das Internationale Bdro im Formbiatt PCTAB301 dbermittelte Information)

Ist einem ausgewdhiten Amt eine Ubersetzung der intemationalen Anmeldung zu Gbermitteln, so muB dlese
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum intemationalen voridufigen Profungsbencht enthalten
des Anmelders, soiche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahiten

Weltere Einzelherten zu den maBgebenden Fristen und Erfordemmssen der ausgewéhiten Amiter sind Band II
des PCT-Leitfadens fir Anmelder zu entnehmen

Der Anmelder wird auf Artikel 33(5) hingewiesen, in welchem aridért wird, daB die Kntenan f0r Neuheit,
erfinderische T&tigkelt und gewarbliche Anwendbarkert, die im Arhkel 33(2) bis {(4) beschneben werden, nur
for die internationale vorldufige Priifung Bedeutung haben, und daB “jeder Vertragsstaat { ) f0r die
Entacheidung Gber die Patentfdhigkelt der beanspruchien Erfindung in diesem Staat zuediziiche oder
abweichende Merkmale aufstellen® kann {siehe auch Artikel 27(5)) Solche zusatzlichan Merkmale k3nnen
z B Ausnahmen von der Patentierbarkert, Efordermisse f0r die Ofenbarung der Erfindung sowie Klarheit

Name und Postanschrift der mit der intemationalen Priung
beauftragten Behdrde

Eurcpdiaches Patentamt

D-80208 Minchen

Tel +49 802399 0 Tx 523658 apmu d
Faoc +40 88 2300 4485

®

Bevolimichiigtar Badiensteter

Evers, A
Tel +40 88 2399-7081

7S\
<)

Formblatt PCTAPEA/418 (Januar 2004)




VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DENi
GEBIET DES PATENTWESENS

PCT

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT

(Artikel 36 und Regel 70 PCT)

Akienzeichen des Arvmeidemn odar Anwalls

sishe Miisiiung Ober die Dbarsandung des intamationalen
WEITERES VORGEHEN Jienn Miaung her dle Obe

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al

52200AWO (Formblalt PCTAPEAM18)
Inemationales Akienzeichen inlemationales Anmeldedstum (Taghfonailafy) | Priotitedatum (Tagionatlishr)
PCTEP 0308111 24 07.2003 24 07 2002

inemationais Patentkiasaification (IPK} oder nationale Klaasiftation und IPK

C12P33/10

Anmaider

1 Dieser intsmationale e Profu
beaufiragten BehBrde

PCT)
Diese Aniagan umiassen insgesamt 12 Diditter

voriaufig wurde von der mit der inftemationalen voriufigen Prafu
erateiit und wird dem Anmeider gemiB Arlike! 38 Gbermitieit "

2  Digser BERICHT umfaBi insgesamt 12 Blitier einachie8lich disases Deckblatts.

& AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bel, dabei handeit es sich um Blatier mit Beschrebungen, Anspriichen
undbder Zelchmmgen, die gelindert wurden und diesem Bericht zugrunde llagen, undbder Blatier mit vor dieser
Behdrde vorgenommenen Berichiigungen (slehe Regel 70 16 und Abschnitt 807 der Verwaltungsrichiinien zum

®

3.  Disasr Bericht enthdlt Angaben zu folgenden Punkten

Keine Erstellung eines Gutachisna Ober Neuhelt, erfinderiache Titigksit und gewerbliche Anwendbarkelt

Begrindete Feststellung nach Regel 68.2 a)l) hinsichifich der Neuhsit, der erfinderischen Tatigkeh und der
gewerblichen Anwendbarkel, Unterlagen und Erkiirungen zur Stitzung dlsser Featetallung

I E Grundiage des Beschelde

I 0O Priortit

m 0

iv E  Mangeinde Einheltiichkak der Erfindung

v B

Vi [0 Bestimmie angefihrte Unterlagen

Vil [0 Bestimmie Mangel der Intemnationalen Anmeidung

Vill [ Bestimmie Bemerkungen zur internationalen Anmeidung

»

Datum der Einreichung das Antrags

19 02 2004

Datum der Fertigstellung clesee Barichts

22 112004

Name und Postianechyift der mit der iIntemationslen Pring
Behdrce

beaufiragten
e Eyropilieches Putentamt

D-80288 Minchan

Teol +480 602399 0 Tx 523658 epmu d
—  Fax +400802309 4485

Bevolimiichtigter Bedlenstetor

s €)

Tel +48 88 2399-8702 ‘\.—}

Formblatt PCTAPEA/ 400 (Deckbiat) (Januar 2004)




: 1.7

INTERNATIONALER V RLAUFIGER
PRUFUNGSBERICHT Intemationales Aktenzechen PCT/EP 0308111

Grundiage des Berichts

1 Hinsichtich der Bastandtelle der intemationalen Anmeldung (Ersatzbiditer, die dem Anmeldeamt auf eine

Auffordsrung nach Artike! 14 hin vorgelegt wurden, geiten 1m Rahmen dmses Berichis als “urspringlich
emngereicht” und sind ihm nicht bamgefilgl, wed sie keine Anderungen enthalten (Regein 70 16 und 70.17))

Besachrelbung, Selten

1-5, 7-10, 12-33 in der ursprilnglich eingersichten Fassung

8, 11 eingegangan am 23 02 2004 mit Schrelben vomn 19 02 2004
Anspruche, Nr

1-27 eingegangen am 22 10 2004 mit Telefax

Hinelchtlich der Sprache Alle vorstehend genannten Bestandieile standen der Behdrde in der Sprache, in der
die internationale Anmeidung eingereicht worden Ist, zur VerfOgung oder wurden In dieser eingereicht, sofem
unter diesem Punkt nichts anderea angegeben st

Die Bestandtelle standen der Behdrde in der Sprache  zur Verflgung bzw wurden in dieser Sprache
eingereicht, dabei handelt as sich um

O die Sprache der Ubersetzung, die fir die Zwecke der mtemationalen Recherche eingereicht worden st
(nach Regel 23 1(b))

O die Verdifenthchungssprache der intemationalen Anmeldung (nach Ragel 48 3(b))

D die Sprache der Ubersetzung, die fir die Zwecke der inlemahonalen voridufigen Prifung eingerercht
worden ist (nach Regel 55 2 undbder 55 3)

Hinsichtlich der in der imemationalen Anmelidung offenbarten Nucleotid- undioder Aminosiuressquenz Ist die
Internationale voriduhge Prifung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefithrt worden, das

in der intemationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist

zusammen mit der intematonalen Anmaldung in computeriesbarer Form eingereicht worden st
bei der Behdrde nachtriiglich in schiiftiicher Form eingereicht worden lst.

bel der Behdrde nachtriiglich m computeriesbarer Form aingeraicht worden ist.

Die Erikdarung, daB das nachtraglich eingereichte schnftiche Sequenzprotokoll mcht Gber den
Offenbarungsgehalt der mtemationalen Anmeldung im Anmeldezedpunit hinausgeht, wurde vorgelegt

Dia Erklarung, daB die in computeriesbarer Form erfassten informatonen dem schritiichen
Sequenzprotokoll entsprechen, wurds vorgelegt

Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefalien

O OoO0OooOoano

O Beschreibung, Seiten
O Anspriche, Nr
O Zexchnungen, Blatt

Formblatt PCTAPEA/400 (Januar 2004)



INTERNATIONALER VORLAUFIGER
PRUFUNGSBERICHT Intematonales Aktenzeichen PCT/EP 0308111

5 O Dieser Bericht ist ohne BerOcksichtigung (von elnigen) der Anderungen erstelit worden, da diese aus den

angegebenen Grinden nach Auffassung der Behbrde Gber den Offenbarungsgehalt in der urspringfich
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c))

(Awsmugum.mmmmmm,mmmrmm sie sind diesemn Bancht

6 Etwaxge zusaizliche Bamerkungen

IV Mangeinde Einheltiichkeit der Erfindung

1

Auf dlelde Aufiorderung zur Einschriinkung der Anspriche oder zur Zahlung zusétzlicher Gebdhren hat der
Anmelder

O die Anspriiche eingeschriinkt

zuedtzliche Geblihren entrichtet

zuaiitziiche Gebilhren unter Widerspruch entrichtet

weder die Anspriche eingeschriinkt noch zusétzliche Geblhren entrichtet.

Die Bahtrde hat festgestellt, daB das Erfordemis der Einhatichkelt der Erffindung nicht erfait mst, und hat
geman Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrinkung der Anspriiche oder zur Zahlung
zuedtziicher GebGhren aufzufordem

DéoaBohdm:ldaa ist der Auffassung, daBB das Erfordemnis der Einheltiichkeit der Erfindung nach den Regein 13.1,
132un 3

O erfdilt ist
B aus folgenden Griinden nicht erfaltt st
slehe Belblatt

Daher wurde zur Erstellung dieses Berichis eine mtemationale vorlufige Priifung fOr folgende Telle der
internationalen Anmeidung durchgefdhrt

B alle Telle
O die Teile, die sich auf die Anspriiche Nr beziehan

O00O®

Begriindete Festatellung nach Artlkel 35(2) hinsichtlich der Neuhelt, der erfinderiachen Titigkelt und der
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkiirungen zur Stiitzung dieser Feststellung

Feststellung

Neuhelt {(N) Ja. Anspriche 1-27
Nein Anspriiche

Erfinderische Tétigkelt (IS) Ja  Anspriche 1-27
Nein Anspriche

Gewsrbliche Anwendbarkeit (IA) Ja  Anspriche 1-27
Nain Anspriche

Unterlagen und Erdérungen

Formbiatt PCTAPEA/409 (Januar 2004)
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Intemationalas Aktenzechen PCT/EP 0308111

slehe Belblatt

Formbiatt PCTAPEA/ 409 (Januar 2004)



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Intemationales Aktenzeichen PCT/EP 03/08111
PROFUNGSBERICHT - BEIBLATT

Zu Punkt |
Grundiage des Bescheldes

Die mit den Schreiben vom 19 02 2004 und vom 22 10 2004 eingereichten
Anderungen/Korrekturen sind hinsichtiich Artikel 34(2)b) PCT gewsahrbar

Pri ritét

Die vorliegende Patentanmeldung wird durch den inhalt beiden Priontétsdokumente DE
102 33 723 3 vom 24 07 02 und US 60/402,953 vom 14 08 02 jewells voll gestltzt

£y Punict IV
Mangeinde Elnheltlichkeit der Erfindung

Diese Behdrde hat festgestelit, daB3 die intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen
oder Gruppen von Erfindungen enthiilt, die nicht durch emne einzige aligemeine
erfindensche !dee verbunden sind (Regel 13 1 PCT), némilich

| Anspriche 1, 2, 8-10w

Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel 4,B,
wobe, ausgehend von Verbindungen der Formel 3,A, mittels emnes
Mikroorganismus ausgewdhit aus den Gruppen Aspergillus sp , Beauveria sp ,
Glomerella sp , Gnomonia sp , Haplosporella sp und Rhizopus sp gleichzeitg
hydroxylert und oxidiert wird

Il Anspriiche 3-5, 8-10tw

Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel 4,B,
wobel, ausgehend von Verbindungen der Formel 3,A, mittels eines ersten
Mikroorganismus ausgewahit aus den Gruppen Asperyillus sp , Beauvena sp ,
Gibberella sp , Glomerella sp , Gnomonia sp , Metarrhizium sp , Nigrospora sp,
Rhizopus sp und Verticillium sp hydroxyliert wird Das somit gebiidete
Zwischenprodukt der Formel C wird in einem 2 Verfahrensschritt unter
Verwendung emnes zwelten Mikroorganismus, ausgewahit aus den Gruppen
Bacillus sp , Mycobacterium sp , Nocarda sp , und Pseudomonas sp zu dem
Endprodukt 4,B oxidiert

Formbiatt PCT/Baiblatv409 (Bleit 1) (EPA-Aprll 1997)
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Intemnationales Aktenzeichen PCT/EP 03/08111
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT

ll  Anspriche 6, 7, 8-10tw

Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel 4,B,
wobel, ausgehend von Verbindungen der Formel D, mittels eines
Mikroorganismus ausgewdhit aus den Gruppen Beauvena sp , Curvulana sp ,
Gibberella sp , Glomerella sp , Ghomonia sp , Haplosporella sp , Helicostylum sp ,
Nigrospora sp und Syncephalastrum sp hydroxyllert wird

IV  Anspriiche 11-27

Anspruche 11-20 Verbindungen der Formel 8,10 und 12

Anspriche 21 und 22 Zwischenprodukt der Formel 6, verwendbar zur Herstellung
von Verbindungen der Formel 8

Anspruch 23 Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel 10,
ausgehend von Verbindungen der Formel 4,B

Anspruch 24 Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel 12,
ausgehend von Verbindungen der Formel 4,B Uber Verbindungen der Formel 10
Anspruch 25 Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel 8,
ausgehend von Verbindungen der Formel 4,B Ober Verbindungen der Formel 6
Anspruch 26 Phamazeutische Verwendung der Verbmndungen 8, 10 und 12
Anspruch 27 Pharmazeutische Praparate enthaltend Verbindungen 8, 10 und 12

Die Gninde dafilir sind wie foigt

Die vorliegende Anmeldung ist nicht emnheltiich im Sinne von Regel 13 PCT Es wurden
vier unterschiedliche Erfindungen festgestelit, wobe jede von ihnen durch ein
indwiduelles "spezielles technisches Merkmal® charakiensiert ist und kein technischer
Zusammenhang zwischen den vier Erfindungen besteht Regel 13 PCT besagt dass
“sich eine Intemationale Anmeldung nur auf eine Erfindung oder ene Gruppe von
Erfindungen beziehen darf, die so zusammenhéngen, dass sie ene einzige aligemeine
erfinderische Idee verwirklichen®, wobel ein technischer Zusammenhang zwischen den
einzelnen Erfindungen bestehen muss, der sich in gemeinsamen technischen
Merkmalen aussert Der Ausdruck "spezielles technisches Merkmal® meint daher jene
technischen Merkmale die den Beitrag definieren, den jede der beanspruchten
Erfindungen im Vergleich zum Stand der Technik leistet

Die Aufgabe, die In den Erfindungen 1 bis 3 gelost werden sollen, ist die Bereitstellung
eines mikrobiologischen Verfahrens von (bekannten) Verbindungen der Formel 4,B
Dieses Problem wurde auf drei unterschiedliche Arten gemiss den Erfindungenn 1, 2

Formblat PCT/Belbiatv408 (Blatt 2) (EPA-April 1887)
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und 3 geldst

Erfindung 1 ist dadurch charaktensiert, dass man mit einem einzagen Mikroorganismus
ausgewdhit aus speziellen Gruppen, die Hydroxylierung und die Oxidlerung vormimmt,
sodass man vom Asugangsmaterial 3,A zum Produkt 4,B kommt

Erfindung 2 i1st dadurch gekennzeichnet, dass die Hydroxylierung der Substanz 3,A zu
einem Zwischenprodukt C in einem ersten Schritt mit einem ersten ausgewéhiten
Mikroorganismus gemacht wird, die darauf folgende Oxadation des Zwischenproduktes
C zum Endprodukt 4,B in einem zwelten Schntt mit enmem zweiten, ausgewihiten
Mikroorganismus

Erfindung 3 beschreibt die Hydroxyllerung emnes welteren Zwischenproduktes D mittels
ausgewidhiter Mikroorganismen zum Endprodukt 4,B

Die in den Erfindungen 1, 2 und 3 erwithnten Gruppen von Mikroorganismen sind nicht
identisch, Gberlappen jedoch Der Fachmann muste daher bezilglich
Ausgangsprodukien, Reaktonsveriauf (Hydroxyllerung und/oder Oxidation) und
Auswahl der Mikroorganismen fir die Erfindungen 1, 2 und 3 drel valiig
unterschiedliche Verfahren eniwickein

Erfindung 4 betrifft Verbindungen der Formein 8, 10 und 12, Verwendung soicher
Verbindungen in der Pharmazie, ein Zwischenprodukt 8 zur Herstellung einer dieser
Verbindungen (Verbindung 8), sowle speziell angepasste Verfahren zur Herstellung der
Verbindungen 8, 10 und 12 Das Erfindung 4 zugrunde hegende Problem ist somit dle
Bereitstellung von Verbindungen, die gegeniber Reduktion mit 5-alpha-Reduktase
unempfindlich sind Die Entwickiung der in Erfindung 4 beanspruchten Verbidungen
beinhaltet ein génzlich anderes Problem/L&sungskonzept, das nicht mit dem Problem
der Erfindungen 1, 2 und 3 (Herstellung der Verbindungen 4,B auf mikrobiellem Weg)
bzw dessen Losung verbunden Ist, da die Verbindungen 4,B nicht beansprucht werden
und daher nicht neu zu sein schenen

Die unterschiedlichen Aufgaben, die den jewsiligen Erfindungen 1,2,3 sowie 4
zugrunde liegen, und/oder die daraus resultierenden unterschiediichen Ldsungen
reprisentieren vier unterschiedliche technische Ansétze, die durch unterschiediiche
technische Merkmale definiert sind und daher nicht so verbunden sind, dass sie emn
einziges erfinderisches Konzept repriisentieren wilrden Daher I3sen die vorllegenden
Erfindungen unterschiedliche Probleme auf technisch umerschiedliche Weise, sodass
jede Erfindung ihr eigenes Konzept aufweist und jede durch ein unterschiediiches
spezielles tachnisches Meriumal charaktensiert ist, das fir sich emnen unabhéngigen
Bertrag zum Stand der Technik liefert

Som liegt weder hinsichtiich der besonderen technischen Merkmale noch hinsichtlich
der geldsten Probleme zwischen den genannten Gruppen von Ansprilchen
Einhethchkert der Erfindung nach Regein 13 1 und 13 2 PCT vor

Formbiatt PCT/Belbiatt/400 (Blatt 3) (EPA-April 1897)
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Da die Anmeldenn jadoch die zusatzlichen Priifungsgebithren entnchtet hat, wurden
alle 4 Erfindungen gepriift

Zu Punkt V

Begriindete Feststellung hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkelt
und der gewerblichen Anwendbarkelt, Unterlagen und Erkldrungen zur Stutzung
dieser Feststellung

1) Dia vorliegende Patentanmeldung.
Edindung |. Anspriiche 1. 2, 8-10tw.,

Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel 4,B,
wobel, ausgehend von Verbindungen der Formel 3,A, mittels eines
Mikroorganismus ausgewahit aus den Gruppen Aspergilius sp , Beauvena sp ,
Glomerella sp , Gnomonia sp , Haplosporella sp und Rhizopus sp gleichzertig
hydroxyliert und oxidlert wird

Edindung IL. Anspriiche 3-5., 6-10tw..

Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel 4,B,
wobei, ausgehend von Verbindungen der Formel 3,A, mittels eines ersten
Mikroorganismus ausgewdhit aus den Gruppen Aspergilius sp , Beauvena sp ,
Gibberella sp , Glomerella sp , Gnomonia sp , Metarthizium sp , Nigrospora sp ,
Rhizopus sp und Verticillum sp hydroxyliert wird Das somit gebildete
Zwischenprodukt der Formel C ward in einem 2 Verfahrensschntt unter
Verwendung eines zwesten Mikroorganismus, ausgew#hit aus den Gruppen
Bacilius sp , Mycobactenum sp , Nocardia sp , und Pseudomonas sp zu dem
Endprodukt 4,B oxidiert

Erfindung Ill. Anspriiche 6, 7, 8-10tw..

Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel 4,B,
wobel, ausgehend von Verbindungen der Formel D, mittels eines
Mikroorganismus ausgewahlt aus den Gruppen Beauvena sp , Curvulana sp ,
Gibberslla sp , Giomerella sp , Ghomoma sp , Haplosporella sp , Helicostylum sp ,
Nigrospora sp und Syncephalastrum sp hydroxyliert wird

Formbistt PCT/Balblatv409 (Blatt 4) (EPA-Apra 1887)
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Erindung IV. Ansprilche 11-27,

Verbindungen, die gegenliber der Reduktion mit 5-alpha-Reduktase unempfindlich
sind und aut die 11-Hydroxylase eine inhibierende Wirkung ausidben, sowie
Zwischenprodukte daflir und die pharmazeutische Verwendung

Anspriiche 11-20 Verbindungen der Formel 8,10 und 12

Anspriiche 21 und 22 Zwischenprodukt der Formel 8, verwendbar zur Herstellung
von Verbindungen der Formel 8

Angpruch 23 Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel 10,
ausgehend von Verbindungen der Formel 4,8

Anspruch 24 Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel 12,
ausgehend von Verbindungen der Formel 4,B (ber Verbindungen der Formel 10
Anspruch 25 Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel 8,
ausgehend von Verbindungen der Formel 4,B Ober Verbindungen der Formel 6
Anspruch 26 Phamazeutische Verwendung der Verbindungen 8, 10 und 12
Anspruch 27 Pharmazeutische Préparate enthaltend Verbindungen 8, 10 und 12

2) Die im Intemationalen Recherchenbericht angefhrten Dokumente werden durch
folgende Abkilrzungen wiedergegeben

Di WO 97/21830 A (AKZO NOBEL NV WIERSMA MARTEN (NL), MEIJDEN
PIETER VD (NL)) 19 Jum 1997 (1997-06-19)

D2 TANLET AL "INTERACTIONS OF STEROIDS AND FUNGI 11 ALPHA-
HYDROXYLATION AND DEGRADATION OF PROGESTERONE-4-C BY A
CELL-FREE PREPARATION FROM ASPERGILLUS OCHRACEUS"
JOURNAL OF STEROID BIOCHEMISTRY, PERGAMON PRESS PLC, GB,
Bd 1,Nr 3,1 September 1870 (1970-08-01), Selten 221-227,
XP000671122 ISSN 0022-4731

D3 SHIBAHARA M ET AL "MICROBIAL HYDROXYLATIONS V 11ALPHA-
HYDROXYLATION OF PROGESTERONE BY CELL-FREE
PREPARATIONS OF ASPERGILLUS OCHRACEUS" BIOCHIMICA ET
BIOPHYSICA ACTA, AMSTERDAM, NL, Bd 202, 1870, Serten 172-178,
XP009023368 ISSN 0006-3002

D4 WO 02/059139 A (NUBBEMEYER REINHARD , BOHLMANN ROLF (DE),
SCHERING AG (DE), ZOPF DIETE) 1 August 2002 (2002-08-01)

D5 WO 89/13812 A (POPULATION COUNCIL INC) 25 Mérz 1999 (1999-03-25)

D8 WO 2004/011008 A (SCHERING AG) 5 Februar 2004 (2004-02-05)
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3)

D4 ist ein P-Dokument, das zwischen 1 Pnontétstag und 2 Pnontatstag
verdffentlicht wurde Da der Inhalt des friheren Pnontatsdokumentes die
vorliegende Patentanmeldung voll stitzt, ist D4 nicht relevant und wird daher bei
der Sachprifung in der intemationalen Phase nicht in Betracht gezogen

D6 st als T-Dokument klassifiziert, d h es wurde nach dem Anmeldetag der
vorliegenden Patentanmeldung verdffentlicht Aus diesem Grund wird D6 in der
Phase der vorldufigen intemationalen Prifung nicht verwendet

D1 und D2 beschreiben jewsils eine Methode zur in witro Transformation eines
Steroids in das entsprechende 11-alpha-OH-Derivat, wobet u a Mikroorganismen
der Gattung Aspergillus und Rhizopus verwendet werden Der Strukturunterschied
zu den in der vorliegenden Patentanmeldung offentbarten Verbindungen besteht
dann, daB sich an Position 7 kein Substituent befindet Es wird nur eine 11-alpha-
Hydroxylerung, und keine gleichzeitige oder nachiolgende Oxidation an Position
17 durchgefihrt

D3 beschreibt ebenfalls emne 11-alpha-Hydroxylierung mittels Aspergillus,
ausgehend von Progesteron und 19-Nortestosteron, und beschreibt somit den 1
Schitt von Erfindung Il Es bestehen strukturelle Unterschiede zu den in der
vorliegenden Anmeldung beschnebenen Verbindungen

D5 beschreibt daB 7-alpha-modifizierten Androgene gegeniber 5-alpha-
Reduktase unempfindlich sind (siehe Seite 8 Zeilen 18-23 und S 3 unten der
vorliegenden Beschreibung), sowie deren pharmazeutische Verwendung bei der
Homonbehandlung des Mannes

D5 beschreibt jedoch keine 11-beta-Halogen Substituenten

Eine gleichzetige 11-alpha-Hydroxylierung und Oxidation an Poshion 17 eines
Steroids mit den in Erfindung | verwendeten Mikroorganismen wird im Stand der
Technik weder beschneben noch durch diesen nahegelegt Neuhert und das

Formblatt PCT/Belblatt/409 (Biatt 6) (EPA-April 1987)
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Vorliegen von erfinderischer Tatigkelt kann daher fiir Anspriiche 1,2 und 8-10tw
anerkannt werden

Erfindung Il - Anspriiche 3. 4, 5 und 8-10tw.,

Diese Erfindung betnfit dieselbe Reaktion wie in Erfindung |, jedoch in zwei
Schntten und unter Verwendung von 2 Mikroorganismen Obwohl der 1 Schritt
und die Verwendung der Mikroorganismen Aspergilius und Rhizopus bekannt ist
(sishe D1-D3), so hndet sich im Stand der Technik doch kein Hinwels auf den
zweiten Reaktionsschnit und die daber verwendeten Mikroorganismen Neuheit
und erfindensche Té&tigkelt kdnnen somit anerkannt werden

Erfindung lli - Anspriiche 6. 7 und 8-10tw..

Erfindung lll betnfft die Hydroxylierung an Poslition 11beta eines SteroidgerQstes
Ewne solche Reaktion an strukturell sehr &hnlichen Steroiden, jedoch mit
unterschiedlichen Mikroorganismen ist zwar aus D1-D3 bekannt, doch werden die
erfindungsgemdss verwendeten Mikroorganismen im Stand der Technik weder
beschneben noch durch diesen nahegelegt

Der Gegenstand der Anspriiche 6, 7 und 8-10 tw Ist somit neu und erfindensch

Etfindung IV - Anepriiche 11-27,
Dle in diesen Anspriichen erw@hnten 11beta-Halogen Steroide sind im Stand der
Technlk nicht beschneben und scheinen somit neu zu sein Daher kann Neuhert
for Anepriiche 11-27 anerkannt werden

Die der Erfindung IV zugrundeliegende Aufgabe kann gemaf Seite 3 unten bis S
4 oben bzw Selte 21 Zellen 11-20 der vorhegenden Beschreibung dahingehend
definiert werden, daB Verbindungen, die gegeniiber der Reduktion mit 5-alpha-
Reduktase unempfindlich sind und auf die 11-Hydroxylase eine inhibierende
Wirkung ausliben, sowie Zwischenprodukte daflir bereitgestellt werden sollen,
sowle die pharmazeutische Verwendung dieser Verbindungen

Aus D5 st berets bekannt, daB 7alpha-modifizierte Androgene gegeniiber 5-
alpha-Reduktase resistent sind, jedoch findet sich in D5 kein Hinweis auf ene
Inhibierung der 11-Hydroxylase Der Unterschied zwischen D5 und den
anmeldungsgeméssen Verbindungen besteht in der Substitution an Position
11beta mit Halogen, die somit iiberraschend zur Hemmung der 11-Hydroxylase
fihrt Somit wurde die erfindungsgemésse Aufgabe gelbst und emne erfindensche
Téatigkert kann anerkannt werden

5) Gewerbliche Anwendbarker - Art. 33(1) und (4) PCT.

Formbleit PCT/Balblatt/408 (Blatt 7) (EPA-April 1047)
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Der Gegenstand aller 4 Erfindungen, d h von Anspruchen 1-27, ist gewerblich
anwendbar

Formbiait PCT/Beiblatt/400 (Biatt 8) (EPA-April 1897)
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Patentanspriche: e d'“M)

1 Mikroblologisches Verfahren zur Herstellung von 7a-substituierten t1a-
5 Hydroxysisrolden mit der aligemeinen Formel 4,B

4,8

worin
10 R’ die Grupplerung P-Q Ist, wobe:
P &in Cs- bis C.-Alkylen und Q einen Wasserstoff, Cr- bls C-Alkyl
oder C,- bis C,-Fluoralkyl darstelit und die Grupplerung P-Q dber
P an das Stercidgrundgerlst gebunden Ist,
R'® a- oder p-stndig sein kann und fr H, CH, oder CF; steht, und
15 R™ Methyl oder Ethyl Ist,

bel dem ein 7a-aubstitnartes Steroid mit der aligsmeinen Formel 3,A.
s OH

Esrf .ze11:22/10/2004 14:34 Ewpf.or 182 P04
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worin R, R" und R"? diesslben Bedeutungen haben wia zuvor angegeben,

unter Verwendung sines Mikroorganismus, ausgewdhit aus dor Gruppe, umfas-
5 send Aspempiius sp , Boauvena sp , Glomerella sp , Gnomonia sp , Haplospo-
relia sp und Rhizopus sp., hydroxyllert und oxdiesnt wird

2 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Mikroorga-
msmus ausgewdhtt ist aus der Gruppe, umfassend Aspergiiius awamor, ASper-
10 gitlus fischen, Aspergilius malignus, Aspergillus mger, Beauvena bassiana,
Glomerelia cinguista, Gnomonia cingulata, Haplosporelia hesperedea und Rhi-
Zopus stolonlfer ,

3 Mikrobiclogisches Verfahren zur Herstellung von 7a-substitulerten 11a-
15 Hydroxysteroiden mit der afigemeinen Formel 4,8

4,B

worln
20 R’ dis Grupplerung P-Q Ist, wobel
P ein C;- bls Cs-Alkylen und Q sinen Wasserstoff, C,- bis C-Alkyl-
oder Cs- bis CFluoralky! darstsilt und dle Gruppierung P-Q Ober
P an das Sterondgrundgeriist gebunden ist,
R" a- oder B-stAndig sein kann und fiir H, CH, oder CF; steht, und
25 R'? Methyl oder Ethy! ist,

Enpf.ze1t 22/10/2004 14°34 Eef e 182 P 015
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bel dem ein 7a-substitulertes Sterokd mk der aligameinen Formel 3,A.

worin R”, R™ und R™ diesetben Bedeutungen habsen wie zuvor angegeben,

in einem ervten mikrobwlogischen Verfahrensschriit unter Verwendung eines
ersten Mikroorganismus, ausgewihit aus der Gruppe, umfassend Aspergifius
sp, Beauvena sp , Gibbercla sp , Glomerelia sp , Gnomoma &p , Metarrhizdum
8p , Nigrospora sp , Rhizopus sp. und Vertioillium sp , In 11a-Steliung hydroxy-

10 hert wird unter Bildung eines 7a-substitulertsn 11a-Hydroxysterolds mit der all-
gemeinen Formel C

worin R7, R und R" dieselben Bedeutungen haben wia zuvor angegeban, und
156

das entstandene 7a-substhulerte 11a-Hydroxysterold mn der aligemseinen For-

mel € dann in enem zwerten mikrobwologischen Verfahrensschiitt unter Ver-

wendung enes zwaiten Mikroorganismus, ausgewahlt aus der Gruppe, umfas-

Emf 221t 22/10/2004 14:34 Emef .nr .* 182 P.OI6
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send Baciius sp , Mycobactenum sp , Nocardia sp und Pseudomonas sp , un-
ter Biidung des 7a-substituierten Steroids mit der aligememen Formsl 4,B oxi-
diert wwrd

5 4 Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzelchnet, daB der erste Mikroor-
ganismus ausgewahit st aus der Gruppe, umfassend Aspergilius makgnus,
Asperpilius melieus, Aspergiiius miger, Aspergliius ochraceus, Beauvena bassi-
ana, Gibberslia yikurol, Gibberelia zeas, Glomerella cingulata, Glomerelia fu-
sarodes, Gnomonia cingulata, Melarrivzium anisophae, Nigrospora sphaerica,

10  Rhizopus oryzae, Rhizopus stolonifer und Vertrcllijum dahflae

5 Vaerfahren nach emnem der Anspriche 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, daB
der zwslte Mikroorganismus ausgewdhit ist aus der Gruppe, umfassend Baci-
lus lachmorbus, Bacillus sphaericus, Mycobacteriksm neoaurum, Mycobacterium

15 smegmahs, Nocardia coralbna, Nocardia gioberula, Nocardia miima, Nocardia
restrictus, Nocardma rubropertincia, Nocarda salmonicolor und Pseudomonas
testosteroni

6 Mikrobologisches Verfahren zur Herstellung von 7a-substtuierten 11a-
20 Hydroxysteroiden mit der allgemeinen Formei 4,8

4,B
worin
25 R’ die Gruppierung P-Q ist, wobe:
Enpf ze11:22/10/2004 14.34 Expf.nr."182 P 017
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P ein C;- bis C-Alkylen und Q einen Wasserstoff, C,- big C,-Alkyl-
oder Cy- bls C¢-Fluoralky! darstelit und die Gruppierung P-Q Qber
P an das Steroldgrundgerdst gebunden ist,

A" fr H, CHa oder CF; steht, und

R" Methyi oder Ethyl ist,

bei dem 7o-substitulerte Stervide mit der aligemeinen Formel D

worin R”, R*® und R™ dieselben Bedeutungen haben wis zuvor angegeben,

unter Verwsndung eines Milroorganismus, ausgewdahit aus der Gruppe, umntas-
send Beauveria sp, Curvuiana sp , Glbberelia sp., Glomerelia sp Gnomonia
5p , Haplosporefia sp , Helicostlylum sp , Nigrospora sp und Syncephalkastrum
Sp , hydroxylert werden

7 Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB der Mikroorga-
nismus ausgewahit st aus der Gruppe, umiassend Beauveria bassana, Cur-
vulana lunata, Gibbereila zaae, Glomerelia cmgulata, Glomsrelia fusaroides,
Gnomonia cingulata, Haplosporeiia hesperedica, Helicoslylfum pirfformas,
Nigrospora sphaenca und Syncephalastrum racemosum.

8 Mikroblologisches Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, daB R” fir CH, steht.

Esef ze1t°22/10/2004 14.34 Ewef nr. 182 P.018
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8 Mkrobiologisches Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dad R™ far H steht.

10 Mikroblologisches Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
5 gekennzelchnet, daB R far CH, steht

11 7a,17u-substitulerte 11p-Halogensteroide mit der aligemenen Formel
8,10,12

10
worin
U-V-W-X-Y-Z f0r emne der Ringstrukturen C*-C>-C-C*=C*-C"°,
C'-CEC3-C*-C°=C"¥ oder C'-C*-C3-C*-C -C'" staht, wobe: in diesem Fall
eine Oxogruppe (=0) an W (=C?) gebunden Ist, oder fir die Ringstruktur
15 C'=C-ClhL*-C*=C®, wobe: in diesem Falle der Rest OR* an W (= C?)
gebunden Ist,
R*fir H C,- bls C4-Alkyl, Cy- bis C,-Alkanoyl oder einen cychschen Cx-
bls Cr-Ether mit dem O-Atom des OR"-Rests steht,
A” die Grupplerung P-Q Ist, wobal
20 P ein Ci- bis Cc-Alkylon und Q einen Wasserstoff, C- bis Ce-Alkyl-
oder Cy- bis C,-Fluoralkyl darsteiit und die Grupplerung P2 Qber
P an das Steroldgrundgerlst gebunden Ist, )
R a- oder B-stindig sein kann und fir H, CHy oder CF; steht und nur
dann vorhanden ist, wenn X-Y-Z nicht C*-C*=~C'" ist,
25 R"' ein Halogsn ist,
R" Methyl oder Ethyl ist,

Enpf .21 1:22/10/2004 14 3B Emef.or.*162 P.O13
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R" fir H, Cy- bis Cye-Alky), alicyclisches Cy- bia Cyp-Alkyl, Cy- bis Cea-Al-
kenyl, alicyciisches Cy- bis Cyg-Alkenyl, Cy- bis Cyg-Alkinyl, Cs- bis Cre-
Alkylaryl, C+~ bia Cy-Alkylennitdl oder far die Grupplerung P-Q steht, wo-
bei die Grupplerung P-C die vorgenannte Bedeutung hat,

R fir H, C,- bis Cyg-Alkyl, alicyclisches Ci- bis Cys-Alkyl, Cy- bis Cya-Al-
kenyl, alicyclisches C;- bis Cy-Alkenyl, Cs- bis Cys-Alkinyl oder C;- bis
Cig-Alkylaryl steht, wobel R'" auch dber sine Ketogruppe an die 17B-
Oxygruppe gebunden sein kann, und wober R auch zusitziich mit emner
oder mehreren Gruppen NR"™R"® oder siner oder mehreren Gruppen
SO.R™ substitulert sein kann, wobei x =0, 1 oder 2 und R", R" und R™
jeweils unabhanglg vonsinander dieselbe Bedeutung wis R haben kdn-
nen

sowle deren pharmazeutisch vertriigliche Additionssalze, Ester und Amide

12. 7a,17a-substitierte 11p-Halogenstercide nach Anspruch 11, dadurch ge-
kennzeichnet, daB U-V-W-X-Y-Z fir die Ringstruktur C'-C*-C-C*=C5-C™ oder
C'-CC3-CL0"=C" oder C'=CE-CC*-Co=C " steht

13 7a,17a-substiuierte 11p-Halogensteroide nach elnem der Anspriche 11
und 12, dadurch gekennzeichnet, dap R' fir H steht.

14 7a,17a-substitulerte 11p-Halogensteroide nach einam der Anepriche 11 bis
13, dadurch gekennzelchnet, daB R? 10r CH, steht.

15 7a,17a-substitulerte 11p-Halogenstervide nach sinem der Anspriche 11 bis
14, dadurch geksnnzeichnet, daB R" fir Fluor steht.

18 7a,17a-substitulerte 11B-Halogenstercide nach einem der Anspriche 11 bis
15, dadurch gekennzelichnet, daB R*® fiir CH; steht.

17 7a,17a-substiuierte 118-Halogenstercide nach einem der Anspriche 14 bis
16, dadurch gekennzelchnet, daB R" far H, CHs, C,- big Cys-Alkinyl, CH:CN
oder CFj3 steht

Espf ze1t:22/10/2004 14°35 Ewpf nr. 182 P.020
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18 70,17a-5ubstituierte 11p-Halogensterolde nach einem der Anspriiche 11 bis
17, dedurch gekennzeichnet, daB R'7 Ethiny} ist

19 7a,17a-substituierts 118-Halogensterolde nach emnem der Anspriche 11 bis
18, dadwrch gekennzeichnet, daB R' for H steht.

20 7a,17a-substtuierte 11B-Halogensteroide nach einem der Anspriche 11 bls
19, ndmich

17a-Ethinyl-1 1 B-fluor-17p-hydroxy-7a-mathylestr-4-en-3-on
17a-Ethinyl-11p-fluor-17p-hydroxy-7a-methylestr-5(10)-en-3-on
17a-Ethinyi-11p-fivor-7a-methylestra-1,3,5(10)-trlen-3,17B-diol

21 7a-substitulerte 11p-Halogenestra-1,3,5(10)-trlene mit der aligememnen
Formel 6

wonn

R’ far H, Cy- bis C,-Alkyl, Cy- bis C-Alkanoyl oder emen cyclischen Cy-

bls Cr-Ether mit dem O-Atomn des OR®-Rasts stoht.

R’ die Gruppierung P-Q i5t, wobei
P ein Cy- bis C,-Alkylen und Q einen Wasserstofl, C;- big C-Alkyl-
oder Cy- bis C4-Fluoralkyl darstsilt und die Gruppierung P-Q Gber
P an das Steroxigrundgeriist gebunden 15t,

R" ein Halogen Ist,

Empf .ze11:22/10/2004 14:35 Enrf nr °182 P.02]
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R™ Methyl oder Ethyl ist.
sowle deren pharmazeutisch vertrigliche Additionssalze, Ester und Amide
5 22 7a-substitulerte 11p-Halogenestra-1,3,5(10)-trfene nuch Anspruch 21, nam-
lich
11p-Fluor-3-hydroxy-7a-methylestra-1,3,5(10)-trien-17-on
10 23 Verfahren zur Herstellung von 7a,17o-substitulerten 118-Halogensteroiden
mit der aligemeinen Formel 10 nach einem der Anspriche 11 bis 20, in denen
U-V-W-X-Y-Z far die Ringstruktur C*-C%-C2.C*=C*-C"" steht, mit folgenden
Vorfahrensschritien
16 - Nukieophile Substitution in sinem 7a-substitulerten 11a-Hydroxysterod
mit der aligemeinen Formel 4,B in 11-Stellung mit einem Halodehydroxy-
fierungsreagens,
- Umsetzen des dabel entstandenen 7a-substitulerten 11p-Halogenste-
roids mit einem Alkyllerungssmittel selekilv am C'7-Atom des Ringgerlsts
20 zu dem 7a,17a-substtuierten 11p-Halogensterod mit der aligemeinen
Formel 10
24 Verfahren zur Herstellung von 7a,17a-substitwerien 11p-Halogensteroiden
mh der aligemeinen Formel 12 nach einem der Ansprilche 11 bis 20, in densn
25 U-V-W-X-Y-Z {0r dis Ringstruktur C'-C2-C*-C*-C°=C" gteht, mit folgenden
Verfahrensschritten
- Nukisophiie Substitution In einem 7a-substituierten 11a-Hydroxysterowd
mit der aligememnen Formel 4,B in 11-Stellung mit enem Halodehydroxy-
30 herungsreagens,
- Umssetzen des dabel entstandenen 7a-substitulertsn 11p-Halogenste-
rolds mit enem Alkyllerungsmittsl selektiv am C'7-Atom des Ringgerists
Enrf .2e1t.22/10/2004 14:3H Empf v 182 P 022
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zu dem 7a,17a-substtuierten 11p-Halogensteroid mit der aligememnen
Formel 10,

- isomerisieren des 7a,17a-substituierten 11p-Halogensterords mit der all-
gemeinen Formel 10 zu dem entsprechenden Isomar mit der aligemer-

5 nen Formel 12, bei dem
U-V-W-X-Y-Z fur die Ringstruktur C'-C*-C>-C*-C3=C"° staht

25 Verfzhren zur Merstellung von 7a,17a-subshhuierten 11p-Halogensterolden
mit der aligememnen Formel 8 nach sinem der Anspriiche 11 bis 20, in denen
10 U-V-W-X-Y-Z for die Ringstruktur C'=C-C*=C*-C*=C"® steht, mit folgendsn
Verfahrensschntten
- Nukisophlie Substitution in einem 7a-substituierten 11a-Hydroxysterod
mt der allgememen Formel 4,B in 11-Stellung mit einem Halodshydroxy-
llerungsreagens,
15 - Oxdieren des dabe! entstandenen 7a-substituiertan 11p-Halogenste-
roids zum 7g-substituierten Estra-1,3,5(10)-trlen mit der aligemeinen
Formel 6 nach elnem der Anspriiche 17 und 18,
- Umasetzen des 7a-substituierten Estra-1,3,5(10)-trians mit der aligamel-
nan Forme! 6 mit einsm Alkylierungsmittel selektiv am C''-Atomn des
20 Ringgerdsta zu dem 7q,17a-substitwierten 118-Halogensterow mit der
aligemeinen Formel 8

26 Verwendung der 7a,17a-substitulerten 11p-Halogensteroide mit der alige-
meinen Formel 8,10,12 nach einem der Anspriicha 11 bis 20 xur Herstellung
25 von Arzneimittein

27 Phamazsutische Praparate, enthaltond mindestens ein 7a,17a-substituler-
tes 11p-Halogensteroid mit der aligemsinen Formel 8,10,12 nach emem der
Anspriche 11 bls 20 sowie mindestens einan phammazsutisch vertriglichen

30 Trager

Enpf .ze1t:22/10/2004 14 %5 GERTESE p
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Erfindungsbeschreibung

Die neuarigen mikrobiologischen Verfahren dienen zur Herstelkung der 7a-sub-
sthwerten 11a-Hydroxysteroide mit der aligememnen Foimel 4,B

4,8 \
worin '
R’ die Grupplerung P-Q ist, wobel
P en Cy- bis C¢-Alkylen und Q einen Wasserstoff, Cy- bis CAlkyl-
oder Cy- bis C,-Fluoralkyl (Alkyl tellweise oder volistAndig fluoriert)
darstellen und die Grupplerung P-Q (iber P an das Steroidgrund-
gerist gebunden ist,
R f0r H, CHy oder CF; steht, und
R"™ Methyl oder Ethyl Ist

In einer ersten Verfahrensvariante zur Herstellung dieser Substanzen wird en
geeignetes 7o-substitulertes Steroid mit der aligememen Formel 3,A.

3,A
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kédmmhcher Welse aufgeretmgt, um das gew(inschte 7a-substituierte 11a-
Hydroxysteroid zu 1scheren

Aus den so erhattenen Verbindungen mit der aligemenen Formel 4,B kdnnen
weorere effindungsgemiiBe Verbindungen mit ebenfalls erfindungsgeméBen
Herstellverfahren synthebisiert werden Inshesondere stellen die 7a,17a-substi-
tulerten 11B-Halogensteroide mit der alilgemeinen Formel 8,10,12

worin

U-V-W-X-Y-Z f0r eine der Ringstrukturen C*-C?-C*-C*=C®-C"°,
C-C2-C3%-C*-C°=C" odar C'-C2-C>-C*-C°-C steht, wobel in diesem Fall
eine Oxogruppe (=0) an W (=C?) gebunden ist, oder fir die Ringstruktur
C'=C2-C’=C*.C°=C®, wobei In diesem Falle dor Rest OR* an W (= C?)
gebunden Ist,
R? fir H, Cy- bis C,-Alkyl, Cy- bis C-Alkanoyl oder einen cyclischen Cy-
bis Cr-Ether mit dem O-Atom des OR*-Rests steht,
R’ die Grupplerung P-Q ist, wobei
P ein Cy- bis C-Alkylen und Q esnen Wasserstoff, Cy- bis C4-Alkyl-
oder Cy- bis C4-Fluoralkyl {Alkyl tellweise oder volisténdig fluonert)
darstelit und die Gruppierung P-Q Ober P an das Sterodgrundge-
rist gebunden ist,
R' a- oder B-standig sein kann und fir H, CHs oder CF3 steht und nur
dann vorhanden Ist, wenn X-Y-Z mcht C*-C%=C"° ist,
R'! ein Halogen 1st,
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

Rermitente  EL ORGANISMO ENCARGADO

DEL EXAMEN PRELIMINAR
INTERNACIONAL
A
PCT
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
g;m 178 NOTIFICACION DE ENVIO DEL INFORME DEL
Alerranls n EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
(regla PCT N* 71 1)
Fecha de anvio
{dle/mes/afio)
_ _ 22 11 2004
Refarencia del Solickante o Agente
NOTIFICACION IMPORTANTE
| 52200AW0 _
Raferancia Intsmacional Fecha de Presantacion intemacional | Facha da Prioridad
(diimes/ao) (d/a/mes/ario)
PCT/EP 0308111 24 07-2003 24 O7 2002

Solicitante

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT st al

Se noiffica al solickants que al organismo sncargedo del Examan Praliminer Intamacional envis medisnts
prasania al nforme da Examen Preliminar Intemacional slaborado para esia Solicitud Intemacional en casoe
dados con los anexos comaspondisnisg

Una copla del Infome — eveniuaiments con los anaxcs comaspondienies — ea enviada a ia Oficina
Intamacional pana su derivaciin a todos ios organismos salecclonados

A peticién de un organismo seleccionado la Oficins Intemacional treducind el informe (pero no sus anaxos) al
Inglés y lo enviara a tal organiamo

RECORDATORIO

Pam el ingreso en a fase nacional el salictants debe proceder dentro de los 30 massea da In fache de
prioridad (o0 més tarde en otros organiamos) a Sevar a cabo clerios trdmites (presemtacidn de traducclones y
pago de tasas naclonales) {articulo 39 (1)) (ver también ka Informacidn brindade par la Oficina Intamacional
por medio del formulario PCT/18/301)

Cuando se debe enviar @ un organiemo seleccionado una traduccién de la solichackin itemecional esta
traduccidn debe contener también las treduccionas da ndoa los enaxos del informe del Examen Preliminer
intarnacional Es responsablikied del solicianta elabomar tales traduccionas y enviardes directamants al
organiamo corespondiants ssleccionsto

Otros detalies da los plazos v requisiios normativos de jos organismos selaccionados se pueden tomar del
Manual PCT para solicliarise

El solicienie es advertido acerca del articuio 33 (5) an ol cual se eclara que loe criterios de novedad
ectividad inventiva v aplicabllidad Industria) descriptos en & articulo 33 (2) a (4) solo tlens eignificado para ol
Examan Preliminar intsmacional y que “cada astudo adherido ( ) puede disponer atrbutos adicionales 0
maodificatorios an tal estado pera la determinecidn de la patantabiidad de la Imvencidn reivindicada  (ver
fambién articulo 27 (5)) Talss atributos sdicionales se puaden referir por ejemplo, a excepcioness de
pah:nhlilldnd 2 raquisiios para @ reveisciin de la invenckn asl como a claridad y apoyo de loe
relvindicacionss

D - 80288 MOnchen
Tel +4988 2388 0 Tx 523858 epmu d
Fax +40 BS 2388 - 4485

Nombre y Direccién Postal del Organsmo sncargedo del | Funcianario Apoderado
Examen Preliminar imtemacional
Europlisches Patenteamt Evers A

Tel +48 29 2308 - 7081

Fommulano PCT/APEA/416 (enerm 2004)
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

PCT

INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
(Articulo 36 y regla 70 PCT)

Referencia del Saliciants o Agents

Var nofficacén scbre envio del Informe da Examen

PROCEDER Preliminar Intemacional (formularic PCTAPEA/418)

S2200AWO
Raeferencia intemacional Fecha de Presantacién Intemacional

Fecha de Priorikded
(dfaimes/ario) {dia/mes/anio)
_____PCT/EP 0Jus111 | 072003 _ 24 07.2002
Ciasificacién Intamsclonal de Palertts (CIP) 0 Clasiicacin Naclonal y CIP
u C12P33/10
Salictants

BCHERING AKTIENGESELLSCHAFT st al

PCT).
Estoa anaxos compranden an total 12 hojas

1  Esta informe de Examen Prelminar intemacional fus canfeccionado por e organiamo encargado del Examen
Preiminar inkamacional y segin el srticulo 38 ss anviado al solicians

2 Em» INFORME camprende entotal 12 hojes inclulda asta canituls

Ademés ests Informe posee ANEXOS estos se fratan de hofas con descripclonss relvindicaciones Yo
Iustracionas que fueron modificadas y an ias cualss sa basa esis informe y/u hojas con comrecciones
lievadas a cabo ante asis organismo {ver regla 70 18 y sactor 807 da los reglamentos administretivos de

| Fundamentos del Informe

n Prioridad

i
v

BR800 =B

v

vi [ Antscadentsa definidos citecos

Uniformidad insatistacioria de ja invencidn

3  Este informa contiens indicacionss acercs de los siguientas puntos

Ninguna elaboracién de un dictamen sobre novedad actividad inventiva y apiicablidad Industrial

Detarminacidn fundads segin 'a regls 882 a)ll}, desds sl punto de vista ds la novedsd de la
actividad inventiva y de |a apicablided Industrial antacadentas y acieracionas para apoyar sste
detmminacién

Vii [0 Falenclas definidas de ia Solckud intsmacional
vit OO0 Observacionss definidas a la solicitud Inlsmacional

Fecha de prasentacion de [a soiiciud Facha da confeccidn de este Informe
_ 16 02.2004 _ 22 11,2004
Nomtwe y Direccidn Postal det Organiamo encargado dél | Funcionario Apoderado

Examan Praiminar Intemacional
Europiisches Patentsamt
D - 80208 Mnchen
Tel +46 802308 0 Tx 523856 epmu d
Fax +40 B0 2309 - 4485

Douachan K
Tk +40 8O 2308 - 8702

Formulano PCT/IPEA/409 (cardtulaanevo 2004)
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR Referencia Intemacional PCT/EP 03/08111
INTERNACIONAL

i
1

Fundamentos del Informe

Desde al punto de vista de los componentes de la Solicitud Intemaclonal {las hojas de
reampiazo que fusron presentadas al organismo como requisito segin el articulo 14 son
vidlidas, en el marco de este informe, como “preseniadas oniginaimenie” y no se adjuntan
puesio que no contlenen modificaciones {regias 70 16 y 70 17))

Deacripcién, piginas

1-57-10 12-33 en el texto preseniado originaimente
61 ingresadas el 23 02 2004 con carta dal 18 02 2004

Relvindicaciones, N®

1-27 ingresadas el 22 10 2004 por telefax

Desde el punio de vista del ikdloma todos los componantes mencionados anteriormenta

estaban a disposicatn del organismo en al kiioma en el cual fue presentada la solicttud

internaclonal o fueron presentados en el mismo en tanto no s indique otra cosa bajo este

punto

Los companentes estaban disponibles para el organismo en el ldloma o fueron

presentados en este idioma aqul se trata de

O el idioma de la traduccion que fue presentada a los efectos de la basqueda

mternaclonal {¢aglin regla 23 1 b))

O el idioma de la publicacidn de Ia solictud Intermaclonal (segln regla 48 3 b))

O el Idoma de la traduccion presentada a los efectos del Examen Prellminar
Internacional {segdn regla 55 2 y/o 55 3)

Desade el punto de vista de la secuencla de nuclaeétidos y/o de aminoicidos reveleda en

la solicitud Intemacional e Examen Prellminar Intemacional fue llevado a cabo basado

sobre el protocolo de secuencias el que

O esti contenido por escrito en la solicitud Intemacional

O fue presentado an forma leglble por computadora junto con la solicitud Itemacional

O fue presentado posteriormente en forma ascrita ante el organismo

O fue presentado posteriorments en forma legible por computadora ante el organismo

O se presentd la declaraclén de que el protocolo de secuencias presentado
posteriorments por escifo no exceds e contenido revelado en la soficitud
Intemacional en el momento de |a presantacién

O Ia declaracién de que las informaclones vertidas en forma legible por computacitn se
comasponden con el protocolo de secuencias eacrito

Como consecuencia de las modificaclones caducd la sigulente documentacion

B Descripcldn, paginas
O Relvindicaclones N>
O lustracliones paginas

Formulano PCT/IPEA/409 (enerv 2004)
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR Referencia Intemacional PCT/EP 03/08111
INTERNACIONAL

O Estes Informe fue elaborado sin tomaer en cuenta (algunas de) las modificaclones dado
que |las mismas segin opinién del organiamo y por los motivos indicados exceden el
contenldo revelado en el texto prasentado ariginaimenta (regla 70 2(c))

{Con respecio de las hojas de reemplazo que conhenan lales modificaciones, las mismas
deben estar indicadas en el punto 1 y adjuniadas a esfe Informe)

Oftras observaciones adiclonales
Escasa uniformidad de |la Invencién

Ante la Intimacién de Imitar las reivindicaclones o pagar las tasas adiclonales el
solicitante

O [Iimit las relvindicaclones

B pagd las tasas adiclonales

O pag0 las tasas adicionales con objecidn

O na limits las relvindicaciones nl pagd las tasas adiclonales

O El organismo comprobd que no se cumple al requarimliento de uniformidad de la
Invencién y rasolvid de acuerdo con la regla 68 1 no intimar al solichante a la

limitacién de las relvindicaciones o al pago de las tasas edicionales

El organismo Interpreta que de acuerdo las reglas 13 1, 13.2 y 133 el requerimlento de
uniformidad de la invencién

O secumplld
& no sa cumplid por los sigulentes motivos
ver hoja adjunta

En consecuencia para la confeccldn de este Informe se llevé a cabo un Examen
Prellminar Intemaclonal para las sigulentas partes de la solicitud Intemacional

® tiodas las partes
O la parte que se reflere a las reivindicacionas N*

Determinacién fundada segin Ia regla 33.2, desde sl punto de vista de Ia novedad,
de la actividad Inventiva y de Ia aplicabllidad Industrial, documentacién y
aclaraclones que apoyan esta determinaclén

Determinacidn

Novedad (N) Si relvindicaciones 1-27
No relvindicaclones

Actividad mventiva (IS) Si reivindicaciones 1-27
No relvindicaciones

Aplicabliidad indusirial (IA) S| revindicaciones 1-27
No relvindicaciones

Documentacién y aclaracionas

Ver hoja adjunta

1 ormulans PCTAAPEA/409 (enero 2004)
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR Referencla Intemacional PCT/EP 03/08111
INTERNACIONAL - HOJA ADJUNTA

respecto al

Gon respecto al punto |
Fundamento de la determinacién

Las modificaclones/comecciones presentadas con las carias del 19 02 2004 y del 22 10 2004
son otorgables desde el punto de vista del arliculo PCT 34(2)b)

La presenie eolictud de paients estA ampllamente apoyada por el contenido de los dos
documentos de prnoridad DE 102 33 723 3 del 24 02 02 y US 80/402 953 del 14 08 02

n res al punto IV
Escasa uniformidad de la Invenclén

Este organismo ha comprobado que la solicitud Intemacional contiene varlas invenclones o
grupos de Invenciones que no estdn vinculadas mediante una Onlca 1dea Inventiva coman
(regla PCT 13 1) asaber

|  Relvindicaclones 1, 2 8 — 10 parciaimenta

Procadimiento microblolégico para la preparacién de compuestos de la fdrmula 4 B en el
quae, a partir de compuestos de la formula 3,A se hidroxiia y oxida simutdineamente par
madio de un micreorgamsmo seleccionado antre los grupos Aspergliius sp , Beauveria sp
Glomerella sp Gnomonia sp Haplosporella sp y Rhizopus sp

I Relvindicaclones 3 -5 8 — 10 parclaimente

Procedimisnto microblolégico para la preparacién de compuestos de la fdrmula 4 B en el
que a partir de compuestos de la formula 3,A se hidroxila por medioc de un primer
organismo selecclonado entre los grupos Aspergllius sp Beauveria sp Glbberella sp

Glomerella sp Gnomonia sp Metarthizlum sp, Nigrospora sp Rhizopus sp Yy
Verticlilum ep EIl producto Intermedio de la fémula C obtenido de esta manera es
oxidado para obtener el producto 4 B, en un segundo paso, madiante el empleo de un

segundo microorganismo selaccionado entre los grupos Bacllius sp Mycobacterium sp
Nocardia sp y Pssudomonas sp

Il Relvindicaclones 6 7 8 - 10 parclaimente

Pracedimiento microbloldgico para (a preparacidén de compuestos de la férmula 4 B en &
que a partir do compuestas de la fdrmula D sa hidroxiia por medio da un microgrgenismo
selaccionado entre los grupos Beauverla sp Curvularia sp Glbberella sp Glomerslla
sp Gnomonla sp Haplosporelia sp Nigrospora sp y Syncephalastrum sp

IV Relvindicaciones 11 27

Relvindicaciones 11 — 20 compuestos de las fdrmulas 8 10y 12

Relvindicaclones 21 y 22 intermediarios de la formuia 8 utilizables en la elaboracién de
compuestos de [a fdrmula 8

Relvindicaclén 23 procedimiento para la elaboracidn de compuestos de la formula 10 a
partir de compuestos de la formula 4 B

Relvindicacion 24 procedimliento para la elaboracion de compuestos de la formula 10 a
partir de compuestos de la formula 4 B a través de compuestos de la fSrmula 10

Reivindicacion 25 procedimiento para la elaboracién de compuestos de la formula 8 a
partir de compuaatos de la formula 4 B a través de compuestos de la fédrmula 6

Relvindicacidn 26 empleo farmacéutico de los compuestos 8 10 12

Raivindicacidn 27 preparados farmacéuticos que contienen los compuestos 8 10 12

Loa fundamentos para ello son los sigulentes

Formulano PCT/hojs edrumo/409 (hojs 1) (EPO-abnl 997}
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR Referencia Intemacional PCT/EP 03/08111
INTERNACIONAL - HOJA ADJUNTA

La presente solicitud no es uniforme en el sentido de la regla PCT 13 Se comprobaron cuatro
invencliones distintas, donde cada una de las cuales esth caracterizada por un "stributo técruca
aespecial individual sin existir ninguna vinculaclén técnea entre las cuatro invenciones La
regla PCT 13 establece qus "una solicitud Intamacional aolo s8 puede referir a una Invenddn o
a un grupo de invenciones que las mismas estén relaclonadas de manera de dar cuerpo a una
Gnica kiea Inventiva®™ para lo cual debs existir una vinculacién técnica entre las Invenciones
individuales que se manifieste en atributos tdcnicos comunes. La expresion “atributo técnico
especial® significa por elio aquellos atributos técnicos que definen al aporte que cada una de las
Invenclones reivindicadas brinda al estado de la bcnica

Eil objetivo que debe ser resuelio en las reivindicaclones 1 a 3 es poner a disposicién un
procedimiento microblolégico de compuestos (conocldos) de la formula 4,B De acuerdo a las
relvindicaciones 1 2 y 3, este problema fue resueito de tres maneras diferentes

La invencién 1 se caracteriza porque la hidroxlacién y la oxidaclon se lleva a cabo con un Gnico
microorganismo seleccionado de grupos especiales, de manera de llegar al producto 4 B a
partir del matenal de partida 3,A

La Invencidn 2 se caractenza porque la hidraxdlacdn de la sustancia 3,A para obtener una
sustancla C se lleva a cabo en un primer paso con un primer microorganismo selecclonado Yy
la subsigulente oxidaclén del producto intermediaric C para obtener un producto 4,B en un
sagundo pasg, con un segundo microorganismo seleccionado

La invenciéon 3 describe la hidroxliaclén de otro producto intermediario C para obtener el
producto 4 B por medio de microorganismoa selecclonados

Loe grupos de microorganismos mendonados en las Invencionaa 1 2 y 3 no son Idénticos
pero sl se suparponen Por ¢lio ol especiallsta debe desarrollar pama las Invenciones 1 2y 3
tres procedimlentos completaments diferentes en io que a# refliere a los producios de parhda al
curso de la reacclon (hidroxilacidn y/u oxidaclén) y a la seleccién de los microorganismos

La Invencidn 4 ce reflere a compuestos de las fdrmulas 8 10 y 12, al emplec de tales
compuestos en la farmacéutica a un producto Intermedio 8 destinado a la elaboraclén de uno
de estos compuaestos (compuesto 8) asl como a un procadimento adaptado especiaimante
para la elaboracidn de los compuestos 8 10 y 12 El problema fundamental de la Invencion 4
o3 entonces poner a disposicién compuestos insensibles a la reduccién con 5-alfa-reductasa

El desarrolio de los compuestos relvindicados en la Invenclon 4 Implica un concepto
problema/solucién completaments distinio no vinculado con el problema de las invenclones 1

2 y 3 (preparacién de los compuastos 4 B por via microblana) o de su solucién dado que los
compuestos 4 B no son relvindicados y por allo no parecen ser novedosos

Los diferentes objetivos an que se basan cada una de las Invenciones 1 2 3 y 4, y/o los
diferentes problemas resultantes de elios rapmsentan cuatro principlos técnicos distintos
definidos por cuatro atributos técnicos distintoe y por sllo no estdn vinculados de manera de
representar un Gnico concepto Inventivo En consscuencla las prasentes Invenciones
solucionan distintos problemas de manera técnica diferents, de manera que cada invenadn
presenta su propio concepto y estd caracterizada por un atributo técnico especial diferenclado
que, en 8f brinda un aports Independiente el estado de la tcnica

Asl tanto desde &l punto de vista de Ios efributos téchicos pariculares como de los problemas
resusitos y segin las reglas PCT 131 y 132 la Invencidn no exhibe uniformidad entre los
menclonados grupos de reivindicaciones.

Dado que no obstante [a soliciante ha pagado las tasas de examen adicionales se
examinaron las cuatro invenciones

Con respecto al punto V
Determinacién fundada segin la regla §8.2(a)(ll), desde el punto de vista do 1a novedad,
de Ia actividad inventiva y de Ia aplicabllidad Industrial, documentacién y aclaraciones
que apoyan esta determinacién
1) La presents solicitud de patente

n ndl 8 - 10 parcialm

Procedimianto microbloléglco para la preparacidn de compuestos de la fdrmula 4 B en el
qua a partir de compuestos de la fdrmule 3 A se hidroxdla y oxida simuitdneamente por

Formulano MCT/hojm adjunta/409 (hogs 2) (EPO-sbnl 997)
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2)

medio de un microorganismo seleccdanado antre los grupos Aspergllius sp Beauverta sp
Glomaerella sp Gnomonla sp Haplosporalla sp y Rhizopus sp

In Relvindicacion - -1

Procedimianto microbloldgico para 1a preparacidn de compuestos de la formula 4 B en el
que a partir de compuestos de la formula 3 A se hidroxila por medio de un primer
organismo salacclonado entre los grupos Aspamllius sp Beauveria sp, Glbberslla sp
Glomerella sp Gnomonla sp, Metarrhizium sp Nigrospora sp, Rhizopus sp Yy
Vertcillium sp El producto Intermedio de la férmula C obtenido de esta manera es
oxidado para obtener el producto 4 B en un segundo paso, mediante el emplao de un
segundo microorganismo selecclonado entre los grupos Badllilus sp Mycobacterium sp
Nocardla sp ¥ Pseudomonas sp

Procedimiento microblolégico para la preparaciéon de compuestos de la formula 4 B en al
que a partir de compuestos de la formula D, se hidroxiia por medio de un microorganisma
selecclonado entre los grupos Baeauveria ap Curvularia sp Gibberella sp Glomerella
sp Gnomonia sp , Haplosporelia sp Nigrospora sp y Syncephalastrum ep

l \'/ -

Compuesios insensibles con respecto a la reduccidn con 5-alfa-reductasa y que ejercen

una acclén inhiblioria scbre l1a 11-hidroxllasa asl como productos Intermedios para ello vy

su empleo farmacéutico

Relvindicaciones 11 — 20 compuesios de las fdbrmulas 8 10y 12

Remwvindicacionss 21 y 22 Intermediarios de la fdrmula 6 utilizables en la elaboracién de
compuestos de la férmula 8

Revindicacion 23 procedimiento para la elaboracion de compuestos de la formula 10 a
partir de compuestos de la formula 4 B

Relvindicacién 24 procedimlanto para la elaboracion de compuestos de la férmula 10 a
partr de compuestos de la formula 4 B a través de compuestos de la fdérmula 10

Rewvindicacién 25 procedimiento para !a elaboracién de compuestos de la férmula 8 a
partir de compuestos de la formula 4 B a travas de compuestos de la fdSrmula 8

Relvindicacidn 26 empleo farmacéutico de los compuestos 8, 10 12

Relvindicacldn 27 preparados farmacéuticos que contienen los compuestos 8 10, 12

Los documentos Indicados en el Informe de bisqueda Intemaclonal son reproducidos

maediante las sigulentes abreviaturas

D1 WO 87/21830 A (AKZO NOBEL NV WIERESMA MARTEN (NL) MELDEN PIETER
V D (NL)) 19 de Junio de 1987 (1997-08-19)

D2 TAN L ET AL INTERACTIONS OF STEROIDS AND FUNGI 11 ALPHA-
HYDROXYLATION AND DEGRADATION OF PROGESTERONE4-C BY A CELL-
1FREE PREPARATION FROM ASPERGILLUS OCHRACEUS® JOURNAL OF
STEROID BIOCHEMISTRY PERGAMON PRESS PLC GB vol 1 N° 3 1 de
septiembre de 1870 (1870-08-01) pp 221 — 227 XPQ00871122, ISSN 0022-4731

D3 SHIBAHARA M ET AL “MICROBIAL HYDROXYLATIONS V ITALPHA-
HYDROXYLATION OF PROGESTERONE BY CELL-FREE PRPARATIONS OF
ASPERGILLUS OCHRACHEUS" BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA
AMSTERDAM NL vol 202 1870,pp 172 - 179 XP008023388 ISSN 0008-3002

D4 WO 02/050138 A (NUBBEMEYER REINHARD BOHLMANN, ROLF (DE)
SCERINMG AG (DE) ZOPF DIETER) 1 de agosto de 2002 (2002-08-01)

D5 WO 99/13812 A (POPULATION COUNCIL INC) 25 de marzo de 1990 (1899-03-25)

D8 WO 2004/011008 A (SCHERING AG) 5 de febrero de 2004 (2004-02-05)

D4 es un documento de patente que fue publicado entre la primera fecha de pricridad y la

segunda fecha de priorided Dedo que el contanido del primer documento de prioridad

apoya completamente la presente solicitud da patente el mismo no es relevante y no se
toma en consideraclén para el examen de la fase Internaclonal

Formulano PCT/hoja adjunta/409 (hoga 3) (EPO-ebnl 997)
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3)

4)

D6 esté clasificado como documento T, es dear fue publicado después de la fecha de
presantaclén de la presente solicitud de patente Por astos motivos D8 no se emplea an Ia
fase del Examen Preliminar Intermacional

Breve discusion del contenido de los documentos del estado de la técnica

D1 y D2 describen cada uno un método destinado a la transformaclién /n vitro de u
astarvide en el cormespondiente derivado 11-alpha-OH en el que se emplean, antre otros
microorganismos de las especies Aspemlius y Rhizopus La diferencla estruciural con los
compueetos revelados en la presents solicithud de patents consiste en que en la posiclon 7
no se encuentra ningn sustiuyente Solo &e lleva a cabo una 11-alfa-hidroxitaclén y
ninguna oxidaclién simultinea o subsigulente en la posiclén 17

D3 describe asimismo una 11-alfa-hidroxilacién por medio de Asperglliue a partir de
progestrona y 10-nortestosterona describlendo asl el primer paso de la invencidn I

Existen diferenclas estructurales con respecto a loa compuestos descriptos en |a presente
soliciiud

D5 describe que los andrégenos madificados en 7-alfa son insensibles con respecto a la 5-
alfa-reductasa (ver pp 8, renglones 19 — 23 y pp 3 abajo de la presente descripcién} asl
como su empleo farmacéutico en el tratamiento harmonal masculine

D5 no describa ningln sustituyente 11-beta-halégeno

Novedad y actividad inventiva en las Invenciones | - [V - Art PCT 33{(1) = {3)

I 051,281 [

En el estado de la técnica no se describe ni se menciona una 11-alfa-hidroxilacién y
oxidaclon simulténea en la poslatdn 17 de un esterolde con los microorganismos

empleados sn la Invencién Por ello se puede reconocer novedad y existencla de actividad
Inventiva en las relvindicaclones 1 2 y 1 — 10 {parciaiments)

Esta Invencidn se reflere a la mismareaccidn que en la invencién | pero en dos etapas y
mediante el empleo de 2 microorganismos A pesar de que al primer paso y el empleo de
los microorganmismos Aspergllius y Rhizopus es conocido (ver D1 - D3) en el esiado da la
técnica no se sncuentra ninguna indicacién de un segundo paso de reacclén y da los
microorganismos utliizados pera elio Por ello se pueden reconocer novedad y actvidad
Inventiva

clon 7.8-1

La Invancién il se reflere a la hidroxilacldn de una estruciura esteroide en posicén 11-
beta Una reacaédn de tal ipo en esteroides estructuralments muy similares pero con
microorganismos diferentes es conocida por medic de D1 — D3 pero los microorganismos
empleados de acuerdo con la Invencién no se describen nl mencionan en el estado de Ia
técnica

Por elio el objeto de las relvindicaciones 8 7 y 8 — 10 es novedoso y posee actividad
Inventiva

Invenclién IV, Reivi -

Los estervides 11-beta-halégeno citados en estas relvindicaclones no estin descriptos en
ol estado de la técnica, aparentando asl ser novedosos Por ello se pusde reconocer
novedad para las revindicaclones 11 - 27

El objetivo fundamental de la Invenclén IV puede ser definido de acuerdo con la pp 3
abajo hasta pp amiba o pp 21 renglonea 11 — 20 de la presenta descripclén, de manera
que los compuestos son Insensibles frente a la S-alfa-reductasa y ejercen una accién
inhibltoria sobre la 11-hidroxisa,, asl como poner a disposicléon productos Intermedios y el
emplao farmacéutico de estos compuestos

Formmulano PCT/hojs sdjunta’409 (hoja 4) (EPO-abnl 997)
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Por medio de D5 ya es conocko que andrigenos modificados en 7-alfa son resistentes
frelm a la 5-alfs-erductasa pero en D5 no se encuentra ninguna Indicacén de una
infubicltn de la 11-hidroxllasa La diferancla entre D5 yu loscompuestos de acuerdo con la
solichud radica en la susttucdén con haldbgeno en posicidn 11-beta la que conduce
sorpresivamente a la Inhibicién de Ia 11-hidroxllasa Asl se soluciond sl objetivo acords
con la invencién, pudiendo reconocer una actividad inventiva

5) Aplicabllidad Industrial - Art PCT 33(1) y (4)

El objeto de las cuatro invenciones es decir el de |as relvindicaciones 1 — 27 es aplicable
industriaimente

Formulzne FCT/hops adpmta/409 (hoys 5) (EPO-abnl 997)
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Nuevas reivindicaciones
(modificadas)

REIVINDICACIONES

1 Procedimiento microbiolégico para preparar llo—-

hidroxiesteroides 7a-sustituidos de la £6rmula general 4,B

4,B

donde

R’ es el grupo P-Q, donde
P es un alquileno-C;-C4 ¥ Q es un hidrédgeno, alquilo-C;-C,
0 fluoralquilo-C;-Cy y el grupo P-Q estd unido a través de
P con la estructura bdsica esteroide,

R? puede estar en posiciédn o o B y ser H, CH; o CF3, y

R'? es met1ilo o etilo,

donde un esteroide 7a-sustituido de la férmula general 3,A

3A



¢/

donde R’, R! y R! tienen el mismo significado que se 1indicé
anteriormente, se hidroxila y oxida usando un microorganismo,
seleccionado del grupo que comprende Aspergillus sp ,
Beauveria sp , Glomerella sp , Gnomonia sSp , Haplosporella
sp y Rhizopus sp

2 Procedimiento segin la reivindicacidn 1, caracterizado
porque el microorganismo 8se selecciona del grupa que
comprende Aspergillus awamorsi, Aspergillus fischer1,
Aspergillus malignus, Aspergillus niger, Beauveria hassiana,
Glomerella cingulata, Gnomonia cingulata, Haplosporella
hesperedica y Rhizopus stolonifer

3 Procedimiento microbioldgico para preparar lla-

hydroxiesteroides 7a-sustituidos de la férmula general 4,B

4B

donde

R’ es el grupo P-Q, en el cual
P es un alquileno-C;-C4 y Q es un hadrégeno, alquilo-Ci-
Cs o fluoralquilo-C;-C4 y el grupo P-Q esta unido a

través de P con la estructura basica esteroide,



14 2-

R'® puede estar en posicién a o B y ser H, CHs o CF3 , Y

R es metilo o etilo,

donde un esteroide 7o-sustituido de la férmula general 3,A

A

donde R’, R y R tienen el mismo significado que se ha
indicado anteriormente,

en un primer paso del procedimiento microbiolégico se
hidroxila en la posicién lla-, usando un primer
microorganismo, seleccionado del grupo que comprende
Aspergillus sp , Beauveria sp , Gibberella sp , Glomerella sp ,
Gnomonia sp , Metarrhizium sp , Nigrospora sp , Rhizopus sp ¥y
Verticallium sp , formandose un lla-hidroxiestercide 7a-

sustituido de la férmula general C
OH
13

e
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donde R’, R y R! tienen los mismos significados indicados
anteriormente, y el llo-hidroxiestercide 7a-sustituido de 1la
formula general C que se forma se oxida luego en un segundo
paso del procedimiento microbiocldgico utilizando un segundo
microorganismo, seleccionado del grupo que comprende Bacillus
sp , Mycobacterium sp , Nocardia sp y Pseudomonas sp , con lo
cual se forma el esteroide 7a-sustituido de la férmula general
4,B

4 Procedimiento segin la reivindicacién 3, caracterizado porque
el primer microorganismo se selecciona del grupo gque comprende
Aspergillus malignus, Aspergillus melleus, Aspergillus niger,
Aspergillus ochraceus, Beauveria bassiana, Gibberella fujikuroi,
Gibberella zeae, Glomerella cingulata, Glomerella fusaroides,
Gnomonlia cingulata, Metarrhizium anisocpliae, Nigrospora
sphaerica, Rhizopus oryzae, Rhizopus stolonifer y Verticillium
dahliae

5 Procedimiento segin una de las reivindicaciones 3 y 4,
caracterizado porque, el segundo microorganismo se selecciona
del grupo que comprende Bacillus lactimorbus, Bacillus
sphaericus, Mycobacterium neoaurum, Mycobacterium smegmatis,
Nocardia corallina, Nocardia globerula, Nocardia minima,
Nocardia restrictus, Nocard:a rubropertincta, Nocardia
salmonicolor y Pseudomones testosteroni

6 Procedimiento microbiolégico para preparar llo-

hidroxiesterocides 7a-sustituidos de la férmula general 4,B
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4,8

donde

R’ es un grupo P-Q donde
P es un alquileno-C;-C4 ¥y Q es un hidrégeno, alquilo-C;-
C4 o fluoralquilo-C;-C4 y el grupo P-Q estd unido a
través de P con la estructura bdsica esteroide,

R'® puede ser H, CH; o CF3 , ¥

R'? es metilo o et:ilo,

donde el esteroide 7a-sustituido de la férmula general D

D
donde R’, R y R tienen el mismo significado que se ha

indicado anteriormente,
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se hidroxila usando un microorganismo, seleccicnado del grupo
gue comprende, Beauveria sp , Gibberella sp , Glomereila sp ,
Gnomonia sp , Haplosporella sp , Helicostilum sp , Nigrospora
sp y Syncephalastrum sp

7 Procedimiento seglin la reivindicaciédn 6, caracterizado
porque, el microorganismo sSe selecciona del gqrupo que
comprende Beauveria bassiana, Curvularia lunata, Gibberella
Zeae, Glomerella cingulata, Glomereila fusaroides, Gnomonia
cingulata, Haplosporella hesperedica, Helicostilum
piriformae, Nigrospora sphaedca, Rh1zopus oryzae Y
Syncephalastrum racemosum

8 Procedimiento microbioldégico segun una de las
reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque, R’ es CHj

9 Procedimiento microbiologico segun una de las
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque, R'° es H

10 Procedimiento microbiolégico segun una de las
reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque, RY es CHj;

11 l118-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos de la férmula

general 8,10,12

g
g

8,10,12
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donde
U-V-W-X Y-Z es una estructura de anillo c!-¢?-c3-c* = ci-c?°,
cl-c?-c3-c'-c® = ¢ o ci-c?-c?-c*-c’-c'®, donde en este caso un
grupo oxo (=0) estd unido a W (=C’) o es la estructura de
anillo C!=C2-c3=C*-c5-Cc®, donde en este caso el radical OR?
estd unido a W (= C?),
R} es H, alquilo-C;-Cq, alcanoilo-C;-C; o un éster ciclico Ca-
C7 con el &tomo de O del radical OR?,
R’ es el grupo P-Q, donde
P es un alquileno-C;-Cq4 ¥y Q@ s un hidrébgeno, un algquilo-
C1-Cs4 o un fluoralquilo-C,-C4 y el grupo P-Q esté& unido a
través de P a la estructura basica esteroide,
RY puede estar en posicién o o B y es H, CHy o CF; vy
solamente estd presente cuando X Y-Z no es C'-C3=C!?,
R!! es un halégeno,
R'? es metilo o etilo,
R es H, alquilo-C;-Cjs, alquilo-C;-C;s aliciclico, alguenilo-
Ci1-Cis, alquenilo-C;-Cjp aliciclico, alquinilo-Ci-Cis,
alquilarilo-C;—Cjs, alquilennitrile-C;-Cs © es el grupo P-Q,
donde el grupo P-Q tiene el significado indicado mas arraiba,
R es H, alquilo-C;-Cy;g, alquilo-C;-C;p aliciclico, alquenilo-
Ci-Cis, alquenilo-C;-Cyg aliciclico, alquinilo-C;-Cia o
alquilarilo-C;-C;s, donde R!”’ también puede estar unido al grupo
178-ox1 a través de un grupo ceto, y donde R!” también puede

estar adicionalmente sustituido con uno o varics grupos NRR!?
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0 con uno o varios grupos SOxR*°, donde x = 0,1 o 2 y R, R¥ y
R*® pueden tener, 1independientemente entre si, el m1Smo
significado que RY7,

y sus sales de adicibén, ésteres y amidas farmacéuticamente
aceptables,

12 llA~halogenesteroides 7a, 17a=-sustituidos segun la
reivindicacién 11, caracterizados porque, U-V-W-X-Y-Z es 1la
estructura de amillo C!'-¢?-c?-c*=c5-c® o c!-c?-¢c3-c'-c=c!? o
c1=c2_c3=cl_c5=clll

13 11p-halogenesteroides 7a,l7a-sustitulidos segun una de
las reivindicaciones 11 y 12, caracterizados porque, R! es H

14 11p-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos segln una de
las reivindicaciones 11 a 13, caracterizados porque, R’ es CHj
15 l1p-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos segun una de
las reivindicaciones 11 a 14, caracterizados porque, R es
fluor

16 l1l13-halogenesteroides 7o, l7a-sustituidos segun una de
las reivindicaciones 11 a 15, caracterizados porque, R!? es CHj
17 11p-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos segin una de
las reivindicaciones 11 a 16, caracterizados porque, R es H,
CHi, alquinilo-Cj;-13, CH2CN o CF,

18 ll18-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos seglin una de
las reavindicaciones 11 a 17, caracterizados porque, R!’ es

etinilo
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19 11B-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos sequn una de
las reivindicacicones 11 a 18, caracterizados porque, RY es H
20 l1f~halogenesterocides 7a,l7o-sustituidos segun una de
las reivindicaciones 11 a 19, especificamente
170-etinil-118-fluoro-178-haidroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona
17a-etini1l-113-fluoro-178-haidroxi-7a-metilestr-5(10) -en-3-ona
17a-etinil-11R-fluoro-7a-metilestra-1,3,5(10)-trien-3,178-
diol

21 118-halogenestra-1,3,5(10)-trienos 7a-sustituidos de la

férmula general 6

donde

R* es H, alquilo-C;4, alcanoilo- C;4 0 es un &ter-Ci; ciclico

con el Atomo de O del radical OR?,

R’ es el grupo P-Q, donde
P es un alquileno-C;4 y Q es un hidrégeno, es alquilo-Ci-4
o fluoralgquilo-C;4 y el grupo P-Q estéd wunido a 1la
estructura basica esteroide a través de P,

R!! es halégeno,
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R? es metilo o etilo

y sus sales de adicidn, ésteres y amidas farmacéuticamente
aceptables

22 11p-halogenestra-1,3,5(10)-trienos 7oa-sustituidos segun
la reivindicacidén 21, especificamente
113-fluoro-3~hidroxi-7a-metilestra-1,3,5(10)-trien-17-ona

23 Procedimiento para preparar ll1R-halogenesteroides
7a,17a-sustituidos de la fé6rmula general 10 segin una de las
reivindicaciones 11 a 20, donde U-V-W-X Y-Z e3 la estructura

de anillo c'-c2-c3-c4=C*-c’°, que consta de los siguientes

pasos
- sustitucién nucledfila con un reactivo de
halodehidroxilacién en la posicién-11 de un lla-

hidroxiesteroide 7a-sustituido de la férmula general 4,B,

- transformacién del 1llB-halogenesteroide 7a-sustituido asi
obtenido c¢on un medio de alquilacidn, selectivamente en el
dtomo C'' de la estructura del anillo, para obtener el 113-
halogenesteroide 7al7a-sustituido de la férmula general 10

24 Procedimiento para preparar 118-halogenesteroides
Ta, 17a-sustituidos de la férmula general 12 seglin una de las
reivindicaciones 11 a 20, donde U-V-W-X-Y-Z es la estructura
de anillo c'-c?-c3-c*-c°=C!°, con los siquientes pasos

- Sustitucidn nuclebdfila con un reactivo de
halodehidroxilacidén en la posicién-11 de un lla-

hidroxiesteroide 7a-sustituido de la fé4rmula general 4,B,
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- Transformacién del 11B-halogenesteroide 7a-sustituido con un
medio de alquilacién, selectivamente en el &tomo C!7 de 1la
estructura del anillo, para obtener el 1llB-halogenesteroide
7a,17a-sustituido de la férmula general 10,

— Isomerizacidén del llB-halogenesteroide 7al7a-sustituido de
la férmula general 10 para dar el respectivo i1sémero de la
férmula general 12, donde

U-V-W-X-Y-Z es la estructura de anillo C*-Cc2-c3-ci-c5=c!?

25 Procedimiento para preparar 118-halogenesteroides
Ta,l17a-sustituidos de la fé4rmula general 8 segin una de las
reivindicaciones 11 a 20, donde U-V-W-X-Y~-2Z es la estructura
de anillo C'=Cc?-C’=C*-C®=C®, con los siquientes pasos

- Sustitucién nucleéfila con un reactivo de
halodehidroxilacién en la posicién-1l de un lla-
hidroxiesteroide 7a-sustituido de la férmula general 4,B,

- Oxidacidn del 11f-halogenesteroide Ta-sustituido asi
formado para obtener estra-1,3,5(10)-trieno 7a-sustituido de
la férmula general 6, segun una de las reivaindicaciones 17 y
18,

- Transformacidén del estra-1,3,5(10)-trieno 7a-sustituido de
la férmula general 6 <con un medio de alquilacién,
selectivamente en el &tomo C!7 de la estructura de anillo, para
obtener 1llB-halogenesteroide 7a,l7a-sustituido de la férmula

general 8



26 Use de los 1llB-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos de
la f6rmula general 8,10,12 segin una de las reivaindicaciones
11 a 20 para preparar medicamentos

27 Preparados farmacéuticos que contienen por lo menos un
l1lh-halogenesteroide 7a,l7a-sustituido de la fédrmula general
8, 10,12 segin una de las reivindicaciocnes 11 a 20 y por 1lo

menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable
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Pdgina 6

Descripcibédn de la invencidn

Los novedosos procedimientos microbioldgicos sirven para
preparar los 1lla-hidroxiesteroides 7a-sustituidos de la

férmula general 4,B

donde

R’ es el grupo P-Q, donde
P es un alquileno-C;-C4 y Q es un hidrégenoc, alquilo-Ci-C,
(o) fluoralquilo-C;-C4 (alquilo parcial o totalmente
fluorado) y el grupo P-Q estd unido a través de P con la
estructura basica esteroide,

R'®es H, CH; o CFy ¥y

R? es metilo o etilo
En una primera variante del procedimiento para preparar

estas sustancias se hidroxila y oxida, en un paso, un

esteroide 7a-sustituidos apropiado de la férmula general 3,A
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pdgina 11
purifica la mezcla de sustancias de manera habitual, a fin
de aislar el lla-hidroxiesteroide 7a-sustituido
A partir de los compuestos de la férmula general 4,B asi
obtenidos se pueden sintetizar otros compuestos de la
invencién con procedimiento de preparaci6dtn también de la
invencidén Los 1llB-halogenocesteroides 7a,l7a-sustituidos de

la férmula general B8,10,12

|l§ o7

8,10,12

donde
U-V-W-X-Y-Z es una de las estructuras de anillo c'-c?-ci-c* =
c’-ct?, c¢r-c?-c?-c*-c® = c' o c'-c?-c?-c*-c5-c!?, donde en este
caso un grupo oxo (=0) estd unido a W (=C?) o es la
estructura de anillo C'=C*-C3=C*'-C®=C®, donde en este caso el
radical OR® est4 unido a W (= CY),
R} es H, alquilo-C;-C4, alcanoilo-C;-C4 © un éster ciclico Ci-
C; con el &tomo de O del radical OR?,
R" es el grupo P-Q, donde

P es un alquileno-C;-Cq4 y Q es un hidrégeno, un alquilo-

Ci-C4 o un fluoralgquilo-C;-C, ({alquilo parcial o
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totalmente fluorado) y el grupo P-Q estd unido a través
de P a la estructura basica esterocaide,
R!O puede estar en posicién o o B y es H, CHs o CF; ¥y

solamente estd presente cuando X Y-Z no es c'-c’=c!?,

R es un halégeno,



Procedimientos microblolégicos para preparar 1lla-
hidroxiesteroides 7a-sustituidos
Memoria descraiptiva

La invencién se refiere a procedimientos microbioldgicos
para preparar lla-hidroxiesteroides 7a-sustituidos, a 11B-
halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos que se pueden obtener de
aquellos, a procedimientos para la preparacién de estos
Gltimos compuestos Yy a 8su uso, asi como a preparaciones
farmacéuticas gque contienen estos compuestos Ademds, la
ianvencién se relaciona con otros 1llB-halogeneasteroides 7a-
sustituidos, especificamente estra-1,3,5(10) -triencs Ta-
sustituidos que se pueden obtener a partir de los 1lloa-
hidroxiesteroides 7a-sustituidos

Para la terapia del climaterico viril y para desarrollar
los 6rganos sexuales masculinos, asi como para el control de
la fertilidad masculina se usan andrégenos, particularmente
testosterona Ademéds, estas hormonas también poseen
componentes activos parcialmente anabSlicos que entre otros,
favorecen el desarrocllo muscular

El climaterio viril se caracteriza por una disminucibn de
la produccién de andrSgeno del cuerpo, condicionada por la
edad, de modo que para su tratamiento se realiza un reemplazo

hormonal (HRT hormone replacement therapy)
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La administracién de LH-RH para controlar la fertilidad
masculina  produce, ademis de una reduccibn de la
espermatogénesis, también la secrecifn de LH y la disminucidn
de los niveles de testosterona y 1libido, 1lo cual puede
equlilibrarse con la administracién de medicamentos que
contienen testosterona (D E Cummings et al , "Prostate
Sparing Effects of the Potent Androgen TJa-met1l-19-
Nortestosterone A Potential Alternative to testosterone for
Androgene Replacement and Male Contraception", Journal of
Clainical Endocrinology and Metabolism, Vol 83, Nr 12, pig
4212-4219 (1998))

Para el control de la fertilidad masculina se puede
aplicar una terapia combinada con administracién de andrégenos
Y un componente gque actia como gestigeno (véase p e] la WO
01/60376 A, asi como los documentos que alli se citan)

Se ha comprobado que en un tratamiento con teatosterona
Be presentan efectos secundarios, especialmente un
agrandamiento de la préstata por aumento de la cantidad de
células y glandulas del estroma (BPH hiperplasia prostética
benigna) En el metabolismo de la testosterona intermediado
por reductasa-5a¢ se forma dihidrotestosterona (DHT) que puede
provocar, entre otros, la aparicién de la BPH (Cummings et

al , ibad , WO 99/13883 Al) De allf que para el tratamiento



clinico de la BPH se aplique la inhibici6n de la S5a-reductasa
(finastéridos)

El veloz metabolismo del esteroide andrédgeno testosterona
provoca también, no soclamente la apariciédn de la indeseable
DHT, sino que también obliga a la administracién de dosis
orales elevadas para alcanzar el nivel de efecto de
testosterona deseado De alli que sean necesarias formas de
administracién alternativas, tales como inyeccién 1 m o
grandes parches

Para sustituir la testosterona en las &reas de indicacién
mencionadas se propuso la 7a-metil-l19-nortestosterona (MeNT,
gque por una parte, presenta un efecto biolégico superior al de
la testosterona, ya que tiene una mayor afinidad de unién con
los receptores andr6genos Por otra, debido a un impedimento
estérico, por medio del grupo 7a-metilo, probablemente se
opone a la metabolizacién provocada por la 5a-reductasa
{(Cummings et al , i1bid , WO 99/13883 Al, WO 99/13812 Al, US-A-
5 342 834)

Ademis, en la metabolizacién de la testosterona, se
transforma una parte menor de este compuesto en estradiol por
aromatizacién del anillo A del sistema esteroide,
especialmente en el cerebro, el higado y en el tejido adiposo
En cuanto al efecto general de 1la testosterona y sus

metabolitos, el estradiol es responsable de la conducta sexual
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especifica y der la regulacién de la gonadotropina De alli
que su efecto, lo mismo que el de la testosterona, debe
considerar beneficioso para el hombre adulto (Cummings et
al , i1bad )

Sin embargo 8e ha comprobado, que la canética
farmacolédgica de la testosterocna no es satisfactoria
Especialmente, la testosterona administrada por via oral es
eliminada rapidamente, de manera que el efecto y la duracién
del efecto de 1loe medicamentos que la contienen son poco
satisfactorios Por eso ee sintetizaron otros derivados de
testosterona Tales derivados se describen, entre otros, en la

US-A-5,952,319, particularmente 1los derivados de 7a-,118-

dimetilo de 19-nortestosterona, especificamente 7a,118-
dimetil-178-hidroxiestr-4-en-3-cona, 7a,11R8-dimet11-178-
heptanociloxiestr-4-en-3-ona, Ta,l118-dimetrl-178-[[(2-
ciclopentiletil) ~carbonil] -oxi] -estr-4-en-3-ona, 7a,116-

dimet1l-178- (fenilacetiloxi]estr-4-en-3-ona y 7a,11f8-dimetil-
178-[[(trans-4- [n-butil] ciclohexil) -carbonil] -ox1] -estr-4-en-
3-ona

Los mencionados derivados de 7a,l18-dimetilo presentan,
lo mismo que MeNT, las mencionadas ventajas, incluyendo una
cinética farmacol6gica mejorada, es decir, que su efecto y la

duracién de su efecto son mejores que los de la testosterona



Sin embargo, estos derivados s6lo se pueden obtener por medio
de una costosa sintesis

En la EP 0 900 283 Bl se describe una sintesis de
enteroides por via microbiolégica Alli se afirma que la estr-
4-en-3,17-diona y canrenon se puede transformar en el
correspondiente lle-hidroxiandlogo utilizando un
microorganismo, seleccionado del grupo que comprende
Aspergillus nigricans, Rhizopus arrhizus y cepas de
Pestelotia Sin embargo, en la introduccién de la memoria
descriptiva se remite a Shibahara et al , Biochim Biophys
Acta, 202 (1970), 172-179, quienes informaron que la reaccidn
microbiolégica de hidroxilacién de 1lla- no es previsible en
esteroides

De alli que el problema que se propone solucionar la
presente invencifn es encontrar derivados des testosterona que
no sean sensibles a una reduccidn con Sa-reductasa, gque
también presenten una cinética farmacolégica mejorada y que
sean particularmente faciles de preparar Un aspecto esencial
de la presente invencidSn consiste, por lo tanto, en encontrar
un procedimiento que facilite el acceso a 1los productos
precursores, con el cual se puedan preparar flcilmente los
productos precursores

El problema que s8se propone solucionar la presente

invencién es solucionado por medio de procedimientos
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microbiolSgicos para preparar esteroides 7a-sustituidos segiin
las reivindicaciones 1, 3 y 6, 1llB-halogenesteroides 7o,170-
sustituidos seglin la reivindicacién 11, de procedimientos para
preparar 1l18-halogenesterocides 7a,l7a-sustituidos de las
reivindicaciones 23, 24 Yy 25, del usoc de estos 118-
halogenesteroides 7a,l17a-sustituidos segln la reivindicacibn
26, de preparaciones farmacéuticae que contienen estos 118-
halogenesteroides 7a, l7a-sustituidos, seglin la reivindicaciédn
27 y de 1ll18-halogenestra-1,3,5(10)-trienos 7a-sustituidos
segin la reivindicacidén 21 Las formas de realizacibn
preferidas de los objetos reivindicados se describen en las
reivindicaciones secundarias

Definiciones

Las siguientes definiciones se refieren a todas las
partes de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, asi
como al esquema I adjunto

Todos los grupos, radicales o demds unidades
estructurales pueden ser variadas 1ndependientemente dentro
del area de significacién indicada

Todos los grupos alquilo-, alquileno-, alquenilo-,
alquenileno-, alquinilo-, alquinileno pueden ser de cadena
lineal o ramificada Por ejemplo, un grupo propenilo puede ser
descrita por una de las sigquientes estructuras quimicas -

CH=C-CH,;, -CH;-C=CH;, -C{CH,)=CH, Por lo tanto, alquilo-Cj_;g
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incluye por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, 1i-propilo, n-
butilo, 1-butilo, t-butilo, n-pentilo, i1-pentilo, t-pentilo,
neo-pentilo, n-hexilo, 1-metil-n-pentilo, 2-metil-n-pentilo,
3-metil-n-pentilo, 4-metil-n-pentilo, l-etil-n-butilo, 2-etil-
n-butilo etc

Alquilo aliciclico esn un grupo cicloalquilo o
cicloalquilo sustituido con uno o varios grupos alquilo que
estd unido directamente a través del amillo cicloalquilo o a
través de uno de los grupos alquilo

De la misma manera, un grupo alquenilo aliciclico es un
cicloalquenilo o un cicloalquenilo o cicloalquilo sustituido
con uno © varioB grupos alquenilo © con uno O Varios grupos
alquenilo y alquilo © con uno © varios grupos alquilo, que
estd unido directamente a través del anillo cicloalgquenilo o a
través de uno de los grupos alquenilo- o alquilo, donde por lo
menos una de las uniones doble estd contenida en el alquenilo
aliciclico

Arilo puede ser un fenilo, aunque también 1l-naftilo, 2-
naftilo Arilo 1incluye bésicamente también heterocarilo,
particularmente 2-, 3- y 4-piridinilo, 2- y 3- furilo-, 2- y
3-tienilo, 2- y 3-parrolilo, 2-, 4- y 5-i1midazolilo,
piridazinilo, 2-, 4- y 5-pirimidinilo y 3- y 4-piridazinilo

Halbgeno es flior, cloro, bromo y yodo



1>

Las sales de adicién farmacéuticamente aceptables son
sales de de los respectivoe compuestos con &cidos inorgdnicos
u orgénicos, por ejemplo, con &cido clorhidrico, Acido
bromhidrico, &cido yodhidrico, &cido acético, &cido citraco,
dcido oxdlico, A&cido tartldrico y &cido metansulfénico Los
ésteres pueden formarse particularmente con &cido succinico

Los superindices de simbolos R, por ejemplo, R!?, indican
gu posicién en la estructura del anillo esteroide y los &dtomos
de C en la estructura del anillo esteroide est&n numerados de
acuerdo a la nomenclatura IUPAC Los superindices de 1los
simbolos C, por ejemplo, C!, designan la posicién del
respectivo dtomo de C en la estructura del anillo esteroide

Depcripcidn de la invencién

Los novedosos procedimientos microbiol6gicos sirven para
preparar los 1lla-hidroxiesteroides 7a-sustituidos de la

fé6rmula general 4,B

donde

R’ es el grupo P-Q, donde
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P es un alquileno-C;-C4 ¥ Q es un hidré6genco, alquilo-C;-Cq
o fluoralquilo-C;-C, (alquilo parcial o totalmente
fluorado) y el grupo P-Q est& unido a través de P con la
estructura b&sica estercide,
R%es H, CH; 0 CFy ¥y
R} es metilo o etilo
En una primera variante del procedimiento para preparar
estas sustancias se hidroxila y oxida, en un paso, un

esteroide 7a-sustituidoe apropiado de la f&rmila general 3,A

SA

donde R’, R!° ¥ R™ tienen el msmo significado que el indicado
para los compuestos de la f&rmula general 4,B,

utilizando wun microorganismo seleccionado del grupo que
comprende Aspergillus sp , Beauveria 8p , Glomerella sp ,
Gnamonia 8p , Haplosporella s8p Yy Rhizopus sp Son
particularmente preferidos Aspergirllus awamori, Aspergillus
fischen, Aspergillus malignus, Aspergillus niger, Beauveria
bassiana, Glomerella cingulata, Gnamonaia cingulata,

Haplosporella hesperedica y Rhizopus stolonifer, uséndose
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particularmente Aspergillus awamor:r (CBS), Aspergillus fischen
(ATCC 1020), Aspergillus malignus (IMI 16061), Asgperg:rllus
niger (ATCC 9142), Beauveria bassiana (ATCC 715%), Glomerella
cingulata (CBS 15226, CBS 23849, CBS 98069, ATCC 56596, ATCC
64682, IFO 6425), Gnomonia cingulata (CBS 15226), Haplosporella
hesperedica (CBS 20837) y Rhizopus stolonifer (ATCC 15441)

Como alternativa, este procedimiento de preparacién
microbiolédgico también se puede llevar a cabo en dos etapas,
desarrollindose las reacciones de hidroxilacién y de oxidacidn
en pasos de reaccidén sucesivos El desarrollo de la reaccaién
se puede dirigir a través de la duracién de la reaccibn por
ejemplo, interrumpiendo la reaccidn después de un tiempo de
reacciSn determinado, se puede aislar el material hidroxilado
pero alin no oxidado Por lo tanto, ambos pasos del
procedimiento pueden llevarse a cabo en forma separada o en
una fermentacién mixta

Para esto, en un pramer paso del procedimiento
microbiolégico, el compuesto de la f6rmula general 3,A se
puede hidroxilar en la posicidn 11, utilizando un praimer
microorganismo, seleccionado del grupo que comprende
Aspergillus sp , Beauveria sp , Gibberella sp , Glomerella sp ,
Gnomonia sp , Metanfiizium 8p , Nigrospora sp , Rhizopusa s8p y

Verticillium sp , con lo cual se forma un esteroide 7a-
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sustituido con un grupo hidroxa en posicibn 1llo Este

compuesto tiene la fSrmula general C

c
donde R’, R® y R tienen los mismos significados que los
indicados mi&s arriba para los compuestos de la f6rmula general
4,B Se usan especialmente Aspergillus malignes, Aspergillus
melleus, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Beauveria
bassiana, Gibberella fujikuroi, Gibberella zeae, Glomerella
cingulata, Glomereila fugaroides, Gnomonia cingulata,
Metarrhizium anisopliae, Nigrospora sphaerica, Rhizopus oryzae,
Rhizopus stolonifer y Verticillium dahliae Para la
hidroxilacién se prefieren particularmente Aspergillus malignes
(IMI 16061), Aspergillus melleus (CBS), Aspergillus niger (ATCC
11394), Aspergillus ochraceus (NRRL 405, CBS 13252, ATCC
46504), Beauveda bassiana (ATCC 7159, IFO 5838, ATCC 13144, IFO
4848, CBS 11025, CBS 12736), Gibberella fujikuroi (ATCC 14842),
Gibberella zeae (CBS 4474), Glamerella cingulata (ATCC 10534,
CBS 23849, CBS 23749, ATCC 16646, ATCC 1'6052, IFO 6459, IFO

6425, IPO 6470, CBS 98069, IFO 7478, IFO 5257, ATCC 64682,
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ATCC 15470), Glamerella fusaroides (ATCC 9552), Gnomonia
cinguleta (CBS 15226), Metarrhizium anisopliae (IFO 5540),
Nigrospora sphaerica (ATCC 12772), Rhizopus oryzae (ATCC 4858,
ATCC 34102, ATCC 34102), Rhizopus stolonifer (ATCC 6227b, ATCC
15441) y Verticillium dahliae (ATCC 11405)

Luego, en un segundo paso microbiolégico del
procedimiento, Bse oxida el producto intermedio C usando un
sequndo microorganismo, seleccionado del grupo que comprende
Bacillus sp , Mycobacterium sp , Nocardia sp y Pseudaomonas sp ,
forméndose 1lla-hidroxiesterordes 7a-sustituidos de la f6rmula
general 4,B Se usan particularmente Bacillus lactimorbus,
Bacillus sphaericus, Mycobacterium neoaurum, Mycobacterium
smegmatis, Nocardia corallina, Nocardia globerula, Nocardia
minima, Nocarcria restrictus, Nocardia rubroperfincta, Nocardia
salmonicolor y Pseudomonas testosteroni, preferentemente
Bacillus lactimorbus (ATCC 245), Bacillus sphaericus (ATCC
7055), Mycobacterium necaurum (ATCC 9626, NRRL B3683, NRRL B-
3805), Mycobacterium smegmatis (ATCC 14468), Nocardia corallina
(ATCC 31338) Nocardia globerula (ATCC 9356), Nocardia minima
(ATCC 19150}, Nocardia restrictus (NCIB 10027), Nocardia
rubropertincta (ATCC 14352), Nocardia salmonicolor (ATCC 19149)

y Pseudomonas testosteroni (ATCC 11996)
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En otra variante del procedimiento, los compuestos de la
férmula general 4,B se preparan en una reaccién microbiclégica a

partir de esteroides 7a-sustituidos de la f6rmula general D
L]

D
donde R’, R y RY™ tienen los msmos significados que los
indicados para loe compuestos de la f6rmula general 4,B Esta
reaccifn se lleva a cabo utilizando un microorganismo,
seleccionado del grupo que comprende, Aspergillus sp , Beauveria
s8p , Curvularia sp , Gibberella sp , Glomerella sp , Gnamonia
sp , Haplosporella 8sp , Helicostilum sp , Nigrospora 8p ,
Rhizopus sp y Syncephalastrum sp , y se hidroxila la estructura
b&sica esteroide en posicién lla y se obtienen asi el 1lla-
hidroxiesteroide 7a-sustituido de la f6rmula general 4,B Se
pbrefieren Asperqgillus alliaceus, Aspergillus awamorsi,
Agpergillus fischen, Aspergillus malignus, Aspergillus melleus,
Aspergillus nidualans, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus variecolor, Beauveria bassiana, Curvularia lunata,
Gibberella zeae, Glomerella cingulata, Glomerella

fusaroides, Gnomonia cingulata, Haplosporella hesperedica,
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Helicostilum piriformae, Nigrospora sphaerica, Rhizopus
oryzae y Syncephalastrum racemosum, prefiriéndose usar
particularmente Aspergillus alliaceus (ATCC i10060),
Aspergillus awamori (CBS), Aspergillus fischeri (ATCC 1020),
Aspergillus malignus (IMI 16061), Aspergillus melleus (CBS),
Aspergillus nidualans (ATCC 11267), Aspergillus niger (ATCC
9142, ATCC 11394), Aspergillus ochraceus (NRRL 405, ATCC
13252, ATCC 46504}, Aspergillus variecolor (ATCC 10067),
Beauveria bassiana (IFO 5838, ATCC 13144, IFO 4848, CBS
ll1025, CBS 12736, ATCC 7159), Curvularia Iunata (IX3),
Gibberella zeae (CBS 4474), Glomerella caingulata (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), Gnomonaia
cingulata (CBS 15226), Haplosporella hesperedica (CBS
20837), Helicostilum piriformae (ATCC 8992), Nigrospora
sphaerica (ATCC 12772), Rhizopus oryzae (ATCC 4858) y
Syncephalastrum racemosum (IFO 4827)

Son particularmente apropiados los procedimientos en los
cuales se obtienen 1lla-hidroxiesteroides 7a-sustituidos de la
fé6rmula general 4,B, donde, independientemente entre s1 R’ es CH,
y/o R® es H y/o R* es CH,

El procedimiento se lleva a cabo de manera habitual Para

ello se prepara primeramente una solucién nutriente esterilizada



para la cepa y luego esta solucién nutriente se inocula con la
solucién de cultivo para cultivar la cepa El cultivo previo
preparado de esta manera se vierte luego en un fermentador, el
que también es alimentado con una solucifn nutriente apropiada
Preferentemente después de una fase de crecimiento del cultivo de
la cepa se agrega la sustancia de partida al fermentador, en este
caso, un compuesto de la férmula general 3,A o un compuesto de la
fé6rmula general D, de manera gque pueda producirse 1la
reacciédn de la invencién Después de terminada la reaccién se
purifica la mezcla de sustancias de manera habitual, a fin de
aislar el lla-hidroxiesteroilde 7a-sustituido

A partir de los compuestos de la f6rmula general 4,B asi
obtenidos s8e pueden sintetizar otros compuestos de 1la
invencién con procedimiento de preparacién también de la
invencién Los 1llf8-halogencesteroides 7u,l7a-sustituidos de

la férmula general 8,10,12

'8,10,12

donde
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U-V-W-X-Y-Z es una de las estructuras de anillo C*-¢?-¢3-¢* =
c®-c*®, ct-c?-c?-ct-c® = ' o cr-c*-ci-c*-c5-c'?, donde en este
caso un grupo oxo (=0) estd unido a W (=C?) o es 1la
estructura de anillo C'=C?-C?=C*'-C%=C®, donde en este caso el
radical OR® estd unido a W (= C¥),
R} es H, alquilo-C,-C,, alcanoilo-C;-C, o un éster ciclico C;-
C; con el Atomo de O del radical OR?,
R’ es el grupo P-Q, donde
P es un alquileno-C;-C4 ¥ Q es un hidrégeno, un alquilo-
C:~C4 ©o un fluoralquilo-C;-C, (alquilo parcial o
totalmente fluorado) y el grupo P-Q estd unido a través
de P a la estructura basica esteroide,
R puede estar en posicibn @ o R y es H, CH; o CF; y
solamente estid presente cuando X Y-Z no es C'-c5=C'9,
R'! es un halégeno,
R? es metilo o etilo,
R'” es H, alquilo-C;-Cia, alquilo-C;-C;y aliciclico, alquenilo-
C1-Cae, alquenilo-C,;-Ci aliciclico, alquinilo-Cy-Cyg,
alquilarilo-C;-C;s, alquilennitrailo-C;-Cy o es el grupo P-Q,
donde el grupo P-Q tiene el significado indicado mds arraiba,
R'' es H, alquilo-C;-Cijs, alquilo-C;-Cis aliciclico, alquenilo-
C1-Cis, alquenilo-C;-Cig aliciclico, alquinilo-C;~-Cyg o
alquilarilo-C;-Cis, donde R!’ también puede estar unido al grupo

178-ox1 a través de un grupo ceto, y donde R!? también puede



132

estar adicionalmente sustituido con uno o varios grupos NR!’RY
o con uno o varios grupoe SOxR*°, donde x = 0,1 0 2 y R, R® y
R¥* pueden tener, independientemente entre 81, el mismo
significado que R'?,

y 8sus sBales de adicién, ésteres y amidas farmacéuticamente
aceptables,

constituyen ventajosas sustancias activas

Estos compuestos que se pueden obtener mediante otros
pasos del procedimiento a partair del lla-hidroxiesteroides 7o-
sustituido de la f6rmula general 4,B son valiosas sustancias
activas con fuerte efecto andrégeno y no tienen los efectos
secundarios mencionados Estos compuestos son apropiados para
preparar medicamentos, particularmente contraceptivos
efectivos y sustancias activas para la terapia de sustitucidn
hormonal (HRT)

S1 RY est§ sustituido adicionalmente con un grupo NR®R?,
este puede ser un grupo metilamino-, dametilamino-, etilamaino-
,dietilamino-, ciclohexilamino-, diciclohexilamino-,
fenilamino-, difenilamino-, bencilamino o dibencilamino

Los 11f-halogencesteroides 7a,l7a-sustituidos de la
f6rmula general 8,10,12 particularmente apropiados son los
compuestos, en los cuales U-V-W-X-Y-Z es la estructura de

anillo C'-C3-C3-C*=05-01°, '-C?-C3-C*-C°=c® o C'=C2-C?=C*-CS=cl
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En el primer caso (U-V-W-X-Y-Z = C}-C?-C3-C'aC5-c'%) e
trata de esteroides de la f6rmula general
10

En el segundo caso (U-V-W-X-Y-Z ct-ci-c*-ct-ci=c!?) ge

trata de esteroides de la f6rmula general 12

13 = ORIT

12

Los compuestos de las f6rmulas generales 10 y 12 son

compuestos andrégenos

En el tercer caso (U-V-W-X-Y-Z = C' = C3-C3=C'-C°=C*%) sge

trata de esteroides de la f6Srmula general 8

Estos compuestos son estrégenos (compuestos afines con el

receptor de estrégeno) En los tres casos, los radicales R?,
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R’, R, R! R¥ R! y R tienen la misma significacién que los
respectivos radicales de la férmula general 8,10,12

Preferentemente, R' es independientemente entre si, E y/o
R’ es CH; y/o R es flGor y/o R es CHy y/o R!” es H, CH,
alquinilo-C;.,s, particularmente etinilo, CH;CN o CF; y/o R’ es
H

Son 118-halogenestercides 7a,17a-sustituldos de la
f6érmula general 8,10,12 de la invencién particularmente
apropiados
l7a-etinil-118-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona
(F6rmula 10)
17a-etinil-11B-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-5(10) -en-3-ona
(Fé6rmula 12)
17a-etinil-118-£fluoro-7a-metilestra-1,3,5(10)-trien-3,178-diol
(P6rmula 8)

Para preparar estos compuestos pueden aplicarse los
slguientes procedimientos

Para preparar l1lifi-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos de
la férmula general 10, donde U-V-W-X-Y-Z es la estructura de
anillo C*-C*-C?-C*=C5-C'% se usan como sustancias de partida, los
lla-hidroxiesteroides 7a-sustituidos de la f6rmula general 4,B
que se pueden obtener con el procedimiento microbiolbgico de la

invencaidn



En un praimer pasc de sintesis se transforman estos 1lla-
hidroxiesteroides 7a-sustituidos asi obtenides por sustitucibn
nucledfila con un reactive de halodehidroxilacién en loa

respectivos 1ll8-halogenesteroides 7a-sustituidos 5

[Halo-
* detudroxilacién]

4B

Como reactivos de halodehidroxilaci6n pueden usarse todos
los compuestos habituales, por ejemplo, &cideo fluorhidrico,
clorhidrico-, bromhidrico- o yodhidrico-, cloruro de tionilo o
bromuro de tionilo, pentacloruro de fésforo, oxicloruro de
fésforo, N-clorosuccinimida, trifenilfosfina / tetracloruro de
carbono, HF/piridina o dietilamino-gulfo-trifluoruro o
preferentemente nonaflilfluoruro/l1,5-dlazabiciclo
[5 4 0)Jundeceno

A continuacibén, se prepara el compuesto 10, a partir de 5,
por alquilacién selectiva de €7 de la estructura de anillo
(véase para esto Esquema I) Para la alquilacidn selectiva se
pueden usar reactivos de alquilacién selectivos habituales, por
ejemplo, compuestos Grignard y compuestos organometdlicos,
particularmente compuestos de alquillitio Para preparar la

respectiva l7a-etinil-178-hidroxi-estr-4-en-3-ona a partir de



la estr-4-en-3,17-diona se puede usar bromuro de etinilmagnesio
como reactivo de alquilacaién

Para la preparacién de los 1llf-halogenesteroides 7a,l7a-
sustituidos en 1los cuales U-V-W-X-Y-Z es la estructura de
anillo C'-C?-C3-C*-C°aC' y que tienen la f£6rmula general 12, se
usan los compuestos de la f6rmula general 10 y se 1someriza,
de manera que la unién doble A' se convierta en Aa%"? por
isomerizacidn Para proteger los grupos ceto-3, se forma
primeramente un éter ciclico en posicién 3 A continuacién, se
isomeriza la unién doble A* para obtener la unién doble ASY®,
con lo cual 8e forma el 1llfi-halogenesterocide 7a,l70-
sustituido de la f6rmula general 12 y el grupo protector Bse
separa nuevamente

Para preparar los otros 1llR-halogenesteroides 7a,l17c-
sustituidos de la f6Srmula general 8, en los cuales U-V-W-X-Y-Z
es C'=C?-C¥=C*-C%=C'", se procede de la siguiente manera

A partir del 1lla-hidroxiesteroide 7a-sustituido de la
férmula general 4,B, obtenido por hidroxilacién microbiolégica
y oxidacién como se ha descrito mis arriba, se forma
primeramente el correspondiente 1llfi-halogenesteroide de 1la
férmula general 5 por halodehidroxilacién en una reacciédn de

sustituciédn nucleéSfila
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A partir de este se forma luego, por oxidacidén, por
ejemplo, con una sal de cobre(II), un estra-1,3,5(10)-trieno

7a-sustituido de la f6rmula general 6

L0
RM

RO WR'

donde R?}, R’, R y R tienen las mismas significaciones que se
han indicado anteriormente 81 R’ es H, estos compuestos pueden
ser sintetizados inmediatamente si R? es otro radical
diferente de H, los respectivos éteres o ésteres deben formarse
de manera conocida después que se ha formado el anillo trieno
1,3,5(10) por oxidacadédn

Tambi1én son nuevos los 1l1lf#-halecgenestra-1,3,5(10)-triencs
7a-sustituidos de la f6rmula general 6 y sus sales de adicién
farmacéuticamente aceptables, sus ésteree y amidas y B&e
reivindican como productos intermedios en la sintesis de los
1l1ffi-halogenesteroides 7a,l17a-sustituidos de la f6rmula general

8, también de la invencién
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Un 1l1lif-halogenestra-1,3,5(10)-trieno 7a-sustituido de la
f6rmula general 6 particularmente preferido es 11R8-fluoro-3-
hidroxi-7a-metilestra-1,3,5(10)trien-17-ona

De la misma manera que Be ha descrito anteriormente para
la sintesis de los compuesto de la férmula general 10, a partir
de l1B-halogenestra-1,3,5(10) -trieno 7a-sustituido de 1la
fé6rmula general 6 pueden formarse ilf-halogenesteroides 7a,l7a-
sustituidos de la £f6rmula general 8 de la invencién, por
alquilacién selectiva del C'” de la estructura de anillo

Ademds, a partir de las sustancias de la férmula general
4,B, obtenidas por hidroxilaci6tn microbiolégica y oxidacién de
los esteroides 7a-sustituidos de la férmula general 3,A o D,
también se pueden preparar los 1llfi-halogenesteroides 7a-
sustituidos de la férmula general 9, los que también tienen

efecto andré6geno

donde R’, R y R tienen los mismos significados indicados
anteriormente Un compuesto particularmente preferido es 118-

fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona Los compuestos de



la f6rmula general 9 y sus sales de adici6n farmacéuticamente
aceptables, sus é&steres y amidas también presentan efecto
andrégeno

Para preparar los compuestos de la férmula general 9 se
reduce la estr-4-en-3,17-diona 5 para dar 178-hidroxi-estr-4-
en-3-ona 9, por ejemplo, con un hidruro de boro

Los compuestos de la f6rmula general 9 también pueden ser
transformadose en los respectivos 118-halogenestra-5(10)-enos

Ta-sustituidos

RY

o] R
donde R’, R', R y R tienen los mismos significados que en la
férmula general 8,10,12 Para esto se 1somerizan los
compuestos de la férmula general 9 por desplazamiento de la
unién doble A* para obtener la unién doble A°®® Ppara proteger
el grupo ceto-3, se forma primeramente un é&texr ciclico en
posicién-3 A continuacién se i1someriza la unién doble A* para
obtener la unién doble 4°“®, con lo cual se forma el 118-
halogenesteroide 7a-sustituido mencionado anteriormente vy

luego se vuelve a separar el grupo protector
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Finalmente, a partir de los compuestos de la £6rmula
general 5 s8e pueden tranaformar los respectivoe 11B-
halogenestra-5(10) -enos 7a-sustituidos por i1somerizacidn de la

unién doble A* en unién doble 4519

0 R?

donde R’, R, R y R tienen los mismos significados que en la
f6rmula general 8,10,12 Para esto se 1somerizan los
compuestos de la férmula general 5 por depplazamiento de la
uni16n doble A* para obtener la unién doble A®?” para proteger
el grupo ceto-3, también en este caso se forma primeramente un
éter ciclico en posicién-3 A continuacién se 1someriza la
unién doble A* para obtener la unién doble A%‘'?', con lo cual se
forma el 11R-halogenesteroide 7a-sustituido mencionado
anteriormente y luego se vuelve a separar el grupo protector
Todos lecs compuestos mencionados pueden segulir
esterificindose o eterificindose, siempre que se encuentren
presentes correspondientes grupos hidroxi en la posicibén-3 o
178 Por ejemplo, el compuesto 9 puede ser transformado en un
correspondiente 178-éter o 178-&ster Un compuesto preferido

es 118-fluoro-178- (4-sulfamoilbenzoxi) -7a-meti1lestr-4-en-3-



ona Como sustituyentes en el &tomo de oxigeno oxi- de C'7 ge
pueden usar bédsicamente los mismos radicales que se indican
para R’

Los 118-halogenesteroides Ta,17a-sustituidos de la
f6rmula general 8,10,12 son especialmente apropiados para
preparar medicamentos De alli que la presente invencién se
relaciona también con el uso de los mencionados compuestos de
la £f6rmula general 8,10,12 para preparar medicamentos y con
preparaciones farmacéuticas que contienen por lo menos uno de
los mencionados compuestos de la f6rmula general 8,10,12 y por
lo menos un vehfculo farmacéuticamente aceptable

Los l1i1R-halogenesteroides 7a,17a-sustituidos de la
f6rmula general 10,12 de la invencién son compuestos de fuerte
efecto andr6geno, que no tienen los efectos secundarios
descritos, por ejemplo, estimulacién de la préstata
(particularmente no produce hiperplasia prostitica benigna)
Loe compuestos son ficiles de sintetizar Se ha demostrado que
los compuestos de la f6rmula general 10 o 12 de la invencadn
no solamente pueden ser usados para la terapia de sustitucibn
hormonal masculina, 81no que estos compuestos también son
apropiados, sin administracién adicional de otras sustancias
activas, como efectivos contraceptivos masculinos cuando se
administran en dosis suficientes para reducir debidamente el

nivel en sangre de LH, testosterona producida en el cuerpo y
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FSH (hormona estimuladora del foliculo) Esto se debe a que
los 118-halogenesteroides de la invencién inhiben la secrecién
de LK y FSH LH estimula las cé&lulas Leydig, de modo que hay
secrecifn de testosterona S1 se mantiene bajo el nivel de LH
en sangre, también baja la secrecién de testosterona propia
del cuerpo La testosterona es necesaria para la
espermatogénesis, mientras que la FSH estimula las células
germinales De alli que para una espermatogénesis efectiva es
necesario un elevado nivel de FSH y LH en sangre, es decir que
el nivel puficientemente elevado de LH en sangre provoca la

secrecién de testosterona, necesaria para la espermatogénesis
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Dado que un tratamiento con 1los 118-halogenesteroides
7a,17a-sustituidos, sin sustancias activas adicionales
esterilizantes puede permitir wuna efectiva contracepcifén
masculina, es posible simplificar sustancialmente la
administracién de un medicamento apropiado y reducir
notablemente los costos de su uso

Los l11R-halogenesterocides 7a, l7a-sustituidos de la
invencién también 8se pueden usar en combinacién con un
gestigeno para controlar la fertilidad masculina

Los 118-halogenesteroidesn 7a,17a-sustituidos de la
invencidén también inhibeén efectivamente la Sa-reductasa y la
ll-hidroxilasa esteroide (CYP11B (P450cll), G Zhang,
W L Miller, Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism,
Vol 81, piginas 3254-3256 (1996)), de modo que por ejemplo,
se evita selectivamente la estimulacién de la préatata, por lo
que estos compuestos presentan una cainética farmacolb6gica
mejorada La inhibicién de la ll-hidroxilasa provoca una menor
desactivacién de 1los compuestos andrégenos y una menor
eliminacién del cuerpo humano A raiz de ello, la efectividad
Y la duracibén del efecto de estos compuestos resulta mejorada
con respecto a los compuestos conocidos, particularmente
después de aplicacién oral

Por las razones descritas precedentemente, estos
compuestos son particularmente apropiados para su usoc en el

control de 1la fertilidad masculina y en la terapia de
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sustitucién de andrégeno y tienen menor tendencia a la
reducciébn-5¢, con la posibilidad simulténea, de aromatizarse
para dar esteroides estrfgenos y tienen un efecto favorable
sobre los lipidos del suero y el sistema nervioso central

El efecto andrSgeno y la comprobacién de que no se
presentan los mencionados efectos secundarios Bse determind
para los compuestos de las fédrmulas generales 10 y 12 en un
ensayo de saco seminal El efecto de los compuestos de 1la
férmula general 8 de la invencién se examind en un ensayo de
crecimiento del dGtero por efecto del estrfgeno Los 118-
halogenesteroides 7a,l17a-subsituidoe de las f6rmulas generales
10 o 12 o las preparaciones farmacéuticas de la invencidn que
contienen estos compuestos, 8son muy apropiados para el
tratamiento de hombre no estériles y b&sicamente también de
mamiferos macho Su uso para la contracepcién masculina hace
que las personas masculinas sean estériles sblo
transitoriamente Después de dejar de usar las sustancias
activas de la invencién o los respectivos preparados
farmacéuticos recuperan su estado oraginal, es decir que el
hombre deja de ser estéril y la espermatogénesis tiene lugar
nuevamente en la cantidad original Para lograr un estado de
esterilidad transitoria uniforme durante un periodo deseado,
la administracién de la sustancia activa o los preparados debe
realizarse en forma continua, debiendo tomarse, seglin la forma

de administracién, diariamente o periSdicamente a intervalos
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breves o también mds prolongados Después de la administracién
inica o reiterada de la sustancia activa o del preparado, la
persona masculina recuperari el estado no-estéril en forma
paulatina, dependiendoc el tiempo de recuperacién de diferentes
factores, por ejemplo, de la dosificacidn, de la constitucibdn
fisica de la persona y de la administracién paralela de otros
medicamentos

S1 el fin de la aplicacién ese la contracepcién, la dosis
de 1los 1lB8-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos debe ser
suficientemente elevada para que el nivel de LH y FSH en
pangre sea de max 2,5 I E /ml (I E Unidades
Internacionales), particularmente de max 1,0 IE /ml,
respectivamente y el de testosterona, de max 10 nmol/l,
particularmente max 3 nmol/l

S1 los 1l1llf-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos de la
invencidn se desean usan para la HRT 81n desear
simulténeamente una contracepcién, la dosis ser& menor Para
este caso se requieren grados de efecto que permiten niveles
de ILH en sangre y FSH de 2,51 E I/ml y de m&s de 10 nmol/l
para testosterona

Las dosis de los 118-halogenesteroides Ta, 17c-
sustituidoe de las fé4rmulas generales 10 o 12 de la invencién
que son necesarlias para ajustar el nivel en sangre de LH, FSH
Y teatosterona dependen de una multiplicidad de factores y por

lo tanto, deben ser determinadas especificamente para cada



&
%

uso En primer lugar, la dosis depende naturalmente del tipo
de terapia En el caso que los compuestos deban ser usados
para la contracepcién masculina, deben administrarse dosis
sustancialmente mis elevadas que cuando se usan para el
tratamiento de reemplazo Por otra parte, la dosificacibn
también depende del tipo de 118-halogenesteroide 7a,l7a-
sustituido y de su biodisponibilidad Ademés, la forma de
administracién es esencial para la cantidad a administrara
Finalmente, la dosis también depende de la constitucién fisica
del usuario y de otros factores, como p e3 la administracién
paralela de otros medicamentos

Los compuestos pueden ser administrados por via oral y
parenteral, por ejemplo, ip {(1ntraperitoneal), 1 v
{intravenosa), im (1ntramuscular) © percuténea Los
compuestos también se pueden implantar en los tejido La
cantidad de los compuestos a administrar puede variar dentro
de un amplio espectro, siempre que se aplique una cantidad
efectiva Segin el estado a tratar y 1la forma de
administracién, la cantidad de los compuestos a administrar
puede variar en un amplio rangoc En el humano, la dosis diaraia
es del rango de 0,1 a 100 mg La dosis diaria preferida para
el humano es de 0,1 a 10 my La duracid6n de la aplicacidn
depende del fin que se desea alcanzar

Para la administracién se pueden usar clpsulas, pildoras,

comprimidos, compraimidos recubiertos, cremas, ungientos
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locaiones, liquidos tales comec jJarabes, geles, liquidos
inyectables, por ejemplo, para inyeccién 1 p -, 1 v -, 1 m- O
percuténea, etc , liberando las diferentes formas de
administracién los compuestos de la invencién en el cuerpo,
seglin su tipo, en forma paulatina o todos juntos en un tiempo
breve

Para la administraciémn oral se usan cépsulas, pildoras,
comprimidos, comprimidos recubiertos y liquidos u otras formas
de administracién oral conocidas en forma de preparados
farmacéuticos En este caso, los medicamentos pueden
formularse de manera tal que las sustancias activas sean
liberadas en el cuerpo en un tiempo breve o bien tengan un
efecto de depbésito y ee produzca una aincorporacidn mas
prolongada, lenta y sostenida de sustancia activa En el
cuerpc Las unidades de dosis pueden contener, ademfis de los
118-halogenesteroides 7a,l7a-sustituirdos, uno o] varios
vehiculos farmacéuticamente aceptables, por ejemplo,
sustancias para ajustar la reologia del medicamento,
sustancias tensloactivas, activadores de disolucién,
microcipsulas, microparticulas, granulados, diluyentes,
aglutinantes como almidén, azficar, sorbita y gelatina, también
sustancias de relleno como 4&cido silicico y talco,
deslizantes, colorantes, aromatizantes y otras sustancias

Los 11f-halogenesteroides 7a,l7c-sustituidos de la

invencidn también pueden ser formulados particularmente en



forma de solucidén destinada a la administracién oral y que
ademds del 1l1llf3-halogenesteroide activo contiene, como otros
componentes, un aceite farmacéuticamente aceptables y/o una
sustancia 1lapbéfila tensicactiva farmacéuticamente aceptable
y/o una sustancia hidréfila, tensicactiva farmacéuticamente
aceptable y/o un solvente miscible con agua farmacéuticamente
aceptable Para esto nos remitimos ademfa, a la WO-A-97/21440

Para lograr mejor biodisponibilidad del esteroide, los
compuestos también pueden ser formulados en forma de clatratos
de ciclodextrina Para esto, los compuestos se convierten con
o-,8 o y-ciclodextrina o sus derivados

81 se usan cremas, unguentos, lociones y liquidos de uso
externo, estos deben ser tales que los compuestos de la
invencién sean incorporados en cantidad suficiente al cuerpo
Estas formas de administracidn contienen sustancias
auxiliares, por ejemplo, sustancias para ajustar la reologia
de los medicamentos, sustancias tensicactivas, conservantes,
activantes de la disolucifén, diluyentes, sustancias para
aumentar la capacidad de permeacién de los esteroides de la
invencién a través de la piel, colorantes, aromatizantes, y
sustancias protectoras de la piel tales como acondicionadores
Yy reguladores de la humedad El medicamento puede contener,
jJunto con los estercides de la invencién, también otras

sustancias activas
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Para la administracién parenteral, las sustancias activas
pueden estar disueltas o suspendidas en un diluyente
fisiolbgicamente aceptable El diluyente es muy frecuentemente
un acelite con o sin adicibén de un activador de disolucibn, un
tensiocactivo, una sustancia que favorece la suspensin o un
emulgionante Son ejemplos de aceites utilizados aceite de
oliva, aceite de mani, aceite de semilla de algodén, aceite de
Boja, aceite de ricino y aceite de sésamo Para formular un
preparado inyectable se puede usar cualquier vehiculo liquido
en el que se disuelvan o emulsionen los compuestos de la
invencién Estos liquidos contienen £frecuentemente también
sustancias destinadas a regular 1la viscosidad, sustancias
tensicactivas, conservantes, activadores de 1la disolucién,
diluyentes y otros aditivos con los cuales B8Be ajuste
isoténicamente la solucién Junto con los 118-
halogenesteroides 7a,17a-sustituidos también Be pueden
administrar otras sustancias activas

Los 1llf#-halogenesteroides de la invencién se pueden usar
en forma de inyeccién de depbSsito o preparacién para implante,
por ejemplo, subcuténea, las que se pueden formular de manera
tal que permitan una liberacién retardada de la sustancia
activa Para ello se pueden aplicar técnicas conocidas, por
ejemplo, depésitos que se disuelven paulatinamente o dep&sitos
provistos de una membrana Los implantes pueden contener

materiales 1nertes tales como por ejemplo, polimeros



biodegradables, siliconas sintéticas, por ejemplo, caucho
Biliconado Para su administracién percuténea, los 1l1B-
halogenesteroides de la invencidn pueden ser incluidos en por
ejemplo un parche

Los siguientes ejemplos s8irven para explicar més
detalladamente la invencién

A Sintesis microbiolbgica

lla-hidroxi-7a-metil-estr-4-3,17-diona (Compuesto 4B)

EJEMPLO 1

Hidrootilacién
mucrobiolégica y
oxidacién

Un matraz Erlenmeyer de 2 litroe que contenia 1000 ml de
una solucién nutriente de 3 % en peso glucosa, 1 % en peso agua
de remojo de maiz, 0,2 ¥ en peso NaNO;, 0,1 % en peso KH;PO04,

0,2 ¥ en peso KaHPO,, 0,05 % en peso KCl, 0,05 % en peso
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MgSO,7H,0 y 0,002 % en peso FeSO, 7H;0 (pH 6,0), esterilizada en
autoclave durante 30 minutoe a 121 °C se 1noculd con un cultivo
de tubito inclinado de la cepa Gnomonia cingulata (CBS 15226) y
se agitd durante 72 h a 28°C en un agitador rotativo a 165 rpm
Con este cultivo precursor se inoculd un fermentador de 20
litros que habia sido alimentado con 19 litros de medio estéril
de la misma composicién final que la descrita para el cultaivo
precursor Ademis, antes de esterilizar se agregd 1,0 ml aceite
siliconado y 1,0 ml Synperonic (etoxilato de oxoalcohol) para
combatir la formacién de espuma Después de una fase inicial de
crecimiento de 12 h a 0,7 bar de presién positiva, una
temperatura de 28°C, una aireacifn de 20 1/min y una agitacidn
de 250 rpm se adiciond una solucidn de 4,0 g 178-hidroxi-7o-
metilestr-4-en-3-ona en 40 ml DMF Se 81guié agitando vy
aireando Al cabo de 135 h se cosech6 el caldo de cultivo y se
extrajo durante 12 h con 10 1 metilisobutilcetona y 5 h con 5 1
metilisobutilcetona Las fases org&nicas reunidas se
concentraron hasta secar El aceite s8iliconado se lavé con
hexano Después de cromatografia en gel de sflice con una
gradiente de hexano y acetato de etilo se aislaron 1,64 g (39
%) llo-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3,17-diona

EJEMPLO 2
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Hidroxilacién Oxidacibn
microbiolégica mucrobiolégica

Un matraz Erlenmeyer de 2 litros que contenia 1000 ml de
una solucadn nutriente de 3 & en peso glucosa, 1 % en peso agua
de remojo de maiz, 0,2 % en peso NaNO;, 0,1 % en peso KH,PO,,
0,2 &% en peso KiHPO,, 0,05 &% en peso KCl, 0,05 % en peso
MgSO,7H;0 y 0,002 % en peso FeSO, 7HO0 (pH 6,0), esterilizada en
autoclave durante 30 minutos a 121 °C se inoculé con un cultivo
en tubito inclinado de la cepa Glomerella cingulata (IFO 6425)
Yy 8e agité durante 72 h a 2B°C en un agitador rotativo a 165
rpm Con este cultivo precursor se inoculé un fermentador de 20
litros que habia sido alimentado con 19 litros de medio estéril
de la misma composicibn final que la descrita para el cultivo
precursor Ademfs, antes de esterilizar se agregd 1,0 ml aceite

giliconado y 1,0 ml Synperonic (etoxilato de oxoalcohol) para



combatir la formacién de espuma Después de una fase inicial de
crecimiento de 12 h a 0,7 bar de presién peositiva, una
temperatura de 28°C, una aireacién de 10 l/min y una agitacién
de 350 rpm se adiciond una solucién de 2,0 g 178-hidroxi-7oa-
metilestr-4-en-3-ona en 30 ml DMF Se si1guid agitando vy
aireando Al cabo de 19 h se cosechS el caldo de cultivo y se
extrajo durante 16 h con 20 1 metilisobutilcetona y 23 h con 20
1 metilisobutilcetona Las fases orgdnicas reunidas se
concentraron hasta secar La mayor parte del residuo fue
disuelto en metanol El aceite siliconado se separS por
filtrado Se concentré y después de cromatografia en gel de
silice con una gradiente de diclorometano y acetona se aislaron
1,55 g (73 %) lla-dihidroxi-7a-metilestr-4-en-3,17-ona Después
de recristalizacidn con acetona / diisopropiléter se obtuvieron
827 mg (39%) de cristales blancos con punto de fusién 163 °C y
[alp = -16° /CHCl;, ¢ = 0,501)

Un matraz Erlenmeyer de 2 litros que contenia 500 ml de
una solucifn nutriente de 3 % en peso glucosa, 0,5 % en peso
extracto de bacto-levadura, 0,1 % en peso peptona y 0,2 % en
peso agua de remojo de mafiz (pH 7,5), esterilizada en autoclave
durante 30 minutos a 121 °C se inoculd con cuatro crio-bolas de
un cultivo de la cepa Bacillus sphaericus (ATCC 7055) y Bse
agité durante 24 h a 28°C en un agitador rotativo a 165 rpm
Con este cultivo precursor se 1inoculé cada uno de cuatro

matraces Erlenmeyer de 2 1 que contenian medio estéril de la



misma composicidn final que la descrita para el cultivo
precursor con 10% del caldo de cultivo Después de una fase
inicial de crecimiento de 4 h a una temperatura de 28°C, en un
agitador rotativo a 165 rpm se adicioné a cada wmatraz una
solucién de 50 mg 1lla,l78-dioxi-7a-metilestr-4-en-3-ona en 2,5
ml DMF Se s1qulidé agitando otras 48 h Losa caldos de cultivo
reunidoe se extrajeron 2 veces con 2 1 metilisobutilcetona Las
fases orgénicas reunidas se secaron sBobre sulfato de sodio y se
concentraron hasta secar Se obtuvieron 630 mg de un residuo
oleoso cristalino Después de recristalizacién con acetona /
diisopropiléter se obtuvieron 103 mg (49,1 %) de cristales
amarillentos con punto de fusibén 189 °C y f{alp = +40,4 ° /CHCl,,
c = 0,529, {cristalizacibn directa sin purificacién
cromatogrdfica previa)

EJEMPLO 3

Hidroxilacidn
microbiolégica

Un matraz Erlenmeyer de 2 litros que contenia 500 ml de
una solucién nutriente de 3 % en peso glucosa, 1 % en pesoc agua

de remojo de maiz, 0,2 % en peso NaNO;, 0,1 % en peso KH3PO,,
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0,2 ¥ en peso K;HPO,, 0,05 % en peso KCl, 0,05 % en peso
MgSO,7H30 y 0,002 % en peso FeSO, 7H;0 (pH 6,0), esterilizada en
autoclave durante 30 minutos a 121 °C se inoculd con un cultivo
en tubito inclinado de la cepa Asprergillus ochraceus (CBS
13252) y se agité durante 72 h a 28°C en un agitador rotativo a
165 rpm Con este cultivo precursor se 1noculd un fermentador
de 10 litros que habia sido alimentado con 9,5 litros de medio
eatéril de la misma composicién final que la descrita para el
cultivo precursor Ademés, antes de esterilizar se agregb 0,5
ml aceite siliconado y 0,5 ml Synperonic para combatlir la
formacién de espuma Después de una fase 1inicial de crecimiento
de 6 h a 0,7 bar de presifn positiva, una temperatura de 28°C,
una aireacidén de 5 1/min y una agitacién de 350 rpm se adicioné
una solucién de 1,0 g T7a-metilestr-4-en-3,17-diona en 15 ml
DMF Se sigui6 agitando y aireando Al cabo de 22 h se coseché
el caldo de cultivo y se extrajo dos veces durante 4 h con 7 1
metilisobutilcetona Las fases orgédnicas reunidas se
concentraron hasta Becar La mayor parte del residuo fue
disuelto en metanol El aceite siliconado se separd por
filtrado Se concentr6 y después de cromatografia en gel de
8ilice con una gradiente de diclorometano y acetona se aislaron
0,78 g (74 %) lla-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3,17-diona Después
de recristalizacidn con acetona / diisopropiléter se obtuvieron
311 mg (29,6%) de cristales blancos con punto de fusidén 200 °*C

y [alp = +52* (CHCl,, ¢ = 0,5905)



Procedimiento quimico de preparacidn

EJEMPLO 4

Preparacién de 118-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona

a) 1l1p8-fluoro-7a-metil-estr-4-en-3,17-diona

A una solucibén de 13,08 g lla-hidroxi-7a-metil-estr-4-en-
3-diona (preparada con la sintesis microbiolédgica de la
invencidén [Parte A] en 250 ml tolueno y 18,2 ml 1,8-
diazabicilo[5,4]undec-7-eno Be agregaron por gotas a 0 °C,
11,5 ml fluoruro del &cido perfluorobutan-l-sulfénico Al cabo
de 1 h se neutralizé con &cido clorhidrico 2M y se vertib
sobre agua, se extrajo cuatro veces con acetato de etilo, se
lavé con solucién saturada de cloruro de sodio, se secd y se
concentrS al vacio Después de someter el producto bruto a
cromatograffa en gel de silice con una gradiente de hexano /
acetato de etilo se obtuvieron 8,7 g 118-fluoro-7a-metil-estr-
4-en-3,17-diona Punto de fusién 101,4 °C, [alp +135,8°
(CHC1,)
b) 118-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona

Una solucidn de 8,7 g de 118-fluoro-7a-metil-estr-4-en-
3,17-diona en 148 ml tetrahidrofurano se mezcld por gotas a 0
°C con 29,5 ml tri-ter-butoxi hidruro de 1litioc-aluminio en
tetrahidrofurano y se agité 5,5 h a 0 °C A continuacibén, se
agregé &Acido sulfirico a 0 °*C y la solucién de reaccién se
verti16 sobre agua helada, se extrajo tres veces con acetato de

etilo, se lavé a neutro, se sec6 Bobre sulfato de sodio, se
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concentrd al vacio y se sometid a cromatograffia en gel de
8ilice con hexano / acetato de etilo Se obtuvieron 5,8 g 1l1B-
fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-4-e-3-ona, con punto de fusién
143-144 °C [alp = +89,0° (CHCL,)
EJEMPLO 5
Preparacién de 118-fluoro-178- {(4-sul famoilbenzox1) - 7a-
metilestr-4-en-3-ona

Se mezclé una soluciédn de 500 mg 118-fluoro-178-hidroxi-
7a-mtilestr-4-en-3-ona en 7,5 ml piridina, a temperatura
ambaiente con 750 mg &cido 4-sulfamoilbenzoico, 800 mg N,N-
diciclohexilcarbodiimida y 125 mg &dcido p-toluensulfénico y se
agit6 durante 8,5 h Luego Be vertid sobre solucibn de
bicarbonato de sodio, Be extrajo cuatro veces con
diclorometano, se lavé a neutro, Be secd sobre sulfato de
sodio, se concentré al vacio y se sometib a cromatografia en
gel de silice con diclorometano / acetona Se obtuvieron 302
mg 1llf3-fluoro-178-(4-sulfamoilbenzoxi)-7a-metilestr-4-en-3-ona
con punto de fusidn 232°C [alp = +100,5 © (CHCl,;)

EJEMPLO 6

Preparacifn de l1l7a-etinil-1llB8-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-
4-en-3-ona

a) 118-fluoro-3-metoxi-7a-metilestra-3,5-dien-17-ona

Se ag:itd una solucién de 2 g 1llR-fluoro-7a-metilestr-4-en-
3,17-daona en 20 ml 2,2-dimetoxipropano con 200 mg tosilato de

piridinio durante 6,5 h a 80°C Luego se diluyS con acetato de
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etilo, se lavd con solucidn de bicarbonato de sodio y cloruro
de sodio, se sectd sobre sulfato de sodio y se concentré al
vacio Se obtuvieron 2 g 118-fluoro-3-metoxi-7a-metilestra-
3,5-dien-17-ona
b) 17a-etinil-118-fluoro-17-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona
Una solucién de 9,17 g cer-III-cloruro en 60 ml
tetrahidrofurano se mezcld por gotas a 0°C con 74,2 ml de una
solucién de bromuro de etinilmagnesio (0,5 M en
tetrahidrofuranc) y se agit6 1 h a 0°C A continuacibdn se
agregé por gotas una solucién de 2 g de la 118-fluoro-3-
metoxi-7a-metlilestra-3,5-dien-17-ona bruta en 40 ml
tetrahidrofuranoc y se agité otras 3,5 h a 0°C Para 1la
preparacifn se adicioné una solucibn saturada de cloruro de
amonio, 8e verti6 Bsobre aqua, se extrajo tres veces con
acetato de etilo, ge lavé con dcado clorhidrico
semiconcentrado, solucién de bicarbonato de sodio y solucién
de clorurc de sodio, se Becé sBobre sulfato de sodio, Bse
concentr6 al vacio y sBe sBometid a cromatograffia con hexano /
acetato de etilo Se obtuvieron 1,15 g 17a-etinil-118-fluoxo-
178-hirdroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona puro con punto de fusibdn
218-220°C [alp = +19,2° (CHCl,)
EJEMPLO 7
Preparacién de l1l7a-etinil-11f-fluocro-178-hidroxi-7a-metilestr-

5(10) -en-3-ona



a) 3,3-etandiildioxi-17a-etinil-118-fluoro-7a-metilestr-5S(10)-
en-17#-0l

Una solucién de 700 mg l7a-etinil-11R8-fluoro-178-hidroxi-
Ta-metilestr-4-en-3-cona en 7 ml diclorometano y 4,7 ml
etilenglicol se agitaron durante 6,5 h a temperatura ambiente
con 2,3 ml trimetilortoformiato y 30 mg hidrato de &cido p-
toluensulfénico Luego se vertidé sobre solucidén de bicarbonato
de sodio, se extrajo tres veces con acetato de etilo, se lavd
a neutro, Be sec6 sobre sulfato de sodio, se concentré al
vacio y se sometié a cromatograffia con hexano / acetato de
etilo Se obtuvieron 205 mg 3,3-etandiildioxi-l7a-etinil-118-
fluoro-7a-metilestr-5(10) -en-178-0l
b)17a-etinil-11R-fluoro-178-hidroxi-7a¢-meti1lestr-5(10) -en-3-
ona

Una solucién de 205 mg 3,3-etandiildioxi-17a-etinil-118-
fluoro-7a-metilestr-5(10) -en-178-01 en 27 ml metanol y 3,6 ml
agua se agitaron con 361 mg &cido ox8lico durante 24 h a
temperatura ambiente Luego 8e vertid sobre solucién de
bicarbonato de sodio, se extrajo tres veces con acetato de
etilo, se lavdé a neutro, se secd sobre sulfato de sodio, se
concentré al vacio y se sometid a cromatograffa con hexano /
acetato de etilo Se obtuvieron 95 mg l7a-etinil-118-fluoro-
178-hadroxi-7a-metilestr-5(10) -en-3-ona con punto de fusién
112-114°C

EJEMPLO 8
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Preparacién de 17a-etinil-11B-fluoro-7a-metilestra-
1,3,5(10)trien-3,178-daol
a) l1B#-fluoro-3-hidroxi-7a-metilestra-1,3,5(10)-trien-17-ona

Una solucién de 500 mg ll8-fluoro-7a-metilestr-4-en-3,17-
diona en 16,5 ml acetonitrilo se agitaron con 400 mg bromuro
de cobre-II durante 6,5 h a 25°C Luego se diluyé con acetato
de etilo, se lavé con solucién de bicarbonato de sodio y de
cloruro de sodio, se Becd sobre sulfato de sodio, se concentré
al vacio y se someti6 a cromatografia en gel de silice con
hexano / acetona Se obtuvieron 280 mg 118-fluoro-3-hidroxi-
7a-metilestra-1,3,5(10) -trien-17-ona puro con punto de fusién
185-186°C
b}17a-etinil-11R8-fluoro-7a-metilestra-1,3,5(10)-trien-3,178-
diol

Una suspensién de 2,03 g cer-III-cloruro en 7,5 ml
tetrahidrofurano se mezclé por gotas a 0°C con 16,5 ml de una
solucién de bromuro de etinilmagnesio (0,5 M en
tetrahidrofurano} y s8se agit6 durante 0,5 h a 0°C A
continuacién se adiciondé por gotas una soluci6n de 280 mg 118-
fluoro-3-hidroxi-7a-metilestra-1,3,5(10)-trien-17-ona en 2,8
ml tetrahidrofurano y se agit$é otras 3,5 h a 0°C Para la
preparacifn se agreg6 una solucién saturada de cloruro de
amonio, 8e verti6 sobre agua, ge extrajo cuatro veces con

acetato de etilo, se lavé a neutro, se secH sobre sulfato de
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sodio, se concentrd al vacio y se sometibé a cromatograffa en
gel de silice con hexano / acetato de etilo
Se obtuvieron 220 mg l7e-etinil-118-fluoro-7a-metilestra-

1,3,5(10)-trien-3,178-diol con punto de fusibén 11i5-117°C
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REIVINDICACIONES
1 Procedimiento microbiolégico para preparar lla-

hidroxiesteroides 7a-sustituidos de la f6rmula general 4,B

4B

donde

R’ es el grupo P-Q, donde
P es un alquileno-C;-C; y Q es un hidréSgeno, alquilo-C;-C,
o fluoralquilo-C;-C; y el grupo P-Q esté unido a través de
P con la estructura bésica esteroaide,

R' puede estar en posicién a o f y ser H, CH; o CF3, Y

R es metilo o etilo,

donde un esteroide 7a-sustituido de la f6rmula general 3,A

3A



donde R’, R y R tienen el mismo significado que se indicéd
anteriormente, se hidroxila y oxida usando un microorganismo,
seleccionado del grupo que comprende Aspergillus sp ,
Beauveria sp , Glomerella sp , Gnomonia sp , Haplosporella
sp y Rhizopus sp

2 Procedimiento seglGn la reivindicaciédn 1, caracterizado
porque el microorganismo se selecciocna del Jgrupo que
comprende Aspergillus awamorsi, Aspergillus fiacheri,
Aspergillus malignus, Aspergillus niger, Beauveria hassiana,
Glomerella cingulata, Gnomonia  cingulata, Haplosporella
hesperedica y Rhizopus stolonifer

3 Procedimiento microbiolégico para preparar lla-

hydroxiesteroides 7a-sustituides de la f6rmula general 4,B

AB

donde

R’ es el grupo P-Q, en el cual
P es un alquileno-C;-C; ¥ Q es un hidrégeno, alquilo-C;-
Cs o fluoralquilo-C;-C; y el grupo P-Q estd unido a

través de P ton la estructura bésica esteroide,
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R puede estar en posicibn a © B y ser H, CHy o CF; , ¥y
R es metilo o etilo,

donde un esteroide 7a-sustituido de la f6rmula general 3,A

A
donde R’, R y R tienen el mismo sagnificado que se ha
indicado anteriormente,
en un primer paso del procedimiento microbiolédgico Be
hadroxila en la pogicibn lia-, usando un primer
microorganismo, seleccionado del grupo que comprende
Aspergillus sp , Beauveria sp , Gibberella sp , Glomerella sp ,
Gnomonia sp , Metarrhizium sp , Nigrospora sp , Rhizopus sp ¥y
Verticillium s8p , formindose un 1lla-hidroxiesteroide 7a-
sustituido de la f&6rmula general C
5 OH
HO,



donde R’, R y R tienen los mismos Bignificados indicados
anteriormente, y el lla-hidroxiesteroide 7a-sustituido de la
férmula general C que se forma se oxida luego en un segundo
paso del procedimiento maicrobiolédgico utilizando un segundo
microorganiemo, seleccionado del grupo que comprende Bacillus
sp , Mycobacterium sp , Nocardia sp y Pseudomonas sp , con lo
cual se forma el esteroide 7a-sustituido de la f6rmula general
4,B

4 Procedimiento segin la reivindicacién 3, caracterizado
porque el primer microorganismo se selecciona del grupo que
comprende Aspergillus malignus, Aspergillus melleus, Aspergillus
niger, Aspergillus ochraceus, Beauveria bassiana, Gibberella
fujikuroi, Gibberella zeae, Glomerella cingulata, Glomerella
fusaroides, Gnomonia cingulata, Metarrhizium anisopliae,
Nigrospora sphaerica, Rhizopus oryzae, Rhizopus stolonifer y
Verticillium dahliae

5 Procedimiento seg(in una de las reivindicacicnes 3 y 4,
caracterizado porque, el segundo microorganismo se seleccaona
del grupo que comprende Bacillus lactimorbus, Bacillus
sphaericus, Mycobacterium neocaurum, Mycobacterium smegmatis,
Nocardia <corallina, Nocardia glaberula, Nocardia minima,
Nocardia restrictus, Nocardia rubropertincta, Nocardia
salmonicolor y Pseudomones testosteraoni

6 Procedimiento microbiolégico para preparar lla-

hidroxiesteroides 7a-sustituidos de la f6rmula general 4,B



donde

R’ es un grupo P-Q donde
P es un alquileno-C;-Cy y Q es un hidr6geno, algquilo-C;-
Cs o fluoralquilo-C;-C; Yy el grupo P-Q estd unido a
través de P con la estructura basica esteroide,

R puede ser H, CH; o CFy , Y

R!? es metilo o etilo,

donde el esteroide 7a-sustituido de la férmula general D

donde R’, R*® y R tienen el mismo significado que se ha

indicado anteriormente,
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se hidroxila usando un microorganismo, seleccionado del grupo
que comprende, Beauveria 8p , Gibberella sp , Glomereila sp ,
Gnomonia sp , Haplosporella sp , Helicostilum sp , Nigrospora
sp Yy Syncephalastrum sp

7 Procedimiento segfin la reivindicacibén 6, caracterizado
porgque, el microorganismo sSe selecciona del grupo que
comprende Beauveria bassiana, Curvularia lunata, Gibberella
zeae, Glomerella cingulata, Glomereila fusaroides, Gnomonia
cingulata, Haplosporella hesperedica, Helicostilum
pariformae, Nigrospora sphaedca, Rhizopus oryzae y
Syncephalastrum racemosum

8 Procedimiento microbiolégico segln una de las
reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque, R’ es CH;

9 Procedimiento microbiolégico segin una de las
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque, R!® es H

10 Procedimiento microbiolégico seglin una de las
reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque, R!? es CH;

11 l118-halogenestercides 7a,l7a-sustituidos de la férmula

general 8,10,12

llllll%

mm

8,10,12



donde
U-V-W-X Y-Z es una estructura de anillo C-C*-C?-¢*' = C5-¢9,
ct-c?-c*-c*-c® = ' o c*-c*-c-c*-c5-¢*, donde en este caso un
grupo oxo {=0) est4 unido a W (=C?) o es la estructura de
anillo C'=C*-C3=C*-C%aC®, donde en este caso el radical OR’
ests unido a W (= C?),
R? es H, alquilo-C;-C,, alcanoilo-C;-C, o un éster ciclico C;-
C; con el &tomo de O del radical OR?,
R’ es el grupo P-Q, donde
P es un alquileno-C;-C; y Q es un hadrégeno, un alquilo-
C1-Cq4 o un fluoralquilo-C;-C, y el grupo P-Q est& unido a
través de P a la estructura bésica esteroide,
R puede estar en posicién o« o f y es H, CH; o CF; y
solamente est&i presente cuando X Y-Z no es C‘-C5=C'°,
R es un halégeno,
R? es metilo o etilo,
R es H, alquilo-C;-Ci;s, alquilo-C;-Cis aliciclico, alguenilo-
C1-Cia, alquenilo-C;-Cig aliciclaico, alquinilo-C;~Cis,
alquilarilo-C;-Cys, alquilennitrilo-C;-C; o es el grupo P-Q,
donde el grupo P-Q tiene el significado indicado mis arriba,
R es H, alquilo-C;-Cie, alquilo-C;-Cis aliciclico, alquenilo-
C1-Cia, alquenilo-C;-Cjp aliciclico, alquinilo-C;-Cie o
alquilarilo-C;-Cis, donde R’ también puede estar unido al grupo
178-ox1 a través de un grupo ceto, y donde R}’ también puede

estar adicionalmente sustituido con uno o varios grupos NR*®R'?
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o con uno o varios grupos SOzR?°, donde x = 0,1 0o 2 y R, R y
R*® pueden tener, independientemente entre 81, el mismo
significado que R'7,

y B8us sales de adicibén, ésteres y amidas farmacéuticamente
aceptables,

12 11f-halogenesteroides 7a,17a-sustituidos segin la
reivindicacién 11, caracterizados porque, U-V-W-X-Y-Z es la
estructura de anillo C'-C?*-C*-c*'=C°-¢® o c'-c*-c*-c*-c®=c® o
Cl=C3-C?=C*-C5=C10

13 118-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos segiin una de las
reivindicaciones 11 y 12, caracterizados porque, R!' es H

14 118-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos seglin una de las
reivindicaciones 11 a 13, caracterizadoe porque, R’ es CH;

15 118-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos segiin una de las
reivindicaciones 11 a 14, caracterizados porque, R es fldor
16 l1B-halogenesteroides 7a, l1l7a-sustituidos seglin una de
las reivindicaciones 11 a 15, caracterizadoe porque, R'? es CHs
17 118-halogenesteroides 7ua,l70-sustituidos seglin una de las
reivindicaciones 11 a 16, caracterizadoe porque, R'7 es H, CH,,
alquinilo-C;.;g, CHaCN o CF,

18 1if-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos seglin una de las
reivandicaciones 11 a 17, caracterizados porque, R!” es
etinilo

19 118-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos segiin una de las

reivindicaciones 11 a 18, caracterizados porque, R!” es H
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20 118-halogenesteroides 7a,17a-sustituidos seglin una de las
reivindicaciones 11 a 19, especificamente
17a-etinil-118-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-4-en-3-ona
17a-etainil-118-fluoro-178-hidroxi-7a-metilestr-5(10) -en-3-cna
17a-etinil-11%-fluoro-7a-metilestra-1,3,5{10)-trien-3,178-

diol

21 118-halogenestra-1,3,5(10) -trienos 7a-sustituidos de 1la

f6rmula general 6

donde

R’ es H, alquilo-C;, alcanoilo- C;., o es un &ter-C;., cfclico

con el &tomo de O del radical OR?,

R’ es el grupo P-Q, donde
P es un alquilenc-C,., ¥ Q es un hidr6geno, es alquilo-C;,
o fluoralquilo-Ci;., y el grupo P-Q estd unido a 1la
estructura bésica esteroide a través de P,

R es halégeno,

R es metilo o etilo
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y suB salee de adicibn, ésteres y amidas farmacéuticamente
aceptables

22 118-halogenestra-1,3,5(10) -trienos 7a-sustituidos seglin
la reavaindicacidén 21, especificamente
112-fluoro-3-hidroxi-7a-metilestra-1,3,5(10)-trien-17-ona

23 Procedimiento para preparar llfi-halogenesteroides 7a,l7a-
sustituidos de la f6rmula general 10 segin una de las
reivindicaciones 11 a 20, donde U-V-W-X Y-Z es la estructura
de anillo C*-C?-C*-C4=C*-C', que consta de 1los siguientes
pasos

- sustitucidn nuclebfila con un reactivo de
halodehidroxilacién en la posicién-11 de un l1la-
hidroxiesteroide 7a-sustituido de la f6rmula general 4,B,

- transformacién del llR-halogenesteroide 7a-sustituido asi
cbtenido con un medio de alquilacién, selectivamente en el
dtomo C'” de la estructura del anillo, para obtener el 118-
halogenesteroide 7al7a-sustituido de la férmula general 10

24 Procedimiente para preparar llB-halogenesteroides 7«,17c-
sustituidos de la £f6rmula general 12 sgeglin una de las
reivindicacionee 11 a 20, donde U-V-W-X-Y-Z es la estructura
de anillo c'-c?-c*-c*-C®=C'°, con los siguientes pasos

- Sustitucibén nucledfila con un reactivo de
halodehidroxilacién en la posicibn-11 de un llo-

hidroxiesteroide 7a-sustituido de la féSrmula general 4,B,
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- Transformacién del 1l18-halogenesteroide 7a-sustituido con un
medio de alquilacién, selectivamente en el &tomo C'’ de la
estructura del anillo, para obtener el 11f-halogenesteroide
7a,17a-sustituido de la f£6rmula general 10,

- Isomerizacién del 1llf-halogenesteroide 7al7a-sustituido
de la férmula general 10 para dar el respectivo i1s6mero de la
f6rmula general 12, donde

U-V-W-X-Y-Z es la estructura de anillo C'-C?-c?-c*-ci=C'®

25 Procedimiento para preparar 1llfi-halogenesteroides 7a,l7a-
sustituidos de 1la f6rmula general 8 seglin una de las
reivindicaciones 11 a 20, donde U-V-W-X-Y-Z es la estructura
de anillo C!'=C?-C%=C*-C°=C%, con los siguientes pasos

- Sustitucién nucleédfila con un reactivo de
halodehidroxilacién en la posicidn-11 de un lla-
hidroxiesteroide 7a-sustituido de la f6rmula general 4,B,

- Oxidacién del 11f-halogenesteroide 7e-sustituido asi
formado para obtener estra-1,3,5(10)-trieno 7a-sustituido de
la f6rmula general 6, segln una de las reivindicaciones 17 y
18,

- Transformacién del estra-1,3,5(10)-trieno 7a-sustituido
de la férmula general 6 con un medio de alquilacién,
selectivamente en el &tomo C'7 de la estructura de anillo, para
obtener 1l1lf3-halogenesteroide 7«,l7a-sustituido de la f£férmula

genexral 8



7'/3/5./

26 Uso de los l1ll8-halogenesteroides 7a,l7a-sustituidos de la
f6rmula general 8,10,12 seglin una de las reivandicaciones 1l a
20 para preparar medicamentos

27 Preparados farmacéuticos gque contienen por lo menos un
118-halogenesteroide 7a,l7a-sustituido de la f&rmula general
8, 10,12 seglin una de las reivindicaciocnes 11 a 20 y por 1lo

menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable
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rom the INTI ANATIONAL BURTAY
PCT o T T T T
NCY "“ﬁf{‘:m'n‘m‘“ Lt HCHLRING AKIE NGLSELLSCHAT
: Cotpmate Patentsy -~ -~ ... o .
oa Muelleistrassa 17 - |
(PCY Halo 24.2{a)} 13342 Rerlin fleets uilta
Germany o
" 29 hug. -ff
o K.
!i.u.a. o - e ]
Dot ol maling (aymotiivons) | - e Y
21 Auguesl 2003 (21.08.03) IMPORTANT NOTIFICATION
Apphoant’s or agants fie tufn;amm Intesmatiunal appieation No, - .
L2299AW0) PC1/F PO3AOSTH o/

P @ ®a =+ Ammem . s sme emm o s omam s & * e mms tesmigbtenas we - o o o

The appicatt 1a hereby notied Dut the Bensemonal Baean b teceved the tacord copy of this internatinnal application a8
deribort bulow .

e} of the apipinsstt(s) and Laatep ) o wlach ey die ipinants

SCHERING AK TIENGESLLESCHALT (for all deslynated States exdapt US)
ZORN, | urdwigy el al Lfor U1Y)

Inbes reatsosmand bl odter 24 July 2003 (24.07.03)
ooty datels) clamien . 24 July 2002 (24.07,02)
14 August 2002 (14.08.02)

% f tae of tiwe eunre
|t Ittt e T 12 August 2003 {12.08,03)

1 isd ol aempgnarey Oflicen.

Al GILGM, KL LS, MW,MZ,8D,81,82,12,U0,ZM /W

L A AMAZRY KGKZ MD,HU,TLTM :
FBCALRBEBG,CH,CY,CZDELDKCT IS, MLFR,GHGRBUAL,IT, LU MCNL,PT RO,SE,SI,SK, TR

OA :Bt,B.,G1,CG,CLEM,GA,GN,GQ,GW,MI MR NI, SN,TD, TG )

Natlona! -Al AG,Al L AM,ATAUA/Z,BA,BS,BG,BR,BY,BZCACH,CN,CO,CR,CU,CZ,DK,DM,DZ 1 C.
L1186, EL,GR,GD,GL,GH,GMHR HELIDHANJS,JP,KE KG KPP KR KZLC LK RASLT,) ULV,

1N, IR, TT,77,UA UG, US, 02, VE,VN,YU,7A,/M,/ZW

The Inicinalional Buteau of WIPO Authonzad officar: l
34, chomin dés Colombaoties Silvie STENDER
1211 Geneva 20, Switzertand ]
Enslmﬂe No. {41 27} 338.80.76 Talephane No, (41.22) 338 99268

+ . Form PGTABBNY (Aptll 2002) . NN&AILNII
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EN MATERIA DE PATENTES
De ls OFICINA INTERNACIONAL
PCT A
Notificacién de Recapcién de Corrorace Datemer LoCHRET
Copla Registrada Musllerstrasss 178
13342 Berlin
(Regia PCT 24 2(a))) Mezania
Fecha de envio (dia/mea/afio}:
NOTIFICACION IMPORTANTE

52299AN0

21 de agosto de 2003 (21 0B 2003) | —
Refarencia dal gﬂinﬁ o desl agente Salicitud Intemacional N®

PCT/EP 2003/08111

Intamacional como se detala abajo.

20PN, Ludwig et al (para US)

Fecha de recepcidn
Facha da priaridad mivindicada

Facha da recapcidn ds ka copls regietrada por
La Oficina Internacional

Lista de Oficinas designadas

AP GH GM KE LS MW, MZ, 8D,

EAR AM AI BY K5 KI MD RU,

EP AT DBE, BG CH, CY, CZ DE
PT RO BE 8I 8K, TR

OR BF BJ Cr CG CI CN GA

Nacional AE, AG AL AN AT
CR CO CZ DK DM DE EC
I8 JP KE, KG, KF KR KZ
MX, MZ HI HO NI OM PG
TM TN TR, TT, TE UA UG

BL
™
DK

GN
AU
EE,
Lc
PH,
us

Se notifica al solicitants por este medio que la Oficine Inkemacional ha recibido la copla registrada de la Soliciud

Nombre(s) dei(ioa) solicitanta(s) y palsas para ios cualea son eolicitadan

SCHERING AKRTIENGESELLSCHAFT (parsa todos los paises designados excepto US)

24 da julio de 2003 (24 Q7 03)
24 de julio de 2002 (24 07 02)
14 de agonto de 2002 (14 DB 02)
12 de agosto ds 2003 (12 08 03)

ST TI UG IM IW
™

EE EE FI FR GB GR HUO IE IT, LU MC NL

GO GNF ML MR NE B8N, TD, TG

AZ BA BB BG BR BY BZ CA CH CN CO
E3 FI GB GD GE GH GMN HR HU ID IL 1IN,
LK LR LS, LT LU LV MA MD MG MK MN MW
PL PT RO RU BC 8D SBE 8G, 8K 3L 8Y TJ

Ut VC VN YU 3R 2N Iu

La Oficina intsmacional de WIPQ
34 chemin des Colombeties
1211 Ganeva 20 Sulma

Faceimil N* (41-22) 338.88 75

"Funcionaria autorizado

Silvie STENDER

Tolddono N* (41-22) 338 9926

Formulano FCT/TB/301 (abnl 2002)

005342692
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SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al

- A PATENT COOPERATION TREATY 244
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT To
NOTIACATION CONCERNING
SUBMISSION OR TRANSMITTAL SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
OF PRIORITY DOCUMENT Corporate Patants
Muellerstrasse 178
(PCT Administrative Instructions, Section 411) 13342 Berlin
Germany
Dats of malling (day/month/year)
March 2004 (03 03 2004)
Applicant’s or agant’s file refsrence
52293AWO IMPORTANT NOTIFICATION
International appfioation No. Internationai fillng date (day/monthivear)
PCT/EP2003/008111 24 July 2003 {24.07 2003)
imwrmnational publicatian date (day/month/year) Priority date (dey/manth/vear)
05 February 2004 {05 02 2004) 24 July 2002 {24.07 2002)
Applicent

reasonable under the ciraumstances.

which is reasonable under the gircumstanoces.

2. {{ applicable) The letters "NR"™ appaaring in the nght hand column denote a priority document which, on the date of maliing
pi this Farm. had not yet been recsived by the Intamations! Buresu under Rule 17 1{a)} or (b). Where, under Ruls 17 1(a) the
priority dosument must be submitted by ths apphoant to the recslving Office or the International Bureau but the appligant
{alls to submit the priority document within the applicable time limit undaer that Rule, the attention of the spplicant iy direated
to Rule 17 1{a) which provides that no designatad Offlos may disregard the priority clalm concernad before giving the
applicant an oppartunity upon entry Into the natlonal phase to furnish the priarity dooument within a time limit which ls

1 By means of this Form, which replaces any praviously lssued notifiostion aconcaming submission or transmittal of prority
doguments the applicant is hereby notified of the date of racelipt by the International Bureau of the priority documentis)
rolating to all earlier applicstion{s) whose priority s olaimed. Unless otherwise indieatad by the letters "NR™ Inthe
right-hand column or by sn asterisk appsaring next to a date of reosipt, the priority doopument concerned was submitted or
transmitted to the intemational Bursau In comphancs with Rule 17 1(a) or {b).

3. ({fapplicable] An esturisk(*®) appaaring next to s dete of receipt, In the right-hand oolumn, denates a pricrity document
submitted or transmitiad to the intemations] Buresu but not In compllance with Rule 17 1{s) or {b) (the priority documant
was reoslvad after the time limit presoribed In Rule 17 1{a) or the request to prepare and transmit the priority dooumnent was
submitted to the recelving Office after the applicable time limit undar Rule 17 1(b)). Even though the priority document was
not fumished In compllance with Rule 17 1(a) or (b) the Intsmstional Bureau will nevertheless tranamit a copy of the
dooument 1o the designated Offices, for their consideration In cass such a copy Is not  acospted by the designated Offics
a8 priority dooument, Rule 17 1{c) provides that no designated Office may disregard the priority dalm conoemed before
giving the applicant an opportunity upon antry into the netional phass, to fumish the priority documnent within a time limit

Tha Intemational Bureau of WIPO
34, chemin das Colombatias
1211 Geneva 20, Switzerland

Fecsimile No {41 22) 338.80.76

Priority date Prionty sgolicatian Na. Lountry or renional Offics Data of raoeint
arPCT racaiving Offios of prorlty dogument
24 July 2002 {24 07 2002) 102337233 DE 27 Octo 2003 (27 10 2003)
14 Augu 2002 (14 0B 2002) 60/402,953 us 04 Dece 2003 (04 12 2003)
Authorized officer

A ZOLTANSKI (Fax 338 89 75)

Telephons No. (41-22) 338 8608

Form PCTNB/304 (January 2004)

008128772




TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL

EN MATERIA DE PATENTES
De la OFICINA INTERNACIONAL
PCT A
NotHicaclén concemients sl éﬁ‘,ﬁ:ﬁ.‘ﬁﬁﬁﬁf’m’m
snvic o tranamisién del Muellsratraase 176
Documento de prioridad 13342 Berlin
Alemania
{instrucciones Administrativas PCT saccidn 411)
Facha de envio (dia/mes/afo):
03 de marzo da 2004 (03 03 2004)
Referancla del solicitants o del agente*
NOTIFICACION IMPORTANTE
52299AN0 _ _
[Soliciud Intemacional ° Facha de pressntecion (dia/mes/aio):

BCT/EP 2003/000111

24 ds julio de 2003 (24 07 2003)

[ Fecha de publicacién Intemacional (dia/mes/ena)

Aln sin publicar

Fecha de prioridad (dia/mesa/ano)
24 de julio de 2002 {24 07 2002)

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al

de la PCT 17 1(a) o (b).

1 Por madio de esta formuderic, que eempiaza camiquier notificaciin concemiente a envio o transmislén de
documarmos de priorkiad reslizada previamants so notiice el sclichants de ia facha de recepcién por s Oficing
Intemacional dei(los) documento{s) que v refiaron & Ia(s) soliciud(es) anterior{es) cuya pricridad e reciamda
En tanto no apamazea un asterisco préximo a la facha de recapcitn o ks letres "NR” on la columna derecha of
documento da priorikdad concemients ha sido snviado o ammitido al Organismo Intemacdcional en cumplimiento

2 (sl comesponde) Las lotres NR que aparecen en la columna derecha denoian un documento de prioridad que,

on Ia fecha de anvio de este formulario, min no ha sido recibido por la Oficina Intsmacional segn Ia regla

17 1 (a) o (b) Cuando, sagin la regla 17 1{a), sl documento da prioidad dabe sar enviado por al solicianto w ks
ol solicitardis no realtx) el envio del documento da prioridsd
en &l plarn comespondiante a tal regia el soliciiynte debs didgir su atancién a la regla 17 1(c). la que ssmbiace
qus ninguna Oficing designada no debe hacer caso omiso de la relvindicaciin de priorided concemients antes de
dar al soliciants una oportunidad antes de enirar en & fase nacional de suministrer el documeanio de prioridad
dantro de un piazo rezonsble con las circunstancies

3 (sl comesponda) Un syinrsco que aparece priximo a i facha de recepcién en la columne de la derecha denata
un documento de prieridad enviado o transmitido a la Oficina Inlemacional que no cumple con la regh
17 1(a) o (b} (¢l documento de prioridad fue recibido despuds del plazo prescripio an laregla 17 1{a) o el
requerimiento de preparar y transmilir of documents de prioridad fus suminmistmado a leOficina receptons lusgo
dal plarn aplicable segin la regle 17 1(b). Sin embaga an tantn &l documsnio de prioridad no es suministrado
en acordanza con ia regla 17 1(a} o (4), el Orgardama Inamacionsal no transmitird un copla del documants a les
aficiana deslgnadas pare su comidereciin En caso de que la Oficina dasignade no acepts tal copla como
documento de priorkded ls regla 17 1(c), establece que un orgeniamo na deskmnado debe paser por alto la
reivindicacién de prioridad antse de dar al solickants una oportunidad al antrar an is fase nacioral de suminkebar
ol documento de priorided sn un tampe limits razonable con las drcurstancies

Oficina recaptora o al Organiamo Intemnacional paro

Facha de Prioridsd Seiichtud de Priordad Paihu Oficing Reglonal  Facha da Receocion o del
wOficina meaptomdel PCT  Ducumanta de Pdodded
24 ds julio de 2002 102 33 723 3 DE 27 de octubre de 2003
(24 07 2002) (27 10 2003)
14 de agosto da 2002 60/402 953 us 04 da diciembre de
{14 0B 2002) 2003
{04 12 2003)
La Oficina imemacional de WIPO Fundlonario autorizado-

A ZOLTYAHSKI (Faz 330 0% 1715)

| Facaimil N™ (41-22) 338-T080 Taldfono N* (41-22} 238 8608
Formulano PCT/IR/304 (ene 2004)

006129772

21~
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CORRECTED VERSIONS OF PAMPHLETS (Continued)
VERSIONS CORRIGEES DE BROCHURES (Sults)

International Poblication
Numbers

Numéra de publication
internationsls

International Application
Numbers

Numéros des demandes
internationales

WO 2004/009039

WO 2004/005954

WO 2004/011145

WO 2004011663

PCT/EP2003/007618

PCT/EP2003/007614

PCTAUS2003/023426

PCT/EP2003/008111

WO 2004/016290

WO 2004/016465

WO 2004/017685

WO 2004/019074

WO 2004/019234

WO 2004/015443

WO 20047019458

PCT/US2003/025%02

PCT/UA2003/000015

PCT/US2003X26105

PCT/US2003/026528

PCT/US2003/026106

due o a scanming eror dunng the techmucal preparstions for international
wblu;-m.lwllee-ll pages (including front page) by correct pages (58
pages

enrusond une errour de puménsation survenus lors do [a préparstion tech-
nque en vuo de la publication mtermnationale, remplacer toutes les pages
(page de couverture inclusc) par les pages cormrectes (58 pages)

due to a scanning error dunng the techpical prepartions for imternstionsl
publw)-m-wlm-ll pegos (mncluding front page) by comrect pages (24
pages

on razson d une erreur de numénmbon survenue lors de s préparation tech-
nique en vun de Ia publication mismahonsle, remplacer touiss les pagos
(page de couverture inoluse) par les pagos correctes (24 pages)

pages 1/5-5/5 drawangs, replaced by now pages 1/5-5/5- due to late trans-
mutinl by the receaving Office

pagea 1/5-5/5 desmins remplscéos par de nouvelles pagee 1/5-5/5 en raison
do ls tmnsmussion tandive par | office ricsptowr

pages 6, 11 34,35, 38,39 42 dosonpton, replaced by new pages 6, 11
34 35 38, 39 42 after recthfication of obvious ermom suthonzed by the
International Search Authonty

pages 6 11 34,35, 38, 39 42, descnphon, remplacées par do nouvelles
pages 6,11 34,35 38,39 42, apris rectifieation d ermeurs évidentes auto-
nsée par] adminisimbon chargde de s recherche itermationale

pages 1/14 14714 drewnngs, replaced by new pages 1/7 /7 due to late
transmutial by the recerving Office

pages 1/14 - 14/14, desxina, remplacées par do nouvelles pages 1/7 7/7 en
rawson de la tranermusmon tardive par | office récopheur

pages 1/1 1/6, dmwings, ropleced by new pages I/5  5/¥ due to late trans-
muttal by the recerving Office

pages I/1 176 desmna, remplacées par de nouvelles pages 1/5  5/5 en
raason de I trapzmusnon tardive par | office récepteur

pages 29 39 4% dmwinga, added

pages 29,39 49 desnna, syoutées

pages 1/6  6/6, drawnngs, replaced by now pages 1/6  6/6; due to late trana-
muttsl by the receiving Office

pages 1/6  6/6 deamns, ramplacées par do nouvelles pages 186  6/6; en
ruson do le tranamasion tardive par | office récepteur

pages 1/3-3/3 drawinga, replaced by new pages 1/3-3/3 dus (o lain trans-
muttal by the recerving Offico

pages 1/3-373 dessins romplacdes par do nouvellos pages 1/3-3/3 en rmson
do la transmusmon tardive par | office récepteur

pages 1/23-23/23 drawings, replaced by new pages 1/22-22/22; duc to late
tmosmutia] by the receving Office

pages 1/23-23/23 desnns, remplacées par de nouvelles pages 1/22-22/22,
en ruson de la tanemenon tardive par | offico nécopteur

pages 12 212, dravangs, replaced by now pages 172 272 due to late
trarummtial by the receyving Office

pages 172 272 desmins, remplacdes par de nouvelles pages 12 22 en
raiscn do |a transrmenon tardive par 1 office récepteur

(Contimued on the following poge)

{Suite sur la page sulvants)
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From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT To
NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
Corporate Patents
{PCT Rule 92bis 1 and Muellerstrasee 178
Administrative Instructions, Section 422) 13342 Bertin
Gesrmany
Dste of mailling {dey/month/year)
03 March 2004 (03 03 2004)
AppEgent’s or agent’s file referenoe
52299AWO IMPORTANT NOTIRICATION
imomstional appliostion No inteimational filing dats (day/month/vear)
PCT/EP2003/008111 24 July 2003 {24 07 2003)

1 The following indications appsared on record conoarning

[X] the sppiicant [X] the invertor

D the agant

D the common representative

Name and Address

NUBBEMEYER, Relnhard
Am Springebruch 11

1 Berlin

Germany

D the person

[] thename

2. The imtemational Bureau hereby notifias the applicant that the following change has bean recorded conoerning
E the address

Stute of Natlonallty
DE

_"rolophom No.

State of Rasidence
DE

[ Facsimile No.

Teleprintsr No.

NUBBEMEYER, Reinhard
Wilheimstr 9

13467 Berhin

Germany

E the recelving Office
E the Intemational Searching Authority
E the Intarnational Preliminary Examining Autharity

3. Further observations, if necossary
4. A copy of this notrfication has besn sent to

D the nationality D the residence
State of Netionality State of Residenos |
DE DE
Telephons No.
Facsimils No.
[ Teleprinter No.

I:I the designated Officss conoemed
E(:I the elected Offices concerned

D other

The intamational Bursau of WIPO
34, chamin des Colambettos
1211 Geneva 20, Switzeriand

Facsimlle No. (41 22) 338.80.76

Authorixed officer
A ZOLTANSKI {Fax , 338 89 75)

Telephons No. (41 22) 338 8808

Form PCTAR/308 (March 1904)
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PCT

NotHicaclén de registro de
una modificacién

({regla PCT 82bls 1 &
Instrucciones Administrativas ascclén 422)

[ Fecha de envio (dia/mes/ano);

De la OFICINA INTERNACIONAL
A

SCHERING AKTIENGEBELLSCHAFT
Corporate Patents

Millersirasss 178

13342 Berlin

Alemania

concamients a

03 de marzo de 2004 {03 03 2004)
Referench del solictants o del agenis
NOTIFICACION IMPORTANTE
[ SZ200AWO _
Soliciud Intemacional N~ Fecha de presentacion (dia/mes/ano)
PCT/EP 2003/008111 24 de jullo de 2003 {24 07 03)
1 Las sigulentes Indicacionss sparecen en los regiatros concarmiantas o
| & ol soliitants & of bventor L] ol sgenta _ O «f reprasentants comin
Nombre y direccién Pals do Pais deo
Nacionalidad Roskdencla
NUBBEMEYER Relnhard DE DE
Am Springbruch 11 l—————
13460 Berlin Teléfono N
Alemanla
Faceimil N®
[ Tetex N™

2 L Oficina Inlemacional notifica por este medio al sobichanta que sa registrd i sigulents modiicacion
& i direccién

O la persona ] ol nombre
Nombre y di

NUBBEMEYER Reinhard
Wilhaimstr 9

13487 Beriin
Alemanla

ie de fa canituls 38 hard lo mds

3 Otraa cbaarvaciones ﬁwnnm

I la nacionalided [ i residencls
Pals do Pals do
Nacionalided Residencla

DE De
Tekfono N°
Faceimil N>~
Telex N®

nuscrito

4  Se envia una copia de esta notificacibn a
B  la Oficing recepiora
B o Organismo de Blsqueda Intamacional

B ol Organismo dal Examen Preliminar intamacionsl

O Ias Oficinas concemientes devignadas
B  las Oficinas concamianiza selecclonadas
O otros

La Oficina Internacional de WIPQ
34 chamin des Colombeitss
1211 Geneva 20 Sulza

Facalmil N* (41-22) 338 88 75

Funcionario aurorizado:
A ZOLTANSK! (Fax
Teldfono N* (41-22) 338 8808

Formulano PCT/IB/306 (marzo 1994)




SUPERDEMSTRIA Y COMERCID

Redrcacion 1 ER156YY  S000G0E Folios 228

Fecke () 20ES5-82-21 15M1.89
b Traoite 1 B11 PCT-GTENT 379 FAGE WACI 411 PREGEWTAC

Deprsdwncis 2628 MIVISION 1 WEVRS CREACIONES

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
USUARIC  RADICADORN

PATENTE DE INVENCION / MODELO DE UTILIDAD { ) { /7/
IntEcaclén de que se soficita la conceskdn de una patente () {
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que sa presenta la solicitud. [ ) (
Descripcitn de la Invenclén { ) {7}
Dibujos de sarestos partinentes. » i} (/}/
Comprobanie de Pego de lan tasas astablecidas

COMPLETA () INCOMPLETA { ) { )

DISENO INDUSTRIAL { )

- Indlcaclon de que se solicita el registro de Disefo Industnal () { )

- Datos de identificacion del solicitante o de |a persona que presenta { ) ()

- la solleitud

- Representacién grafica o fotografica del Diseiio Indusiriai o muastra dal
Materia) que Incorpora e! disefo () ()
Comprobante de pago de las tasas establecidas {( ) { )
COMPLETA () INCOMPLETA ( ) ()

ESQUEMA DE TRAZADC ( )

- Indlcacién de que sollcita el reglstro de un Esquema de trazado () { )

- Datos de idantificacion del solcHante o da la persona que presenta
La sollcitud { ) { )
Represantaclon grafica det esquema de trazado () ()
Comprobanie de pago de las tasas establecidas { ) { )
COMPLETA { INCOMPLETA { ) { )
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Fecha



v
/4
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Folio 222
2020
Bogotd, DC,
Docto OficcoN tosa’
r (-]
GUSTAVO HOLLMANN "Y1 0v12591
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
ASUNTO. Radicacién N° 05-15699
Solicitud intemacional PCT/EP2003/008111
Fecha inicio fase nacional 24/02/2005
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decision 486 de la Comision de la Comuridad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacibn en Matena de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Supenntandencia de industna y Comercio, se le
comunica que

W La solcitud no contiene la copia del documento en que consta la cesibn del
derecho a ia patente del inventor al soliciante 0 a su causante (At 26-k)
Decision 486)

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decieibn 486, se le
requiers para que dentro del término de doa meses siguientes a la fecha de
notficacion del presente oficio, complete los requisitos antenormente enunciados
En caso de no dar cumplimento al presente requenmiento, la solictud se
considerard abandonada y perderd su prelacion

Notifiquese el presente oficio
del capitulo quinto del titylo pn

a lo dispuesto en el numeral 5 2, iteral ),
la Circular Unica N° 10 de 2001

El antenor requenmiento fue notficado por fiaciin en lista de
focha, 15-ABR. 2008
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