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Mikrobiologische 11B-Hydroxylierung von 3B-Hydroxy-5a.6a-
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Forschung Pharma, Schering AG, Berlin
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Eine Reihe von 33-Hydroxy-5a.6a-epoxy-steroiden wird mit dem Pilz. Curvularia lunata ohne
Bildung von Nebenprodukten spezifisch in 113-Stellung hydroxyliert.

Microbiological 113-Hydroxylation of 33-Hydroxy-5a«.6a-epoxysteroids

Some 38-Hydroxy-5x,6x-epoxysteroids are hydroxylated specifically in | [3-position with-
out formation of by-products by the fungus Curvularia lunata.

Die mikrobiologische Einfiihrung einer Hydroxylgruppe in die {1{-Stellung eines
Steroids wird stets von Hydroxylierungen an anderen Positionen des Ringskeletts
begleitet). Der bisher bestgeeignete Pilz Curvularia lunata bildet bei normalen
4-Androsten- oder 4-Pregnen-3-ketonen 7a-, 9%- oder 14a-Hydroxy-Nebenprodukte.

Diese unerwiinschte Hydroxylierung der «-Seite des Molekiils konnte bereits durch
l6a-Methyl-Substitution?®, durch Veresterung der 17x-Hydroxylgruppe entspre-
chender Progesterone? oder bei gesittigtem oder reduziertem A-Ring durch einen
Sa-Brom-Substituenten® vermindert oder vollstindig unterdriickt werden.

Die sterische Abschirmung der «-Seite durch diese Substitutionen ergab zwar
wichtige, aber nur relativ spezielle Substratstrukturen. Eine wesentlich breitere An-
wendung bietet der Strukturtyp der 33-Hydroxy-5x.6x-cpoxide.

Diese konnen aus den 3(-Hydroxy-AS-en-Verbindungen in sehr guten Ausbeuten
mit m-Chlor-perbenzoesiures oder Peressigsiure hergestellt werden®,

Die Sa.62-Epoxidstruktur wird bestitigt durch den in den NMR-Spektren aller
Verbindungen erscheinenden Peak bei 8 2.87--2.95 ppm in CDCls-Losung und bei
& 2.85--2.91 ppm in Deuteropyridin-Lisung als Dublett mit einer Aufspaltung von
J 3540 Hz

Diese Signallage mit ihrer Aufspaltung korreliert sehr gul_'mit den Werten von
Cross? fir das 6-H von 5ux.6x-Epoxiden (3 2.83 -2.86 ppm, J = 3.3 -4.1 Hz) und
ist nicht im Einklang mit den entsprechenden Werten fiir 53.63-Epoxide (3 3.05 bis
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3.09 ppm, J = 2.1—2.7 Hz). Die Stellung des 5.6-Epoxides folgt weiter aus den Berech-
nungen von 8 19-H mit den Inkrementen von Ziircher8), wobei nur das Inkrement
fiir 52.6a-Epoxid richtig berechnete 3 19-H-Werte ergibt.

Obwohl diese Substitution verhiltnismaBig kleine sterische Ausmalle besitzt,
erstreck( sich ihr EinfluBl durch ihre giinstige Stellung nahe am Skelettzentrum iiber
die gesamte «-Seite und 146t nur die gewiinschte 113-Hydroxylierung des Steroids zu.

Die Stellung der eingefiihrten Hydroxylgruppe in 118-Position wird bewiesen durch
den in den NMR-Spektren in Deuteropyridin bei allen Verbindungen erscheinenden
Peak bei 5 4.37—4.72 ppm als Multiplett mit einer Halbwertsbreite von 8 Hz. Diese
Signallage mit ihrer geringen Halbwertsbreite ist typisch fiir ein dquatorial-stindiges
H-Atom in [la-Stellung. Die Stellung der [1-Hydroxygruppe folgt weiter aus der
starken Entschirmung von 19-H bzw. 18-H um ca. 0.53 bzw. 0.49 ppm 9.

Somit konnten dic Verbindungen der Tab. | spezifisch in 115-Stellung hydroxyliert
werden.

5.6o-Epoxy-5a-androstan-ol-(17@3) und S.6x-Epoxy-52-cholestan-ol-(33) wurden
dagegen nicht angriffen. Dieser Befund steht im Einklang mit der Vermutung von
Brannon und Mitarbb, 10, die als Strukturbedingung eine Sauerstoff-Funktion am
,»FuB und am Kopf*“ des Substrates annimmt. Ein vergleichender Uberblick iiber
diec Reaktionsgeschwindigkeiten der unterschiedlichen Substrate wurde bereits an
anderer Stelle gegeben 7,

Die Ausbeuten der isolierten [13-Hydroxyverbindungen iiberschreiten trotz voll-
standiger Umwandlung des Ausgangsmaterials leider kaum 509 d. Th. Diese unbe-
friedigende Stoftbilanz wurde bisher generell bei Fermentationen von 33-Hydroxy-
steroiden mit Curvularia lunara beobachtet und soll noch mit einem #C-markierten
Substrat geklirt werden.

Wir danken Herrn Dr. G. Schulz [Ur dic erste Aufnahme und Interpretation der Spektren,
Herrn Dipl.-Ing. J. Huber fir die Bestimmung der Mikroanalysen und Herrn Michael Fischer
fur wertvolle priparative Mitarbeit. Besonderen Dank sagen wir Herrn Dr. G. Hover fiir
seine systematische Betrachtung der NMR-Spektren der Verbindungen gleicher Struktur-
merkmale, worliber zusammenfassend noch an anderer Stelle berichtet werden soli.

Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte wurden im Apparat nach Tottoli bestimmt und sind unkorrigiert.
Zur Diunnschichtchromatographie wurden Kieselgelfertigplatten (Fa. Merck AG, Darm-
stadt) verwendet. Wenn nicht anders angegeben, wurde im System Benzol/Essigester (1 : 4)
aufsteigend entwickelt. Zur Anfirbung wurde mit 95proz. Athanol angespriiht, 10 Min. bei
120° getrocknet und im UV-Licht betrachtet. Fiir die Siiulenchromatographien diente Kiesel-

8 R. F. Ziircher, Helv. chim. Acta 46, 2054 (1963).

91 K. Tori und K. Aono, Annu. Rep. Shionogi Res. Lab. [Osaka] 14, 136 (1964), C. A. 67,
27508 s (1967).

10 K. Miescher und W. H. Fischer, Helv. chim. Acta 21, 336 (1938).

1) D. K. Fukushima und S. Teller, Steroids 1, 121 (1963).

12} M. Davis und V. Petrov, ). chem. Soc. [London] 1950, 1185,

13) B. Ellis und V. Petrov, ). chem. Soc. [London] 1956, 4417.

\4) M. Ehrenstein, ). org. Chemistry 19, 1331 (1954).

15) L. Ruzicka und W. Bosshard, Helv. chim. Acta 20, 246 (1937).

1) D. R. Brannon, F. W. Parrish, B. J. Wily und L. Long, ). org. Chemistry 32, 1521 (1967).

I K. Kieslich, 2. Symposiom Technische Mikrobiologic, Berlin 1970.
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gel G, wobet stets mit linearen Gradienten Hexan/Aceton (1:1) eluiert wurde. Die Losungs-
mitte! fir UV waren Methanol, fir NMR CDCIy und perdeuteriertes Pyridin (innerer Stan-
dard Tetramethylsilan), Geriite Varian A 60 und HA 100 (NMR) und Beckman DK 1 (UV).

Darstellung der Sa.6a-Epoxy-steroide

a) Epoxidierung mit m-Chlor-perbenzoesdure: 50 g Steroid wurden in 1/ dest. Chloroform
innerhalb von 20 Min. mit 28 g m-Chlor-perbenzoesinre versetzt (1.1 Mol Persdure pro Mol
Steroid) und 16 Stdn. bei Raumtemperatur gerithrt. Nach Zutropfen von 300 ccm 5proz.
Natriumhydrogencarbonatlésung wurde die wiiBBr. Phase abgetrennt. Dic Chloroformlésung
wurde mit Wasser, mit 5proz. schwach saurer Eisen(IT)-sulfat-Losung und wieder mit Wasser
gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Die Losung wurde sodann i. Vak.bei 40° ein-
geengt und der Riickstandaus Essigester unter Zusatz von wenig Aktivkohle umkristallisiert.

b) Epoxidierung mit Peressigsiure: 25 g Steroid wurden in 0.7/ Methylenchlorid unter
Rithren mit 5 g wasserfreiem Natriumacetat und 18 g wasserfreiem Natriumsulfat versetzt.
Zu der auf 0° gekiihlten Mischung wurden 30 ccm Peressigsdure (40proz. in Eisessig) getropft
und cine Stde. bei 0 und weitere 2 Stdn. bei 20" gerithrt. Nach Zutropfen von 600 cecm
Sproz. Natrinomhydrogencarbonatlosung wurde die Methylenchloridphase abgetrennt, mehr-
mals mit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und i.Vak. bet 30" eingeengt.
Der Riickstand wurde aus Essigester umkristallisiert.

Mikrobiologische Hydroxylierung mir Curvularia lunata

a) Anzucht: Ein 2-I-Erlenmeyverkolben, der 500 ccm einer 30 Min. bei 120° im Autoklaven
sterilisierten Nihrlosung aus 1%, Cornsteep liquor, 1% Sojapuder und 0.005 %, Sojadl, ein-
gestellt aufpH 6.2, enthielt, wurde mit einer Lyophilkultur von Curvularia lunata beimpft und
72 Stdn. bei 30° auf cinem Rotationsschiittler mit einer Schiittelirequenz von 145 U/Min.
geschiittelt. Anstelle der Trockenkultur wurde bei cinigen Beispielen auch ein 7tigiges
Schrigrohrchen (29 Bierwiirzeagar) mit 4 ccem physiologischer Kochsalzlosung abge-
schwemmt und als Tnoculum benutzt.

b) Vorkulrur: Mit 250 ccm dieser Vorkultur wurde ¢in 20-/~Glasfermenter (Marubishi)
beimpft, der mit 15/ eines bei 1217 und 1.1 atii sterilisierten Mediums aus 1%, Cornsteep
liguor, 0.59%; Stiarkezucker und 0.005%; Sojadl, eingestellt auf pH 6.2, beschickt war. Unter
gelegentlicher Zugabe von Silicon SH als Antischaummittel wurde bei 29° unter Beliiftung
(1{ Luft pro Liter Kulturbrithe pro Min.), 0.7 atii Druck und Riithren 220 U/Min. 24 Stdn.
germiniert.

¢) Fermentation: 11 der Vorfermentkultur wurde unter sterilen Bedingungen in 14/ cines
wie oben sterilisierten Mediums aus 1% Cornsteep liquor, 1.25%, Sojapuder und 0.005 %,
Sojadl libergefiihrt und unter gleichen Bedingungen angeziichtet. Nach 12 Stdn. wurde die
Substratlosung von 7.5 g Steroid in 50 ccm Methylceellosolve zugesetzt. Teilweise und be-
sonders bei hoheren Substratkonzentrationen erfolgte die Zugabe auch bereits nach 6 Stdn.
Die Umwandlung wurde durch diinnschichtchromatographische Analyse der Methyliso-
butylketon-Extrakte von Fermenterproben kontrolliert, wobei die Abnahme des Ausgangs-
materials und des verseiften Auvsgangsmaterials beobachtet wurde. Der pH-Wert wurde
withrend der gesamten Fermentation zwischen 6.0 und 7.0 gehalten. Nach vollstandiger
Umwandlung wurde der Fermenterinhalt cinschlieBlich dem Mycel zweimal mit je 7.5/
Methylisobutylketon ausgeriihrt. Eine vorhergehende Filtration itber Gaze und die getrennte
Aufarbeitung von Mycel und Kulturfiltrat war mitunter vorteithafter. Die organischen
Phasen wurden abgetrennt, filtriert und i. Vak. bei 50 maximaler Badtemperatur eingeengt.
Beim Eindampfen fielen manchmal kristalline Anteile des bydroxylierten Produktes aus,
die abfiltriert wurden. Der Eindampfriickstand wurde mit kaltem Hexan von anhaftendem
Silicond! befreit. Erstkristallisat und Eindampfrickstand wurden getrennt aus Fssigester
oder Hssigester/Isopropyliither oder Methanol umkristallisiert.
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