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Der Pilz Curvularia lunata wandelt 38-Hydroxy-5«.6e ; 16a.17a-diepoxy-5x-pregnanon-(20) (1)
bei verlingerter Inkubationszeit iiber die primir entstehende 118-Hydroxystruktur 2 in die
58-H-6-Ketone 3 und 4 um. 38-Hydroxy-5«.6¢-epoxy-5«-pregnanon-(20) (6) wird zu 14x-
oder 17a-Hydroxy-11-ketonen (8—10, 12) oxydiert, wobei gleichzeitig noch eine Anderung
des Substitutionsmusters am A- und B-Ring eintreten kann, wihrend die entsprechende 16a-
Methylverbindung 14 iiber verschiedene Zwischenstufen zum stabilen Endprodukt 3f8.158-Di-
hydroxy-5«.6x-epoxy-16a-methyl-5«-pregnandion-(11.20) (18) transformiert wird. Die Kon-
stitutionen der isolierten Verbindungen wurden durch NMR-, IR-, MS- und CD-Unter-
suchungen gesichert.

Microbiological Hydroxylation of Sa.6a-Epoxy-383-hydroxy-Sa-pregnane-20-ones

with further Transformations

The fungus Curvularia lunata transforms in prolongated incubation time S5a.6c;16c.17a-di-
epoxy-38-hydroxy-5«-pregnane-20-one (1) to the 5p3-H-6-ketones 3 and 4 through the prima-
rily formed 113-hydroxy-structure 2. Se«.6a-Epoxy-3f3-hydroxy-5«-pregnane-20-one (6) is
oxidized to 14a- or 17a-hydroxy-11-ketones (8 —10, 12). During this reaction a change of the
substitution pattern of the rings A and B is sometimes observed. The corresponding 16a-methyl-
substituted substrate 14 is transformed through some intermediates to the stable product
5a.60-epoxy-3p.158-dihydroxy-16a-methyl-5a-pregnane-11.20-dione (18). The constitutions of
the isolated compounds were elucidated by n.m.r., i.r., mass spectroscopic, and ¢.d. investiga-
tions.

Die in einer fritheren Mitteilung? beschriebene Fermentation von 3B-Hydroxy-
5a.6a-epoxy-steroiden mit Curvularia lunata fithrt richtungsspezifisch zu 11 8-hydroxy-
lierten Verbindungen ohne nennenswerte Bildung von Nebenprodukten. Eine abnorm
verldngerte Fermentationszeit verminderte zwar bei einigen der untersuchten Sub-
strate durch iiblichen unkontrollierten Abbau die Ausbeute und Stoffbilanz, liefl aber
keine definierbaren Intermedidrprodukte erkennen.

Als Ausnahme fiel die Hydroxylierung von 3f-Hydroxy-S«.6a;16a.17x-diepoxy-
Sa-pregnanon-(20) (1) auf. Bereits nach 20 Stdn. Kontaktzeit (mit einer bei Beginn
12 Stdn. alten Kulturbrithe) wurden bei vollstindiger Umwandlung des Substrats
neben der gewiinschten 11B-Hydroxystruktur 2 polare und weniger polare Neben-

D K. Kieslich und H. Wieglepp, Chem. Ber. 104, 205 (1971).
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produkte beobachtet. Zu diesem Zeitpunkt kann 2 noch als Hauptprodukt mit einer
Ausbeute von 459 isoliert werden. Bei verlingerter Kontaktzeit (83 Stdn.) kénnen
jedoch nur noch folgende Verbindungen isoliert werden (s. Schema 1):

3a.11B-Dihydroxy-16a.17¢-epoxy-53-pregnandion-(6.20) (3), 113-Hydroxy-16a.-
17a-epoxy-53-pregnantrion-(3.6.20) (4), 3f.20a-Dihydroxy-5«.6e;16a.17x-diepoxy-
Sa-pregnanon-(11) (5).

Das primér 1103-hydroxylierte 5«.6-Epoxid 2 ist im Gegensatz zu vielen dhnlichen
Strukturen der gleichen Klasse relativ instabil und erleidet eine Epoxidoffnung. Uber
einige Zwischenstufen bildet sich unter Umkehrung der AB-frans- zur AB-cis-Ver-
kniipfung eine 3a-Hydroxy-5B3-H-on-(6)-Struktur 3 aus. Als Intermedidrprodukt
konnte das entsprechende 3.6-Diketon 4 isoliert werden, das bei einem Wiedereinsatz
als Substrat ebenfalls in 3 umgewandelt wurde. Die iiberraschende Umwandlung der
3B- in die 3a-Hydroxystruktur kann durch das Vorliegen eines reversiblen Redox-
gleichgewichts erkldrt werden, das in der 58-H-Reihe zur stabileren 3a-Hydroxyver-
bindung mit dquatorialer HO-Gruppe fiihrt.

Die Dismutation des Primirproduktes 2 zur 11-Keto-20a-hydroxy-Verbindung §
muf} als untergeordneter, sporadisch auftretender Zweigweg aufgefal3t werden.

Schema 1

Als weitere Ausnahme der stabilen Sa.6a-Epoxidsubstrate wurde auch beim ein-
fachen Grundkorper der Pregnanreihe, bei 3B-Hydroxy-5«.6a-epoxy-Sa-pregnanon-
(20) (6; Pregnanolonepoxid), eine schnelle Weiterreaktion des primir entstechenden
113-Hydroxyprodukts 7 zu mehreren Folgemetaboliten beobachtet.

Neben 7, welches nur bei sehr kurzer Fermentationszeit gewonnen werden kann,
wurden drei Hauptprodukte isoliert (s. Schema 2):

3B.14a-Dihydroxy-5«.6a-epoxy-5Sa-pregnandion-(11.20) (8), 3B.17a-Dihydroxy-5a.
6a-epoxy-Sa-pregnandion-(11.20) (9),. 3B.5a.14a-Trihydroxy-63-methoxyacetoxy-Sa-
dion-(11.20) (10).
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Daneben wurden in geringen Anteilen einige weniger polare Nebenprodukte abge-
trennt, deren Konstitutionen wegen des Fehlens einer Substitution in 5- und 6-Stellung
iiberraschen (s. Schema 2):

118.144-Dihydroxy - 5a - pregnandion - (3.20) (11), 14x- Hydroxy - Sa-pregnantrion -
(3.11.20) (12), 7x.14a-Dihydroxy-5«-pregnandion-(3.20) (13).

Zwei weitere sehr polare Fraktionen, die als Rohprodukte zusammen 379 der
eingesetzten Substratmenge betrugen, losten sich nur noch in sehr stark polaren
Solventien und wurden als vermutlich stark abgebaute Metaboliten nicht niher
untersucht.

Zusammen mit dem Ergebnis der diinnschichtchromatographischen Kontrolle des
Fermentationsverlaufes (s. Abbild.) sind die isolierten Produkte wahrscheinlich in
folgender Beziehung verkniipft:

Schema 2

CHj

O(lE- CH,0CH;
O

gy
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Die primar gebildete 113-Hydroxyverbindung 7 wird weitestgehend zur 11-Keto-
verbindung oxydiert und diese sofort in 14a- oder 17a-Stellung zu 8 oder 9 hydroxy-
liert. Der als Substratlosungsmitiel verwendete Glykolmonomethyldther wird bei
langen Fermentationszeiten enzymatisch zu Methoxyessigsdure oxydiert2, die den

2) J. de Flines, Koninklijke Nederlandsche Gist- en Spiritusfabrick N. V. Delft, Privatmit-
teilung.
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Epoxidring der 11-Keto-14x-hydroxy-Verbindung 8 zur 52-Hydroxy-6B3-methoxy-
acetoxy-Struktur 10 spaltet. Der weitere Abbau dieser Substanz sowie der 11-Keto-
172-hydroxy-Verbindung 9 ist bisher ungeklart.

Ounnschicht -Chromatogramm
System: Benzol/Essigester (1:4}

Verbindung Farbe
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Abbild. Diinnschichtchromatographische Kontrolle des zeitlichen Ablaufs der Fermentation
von Pregnanolonepoxid (6) (Alter der Pilzkultur bis 6-Zusatz 12 Stdn. = Kontaktzeit 0 Stdn.)*)

In sehr geringem MaBe wird das Ausgangsmaterial offenbar auch in 14x-Stellung
hydroxyliert und zugleich die 38-Hydroxy-5«.6«-epoxid- in die Sa-Pregnanon-(3)-
Struktur umgewandelt. Ausgehend von der letzteren Verbindung kann durch 7a-
Hydroxylierung 13 und durch 118-Hydroxylierung 11 gebildet werden, wobei die 113-
Hydroxystruktur 11 noch zur entsprechenden 11-Ketoverbindung 12 oxydiert werden
kann. Ein anderer Bildungsweg kann ausgeschlossen werden, da im Ausgangsmaterial
6 nach NMR, MS und GC keine Beimengungen erkennbar sind.

Gegeniiber den weitergehenden Metabolisierungen der beiden ersten Beispiele, die
in relativ kurzer Zeit in stirkerem Abbau des Steroidgeriistes enden, zeichnet sich ein
letztes Ausgangsmaterial durch die Bildung eines einzigen recht stabilen Endproduktes
aus.

38-Hydroxy-52.6x-epoxy-16a-methyl-Se-pregnanon-(20) (14) wird zwar ebenfalls
iiber die primir entstehende 1183-Hydroxyverbindung 15 weiter umgewandelt, fiihrt
aber bei verlingerter Fermentation ausschlieBlich zu 38.153-Dihydroxy-5x.6x-epoxy-
16z-methyl-Sx-pregnandion-(11.20) (18). Bei mittlerer Fermentationszeit konnten die
beiden folgenden Intermediarprodukte isoliert werden (s. Schema 3):

38-Hydroxy-5a.6x-epoxy-16a-methyl-5¢-pregnandion-(11.20) (16), 383.153-Dihy-
droxy-5a.6a-epoxy-16a-methyl-5«-pregnanon-(20) (17).

*) Die Ziffern in den Flecken bedeuten Prozentzahien, bezogen auf entsprechende zum
Vergleich parallel aufgetragene Standardsubstanzen. Zone X wurde auf Einsatzprodukt
6 bezogen.
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Schema 3

Spektroskopische Untersuchungen

Die Konstitutionen der Verbindungen 1—19 wurden durch NMR-, MS-, IR- und
CD-Untersuchungen aufgeklért.

In der Tab. sind die NMR-Daten aller Verbindungen enthalten. Die MS-, IR- und
CD-Daten werden im Versuchsteil bei den einzelnen Verbindungen aufgefiihrt. Von
den ersteren werden nur die charakteristischen und intensiven Ionen (Molekiil- und
Bruchstiick-Ionen) mit einer Erklirung ihrer Entstehung wiedergegeben. Der Basis-
peak ist jeweils kursiv gedruckt. Aussagekriftige Fragment-lonen der massenspek-
trometrischen Zerfille kénnen Schema 4 entnommen werden. Besonders die Zerfille
zu A, B und C sind typisch fiir 17-substit. Steroide, von denen bei den untersuchten
Verbindungen nur die Mdoglichkeiten A und C angetroffen wurden.

Fiir die Verbindungen 1—19 wurden die gefundenen Signallagen der 18- und 19-
Wasserstoffatome den mit Hilfe von Inkrementensitzen3-9 berechneten Werten
gegeniibergestellt (s. Tab.). Die gute Ubereinstimmung stellt schon eine Bestitigung
der formulierten Konstitutionen dar.

3) R. F. Ziircher, Helv. chim. Acta 46, 2054 (1963).
4) A, I. Cohen und S. R. Rock, Steroids 3, 243 (1964).

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

6) K. Tori und K. Aono, Annu. Rep. Shionogi Res. Lab. [Osaka] 15, 130 (1965), C. A. 65,
8220d (1966).

7 K. Tori und E. Kondo, Steroids 4, 713 (1964).

8) J. E. Bridgeman, P.C. Cherry, A.S.Clegg, J. M. Evans, E.R. H.Jones, A.Kasal,
V. Kumar, G. D. Meakins, Y. Morisawa, E. E. Richards und P. D. Woodgate, J. chem. Soc.
[London] C 1970, 250.

9 G.-A. Hoyer, bislang unverdffentlichte Inkrementsitze.
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schema 4. Fragmenti-lonen der massenspekirometirischen Zerfille

+ + +
CH, :

A m/e 232 B m/e 218 Cme 217
A; m/ 278 3-0O; 118-OH; 14a-OH C, m/e 277 3B8-OH; 5a.6a-0;
A, m/e 276 3-0; 11-0; 140-OH 11-0; 14-OH
A; mse 278 3-0; 7a-OH; 14a-OH C, m4 263 3-O; 118-OH; 14-OH
A, ms/e 278 3B-OH; 50.6a-0O; 158-OH C,; mse 261 3-0; 11-0; 14-OH
Ay m/e 292 3B-OH; 5a.6a-0; 11-0; 158-OH C, m/e 263 3-0; 7a-OH; 14-OH

A; m/e 376 3B-OAc; 5a.6a-0; 11-0; 158-OAc

g o
HO™ C+

]
O

D m/ 139 E m/e 95 F m/e 273

CH, @ + CHz
0"

G m/ 275 Hm/ 145 I mse 231

I, m/e 277 3B-OH; 5a.6a-0; 15-OH
I, m/ 291 3B-OH; 5a.60-0;11-0;

HO

15-OH
I, m/ 375 3B8-OAc; 5¢.6a-0; 11-0;
15-OAc
+0OH
K mse 291 L m/e 97

Die Verbindungen 1, 2, 5—9 und 14 —18 enthalten die 33-Hydroxy-5«.6a-epoxid-
Struktur, wie das Erscheinen von Signalen bei § 2.88—2.95 bzw. 3.85—3.88 in CDCl;
und bei 8 2.85—3.01 bzw. 4.25 —4.30in Pyridin-ds als Dublett mit einer A ufspaltung von
J = 3.5—4.0 Hz bzw. mit einer Halbwertsbreite von ~25 Hz beweist. Das jeweils
erstere Signal entspricht dem 6-H. Seine Signallage mit der angegebenen Aufspaltung
korreliert sehr gut mit den Werten von Cross10 und Kieslich? fiir 6-H von Sa.6a-
Epoxiden (3 2.83—2.86, J = 3.3—4.1 Hz) und ist nicht in Einklang mit den entspre-
chenden Werten fiir 583.63-Epoxide (3 3.05—3.09, J = 2.1—2.7 Hz). Auch liefert die
Berechnung von 8 19-H nur mit dem Inkrement fiir das S«.6x-Epoxid-Strukturelement
verniinftige Werte. Das jeweils letztere Signal ist 3-H zuzuordnen. Lage und Halb-

100 4, D, Cross, J. Amer. chem. Soc. 84, 3206 (1962).
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wertsbreite sind typisch fiir ein axialstdndiges Proton neben einer 33-OH-Gruppe bei
A/B-trans-Verkniipfung. Die paramagnetische Signalverschiebung beim Ubergang von
CDCl;3 zu Py-ds ist nach Demarco'V und Hampel12) als Lésungsmittelverschiebungs-
effekt zu interpretieren.

Die Verbindungen 1—4 besitzen eine 16a.17a-Epoxy-173-acetyl-Gruppierung, wie
das Erscheinen des 16-H-Signals bei & 3.68 —3.75 als Singulett und der 3 21-H bei
3 2.01—2.04 ebenfalls als Singulett sowohl in CDCI5 als auch Py-ds beweist. Ahnliche
Signallagen wurden auch von Hampel12) (3 21-H 2.02 in CDCls, 2.01 in Py-ds; 8 16-H
3.71—3.73 in Py-ds) und Jankowskil® (5 21-H 2.08 in CDCl;; § 16-H 3.6—3.7 in
CDCl3) gefunden.

Bei den Verbindungen 2—4, 7, 11 und 15 ist eine 113-OH-Gruppe eingefiihrt wor-
den, worauf das Auftauchen eines Signals bei 3 4.28 —4.48 in CDCl; und 4.43—4.56
in Py-ds mit einer Halbwertsbreite von 9 Hz hindeutet. Diese Signallagen mit ihren
geringen Halbwertsbreiten sind typisch fiir ein dquatorialstindiges H-Atom in 11a-
Stellung!.8.12). Die Stellung der 118-OH-Gruppe folgt weiter aus der starken Ent-
schirmung von 19-H bzw. 18-H um ca. 0.24 bzw. 0.26 ppm in CDCl; und 0.53 bzw.
0.49 ppm in Py-ds3.57.8),

Daraus folgt, daB bei 2 nur eine 113-OH-Gruppe in 1 eingefiihrt worden ist. Bei 3
und 4 ist zwar eine 11 3-OH-Gruppe vorhanden, jedoch fehlt die 38-Hydroxy-5x«.6x-
epoxid-Gruppierung. Die Berechnung von 8 19-H und 3 18-H mit Strukturelement-
inkrementen (s. 0.) deutet bei 3 das Vorliegen einer 3x-Hydroxy-53-H-6-keto- und bei 4
das einer 503-H-3.6-Diketo-Struktur an. Bei 3 erscheint ein Multiplett bei 8 3.79 mit
einer Halbwertsbreite von 20 Hz in Py-ds, was bei der angenommenen Konstitution
mit der Lage von 3-H iibereinstimmt. Bestitigung der Strukturen liefern hier die CD-
Daten, die nur mit der 5f-H-6-Keto- bzw. 53-H-3.6-Diketo-Konfiguration erklarbar
sind, und die massenspektrometrische Untersuchung. Die CD-Kurven eines 53-H-6-
Ketons bzw. eines Sp-H-3.6-Diketons ergaben sich bei 3 bzw. 4 eindeutig nach Sub-
traktion der Kurve eines 20-Keto-16x.17x-epoxy-steroids. Nach Subtraktion ver-
blieb bei 3 X p,, 297 und 306 nm, Ae —2.88 und —2.86 und bei 4 A,,,, 300 und 308 nm, Ac
--5.83 und —6.18. Diese Werte stimmen mit Literaturdaten iiberein14.15.16), Das MS
von 3 weist 3 Fragment-lonen m/e 273 (K—H,0), 255 (K--2 H,0) und 139 (D) (s.
Schema 4) auf, die beweisend fiir eine 6-Ketogruppierung sind17. Im MS von 4 fehlen
diese Schliisselbruchstiicke. Dafiir treten die fiir eine 53-H-3.6-Diketo-Gruppierung
spezifischen Fragment-Ionen mje 246 und 203 auf!®), die durch einen Verlust von
96 Masseneinheiten (entsprechend CsH40,) aus den Ionen m/e 342 bzw. 299 durch
Spaltung des A- und B-Rings entstehen.

11} P, V. Demarco, E. Farkas, D. Doddrell, B. L. Mylari und E. Wenkert, J. Amer. chem. Soc.
90, 5480 (1968).

12) B. Hampel und J. M. Kraemer, Tetrahedron [London] 22, 1601 (1966).

13 K. Jankowski und J.-Y. Daigle, Synthesis 1971, 32.

14 G. Cleve und G.-A. Hoyer, in Vorbereitung.

19 L, Velluz, M. Legrand und M. Grosjean, Optical Circular Dichroism, Verlag Chemie
GmbH, Weinheim/Bergstr. und Academic Press Inc., New York/London 1965.

16) 8, Julia und J. P. Lavaux, Bull. Soc. chim. France 1963, 1223.

11 M. Spiteller-Friedmann und G. Spiteller, Fortschr. chem. Forsch. 12, 441 (1969).

18) H. Obermann, M. Spiteller-Friedmann und G. Spiteller, Chem. Ber. 103, 1497 (1971).
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Die Verbindungen 5, 810, 12, 16, 18 und 19 besitzen eine 11-Ketogruppe, was aus
dem Erscheinen eines Singuletts bei § 2.50—2.52 in CDCIl3 und 2.55—2.63 in Py-ds
bei Fehlen einer 14a-OH- oder 17¢-OH-Gruppe und dem eines AM-Systems mit einer
Kopplung von 13 Hz bei 3 3.20—3.50 und 2.44 —2.60 in Py-ds bei Anwesenheit dieser
Gruppen fiir die beiden 12-H folgt. AuBlerdem 146t sich eine 11-Ketogruppe an der
charakteristischen paramagnetischen Verschiebung des 19-H-Signals3.5.8) leicht er-
kennen,

Bei 5 liegt zwar ein 16«.17x-Epoxid vor, was an dem Singulett bei 3 3.86 fiir 16-H
erkannt werden kann. Es fehlt jedoch die 173-Acetylgruppe. Dafiir erscheint ein
Quartett fiir 1 Proton bei 3 4.48 und ein Dublett fiir 3 Protonen bei § 1.42. Das deutet
auf das Vorliegen einer 178-CH(OH)CH3-Seitenkette der 20S-Reihe hin, wie der Ver-
gleich mit #hnlichen Verbindungen zeigt!9.

Die Verbindungen 6—8 und 10—13 weisen unbeeinfluSite 173-Acetylgruppen auf.
Die Signale fiir 21-H erscheinen bei 8 2.10 in CDCl3 und 2.04—2.10 in Py-ds jeweils
als Singuletts. Ahnliche Signallagen wurden auch von Hampel12 (3 21-H 2.12 in
CDCl3, 2.07 in Py-ds) und Jankowski2® (3 21-H 2.15 in CDCl3) gefunden, Bei 9 er-
scheint das 21-H-Signal bei 3 2.27 in Py-ds. Dies deutet auf eine 173-COCH3-17a-
OH-Gruppierung hin (vgl. Hampel12), § 21-H 2.36 in Py-ds). Bei 10 lieBen sich die
beiden Carbonylgruppen an C-11 und C-20 durch das CD-Spektrum bestétigen. Der-
CD der 11-Ketogruppe mit Ap,, 302 nm, Ac ~0.8 wurde nach Subtraktion der Kurve
eines 20-Keto-14a-hydroxy-steroids sichtbar.

Die Verbindungen 14—19 besitzen alle eine unbeeinfluBte 173-COCH3-16a-CH3-
Gruppierung. Das folgt aus dem Erscheinen des 21-H-Signals bei 8 2.09—2.11 in
CDCIl; und 2.11—2.13 in Py-ds. Diese Werte entsprechen sehr genau denen von
Hampel!? (3 21-H 2.12 in CDCls, 2.12 in Py-ds) und Jankowski20 (3 21-H 2.11 in
CDCl3). Die 16a-Methylgruppe ist bei 3 ~1 als Dublett zu erkennen.

Daraus ergibt sich, daB bei 7 nur eine 113-OH-Gruppe in 6 eingefiihrt worden ist.
Bei den Verbindungen 8 und 9 ist die Hydroxygruppe zur 11-Ketofunktion oxydiert
worden (s. 0.). AuBBerdem enthélt 8 eine 14a-OH-Gruppe, wie sie auch bei den Ver-
bindungen 10 —13 vorkommt. Sie kann an der charakteristischen Lage des 17a-H-
Signals bei & 3.51 —3.66 als Triplett in Py-ds erkannt werden, wie auch von Hikino2V
(3 17a-H 3.52 t, J = 8.8 Hz in Py-ds) angegeben wird. 9 enthalt dagegen eine zusétz-
liche 17¢-OH-Gruppe, erkennbar an der typischen Signallage der 21-Protonen (s. 0.).
Diese Zuordnungen werden durch die massenspektrometrische Untersuchung ge-
stiitzt. Es treten bei 8 die Fragment-Ionen mj/e 273 (F), 255 (F—H;0) und 237
(F —2 H,0) auf, wihrend die entsprechenden Ionen fiir 9 die Massenzahlen m/e 275
(G), 257 (G—H;0) und 239 (G—2 H;0) aufweisen (s. Schema 4). Unter Beriick-
sichtigung der Tatsache, dall beide Verbindungen ein Ion bei m/e 145 (H) und nur 8
eines bei m/e 85, das die Atome C-15, C-16, C-17, C-20 und C-21 enthdlt, liefern, kann
man ableiten, daB 8 eine Hydroxygruppe im C-Ring und 9 eine im D-Ring tragen muB.

19) G.-A. Hoyer, in Vorbereitung.
20) K. Jankowski und C. Berse, Canad. J. Chem. 47, 751 (1969).
21) H. Hikino, K. Nomoto und T. Takemoto, Steroids 16, 393 (1970).
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Die NMR- und MS-Daten fiir 10 sind nur vereinbar mit einer 3f.5«-Dihydroxy-
6B-methoxyacetoxy-Gruppierung. Das Signal bei 3 4.64 mit einer Halbwertsbreite
von 20 Hz weist auf ein axialstidndiges 3a-H bei A/B-trans-Verkniipfung hin, das durch
die Sa-Hydroxygruppe stark in seiner chemischen Verschiebung beeinfluBt ist. Das
Erscheinen des 6-H-Signals bei 3 5.48 mit einer Halbwertsbreite von 6 Hz legt eine
B-stdndige Acyloxygruppe nahe. Deren Konstitution ergibt sich aus der Lage eines
2-Protonensinguletts bei 8 4.20 und eines 3-Protonensinguletts bei 3 3.41 als Methoxy-
acetoxyrest. Im MS ist diese Gruppe an den Peaks m/e 380 (M*—CH3;OCHCO), 362
(M+—CH30CH>CO,H), 45 (CH30CH3) und 31 (CH30) leicht zu erkennen. Das
MS von 10 zeigt nach Abspaltung der Methoxyessigsiure auffallende Ahnlichkeit mit
dem von 8, so daB nur eine Offnung des Sa.6a-Epoxidrings von 8 durch Methoxyessig-
sdure stattgefunden haben kann. Dieser Vorgang wird im Massenspektrometer in
umgekehrter Richtung durchlaufen.

Die Verbindungen 11—13 besitzen keine 3p-Hydroxy-S«.6a-epoxid-Gruppierung
mehr, denn die typischen NMR-Signale fiir 3-H und 6-H fehlen. Die berechneten
Signallagen fiir 19-H deuten auf das Vorliegen einer 3-Keto-Sa-H-Struktur hin, was
durch die CD-Untersuchung bestétigt wird. In den CD-Spektren von 11 und 13 ist
nach Subtraktion der Kurve von |I8.14a-Dihydroxy-pregnen-(4)-dion-(3.20) die
Kurve eines 3-Keto-Sa-steroids mit A, 295 nm, Ae ~+1.2 (Lit.19: A,, 295 nm,
Ae +1.05) erkennbar. Eine 6-Ketogruppe kann nicht vorliegen. Nach den schon
diskutierten NMR-Ergebnissen enthilt 11 eine 11£- und 14a-Hydroxygruppe, wihrend
bei 12 die 11B3-Hydroxyfunktion zur 11-Ketogruppe oxydiert worden ist. 13 besitzt
neben einer 14a- eine zusitzliche 7a-Hydroxygruppe. Das 73-H-Signal erscheint bei
3 4.28 mit der erwarteten Halbwertsbreite von 9 Hz. Wie wir an dhnlichen Verbin-
dungen feststellen konnten, tritt das 73-H-Signal bei unbeeinfluBter 7«-Hydroxygruppe
bei 8 ~4.14 in Py-ds auf, wihrend die Einfiihrung einer 14a-Hydroxyfunktion das
Signal nach 8 ~ 4.30 in Py-ds verschiebt 22, Die Massenspektren zeigen als charak-
teristische Bruchstiicke solche ldngs der Bindungen C-13—C-17 und C-15—C-16
(A1, Az, A3) bzw. C-13—C-17 und C-14 —C-15 (C;, C3, C4) (5. Schema 4). Zusammen
mit den Fragment-lonen m/e 84 und 85 (enthalten C-15, C-16, C-17, C-20 und C-21)
und der Eliminierung von Acetonl?) ergeben diese Befunde, daB die Hydroxy- und
Ketofunktionen in den Ringen A, B und C vorkommen miissen. Bei 15 ist nur eine 113-
Hydroxygruppe in 14 eingefiihrt worden, die bei 16 zur 11-Ketofunktion oxydiert
worden ist (s. 0.). 17 und 18 enthalten offensichtlich eine 153-Hydroxygruppe, wie an
dem Erscheinen des 15«-H-Signals bei 3 3.94--4.08 als doppeltes Dublett mit den
Kopplungen 6 und 2 Hz8 und dem charakteristischen Bruch lings der C-13 —C-17-
und C-15—C-16-Bindungen im Massenspektrum (A4 —2H70, Ay—3H70, As—2H,0,
As—3H,0,1;—2H;0, 1, —3H,0, I,—2H,0, I,—3H;0, s. Schema 4; m/e 85, enthilt
C-16,C-17,C-20,C-21 und 16-CHj3) zu erkennen ist. Die Verbindung19 ist das Diacetat
von 18. Das 3-H- und 15-H-Signal werden um jeweils ~t ppm zu tieferem Feld ver-
schoben, wie es fiir sekunddre Hydroxygruppen zu erwarten ist. Auch das MS von 19
zeigt die Anwesenheit von 2 Acetoxygruppen und dhnelt erwartungsgemafl dem von
18.

22) G.-A. Hoyer, bislang unverdffentlicht.
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Die IR-Daten und die iibrigen MS-Befunde, insbesondere die Molekiil-Tonen, sind
mit den getroffenen Zuordnungen in Einklang und stiitzen weiter die formulierten
Strukturen,

Die IR-Banden der 20-Keto-16a.17x-epoxy-steroide liegen in KBr bei 1682 bis
1693/cm, die der anderen 20-Ketone bei 1667 —1700/cm (in CHCIl; und in Pyridin
1695/cm), die der 11-Ketone bei 1688 —1709/cm. Die Bandenlagen entsprechen den
Werten von Neudert und Répke2d. Fiir die Epoxidbanden konnten Keine charakteri-
stischen Zuordnungen gefunden werden.

Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte wurden im Apparat nach Tottoli bestimmt und sind unkorrigiert. Zur
Diinnschichtchromatographie wurden Kieselgel-Fertigplatten (Fa. Merck AG, Darmstadt)
verwendet. Wenn nicht anders angegeben, wurde im System Benzol/Essigester (1 : 4) aufstei-
gend entwickelt. Zur Aufarbeitung wurde mit einem Reagenz aus |1 ccm konz. Schwefelsidure
und 20 ccm 95proz. Athanol angespriiht, 30 Min. bei 140° getrocknet und im UV-Licht be-
trachtet. Fiir die Sdulenchromatographien dienten Kieselgel G. Die NMR-Spektren wurden in
CDCl3 und Pyridin-ds im Varian A 60 und HA 100, die Massenspektren im Varian MAT CH4,
die IR-Spektren in KBr mit einem Perkin-Elmer-Modell 621, die CD-Spektren in Dioxan auf
dem Dichrograph CD 185 von Jouan aufgenommen. Die Mikroanalysen wurden in unserem
Kontrollaboratorium unter Leitung von Dipl.-Ing. J. Huber durchgefiihrt. AuBerdem danken
wir Herrn Dr. G. Schulz fiir seine Mithilfe bei der Aufnahme und Interpretation der NMR-
und Massen-Spektren.

3p.11B-Dihydroxy-5a.6a; I6a.17a-diepoxy-5a-pregnanon-{ 20) (2): Unter den bereits friiher 1)
beschriebenen Bedingungen wurde eine Losung von 7.5 g 3-Hydroxy-5a.6a; 16a.17a-diepoxy-
Sa-pregnanon-(20) (1) in 250 ccm Methylcellosolve zu einer 12 Stdn. alten Kulturbrithe von
Curvularia lunata gegeben und 20 Stdn. inkubiert. Die eingeengten Methylisobutylketon-
Extrakte ergaben 7.3 g festes Rohprodukt, das nach Waschen mit kaltem Hexan zweimal aus
Essigester umkristallisiert wurde. 3.3 g (45%,) 2, Schmp. 243 —245°, DC-Rr 0.37, IR: 3460
(OH), 1692/cm (20-C=0).

Cy1H3Os (362.5) Ber. C69.58 H 8.34 022.07 Gef. C69.31 H8.50 O21.94

Langzeit-Inkubation von 38-Hydroxy-5a.6a;16a.17a-diepoxy-5a-pregnanon-(20) (1): Unter
gleichen Bedingungen wurde die Inkubation auf 83 Stdn. verlingert. Die analytische Kontrolle
des Verlaufes zeigte folgende Schitzwerte:

Re 0.83 0.53 0.31 0.23 0.17
31 Stdn. - 40, 29 5% 1
55 Stdn. ~ 20 29 109 1%
83 Stdn. 15% 129 - 8% 19

Man erhielt 5 g mit Hexan gewaschenes Rohprodukt, das an Silicagel chromatographiert
wurde. Durch Elution mit Hexan, dem mit linearem Gradienten ansteigend bis zu 1009
Aceton zugemischt wurde, wurden folgende Produkte isoliert und durch Umkristallisieren aus
Aceton/Isopropylither gereinigt:

23) W. Neudert und H. Ropke, Steroid-Spektrenatlas, Springer-Verlag, Berlin/Heidelberg/
New York 1965.
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249 mg (445 mg roh) /18-Hydroxy-16a.17a-epoxy-5p-pregnantrion-(3.6.20) (4), Schmp.
252 —254°, DC-Rr 0.83.

C21H230s (360.4) Ber. C69.98 H 7.83 022.19 Gef. C 70.05 H 7.84 O 22.69
[R: 3520 (OH), 1715 (3-C=0), 1693/cm (6- und 20-C=0).
CD: Amax 300 und 308 nm, Ae —6.05 und —6.42.
MS: mje 360 (M), 342 (M+—H,0), 299 (M+—H,0 — COCHj3), 270 (M+—H,0 —

CH3;COCHO), 246 (M*+*—H,0 — COCH=CHCOCH3), 203 (M+—H,0 —
COCH=CHCOCH; — COCH3), 55, 43 (CH3CO).

120 mg (793 mg roh) 3a.llB-Dihydroxy-16a.17a-epoxy-5p-pregnandion-(6.20) (3), Schmp.
255—257°, DC-RF 0.53. '

C71H300s (362.5) Ber. C69.59 H 8.34 0O 22.07 Gef. C69.07 H 8.53 022.78
IR: 3405 (OH), 1708 (6-C=0), 1682/cm (20-C=0).
CD: Amax 297 und 306 nm, Ae —3.13 und —-3.13.
MS: m/e 362 (M*), 344 (M+*—H,0), 326 (M+—-2H,0), 311 (M+—2H,0—-CHj;), 301
(M+—H,0—COCHj3), 283 (M*—2H,0—COCH3), 273 (K- H,0), 265 (283—H,0), 255
(K—2H,0), 189, 139 (D), 95 (E), 55, 43 (CH3CO).

113mg (713 mg roh) 3B.20a-Dihydroxy-5a.6a;16a.17a-diepoxy-Sa-pregnanon-(11) (5),
Schmp. 258 —260°, DC-Rr 0.23, IR: 3400 (OH), 1709/cm (11-C=0).

C21H3005 (362.5) Ber. C69.59 H 8.34 0 22.07 Gef. C68.90 H 8.51 O 22.58

Langzeit-Inkubation von 38-Hydroxy-5a.6a-epoxy-5a-pregnanon-(20) (6): 6 bzw. 7.5 g Sub-
strat wurden zur 12 Stdn. alten Pilzkultur gegeben. Dann wurde 63 bzw. 36 Stdn. inkubiert.
Die Ansiitze wurden zusammen aufgearbeitet und ergaben ein Rohprodukt von 18 g, das an
Silicagel mit Hexan, dem mit linearem Gradienten ansteigend bis zu 100 %, Aceton zugemischt
wurde, chromatographiert wurde. Man erhielt folgende Produkte:

430 mg roh, aus Aceton/Essigester umkristallisiert 146 mg mit Schmp. 235/238 —240°, DC-
Rr 0.6.

C21H3,04 (348.5) Ber. C72.38 H9.26 0 18.36 Gef. C 72.25 H 9.32 O 18.55

Das gereinigte Rohprodukt, das uneinheitliche Spektren zeigte, wurde durch priparative
Diinnschichtchromatographie, System Chloroform/Methanol (95 : 5) (2malige Entwicklung),
getrennt. Die separierten Zonen Ry 0.35 und Ry 0.55 wurden mit Chloroform/Athanol ausge-
zogen und die Extraktriickstinde aus Diisopropylither umkristallisiert.

14 mg 7a.l4a-Dihydroxy-5a-pregnandion-(3.20) (13), Schmp. 269/272—274°, DC-Rr 0.35.

IR : 3450 und 3410 (OH), 1705 (3-C=0), 1677/cm (20-C=0).

CD: Amax 293 nm, Ae +4.28.

MS: mje 348 (M*Y), 330 (M+—H;0), 320 (M+—CO), 315 (M+—H,0—CHj), 312
(M+—-2H,0), 302 (M+—H,0—-CO0), 297 (M+—-2H,0—CHj;), 287 (M+—H,;0—-COCH3;),
277 (M*—CO—COCH3), 269 (M+*—2H,0—COCHj;), 262 (320-CH3;COCHj3), 260
(A3 —H0), 245 (C4;—H20), 244 (302—CH3COCH;), 242 (A3—2H,0), 227 (C4—2H;0),
191, 189, 159, 145, 135, 97 (L), 43 (CH3CO).

20 mg /4a-Hydroxy-5a-pregnantrion-(3.11.20) (12), DC-R¥ 0.55.

IR: 3555 (OH), 1710 und 1688/cm (3-, 11- und 20-C=0).

430
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MS: mje 346 (M%), 328 (M+—H,0), 318 (M+—CO), 313 (M+—H,0—CHj), 303

(M+—CH3CO), 285 (M+—H,0—COCHS3), 258 (A;—H,0), 243 (C3—H,0), 207, 159, 145,
®

135, 85 (CH;COCHC,Hs), 84 (H3C—(“34CH=CH—CH2-), 43 (CH;CO).

eOH
1.34 g roh, aus Diisopropylather/Essigester mehrmals umkristallisiert: 196 mg 11f.14a-Di-
hydroxy-5a-pregnandion-(3.20) (11), Schmp. 248 —249°, DC-Rr 0.53.

C1H3204 (348.5) Ber. C72.38 H9.26 O 18.36 Gef. C 71.80 H 9.24 O 18.93

IR: 3530 und 3480 (OH), 1700/cm (3- und 20-C=0).

CD: Amax 294 nm, Ae +4.25.

MS: mfe 348 (M+), 330 (M+—H;0), 315 (M+*—H»0—-CH3), 312 (M*+*—2H,0), 297
(M+—2H,0—CHjy), 294 (M*—3H;0), 287 (M+—H,0—COCHj3), 279 (M+—3H,0— CHj),
269 (M+—2H,0 —COCH3), 254 (312—CH3;COCH3), 253, 242 (A; —2 H,0), 239 (254—CHj3),

®
227 (C>—2H>0), 159, 145, 135, 85 (CH3COCHC;Hs), 84 (H;C—-C—CH=CH—CHj3-), 43
(CH;CO0). e(“)H
810 mg roh, aus Aceton/Diisopropylither zweimal umkristallisiert: 100 mg 3f8.118-Di-

hydroxy-5a.6a-epoxy-5a-pregnanon-(20) (7), Schmp. 231/233—235°, DC-Rr 0.39, IR (in
CHCl3): 1700/cm (20-C=0).

C21H3,04 (348.5) Ber. C72.38 H9.26 0O 18.36
Gef. C72.80 H9.67 O18.13

1.45 g roh, zweimal umkristallisiert aus Essigester: 183 mg 3f.17a-Dihydroxy-5a.6a-epoxy-
Sa-pregnandion-(11.20) (9), Schmp. 257 -259°, DC-Rr 0.33.

C31H3p05 (362.5) Ber. C69.59 H 8.34 022.07 Gef. C69.51 H8.47 O 21.60

IR: 3390 (OH), 1700/cm (11- und 20-C=0).

MS: mfe 362 (M*), 344 (M+—H,0), 326 (M+—2H;0), 311 (M+—2H,0—CHjy), 308
(M+—-3H;0), 283 (M+—-2H,0—-COCH3), 275 (G), 265 (M*—3H,0—-COCHj3), 257
(275—H;0), 239 (275—-2H,0), 209, 145 (H), 43 (COCH3y).

1.34 g roh, umkristallisiert aus Aceton/Diisopropyldther 1.'md danach Essigester: 139 mg
3B.14a-Dihydroxy-5a.6a-epoxy-Sa-pregnandion-(11.20) (8), Schmp. 256 —259°, DC-Rr 0.2.

C,1H3005 (362.5) Ber. C 69.59 H 8.34 022.07 Gef. C69.42 H 8.54 021.70

IR: 3520 und 3455 (OH), 1697/cm (11- und 20-C=0).

MS: mfe 362 (M%), 344 (M+—H,0), 326 (M*—2H,0), 311 (M+—2H,0—CH3), 308
(M*+—3H;0), 293 (M*+—3H,O—CH;), 283 (M*+*—2H,0-—COCHj;), 273 (F), 265
(M+—3H>0-—-COCH3), 255 (273—H,0), 241 (C,—2H;0), 237 (273—-2H;0), 223

®
(C;—3H;0), 221, 209, 145 (H), 85 (CH3COCHC,Hj3s), 43 (CH3CO).
1.58 g roh, rechromatographiert und mehrmals umkristallisiert aus Diisopropyldther/

Aceton: 90 mg 38.5a.14a-Trihydroxy-6-methoxyacetoxy-5a-pregnandion-( 11.20) (10), Schmp.
211-214°, DC-Ryr 0.18.

C24H3603 (452.5) Ber. C63.70 H 8.02 0 28.28
Gef. C 63.44, 63.49, 63.36 H 8.14, 8.10, 8.19 O 26.87

IR: 3550 und 3410 (OH), 1734 (Ester-C=0), 1691 und 1667 (11- und 20-C=0), 1191
(Ester-C=0). In Pyridin: 1747, 1727 (Schulter) und 1695/cm.

CD: Amax 294 nm, Ac +3.46.
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MS: mfe 452 (M*), 434 (M+—H,0), 424 (M*+—CO), 416 (M+—2H,0), 380 (M+~—
CH30CHCO), 362 (M*—CH30CH,CO,H), 344 (362—H,0), 334 (362—CO), 326 (362—
2H,0), 319 (362—CH;3CO), 301 (362—H,0—COCH3), 283 (362—2H,0—COCH3), 273
(F), 259 (C; — H,0), 255 (273 —H,0), 241 (C, — 2 H,0), 237 (273 —2 H,0),223 (C; — 3 H,0), 209,

@
145 (H), 85 (CH3COCHC,Hs), 45 (CH;0CHy), 43 (CH;CO), 31 (CH;0).

1.77 g roh, durch Umkristallisieren aus Athanol nicht weiter zu reinigen: DC-R¥ 0.10.

3.3 g roh, durch Umkristallisieren aus Athanol (sehr schwer 15slich) nicht weiter zu reinigen:
DC-Rr 0.06.

Umwandlung von 3p-Hydroxy-5a.6u-epoxy-16a-methyl-5a-pregnanon-(20) (14): Unter glei-
chen Bedingungen wurden 7.5 g 14 9 Stdn. inkubiert (Pilzkultur bei Beginn 12 Stdn. alt). Die
SchluBanalyse zeigte Umwandlungsprodukte mit folgenden Ry-Werten:

Ry 0.75 (Spuren), Rr 0.5 AM (—), Rx 0.40 (65%), Rr 0.25 (15%).

Weitgehend gleiche Ergebnisse erhielt man bei Einsatz des analogen 3-Acetats als Substrat.
Der Extraktriickstand wurde mit Hexan gewaschen und aus Essigester unter Kohlezusatz um-
kristallisiert.

3.3 g 38.118-Dihydroxy-5a.6a-epoxy-16a-methyl-5a-pregnanon-(20) (15), Schmp. 214—216°,
DC-Rr 0.43, IR: 3500 (OH), 1683/cm (20-C=0).
C32H3404 (362.5) Ber. C72.92 H9.53 017.67 Gef. C72.85 H9.57 O 18.21
Die Kristallisationsmutterlaugen wurden an Silicagel mit Hexan, dem mit linearem Gradien-
ten ansteigend bis zu 1009, Aceton zugemischt wurde, chromatographiert, wobei zusitzlich

folgende Verbindungen abgetrennt und aus Essigester bzw. Essigester/Diisopropylither um-
kristallisiert wurden.

79 mg 3f-Hydroxy-5a.6a-epoxy-16a-methyl-Sa-pregnandion-(11.20) - (16), Schmp. 225 bis
226° DC-Rr 0.71, IR : 3300 (OH), 1688 und 1703/cm (20- und 11-C=0).
C2;H3,04 (360.5) Ber. C73.34 H8.91 017.82 Gef. C73.90 H9.50 O 16.59
152 mg (730 mg roh) 38.158-Dihydroxy-5a.6a-epoxy-16a-methyl-5a-pregnanon-(20) (17),
Schmp. 235—236°, DC-Rr 0.25.
Cy3H3404 (362.5) Ber. C72.98 H9.50 O 17.61 Gef. C73.40 H 9.90 O 16.48
IR: 3530 und 3490 (OH), 1680/cm (20-C=0).

MS: mje 362 (M%), 344 (M*—H;0), 326 (M*—2H,0), 311 (M+—2H,0—CHy), 308
(M*—3H;0), 301 (M*—H0—-COCH3), 293 (M+-3H,0—CHsj), 283 (M*—2H,0—
COCH3), 265 (M*+ -3 H,0 —COCH3), 242 (A4, —2H20), 241 (I;—2H;0), 224 (A4—3H;0),

®

223 (I; —3H,0), 145 (H), 85 (CH;COCHCH,CH3), 43 (CH;CO).
Langzeit-Inkubation von 14: Die Inkubation unter gleichen Bedingungen wurde auf 20 Stdn.
verlédngert. Die Abbruchanalyse zeigte neben ca. 2% einer Verbindung mit Rr 0.25 nur ein
Umwandiungsprodukt mit Ry 0.2. Das isolierte, mit Hexan gewaschene Rohprodukt (7.5 g)

wurde aus Essigester/Diisopropylither unter Kohlezusatz umkristallisiert: 3.3 g 38.158-Di-
hydroxy-5a.6a-epoxy-16a-methyl-5a-pregnandion-( 11.20) (18), Schmp. 232—234°, DC-R¢ 0.21.

C2H305 (376.5) Ber. C70.21 H 8.67 O 21.20 Gef. C70.34 H 8.81 O 20.91
IR: 3500 (OH), 1690/cm (11- und 20-C=:0).
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MS: m/e 376 (M*), 361 (M+—CH,;), 358 (M+—H,0), 348 (M*+—COQ), 343 (M+—H,0
—CHy), 340 (M*—2H,0), 333 (M*—COCHS3), 330 (M*—H,0—CO), 315 (M*~H,0
—COCH3), 297 (M* —2H,0— COCH3), 256 (As—2 H,0), 255 (I,—~2H;0), 238 (A5 —3H,0),

@
237 (I,—3H,0), 145 (H), 85 (CH3;COCHCH2CHjy), 43 (CH;CO).

Mit Acetanhydrid in Pyridin bei Raumtemp. (1 Stde.) wurde 3B.158-Diacetoxy-5a.6a-
epoxy-16a-methyl-5a-pregnandion-( 11.20) (19) hergestellt. Schmp. 236—237°, DC-Rr 0.85.

Co6H3507 (460.6) Ber. C 67.88 H 7.92 0 24.37 Gef. C68.51 H8.22 O 24.18

1R: 1735 (Ester-C=0), 1700 (11- und 20-C=0), 1240 und 1258/cm (C—O0).

MS: mfe 460 (M+), 400 (M+—CH;3CO;H), 385 (M+—CH3;CO,H—CHj;), 382 (M+ —
CH;CO,H — H;0), 372 (M*— CH3CO;H — CO), 340 (Mt —2 CH3;CO;H), 297 (M+—
2 CH3CO;H — COCH;), 256 (Ag — 2 CH3CO;,H), 255 (I3 — 2CH3COzH), 238 (A¢—H,0 —

[
2CH;3CO;zH), 237 (I;—H,0—2CH;3CO,H), 145 (H), 85 (CH3COCHCH;CH3), 43 (CH3CO).

[381/71]



