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Ausgehend vom Mannich-Salz 1 des Aldosteronantagonisten Canrenon
oder von 2-Methylen-canrenon (2) wurden die am A-Ring anellierten
Hetero- und Carbocyclen §, 6, 8-13 dargestellt. Mit den Verbindungen 2,
3, 4b, 5, 6b, 8 und 12 wurden Bindungsstudien am Estradiol-, Proge-
steron-, Androgen-, Glucocorticoid- und Mineralocorticoid-Rezeptor
sowie an den Serumproteinen Sexualhormonbindendes Globulin (SHBG)
und Corticosteroidbindendes Globulin (CBG) durchgefiihrt. Die relativen
Bindungsaffinititen lagen bei CBG unter 1%, in allen anderen Fillen
niedriger als 0.01%.

Synthesis and Reactions of 2-Methylene-canrenone

Starting from the Mannich salt 1 of the aldosterone antagonist canrenone
or from 2-methylene-canrenone (2) the A-ring annulated hetero- and
carbocycles 5, 6, 8-13 were prepared. Receptor (estradiol, progesterone,
androgen, gluco- and mineralocorticoid) binding studies and competition
studies with the serum proteins SHBG and CBG were carried out using the
compounds 2, 3, 4b, 5, 6b, 8 and 12. The relative binding affinities with
CBG are below 1%, in all other cases lower than 0.01%.

17-Spirolacton-Steroide sind als Aldosteron-Antagonisten von Bedeu-
tung). Spironolacton sowie das wasserlosliche und somit injizierbare
Kaliumcanrenoat sind als kaliumsparende Diuretika zur Therapie der
Hypertonie zugelassen, wobei Canrenon der gemeinsame, wirksame
Hauptmetabolit dieser Arzneistoffe ist?. Spironolacton gilt zwar als
weitgehend spezifischer Aldosteron-Antagonist, trotzdem besitzt es noch
antiandrogene sowie gestagene Restwirkungen?. Unser Ziel war es, durch
Substitution oder Anellierung am A-Ring Derivate des Canrenons zu
synthetisieren, die verminderte hormonelle Nebenwirkungen aufweisen
(Schema 1).

Spironolacton

Metabolisierung

Am Beginn der synthetischen Untersuchungen stand die
Darstellung der Schliisselverbindung 2-Methylen-canrenon
(2), die durch B-Eliminierung von Dimethylamin aus dem
Mannich-Salz 1 erhalten wurde. Die Anwendung der
“klassischen” Mannich-Reaktion® bei Canrenon zur
Darstellung von 1 lieferte kein einheitliches Produkt,
wihrend bei Verwendung von N,N-Dimethylmethylen-
iminiumchlorid® 1 in hoher Ausb., regioselektiv, dia-
stereomeren- und zugleich analysenrein zuginglich war”.

K.

Kaliumcanrenoat

Metabolisierung

Canrenon

Schema 1

*+) Herrn Prof. Dr. H. Méhrle mit den besten Wiinschen zum 65. Geburtstag gewidmet.

*) Aus der Dissertation P. Moormann, TU Braunschweig, 1994,
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Schema 2

Als vorteilhaft erwies sich, daB bei der Mehrzahl der
Synthesen auch das Mannich-Salz 1 eingesetzt werden
konnte, da dieses in situ 2 bildete. Es stellte sich die Frage,
ob aus dem Dienon 2 iiber die Reaktionsfolge Michael-
Addition®, Nef-Reaktion” und Paal-Knorr-Synthese®®
anellierte Furane, Pyrrole und Thiophene synthetisiert
werden konnen. Durch Michael-Addition von Nitromethan
bzw. Nitroethan unter Natriumalkoholat-Katalyse!® waren
die y-Nitrocarbonylverbindungen 3a und 3b darstellbar. 3a
lag als reines Enantiomer vor. Die chirale Induktion
erstreckte sich jedoch nicht auf die C-2-Seitenkette, so daB
3b als Diastereomerengemisch (1:1) anfiel. Wihrend sich
3b durch “klassische” Nef-Reaktion” zur 1,4-Dicarbonyl-
verbindung 4b abbauen lieB, waren zur Darstellung des
Ketoaldehyds 4a aus 3a mildere Reaktionsbedingungen
nétig, namlich in Anlehnung an die Variante von Shechter
und Williams die Verwendung von KMnO, in nahezu
neutralem Medium!!'?, Im Rahmen von Paal-Knorr-
Synthesen lieB sich nur die Cyclisierung von 4b zum
anellierten Thiophen § mit P,S,, in THF!® realisieren.
Offenbar war der ausgeprigte aromatische Charakter des
Thiophens entscheidend, denn die entspr. Pyrrole konnten
durch Erhitzen von 4a und 4b mit Ammoniumacetat in
Ethanol oder Eisessig'® nicht dargestellt werden. Auch die
korrespondierenden Furane lieBen sich durch Umsetzung
von 4a und 4b mit dehydratisierenden Agenzien wie

R = H: KMnO,
R = CHy: HpSO4
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Acetanhydrid® oder Polyphosphorsiure' nicht isolieren
(Schema 2).

Die Kondensation von Enonen mit Arylhydrazinen ist
eine priparativ wertvolle Moglichkeit zur Darsteliung von
1-Aryl-2-pyrazolinen, wihrend die Verwendung von
Hydrazin bzw. Alkylhydrazinen weniger gebriduchlich
ist'®. Bei der Umsetzung von 1 mit Hydrazin konnte nur in
Eisessig ein einheitliches Produkt, nimlich das N-Acetyl-
pyrazolin 6a erhalten werden. Das Phenyl-pyrazolin 6b
wurde aus 1 und Phenylhydrazin gebildet und zeigt eine
intensive gelbliche Fluoreszenz.

Die Umsetzung von 1 mit Hydroxylamin fiihrte anstelle
eines anellierten Isoxazolins'” nur zum ungesittigten Oxim
7. 7 liegt als E/Z-Gemisch 9:1 vor. Fiir die Zuordnung ist
die chem. Verschiebung des olefinischen 4-H maBgeblich,
das bei syn-Oximen von A*-3-Oxo-steroiden'®!? bei
tieferem Feld in Resonanz tritt (Schema 3).

Erfolgreich verlief die Darstellung einiger Sechsring-
anellierter Hetero- und Carbocyclen aus dem Dienon 2. Bei
der Kondensation von 1 mit Thioharnstoff wurde das
Tetrahydropyrimidin 8 erhalten??, Die Hantzsch-Pyridin-
synthese?! aus Enonen, Acetessigester und Ammoniak
wird iiblicherweise in Losungsmitteln wie Ethanol, Toluol
oder Eisessig durchgefiihrt??,

Die Umsetzung von 1 lieB sich jedoch nur durch eine
Schmelze mit B-Aminocrotonsiuremethylester’® realisieren
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Ph-NH-NH,

1 ———————

H,NOH

Schema 3

und fiihrte durch Luftsauerstoff-Oxidation des intermediir
gebildeten 1,4-Dihydropyridins zum Pyridin 9.

Durch Cyclokondensation von 1 mit Malodinitril war
nach Ott0®® das 5’-Cyano-6’-methoxy-pyridin 10 zuging-
lich.

Nach Eichinger® konnen substituierte Phenole aus Eno-
nen in einem Schritt durch Umsetzung mit Pyridinium-
acetonylchlorid®® dargestellt werden. Nach diesem Ver-
fahren gelang die Synthese des Phenols 11 aus 1.
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GroBe priparative Bedeutung, insbesondere bei der Total-
synthese von Steroiden, besitzt die Robinson-Anellie-
rung?’-2829, Nach Mannich3® gelang die Darstellung des
B-Ketoesters 12 aus 1 durch Umsetzung mit Acetessig-
sdureethylester in Gegenwart von Natriumethanolat. Die
Verwendung von Acetylaceton lieferte unter gleichen
Bedingungen iiber die entspr. 5’-Acetylverbindung in einer
Tandem-Reaktion durch Abspaltung von Ethylacetat im
Sinne einer retro-Claisen-Reaktion das Trienon 13. 13
wurde auch durch Verseifung und Decarboxylierung von 12
mit KOH erhalten (Schema 4).

Nach den erweiterten Woodward-Regeln? fiir ungesittigte Carbonyl-
verbindungen lieB} sich fiir den Trienon-Chromophor von 12 und 13 das
Absorptionsmaximum von A = 333 nm abschitzen. Fiir 12 wurde
experimentell A = 334 nm und fiir 13 A = 332 nm ermittelt.

Bei den Verbindungen 1, 3, 4, 6, 12 und 13 wurde durch NOE-
Differenzspektren bewiesen, daB 2-H B-stindig sein muB. Nach Sittigung
des 19-H;-Singuletts wurden die Resonanzsignale fiir 2-H und 18-Hj;
verstirkt. Ebenso erhohte sich die Intensitit fiir 19-H;, wenn bei 2-H
eingestrahlt wurde.

Pharmakologische Untersuchungen

Die Canrenon-Derivate 2, 3, 4b, 5, 6b, 8 und 12 wurden
mittels Kompetitionsstudien an den Serumproteinen SHBG
und CBG sowie auf Rezeptorebene (Estradiol-, Progeste-
ron-, Androgen-, Glucocorticoid- und Mineralocorticoid-
rezeptor) auf ihre Bindungsfdhigkeit untersucht. Alle
Verbindungen erwiesen sich gegeniiber den Steroid-
Rezeptortypen und SHBG mit relativen Bindungsaffinititen
(RBA) < 0.01% als inaktiv.

NH,

Schema 4
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Schwache Bindungsaktivitit zeigen 3, 4b und 12 gegen-
iiber CBG mit RBA < 1%. Biologische Experimente am
Ganztier, die Aussagen iiber die Wirksamkeit der Steroide
ermoglichen wiirden, wurden nicht durchgefiihrt.

Der Firma Schering AG, Berlin, danken wir fiir die groBziigige
Uberlassung von Kaliumcanrenoat.

Experimenteller Teil

Schmelzpunkte: Linstrdm-Gerit, nicht korrigiert.- Elementaranalysen:
C-H-N-O-Elemental Analyzer 1106 Carlo Erba.- IR: Philips PU 98000.-
UV: Philips PU 8730.- NMR: Bruker AM 400: TMS als interner
Standard.- MS: Finnigan Mat 8430, Ionisierungsenergic 70 eV.-
Spezifische Drehung: Polarimeter Perkin Elmer 241.- Fluorimeter: Zeiss
PMQ 2.- SC: Kieselgel 63-200 um (Woelm), Aluminiumoxid N Super I
(Woelm).- HPLC: LiChroGraph L-6200 Gradientenpumpe, L-3000
Photodiodenarray Detektor, DAD-Manager Software, LiChro Cart 125-4,
LiChroSpher 100 RP-8 (5 pum), Eluent: Acetonitril/H,0 = 1 + 1.
Nettoretentionszeit: t; (in min).- Kaliumcanrenoat wurde durch
halbstiindiges Erhitzen in Eisessig zu Canrenon cyclisiert.

2 a-Dimethylaminomethyl-3-oxo-17 o-pregna-4,6-dien-21,17-carbolacton-
Hydrochlorid (1)

0.35 g (1 mmol) Canrenon wurden in 10 ml Acetonitril gelost. Nach
Zugabe von 0.30 g (3 mmol) N,N-Dimethylmethyleniminiumchlorid®
wurde 1 d bei Raumtemp. geriihrt. Der entstandene Niederschlag wurde
abgesaugt, mit Acetonitril gewaschen und i.Vak. getrocknet. Ausb. 0.36 g
(86%) farbloses Pulver, Schmp. 217°C (Acetonitril).- IR (KBr): ¥ = 2617-
2487 (NH), 1766 (C=0, Lacton), 1657 (C=0), 1627 cm™! (C=C).- UV
(Methanol): Amax (lg €) = 286 nm (4.06).- 'H-NMR ([Dg]DMSO): & =
0.93 (s, 3H, 18-H;), 1.17 (s, 3H, 19-Hs), 1.20-2.60 (m, 17 H, CH, CH,),
2.77 (s, 6H, N(CH3),), 3.01 (dd, J = 13; J = 7 Hz, 1H, CHH-N), 3.14 (mc-
sept, 1H, 2-H), 3.53 (dd, J = 13; J = 7 Hz, 1H, CHH-N), 5.71 (s, 1H, 4-H),
6.20 (d, J = 10 Hz, 1H, 6-H), 6.25 (dd, J = 10; J = 2 Hz, 1H, 7-H), 10.20 (s,
1H, NH, a).- MS (El): m/z (%) = 397 (3) [M**; freie Base], 352 (8), 58
(100).- [}y = +35.5 (c = 0.05 in 0.1 M HCl).- HPLC: t, = 1.2.-
CysH36CINO; (434.0) Ber. C 69.2 H 8.36 N 3.3 C1 8.2 Gef. C 69.1 H 8.42
N 3.1C18.0.

2-Methylen-3-oxo-17 a-pregna-4,6-dien-21,17-carbolacton (2)

0.43 g (1 mmol) 1 wurden in 10 ml Eisessig 1 h unter RiickfluB erhitzt.
Anschliefend wurde 2 durch H,O ausgefillt. Der Niederschlag wurde
durch SC an Kieselgel mit Ethylacetat gereinigt. Ausb. 0.30 g (86%)
farblose Kristalle, Schmp. 199°C (Ethanol).- IR (KBr): ¥ = 1776 (C=0,
Lacton), 1661 (C=0), 1610 cm™' (C=C).- UV (Methanol): Amax (lg €) =
305 nm (4.38).- 'H-NMR (CDCly): 8 = 1.04 (s, 3H, 18-Hj), 1.05 (s, 3H,
19-H3), 1.13-2.63 (m, 11 H, CH, CH,), 2.71 (d, J = 14 Hz, 1H, 1-HH),
5.31 (s, IH, =CHH), 5.82 (s, 1H, 4-H), 6.08 (t, J = 2 Hz, 1H, =CHH), 6.12
(d,J =9 Hz, 1H, 6-H), 6.19 (dd, ] = 9; J = 2 Hz, 1H, 7-H).- MS (EI): m/z
(%) = 352 (100) [M*"].- [0]®p = +9.7 (¢ = 0.05, in CH,Cl,).- HPLC: t, =
5.7.- C53Ho504 (352.5) Ber. C 78.4 H 8.01 Gef. C78.3 H7.99.

2a-Nitroethyl-3-oxo-17 a-pregna-4,6-dien-21,17-carbolacton (3a)

0.35 g (1 mmol) 2 wurden in 10 ml Methanol geldst, eine Losung aus
0.24 g (4 mmol) Nitromethan sowie 0.12 g (5 mmol) Na in 5 ml Methanol
zugetropft und 12 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach Eindampfen der Losung
i.Vak. wurde der Riickstand in H,0 aufgenommen und sofort mit Eisessig
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angesiuert. Der Niederschlag wurde durch SC an Kieselgel mit Ethylacetat
gereinigt. Ausb. 0.31 g (75%) farbloses Pulver, Schmp. 114°C
(Ethylacetat).- IR (KBr): ¥ = 1773 (C=0, Lacton), 1661 (C=0), 1619
(C=0), 1557, 1390 cm’! (NO,).- UV (Methanol): Amax (lg €) = 283 nm
(4.30).- 'TH-NMR (CDCl): 8 = 1.04 (s, 3H, 18-H3), 1.17 (s, 3H, 19-H3),
1.20-2.62 (m, 19 H, CH, CH,), 4.64 (mc, 2H, CH,-NO,), 5.67 (s, 1H, 4-
H), 6.10 (d, ] =9 Hz, 1H, 6-H), 6.14 (d, ] = 9 Hz, 1H, 7-H).- MS (EI): m/z
(%) = 413 (44) [M**], 366 (80), 340 (100).- [0]*°, = +29.8 (c = 0.05,
CH,Cly).- HPLC: ¢, = 6.0.- C54H3;NO; (413.5) Ber. C 69.7 H 7.56 N 3.4
Gef. C69.8 H7.65N 2.9.

20-(2-R.S-Nitropropyl)-3-oxo-17 o-pregna-4,6-dien-21,17-carbolacton
(3b)

0.35 g (1 mmol) 2 wurden in 10 ml Ethanol gelost, eine Lisung von
0.05 g (2 mmol) Na in 5 ml Ethanol sowie 0.38 g (5 mmol) Nitroethan
zugetropft und 2 h riickflieBend erhitzt. Nach Eindampfen i.Vak. wurde
der Riickstand in H,0 aufgenommen und sofort mit Eisessig angesiuert.
Der Niederschlag wurde durch SC an Kieselgel mit Ethylacetat gereinigt.
Ausb. 0.35 g (82%) farbloses Pulver, Schmp. ab 88°C (Ethylacetat).- IR
(KBr): ¥ = 1773 (C=0, Lacton), 1661 (C=0), 1619 (C=C), 1547, 1358 cmx’
! (NO,).- UV (Methanol): Amax (Ig £) = 283 nm (4.48).- 'H-NMR
(CDCl,): 8 =1.03 und 1.04 (2s, 3H, 18-H3), 1.14 und 1.15 (2s, 3H, 19-H3),
1.58 (d, J = 8 Hz, 3H, CH-CHj;), 1.21-1.57 und 1.63-2.71 (2m, 20 H, CH,
CHj), 4.85 und 5.09 (2mc, 1H, CH-NO,), 5.66 und 5.68 (2s, 1H, 4-H),
6.12 (m, ] = 8 Hz, 2H, 6-H, 7-H).- MS (EI): m/z (%) = 427 (3) [M*'], 380
(100).- HPLC: t, = 8.0.- CsH33NOs (427.5) Ber. C 70.2 H 7.78 N 3.3 Gef.
C70.2H7.84N3.1.

3-Ox0-2 o-(2-oxoethyl)-17 a-pregna-4,6-dien-21,17-carbolacton (4a)

0.41 g (1 mmol) 3a wurden in 100 ml 0.1 M NaOH und 10 m! Aceton
gelost. Nach Zugabe von 30 ml 20proz. MgSO,-Lésung und 300 ml
Eiswasser wurde eine Losung von 0.157 g (1 mmol) KMnQ, in 20 ml
Wasser zugetropft. Nach 10 min Riihren bei Raumtemp. wurde mit
10proz. Oxalsdure angesiuert und mit 200 m! CH,Cl, extrahiert. Der
Riickstand wurde 30 min in 10 ml Eisessig unter RiickfluB erhitzt und
anschlieBend mit H,O ausgefillt. Ausb. 0.25 g (65%) farbloses Pulver,
Schmp. 112°C (Eisessig/H,0).- IR (KBr): ¥ = 1770 (C=O0, Lacton), 1722
(C=0, Aldehyd), 1660 (C=0), 1617 cm™! (C=C).- UV (Methanol): Amax
(Ig €) = 284 nm (4.12).- 'H-NMR (CDCl,): & = 1.04 (s, 3H, 18-H3), 1.22
(s, 3H, 19-H3), 1.25-2.63 (m, 17 H, CH, CH,), 2.99 (m¢, 1H, CHH-CHO),
3.18 (mc, 1H, CHH-CHO), 3.74 (mc, 1H, 2-H), 5.71 (s, 1H, 4-H), 6.10 (d,
J =10 Hz, 1H, 6-H), 6.14 (dd, J = 10; J = 3 Hz, 1H, 7-H), 9.86 (s, 1H,
CHO).- MS (EI): m/z (%) = 354 (100) [M - COJ*.- MS (CI/NH;): m/z
(%) = 383 (100) [M + HJ*.- [a]%, = -4.1 (c = 0.05, CH,Cl,).- HPLC: t, =
3.3.- C4H;3p04 (382.5) Ber. C 75.4 H 7.91 Gef. C 75.2 H 7.99.

3-Oxo0-20-(2-0xopropyl)-17 o-pregna-4,6-dien-21,17-carbolacton (4b)

0.42 g (1 mmol) 3b wurden in 10 ml 0.5 M methanolischer KOH gelost,
3 h bei Raumtemp. geriihrt und anschlieBend langsam in 100 ml eiskalte 3
M H,SO, getropft. Nach 2 h wurde der Niederschlag abgesaugt und durch
SC an Kieselgel mit Ethylacetat gereinigt. Ausb. 0.30 g (75%), farblose
Kristalle, Schmp. 94°C (Ethylacetat).- IR (KBr): V = 1770 (C=0, Lacton),
1715 (C=0), 1660 (C=0), 1610 cm™! (C=C).- UV (Methanol): Amax (lg €)
= 283 nm (4.47). '"H-NMR (CDCl,): 8 = 1.03 (s, 3H, 18-H;), 1.21 (s, 3H,
19-Hy), 1.25-2.16 und 2.28-2.62 (m, 18 H, CH, CH,), 2.22 (s, 3H, CH;-
CO), 3.06 (dd, J = 18; J = 5 Hz, 1H, CHH-CO), 3.13 (mc, 1H, CHH-CO),
5.68 (s, 1H, 4-H), 6.10 (d, J = 10 Hz, 6-H), 6.13 (dd, J = 10; J = 3 Hz, 7-
H).- MS (EI): m/z (%) = 396 (98) [M**], 381 (30), 378 (76), 323 (100).-
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[0 = -12.9 (¢ = 0.05, CHyCly).- HPLC: t, = 3.9 - CysH3,0, (396.5) Ber.
C75.7H 8.13 Gef. C 75.8 H 8.16.

5’-Methyl-thieno[3’ 2’ :2,3]-17 a-pregna-4,6-dien-21,17-carbolacton (5)

0.40 g (1 mmol) 4b sowie 0.5 g (10 mmol) P4S,, wurden in 20 ml THF
3 h unter RiickfluB erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemp. wurde die
Suspension iiber Aluminiumoxid mit Ethylacetat/Cyclohexan (1 + 1)
filtriert. Der Riickstand wurde durch SC an Kieselgel mit CH,Cl,
gereinigt. Ausb. 0.21 g (53%), hellgelbe Kristalle, Schmp. 178°C
(CH,Cl,/n-Hexan).- IR (KBr): ¥ = 1775 (C=0, Lacton), 1456 cm™} (C=C).-
UV (Methanol): Amax (Ig €) = 260 nm (3.77), 324 (4.32), 338 (4.47), 355
(4.37).- 'H-NMR (CDCly): § = 0.94 (s, 3H, 18-Hj), 1.01 (s, 3H, 19-H3),
1.08-2.43 (m, 13 H, CH, CH,), 2.44 (s, 3H, 5’-CHjy), 2.45-2.61 (m, 3H,
CH, CH,), 2.74 (d, J = 16 Hz, 1H, 1-HH), 5.61 (dd, J = 10; J = 2 Hz, 1H,
7-H), 6.06 (s, 1H, 4-H), 6.06 (dd, ] = 10; J = 2 Hz, 1H, 6-H), 6.50 (s, 1H,
4.H).- MS (EI): m/z (%) = 394 (100) [M*"].- [a]®p = -343 (c = 0.05,
CH,Cl,). HPLC: t; > 30.- C,5H350,S (394.5) Ber. C 76.1 H7.66 S 8.1 Gef.
C76.0H7.71 S8.2.

I'-Acetyl-4’ .5’ -dihydro-2 BH-pyrazolo[4’ 3’ :2,3]-17 a-pregna-4,6-dien-
21,17-carbolacton (6a)

0.43 g (1 mmol) 1 wurden mit 0.1 g (1.2 mmol) Natriumacetat sowie
0.1 g (2 mmol) Hydrazinhydrat in 15 ml Eisessig 5 h riickflieBend erhitzt.
Es wurde in 100 ml Eiswasser gegossen, mit 3 x 20 ml Ethylacetat
ausgeschiittelt und i.Vak. eingeengt. Der Riickstand wurde durch SC an
Kieselgel mit Ethylacetat gereinigt. Ausb. 0.25 g (61%), farblose Kristalle,
Schmp. 169°C (Ethylacetat).- IR (KBr): V¥ = 1771 (C=0, Lacton), 1655
(C=0, Amid), 1615, 1556 cm! (C=N, C=C).- UV (Methanol): Amax (Ig £)
=312 nm (4.42).- 'H-NMR (CDCl;): 8 = 1.03 (s, 3H, 18-H,), 1.11 (s, 3H,
19-H;), 1.13-2.18 (m, 18 H, CH, CHy), 2.29 (s, 3H, H3C-CO), 3.25 (1,J =
11 Hz, 1H, NCHH), 3.38 (mc, 1H, 2-H), 4.36 (1, J = 11 Hz, 1H, NCHH),
5.86 (d, J = 10 Hz, 1H, 6-H), 6.08 (s, 1H, 4-H), 6.16 (dd, J = 2; ] = 10 Hz,
1H, 7-H).- MS (EI): m/z (%) = 408 (65) [M*'], 366 (100).- [0}’ = -190
(c = 0.05, CH,Cl,).- HPLC: t, = 4.8.- C,5H3,N,05 - 3/4 C4HgO, (474.6)
Ber. C70.9H 8.07 N 5.9 Gef. C70.9H8.15N 5.8.

4’ .5'-Dihydro-1"-phenyl-2 BH-pyrazolo[4’ 3’ :2,3]-17 o-pregna-4,6-dien-
21,17-carbolacton (6b)

0.43 g (1 mmol) 1 und 0.2 g (1.5 mmol) Phenylhydrazin-Hydrochlorid
wurden in 15 ml Ethanol sowie 1 ml 2 M NaOH gel6st und 3 h
riickflieBend erhitzt. Dann wurde mit 2 M HCI angeséuert, mit H,O bis zur
Trilbung versetzt und gekiihlt. Der Niederschlag wurde durch SC an
Kieselgel mit Ethylacetat gereinigt. Ausb. 0.23 g (52%), gelblich
fluoreszierende Kristalle, Schmp. 252°C (Zers.) (Ethanol).- IR (KBr): ¥ =
1779 (C=0), 1597, 1500 cm™ (C=N, C=C).- UV (Methanol): Amax (lg €)
=267 nm (4.26), 375 (4.52).- 'H-NMR ({[Dg]DMSO): § = 0.92 (s, 3H, 18-
Hy), 1.07 (s, 3H, 19-H;), 1.14-2.57 (m, 17 H, CH, CHy), 2.98 (dd, ] = 9; ]
= 15 Hz, 1H, N-CHH), 3.40-3.50 (m, 1H, 2-H), 4.26 (1, J =9 Hz, 1H, N-
CHH), 5.80 (d, J = 10 Hz, 1H, 6-H), 6.15 (s, 1H, 4-H), 6.18 (dd,J =2;J =
10 Hz, 1H, 7-H), 6.77-7.22 (m, SH, Aryl).- [a]?°p = +469 (c = 0.05,
CH,Cl,).- MS (EI): m/z (%) = 442 (100) [M*'].- Fluorimetrie:
Emmissionsmaximum A = 515 nm (Anregungslicht A = 365 nm).- HPLC:
ty = 9.5.- CooH34N,0, (442.6) Ber. C 78.7H 7.74 N 6.3 Gef. C78.5H7.74
N6.2.

(E/Z)-3-Hydroxyimino-2-methylen-17 o-pregna-4,6-dien-21,17-
carbolacton (7)

0.43 g (1 mmol) 1 sowie 0.17 g (2 mmol) Hydroxylammoniumchlorid
wurden in 15 ml Pyridin 5 h riickflieBend erhitzt. Nach Abkiihlen der
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Lésung wurde mit H,O versetzt und der Niederschiag aus Methanol/H,0
umkristallisiert. Ausb. 0.25 g (66%) farblose Kristalle, Schmp. 258°C.- IR
(KBr): ¥ = 3388 (OH), 1755 (C=0, Lacton), 1600 cm™' (C=N, C=C).- UV
(Methanol): Amax (Ig €) = 292 nm (4.42).- 'H-NMR ([Dc]DMSO): § =
E/Z: 0.86 (s, 3H, 18-H,), 0.91 (s, 3H, 19-Hj3), 0.96-2.46 (m, 18 H, CH,
CH,), 491 (s, 1H, =CHH); E: 5.54 (s, 0.9 H, =CHH), 5.93 (d, J = 10 Hz,
0.9 H, 6-H), 6.17 (dd, J = 10; J = 2 Hz, 0.9 H, 7-H), 6.44 (s, 0.9 H, 4-H),
11.10 (s, 0.9 H, OH, a); Z: 5.50 (s, 0.1 H, =CHH), 5.78 (d, ] = 10 Hz, 0.1
H, 6-H), 6.12 (dd, J = 10; J = 2 Hz, 0.1 H, 7-H), 6.25 (s, 0.1 H, 4-H), 11.45
(s, 0.1 H, OH, a).- MS (EI): m/z (%) = 367 (100) [M**].- HPLC: t, = 5.1.-
CpHyNO; - 1/2 HyO (376.5) Ber. C 73.4 H 8.03 N 3.7 Gef. C 73.0 H 7.95
N 3.5.- a: H/D Austausch.

1’2" 3,6’ -Tetrahydro-2’ -thioxo-pyrimido[5' 4’ :2,3]-17 o-pregna-4 ,6-
dien-21,17-carbolacton (8)

0.43 g (1 mmol) 1 sowie 0.08 g (1.1 mmol) Thioharnstoff wurden in
15 ml Ethanol gelést und nach Zugabe von 1 ml 2 M NaOH 2 h riick-
flieBend erhitzt. AnschlieBend wurde mit 2 M HCI neutralisiert, das
Produkt durch H,O-Zugabe ausgefillt und der Niederschlag durch SC an
Aluminiumoxid mit CH,Cl, gereinigt. Ausb. 0.20 g (49%), gelbes Pulver,
Schmp. ab 264°C (Zers.) (CH,Cl,).- IR (KBr): ¥ = 3418, 3213 (NH), 1774
(C=0, Lacton), 1616, 1585 (C=C), 1518 cm™! (C=S).- UV (Methanol):
Amax (Ig €) = 282 nm (4.57), 342 (3.68).- 'H-NMR ([Dg]DMSO): & = 0.87
(s, 3H, 18-H3), 0.89 (s, 3H, 19-H3), 1.24-2.57 (m, 17 H, CH, CH5), 3.76 (d,
J =16 Hz, 1H, 6°-HH), 3.83 (d, J = 16 Hz, 1H, 6’-HH), 5.56 (s, 1H, 4-H),
5.69 (d, J = 10 Hz, 1H, 6-H), 597 (d, J = 10 Hz, 1H, 7-H), 8.22 (s, 1H,
NH), 9.49 (s, 1H, NH).- MS (EI): m/z (%) = 410 (100) [M*"].- [0])®’p =
-128 (¢ = 0.05, CH,Cl,).- HPLC: t, = 3.4.- C,,H3oN,0,S (410.6) Ber.
C702H7.36 N68S7.8Gef. C7T0.2H748N6.5S57.8.

5’ -Methoxycarbonyl-6’-methyl-pyrido{3’ 2’ :2,3]-17 a~pregna-4,6-dien-
21,17-carbolacton (9)

0.43 g (1 mmol) 1 sowie 0.35 g (3 mmol) 3-Aminocroton-
sduremethylester wurden in einem Morser gut verrieben und anschlieBend
2 h unter Riihren bei 120°C geschmolzen. Nach Abkiihlen und Zugabe von
10 ml 2 M HCl wurde mit 3 x 20 ml Ethylacetat ausgeschiittelt. Das
Losungsmittel wurde i.Vak. abdestilliert und der Riickstand durch SC an
Aluminiumoxid mit Ethylacetat gereinigt. Ausb. 0.23 g (51%), gelbe
Kristalle, Schmp. 221°C (EtOH/H,0).- IR (KBr): ¥ = 1780 (C=0, Lacton),
1730 (C=0, Ester), 1670, 1590 cm™! (C=N, C=C).- UV (Methanol): Amax
(g €) = 238 nm (4.21), 342 (4.44).- 'H-NMR (CDCl,): § = 0.90 (s, 3H, 18-
H,), 1.03 (s, 3H, 19-H;), 1.15-2.63 (m, 16 H, CH, CH,), 268 (d,J = 15
Hz, 1H, 1-HH), 2.78 (s, 1H, 6’-CH3), 2.82 (d, J = 15 Hz, 1H, 1-HH), 3.90
(s, 3H, COOCHjy), 5.89 (d, J =9 Hz, 1H, 6-H), 6.23 (dd, T = 9; J = 2 Hz,
1H, 7-H), 6.35 (s, 1H, 4-H), 7.91 (s, 1H, 4’-H).- MS (EI): m/z (%) = 447
(100) [M*'].- [)¥ = -178 (¢ = 0.05, CH,Cl,).- HPLC: t, = 6.4.-
C,sH;33NO, (447.5) Ber. C75.1 H7.43 N 3.1 Gef. C74.9H7.53 N 3.0.

5’-Cyano-6’-methoxy-pyrido[3’ 2’ :2,3]-17 0t—pregna-4,6-dien-21,17-
carbolacton (10)

0.43 g (1 mmol) 1 wurden in einer Lésung aus 0.1 g (4 mmol) Na in 10
ml Methanol gelost und nach Zugabe von 0.08 g (1.1 mmol) Malodinitril 1
h riickflieBend erhitzt. Nach Neutralisation mit 2 M HCl wurde das
Produkt durch H,0 ausgefillt. Der Niederschlag wurde durch SC an
Kieselgel mit Ethylacetat/Cyclohexan (1 + 1) gereinigt. Ausb. 0.25 g
(58%), gelbe Kristalle, Schmp. 224°C (Methanol).- IR (KBr): ¥V = 2218
(C=N), 1775 (C=0, Lacton), 1620, 1591 cm’' (C=N, C=C).- UV
(Methanol): Amax (lg €) = 237 nm (4.24), 294 (4.00), 363 (4.45).- 'H-
NMR (CDCly): 8 = 0.91 (s, 3H, 18-H,), 1.03 (s, 3H, 19-Hs), 1.20-2.60 (m,
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15 H, CH, CH,), 2.62 (d, ] = 16 Hz, 1H, 1-HH), 2.75 (d, ] = 16 Hz, 1H, 1-
HH), 4.01 (s, 3H, OCH;), 5.95 (d, ] = 10 Hz, 1H, 6-H), 6.21 (dd, ] = 10; J
=2 Hz, 1H, 7-H), 6.24 (s, 1H, 4-H), 7.51 (s, 1H, 4’-H).- MS (EI): m/z (%)
= 430 (100) (M*'].- [@]®% = -314 (c = 0.05, CH,Cly.- HPLC: ¢, = 15.-
Cy7H3oN,0; - 1/2 CH;0H (446.6) Ber. C 74.0 H 7.22 N 6.3 Gef. C 74.1 H
7.04 N 6.3.

4’-Hydroxy-benzo[1’ 2" :2,3]-17 a-pregna-4.,6-dien-21,17-carbolacton
11)

0.43 g (I mmol) 1, 0.24 g (1 mmol) Pyridiniumacetonylchlorid®® und
0.33 g (4 mmol) Natriumacetat wurden in 15 ml Ethanol gelost und 6 h
riickflieBend erhitzt. Danach wurde i.Vak. eingeengt und das Produkt
durch H,O ausgefillt. Der Niederschlag wurde durch SC an Kieselgel mit
Ethylacetat/Cyclohexan (1 + 1) gereinigt. Ausb. 0.12 g (31%), farblose
Kristalle, Schmp. ab 284°C (Zers.) (Ethanol).- IR (KBr): ¥ = 3426 (OH),
1755 (C=0, Lacton), 1618, 1570 cm’! (C=C).- UV (Methanol): Amax (lg
€) = 233 nm (4.22), 241 (4.24), 249 (4.20), 292 (4.38), 305 (4.29), 323
(4.08).- 'TH-NMR ([D¢]DMSO): 8 = 0.77 (s, 3H, 18-H;), 0.91 (s, 3H, 19-
Hs), 1.23-2.59 (m, 16 H, CH, CH,), 2.68 (d, J = 15 Hz, IH, 1-HH), 5.74
(d, ) =10 Hz, 1H, 6-H), 6.11 (s, 1H, 4-H), 6.13 (dd, J = 10; J = 2 Hz, 1H,
7-H), 6.49 (mc, 2H, 3'-H, 5’-H), 6.92 (d, ] = 8 Hz, 1H, 6’-H), 9.15 (s, 1H,
OH).- [a1]*’y = -200 (c = 0.05, CH,Cl,).- MS (EI}: m/z (%) = 390 (100)
[M**].- HPLC: t; = 10.2.- C5H3y05 (390.5) Ber. C 80.0 H 7.74 Gef. C
79.7H7.77.

(5'RS)-5" -Ethoxycarbonyl-4’ -0x0-2 BH-cyclohexaf1’ 2’ :2,3]-1 7 o-pregna-
2' 4.,6-trien-21,17-carbolacton (12)

0.43 g (1 mmol) 1 wurden in 15 ml Ethanol nach Zutropfen einer
Losung aus 0.1 g (4 mmol) Na in 5 ml Ethanol sowie 0.6 g (5 mmol)
Acetessigsdureethylester 3 h unter RiickfluB erhitzt. Anschlielend wurde
mit 2 M HCI neutralisiert, mit 3 x 20 ml Ethylacetat ausgeschiittelt und
i.Vak. abdestilliert. Ausb. 0.30 g (65%), gelbe Kristalle, Schmp. 191°C
(Methanol).- IR (KBr): ¥ = 1771 (C=0, Lacton), 1740 (C=0, Ester), 1655
(C=0), 1588 cm’! (C=C).- UV (Methanol): Amax (Ig €) = 334 nm (4.61).-
'H-NMR (CDCl): 8 = 1.03 (s, 3H, 18-H;), 1.09 (s, 3H, 19-H;), 1.30 (1, J =
7 Hz, 3H, CH,-CH,), 1.41-2.65 (m, 19 H, CH, CH,), 2.65-2.81 (m, 1H, 2-
H), 3.48 (m, |H, 5°-H), 4.25 (mc, 2H, CH,-CH3), 5.81 (d, J = 10 Hg, iH,
6-H), 5.92 (s, 1H, 4-H), 5.94 (s, br, 1H, 3’-H), 6.11 (dd, J = 2; J = 10 Hz,
1H, 7-H).- MS (El): m/z (%) = 464 (100) [M**].- HPLC: t; = 10.7 und
12.1.- CoyH3405 (464.6) Ber. C 75.0 H 7.81 Gef. C 75.0 H 7.85.

4’-0x0-2PH-cyclohexa[l’ 2’ :2,3]-17 a-pregna-2’ 4,6-trien-21,17-
carbolacton (13)

Darstellung A: 0.43 g (1 mmol) 1 wurden in 15 ml Ethanol nach
Zutropfen einer Losung aus 0.1 g (4 mmol) Na in 5 ml Ethanol sowie 0.3 g
(3 mmol) Acetylaceton 2 h riickflieBend erhitzt. Nach Neutralisieren mit
10proz. Oxalsdure wurde mit 3 x 25 ml Ethylacetat ausgeschiittelt und
i.Vak. eingedampft. Der Riickstand wurde durch SC an Kieselgel mit
Ethylacetat/Cyclohexan (1 + 1) gereinigt.- Ausb. 0.28 g (71%).

B: 0.46 g (1 mmol) 12 wurden in einer Mischung aus 20 ml Methanol,
5 ml HyO und 0.5 g (10 mmol) KOH 1 h riickflieBend erhitzt.
AnschlieBend wurde i.Vak. abdestilliert, der Riickstand in 20 ml Eisessig
gelost und 1 h unter RiickfluB erhitzt. Nach H,0-Zugabe fiel das Produkt
aus. Der Niederschlag wurde durch SC an Kieselgel mit
Ethylacetat/Cyclohexan (1 + 1) gereinigt.- Ausb. 0.20 g (51%), hellgelbe
Kristalle, Schmp. ab 209°C (Zers.) (Ethanol).- IR (KBr): ¥ = 1771 (C=0,
Lacton), 1654 (C=0), 1589 cm’' (C=C).- UV (Methanol): Amax (Ig €) =
332 nm (4.51).- '"H-NMR (CDCl,): 8 = 1.03 (s, 3H, 18-Hj), 1.09 (s, 3H,
19-H3), 1.11-2.62 (m, 21 H, CH, CH,), 2.74 (inc, 1H, 2-H), 5.80 (s, 1H,
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3°-H), 5.90 (d, ] =7 Hz, 1H, 6-H), 5.94 (s, 1H, 4-H), 6.12 (dd, = 7: I = 2
Hz, 1H, 7-H).- MS (ED): m/z (%) = 392 (100) [M*"].- [e}%, = +63.9 (c =
0.05, CH,Cly).- HPLC: t, = 9.8.- CH 1,05 (392.5) Ber. C 79.6 H 8.22 Gef.
C79.1 H8.16.

Pharmakologische Untersuchungen

Material: [1, 2, 6, 7-*H(N)] Aldosteron (spezif. Akt. 2.96 TBg/mmol),
[*H} R 5020 (spezif. Akt. 3.22 TBg/mmol), [2, 4, 6, 7-*H(N)] Estradiol
(spezif. Akt. 3.44 TBg/mmot), [*H] R 1881 (Methyltrienolon) (spezif. Akt
3.22 TBg/mmol), {1, 2, 4, 5, 6, 7-3H(N)) Dihydrotestosteron (DHT)
(spezif. Akt. 5.29 TBg/mmol) sowie nichtdeuteriertes R 5020 und R 1881
wurden von New England Nuclear (Dreieich) bezogen.

[1, 2, 4, 6, 7-*H(N)] Dexamethason (spezif. Akt 3.6 TBg/mmol) und
{1, 2, 6, 7-*H(N)] Cortisol wurden von Amersham Buchler (Braunschweig)
erhalten. Die iibrigen Steroide wurden von der Schering AG (Bergkamen,
Berlin) gespendet oder bei SERVA (Heidelberg) erworben. Alle Chemi-
kalien waren p.a.-Qualitdten der Firma Merck (Darmstadt).

Gewebeproben: Estrogen- und Progesteronrezeptoren wurden aus dem
Cytosol von humanem Uterusgewebe gewonnen. Die Nieren von Wistar-
Ratten, denen die Nebennieren entfernt worden waren, wurden als Quelle
fiir den Mineralocorticoidrezeptor benutzt. Der Glucocorticoidrezeptor
wurde aus dem Lebergewebe dieser Ratten gewonnen. Die Bindung der
Steroide an den Androgenrezeptor wurde in dem Cytosol der Prostata von
kastrierten Ratten ermittelt. Alle Gewebeproben wurden rasch mit
fliissigem N, bei -80°C eingefroren und bei derselben Temp. bis zur Ver-
wendung aufbewahrt.

Vorbereitung des Cytosols: Die gefrorenen Gewebeproben wurden
zerkleinert und nach Zugabe von kaltem PENG-Puffer (10 mmol/1
KH,PO,, 10 mmol/l K,HPO,, 1.5 mmol/l EDTA, 3 mmol/l NaNj,
5 mmol/l Monothioglycerol, 10 Vol.% Glycerol, pH = 7,4) im Ultra
Turrax (Janke und Kunkel, Melsungen) homogenisiert. Das Homogenat
wurde bei 105.000 x g und 4°C iiber 45 min in einem Rotor mit
feststehendem Winkel (60 Ti, Beckman Instruments, Miinchen) zentri-
fugiert. Der klare Uberstand wurde verwendet. Die Proteinkonzentrationen
des Cytosols wurde nach Bradford®® bestimmt.

Kompetitionsstudien: Die verschiedenen Cytosolzubereitungen wurden
mit dem geeigneten Radioliganden (Endkonzentration 8 nmol/l) und
steigenden Konzentrationen (1 x 1019 bis 1 x 1073 mol/l) der zu unter-
suchenden Steroide inkubiert. Ungebundene Steroidmolekiile wurden
durch Inkubation mit 0.5 ml DCC (0.5% Norit A, 0.05% Dextran T400 in
PENG-Puffer) iiber 10 min bei 4°C absorbiert. Nach dem Zentrifugieren
(10 min, 4°C, 1,500 x g) wurden 0.5 ml des Uberstandes abgezogen und
der Radioaktivitdtsmessung zugefithrt. Die Berechnung der relativen
Bindungsaffinititen (RBA) erfolgte nach Korenman®¥. a) Mineralo-
corticoidrezeptor: *H-Aldosteron diente als Ligand in Gegenwart eines
200-fachen Uberschusses an nichtdeuterierten R 28362 bei einer Inku-
bationszeit von 4 h bei 4°C.- b) Glucocorticoidrezeptor: *H-Dexamethason
war der Ligand bei einer Inkubationszeit von 4 h bei 4°C.- ¢) Andro-
genrezeptor: *H-R 1881 fungierte als Ligand in Gegenwart eines 200-
fachen Uberschusses an nichtdeuteriertem Triamcinolonacetonid bei einer
Inkubationszeit von 4 h bei 4°C.- d) Progesteronrezeptor: *H-R 5020 war
der Ligand bei Inkubation iiber Nacht bei 4°C.- e) Estrogenrezeptor: *H-
Estradiol diente als Ligand, wobei die Inkubation iiber Nacht bei 4°C
erfolgte. Bei SHBG und CBG diente *H-Dihydrotestosteron bzw. *H-
Cortisol als Referenzsteroid.
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