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MEMORIA DESCRIPTIVA

para solicitar PATEKTE DE INVENCION
g8 nombre de ROUSSEL-UCLAF

Sociedad andnime francess
establecida en 35 Bd. des Invalides, Paris 7%, Francia

por: "PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR NUEVOS HAPTENOS"

Prioridad reivindicada: Francia, 10 de Julio de 1,974
Ne 74-23937.
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La presente invencidn se refiere a la preparacién

de nuevos haptenos de férmula general I:

(1)

en la que o bien X representa un dtomo de hidrdgeno e Y una

agrupacién =N-0~(CH,) CO,H, representando a un nimero entero
que puede variar entre 1 y 12, o bien X representa una agru-

pacién hemitereftaloiloxi en posicidn o 6[3 , ¢ Y una agrupa
H
cidn‘{//

~

“H

El radical -(CHz)a-COZH representa de preferéncia el
resto de un &cido carboxiflico alifético que contiene 2 2 5
&tomos de carbono, como el Acido acético, propidnico, butiri-
co o pentilico.

Entre los compuestos de férmula general I se pueden
citar sobre todo aquéllos para los gue X representa un 4tomo

de hidrégeno e Y una agrupacién
=N-0(CH,,) ,~COCH,
tal como la 1l2-carboximetoxiimino-pregn-4-en-3,20~-dionas
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Entre los compuestos de férmula general I se pueden
citar, ademés:
~ la llxX~-hemitereftaloiloxi~-pregn-4~en-3,20~diona y
~ la 11ﬁB-hemitereftaloiloxi-pregn~4~en~3,20~diona.

La invencidn tiene igualmente por objeto la aplica=-
cién de los compuestos de férmula general I, tal como ha sido
definida anteriormente, en la preparacién de antigenos, carac
terizada porque se hace reaccionar un compuesto de férmula ge
neral I con un halogenoformiato de alcohilo, y se obtiene asi
un anhidrido mixto que se condensa con albdmina de suerc de
buey.

Un ejemplo de preparacidén de uno de tales antigenos
se presenta mé4s adelante en la parte experimental. A partir
de esos antIgenos, es posible preparar anticuerpos segun los
métodos clésicos, y sobre todo el método de Erlanger, J. BIOL,
CHEM. 228, Tl3.

Los enticuerpos asi obtenidos son especificos de la
progesterona, LEsta especificidad se pone en evidencia segin
los métodos cldsicos y sobre todo segun el método de la didli-
sis en equilibrio. Esta especificidad hace utilizables a los
anticuerpos asl obtenidos como agentes de dosificacién de la
progesterona, y es sabido el interds que esta dosificacidn
presenta en terapdutica.

La invencidn se refiere a un procedimiento para la

preparacidén de compuestos de férmula general I, en la que X re

presenta un 4tomo de hidrdgeno e Y una sgrupacidn =NFO—(CH55~{KEH,
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caracterizado porque se sometela pregn-4-en—-3,12,20-triona

a la accidén de un compuesto de fdérmula:

para obtener el compuesto deseado.

El reactivo de férmula general H2N~O-(CH2)8~002H
se utiliza de preferencia en forma de clorhidrato.

La pregn~4-en~-3,12,20-triona se puede preparar se-
gén el método indicado en Chem., Pherm. Bull. 12(8), pégs.
859-865 (1964).

La invencién se refiere igualmente a un procedimien
to para la preparacidn de 110(-hemitereftaloiloxi-pregn—4-en-
-3,20-diona y ll‘3—hemitereftaloiloxi~pregnr4-en-3,20udiona,
caracterizado porgue se somete la 11O{~hidroxi-pregn—4-en~
-3,20-diona o la ll(3~hidroxi-pregn—4-en93,20-diona a la ac~-

e¢idn de un anhidrido p-alcoxiecarbonilbenzoico de férmula:

I
sl 0COCH,C

0

alclococsﬂ4ﬁ
QO

en la que alcq representa un radical elcohilo que contiene

de 1 a 6 4tomos de carbono, pera obtener un compuesto de fér-
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mulas

que se somete a la aceidn de un sgente de saponificacidn, pa
ra obtener el compuesto deseado, 110X~ u 11@-, segin el pro
ducto de partida empleado,

Como anhidrido p~alcoxicarbonilbenzoico se utiliza
de preferencia el anhidrido p-metoxicarbonilbenzoico o el
anhidrido p-etoxicarbonilbenzoico.

El agente de saponificacién utilizado es de.prefe-
rencia una base alcalina como sosa o potasa, amiduro sdédico,
tercbutilato potésico o acetiluro de litio, en etilendiamina,
¥ la reaccién de saponificacién se realiza de preferencia en
el seno de un alcohol inferior, teal como metanol o etanol,

La invencién se refiere igualmente a un procedimien
t0 para preparear 1l @-hemitereftaloiloxi-—pregn—4-en-3,20-di_9_
na, ceracterizado porque se somete la pregn-4-en-3,11,20-trip

na a la accidn de un agente de blogueo de las funciones cetona

-5 -



en 3 y 20, se obtienc el compuesto de férmula general:

C —CH

/

en la que K representa una agrupacién protectora de cetons,
10 se somete el compuesto obtenido a la accidn de un sgente de

reduccidn, para obtener un compuesto de férmula general:’

HO
C—CH
i3
K
15
k&
se somete el compuesto asi obtenido a la accidn de un anhidri
20 do p-alcoxicarbonilbenzoico de férmula general:
I
v °
810100006H4?
25 L
-~ 6 -
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en la que ale, representa un radical &lcohilo que contiene

de 1 a 6 Atomos de carbonc, pera obtener un compuesto de fér

0= 1_‘@—. 00 8le;

mula general:

A8

!

s
X .

10
que se somete a la accidn de un agente de saponificacién,

pera obtener un compuesto de férmula general:

0= §_©— 00,1

15
—CH

R—0

K P

20 que ge somete a la aceidn de un agente de hidrdlisis é4cida
capaz de liberar las sgrupaciones cetdnicas para obtener el

compuesto deseado.

El agente de bloqueo de las funciones cetona en 3
¥ 20 es, por ejemplo, una O-(alcohilo inferior)-hidroxil-ami

25 na, como por ejemplo la O-metilhidroxilaminaj puede ser igual

-7 -
3066475



10

15

20

25

30.6.75

mente un alcanol inferior, un alcohilenglicol inferior o un
dioxolano,

El sgente de reduccién utilizado es de preferencia
un borchidrurc alecalino, por ejemplo borohidruro sédico, de
litio o potésico.

El enhidrido p-alcoxicarbonilbenzoico utilizado es
de preferencia el anhidrido p-metoxicerbonilbenzoico o el an
hidrido p-etoxicarbonilbenzoico.

El agente de saponificacidén utilizado es uno de los
mencionados antes,

El sgente de hidrdlisis 4cida es de preferencia el
&cido clorhidrico,Vsulfﬁrico, acético, eltrico o paratsluen-

sulfénico, y se trabaja en presencia de agua, en el senc de

- uno o varios disolventes tales comc un alcohol, como el meta-

nol, etanol o isopropanol.

El 3,11,20-trioxo-pregn-4-enc es un compuesto co-
nocido, y se puede preparar, por ejemplo, segin el procedi-
miento indicado en la patente de los Estados Unidos de Améri-
ca 2,403.683,

A continuacidn se dardn, a titulo no limitativo,

ejemplos de realizacidn de la invencién

Ejemplo 1: l2-carboximetoxiimino-pregn-4~en-3,20-diona

Se introducen con agitacién y bajo corriente de ni-

trdgeno 2,3 g de pregn-4~en93,l2,ZO-triona en 58 cm3 de etanol.
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Se calienta a reflujo la solucién esi obtenida, y se afiade

en 6 h 45 una solucién que contiene 765 g de hemiclorhidrato

3 de sosa normal y 58 cm3 de

del 4cido aminooxiacético, 7 cm
etanol. Se mentiene la sgitacidén durante 1 hora tras el final
de la introduccién. Se concentra la solucidén, se afiade agua y
4cido acético, y se extrae. Se lava con agua, se seca y se 1llg
va a sequedad. Se obtiene un producto que se somete a una cro-
natografia en eluyente con la mezcla benceno - acetato de eti
lo ~ 4cido acético (50 - 50 = 0,2). Se obtiene tras eristali-
zacién la l2-carboximetoxiimino pregn-4-en~3,20-diona, que fun

de a 192°C,

-diona:

Se introducen 1,652 g de 1llo{-hidroxi-pregn-4-en-
-3,20-diona y 2,500 g de anhidrido p-metoxicerbonilbenzoico en
5 cm3 de piridina. Se calienta la mezcla asi obtenida a
100 As1052C durante 3 horas. Se vierte la solucidén formada
en un bafio de egua y de hielo. Se extrae con cloruro de metilg
no, se lava la fraccién soluble, y se destila a sequedad bajo
presidn reducida. Se obtienen 3,050 g de un producto que se
cromatografia sobre sflice (eluyente benceno - acetato de eti

lo 5~5). Se afsla el producto de rf 0,45. Asf se han obtenido

-9 -



2 g de 11¢{~(p-metoxicarbonil)-benzoiloxi-pregn-4-en=-3,20~

-diona, que funde a 1902C.

e i S0 WS WS e G e Gww G Gem See  Swme

5 Se disuelven 0,098 g del producto obtenido en la

3 de etanol y algiz—

etapa A en una solucién que contiene 5 cm
nas gotas de cloruro de metileno., Se afiaden luego 0,37 cm3 de
una solucidn normal de sosa. Se mantiene bajo agitacidén duran
te 2 horas, y se afiaden 10 gotas de agua. Se mantiene bajo

10 agitacién durante 1 hora, se acidifica{ con 4cido acético has=
ta descoloreacidn, se vierte en un bafic de agua y de hielo, ¥y
se lava con cloruro de metileno y con agua. Se obtienen 0,109
g de un producto que se recristaliza en la mezcla de cioiruro
de metileno - éteér isopropflico. Asf se obtiene la 1l C{~hemi

15 tereftaloiloxi~pregn-4~en=-3,20~-diona, productc amorfo que fun

de en los glrededores de 2202C,

Ejemplo 3: 11 B-hemitereftaloiloxi-pregn-zl-en—z,-20-diona

20 Etapa A:_ 3,20-bis-metiloxima-ll—oxo~pregn=-4=eno:
Se introducen bajo agitacién 6,56 g de 3,11,20-trioxo- |

-pregn-2=-eno en 50 cm3

de metanocl. Se afiaden 7,2 g de acetato
aédico aphidro y 6,52 g de clorhidrato de O-metilhidroxilamina.
Se mantiene la mezcla asi obtenida bajo agitacidén durante 18

25 horas a la temperatura ambiente, y se vierte en 500 c:m3 de agua,

3046.75
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se filtra con succidn, se lava y se seca la mezcla obtenida.
Asf se obtienen 7,58 g de 3,20~bis-metiloxima~ll=ox0-pregn=

-4=-eno, que funde a 1402C,

Se introducen bajo agitacidén 5,7 g del producto ob~
tenido en la etapa A en una solucién que contiene 60 cm3 de
tetrahidrofurano, 30 en’ de agua y 3 cem? de una solucién de
sosa 0,1 N. Se introducen entonces 1,8 g de borohidruro potd
sico. Se méntiene la mezcla obtenida durante 18 horas a la
temperatura de 45 4 29C, y luego se afiaden 0,9 g de borchi~
druro potésico. Se mantiene de nuevo la mezcla bajo agitacidn
durante 5 horas, a la temperatura de 458C & 292C. Se entria la
mezcla hasta la temperatura ambiente, se afiaden 5,5 cm3 de una
solucién acuosa de 4cido acético al 50%, y se concentra. Lue-
g0 se afiade una mezcla de sgua y de hielo. Se filtra con suec-
cidn el precipitado formado, se lava y se seca. Asl se obtig
nen 5,4 g de un polvo blanco que se cromatografia sobre sili
ce, eluyendo con la mezcla benceno - acetato de etilo (85-15).
Se aisla el producto, de rf 0,37. Asf se obtienen 4 g de 3,20~
-bis-metiloxima—llég-hidroxi-pregn-4—eno (forma E en 3), que
funde a 1842C, Tembién se afsla el producto de rf 0,20. Se ob
tienen asf 0,6 g de 3,20—bi3mmetiloximarll(3—hidroxi~pregn—

~4~eno (forma Z en 3), que funde a 158%C,
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Se introducen con sgitacién 2,8 g del compuesto ob-

tenido en la etapa B (forma E) en 82 em’ de cloruro de metile-
no. Se afiaden 8,4 g de aphidrido p-metoxicarbonilbenzoico,

4,1 cm’ de trietilémina Yy 2,9 g de 4~dimetilaminopiridina.

Se lleva la mezcla asl obtenida a reflujo durante 70 horas.

Se afiaden 300 cm3 de benceno, y luego, lentamente, sulfato
4cido potdsico hasta la obtencidn de pH 1~/2. Se lava con
sgua, con una solucidén de bicarbonato de sosa, y luego de nue
vo con agua hasta neutralidad. Se seca y se evapora. Se ob-
tienen asf 6,99 g de un producto que se cromatografia sobre
sflice (eluyente: benceno - acetato de etilo 90~10). Se ais-
la el producto més mévil, se recoge en acetato de etilo, y

se obtiene asi el 3,20—bis—metiloximar11fa-(p—metoxicarbonil)-

~-benzoiloxi-pregn~4~eno (forma E), que funde a 90%C,

Lo I A 2~ e A aal g SOy e I G- e wwm  wee  Gwm W

v s ¥ s v warn !

Se introducen 168 mg del compuesto obtenido en la
etapa C en 4 cm3 de etanol. Se afiaden gota a gota, y evitan-
do el calentamiento, 4 en® de una solucién mcuosa de sosa
N/2. Al cabo de media hora de agitacién se afiaden 8 cm3 de
etanol acuoso. Se mantiene aUn bajo sgitacidn hasta que la

disolucidn sea précticamente completa. Se afiaden 60 cm3 de



agua y se somete a extraccidn con éter. Se filtra la parte
acuosa y se lleva a pH 1~42. Se obtiene un precipitado. Se
filtra con succién, se lava con agua y se seca el precipita
do formado., Se obtienen asf 139 mg de un producto que se re
3 cristeliza en acetato de etilo, y se obtiene asi el 3,20-bis-
-metiloxima—ll[3-hemitereftaloiloxi—pregn—4~eno, que funde a

2509C (forma &)

10 Se introducen 88 mg del producto obtenido en ia eta

3 de una solucidn de 4cido clorhidrico 2 Ny 8 cm3

pa D en 8 em
de acetona, Tras hidrélisis completa, eliminacién de la acetg
na y filtracién con succidn, se obtienen 50 mg de 1lﬁ5-hemitg
reftaloiloxi-pregn-4~en=3,20-diona, que funde a 1809C.

15
Aplicacidn: Conjugado de albumina de suero de buey y de 12-car=-

boximetoxiimino~pregn-4~en=3,20-diona:

20 =en-3,20=diona_y_cloroformiato de isgbutilo:
Se introducen bajo agitacién y bajo corriente de ni

trégeno 201 mg de l2-carboximetoxiimino-pregn=-4-en=-3,20-~diona

en 5 om’ de dioxano, Se afiaden a 12-149C 0,12 cm’

~butilamina y 0,063 cm’® de cloroformiato de isobutilo. Se man

de tri-n=-

25 tiene la solucidn obtenida bajo egitacién durante 20 minutos.

-13 =
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de_buey:

Se introducen bajo agitacién y bajo corriente de ni

trégeno a 0-59C, 690 mg de albumina de suero de buey en una

solucién que contiene 18 en’ de agua y 2 c:m3 de dioxano. Se
mantiene la mezcla ‘de reaccidén bajo sgitacidn a 0-59C hasta

disolucién completa,

L I e L = i A= S gl - aag — R R - Ao Y

o v e e o™ R A e v G S w— e | . Sww— — — -

de_buey:
Se afladen a la solucidén de albvmina de suero de buey
obtenide antes 16 cn’ de dioxano enfrisdo a 12Y14%C. Se afia-

den luego 0,69 cm’

de sosa N, luego la solucidn de annidride
obtenida precedentemente, y luego 2 cm3 de dioxanoo Se mantig
ne la solucién asi obtenida bajo agitacién durente 1 nora a
0~~52C. Se araden 0,33 en’ de sosa normal, y se ajusts el pH
a 9, Se mantiene la solucién bajo agitacidﬁ a 0°C ~5¢¢ bajo
atmésfera de nitrégeno. Se disliza la solucién durante 20 ho-
ras a través de una membrana, a 0~~52C, y se precipita la so-
lucién con ayuda de 4cido clorhidrico N a pH 4. Se deja duran~
te una noche a -182C., Se deja fundir lentamente el hielo ob—
tenido. Se decanta la solucidn que sobrenada, y se disuelve
el precipitado obtenido en 50 c:m3 de una solucién acuosa he-

lada con 1% de bicarbonato. Se dializa de nuevo la solucidn

-14 -
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recogen en las reivindicaciones siguientes:

ob.‘cenida, g través de una membriens, durante 24 horas. Se
somete la golucidn a extraccidn con cloroformo, ¥ se lio-
filiza 1la fase scuosa. Se obtienen 759 mg de conjugado de
glhdmine de suero de buey y de 12-carboximeboxiimino-pregn-~
-4~en~3,20~diona.i |

- REIVINDICACIONES -

‘Ios puntos de invencidén propia y nmueva que se
presenian para que seen objelo de esta solicitud de Paben-
te de Invencidn en Eepafia, por VEINTE gfios, son los gue se

18,- Procedimiento pera prepsrar nuevos haptenos
de férmula general I1:

15
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en la que o bien X representa us &bomo de hidrégeno e Y

una agrupacidén =N-O-(CH2)a002H, representando a un nmiwero
entero que puede variar entre 1 y 12, o bien X representa
ung agrupacidn hemitereftaloiloxi en posicidn °'< [ @ s 6 Y
una sgrupacién /H, ceracterizado porque, para preparsr
la l1lcA~-hemitereftaloiloxi-pregn-4-en-3,20-diona y la

11@ ~henitereftaloiloxi-pregn-4-en-3,20-diona, se somebe
la 119 -hidroxi-pregn-4-en-3, 0-diona o la 11} -hidroxi-
—pregn-4—en—-3,20-—diona a la accidén de un enhidrido p-alco-

xicarbonilbengoico de férumlas

)
alc1000061i4c
’ 0

v
310100006H4ﬁ

0

en la que alcl representa un radicel glcohilo que contiene

de 1 2 6 &tomos de carbono, para obtener un compuesto de
férmulas

Y -
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que se somete a la accidn de un agente de ssponificacidn
para obtener el compuevto degeado, 1 16*- u ll@ -, segin el

producto de partida empleado.
28, . Procedimiento pera preparsr nuevos haptenos.
Tal y como se ha descrifo en la Memoria que an-
tecede y pera los fines que se han egpecificado.

Esta Memoria consta de diécisiete ho jas escritas

a méguina por una sola cara.
Madrid, (1,FEB, ,9/7

P.A.

Fernando de Elzabury
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