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Mikrobiologische Umwandlung von Steroiden, XVIV

Synthese von 11p,21-Dihydroxy-6,16x-dimethyl-1,4,6-pregnatrien-
3,20-dion und dessen 11-Ketoverbindung
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21-Acetoxy-5o,60-epoxy-3B-hydroxy-6B,16a-dimethyl-20-pregnanon (3a), dargestellt aus 3p-Hy-
droxy-6,16a-dimethyl-5-pregnen-20-on (1) durch Epoxidierung und 21-Acetoxylierung, wurde mit
Flavobacterium dehydrogenans zu 6u,21-Dihydroxy-6p,16a-dimethyl-4-pregnen-3,20-dion (4) oxi-
diert und zu 21-Hydroxy-6,16a-dimethyl-4,6-pregnadien-3,20-dion (5) dehydratisiert. Mit Curvu-
laria lunata wurde die 11B-Hydroxygruppe eingefiihrt zu 6, wihrend Aspergillus ochraceus die
entsprechende 11a-Hydroxyverbindung 8 ergab. Beide Verbindungen wurden mit Bacillus lentus
zu 7 bzw. 9 dehydriert. Die 11a-Hydroxyverbindung 9 wurde nach selektiver Acetylierung der
21-Hydroxygruppe zu 10 zum 11-Keton 11 oxidiert, dessen Verseifung 12 ergab.

Microbial Transformations of Steroids, XVI"

Synthesis of 11p,21-Dihydroxy-6,16a-dimethyl-1,4,6-pregnatriene-3,20-dione and of its 11-Keto
Compound

21-Acetoxy-Sa,6a-epoxy-3p-hydroxy-6f,16a-dimethyl-20-pregnanone (3a), prepared from 3[-
hydroxy-6,16a-dimethyl-5-pregnen-20-one (1) by epoxidation and chemical introduction of the
21-acetoxy group, was oxidized to 6a,21-dihydroxy-6p,16a-dimethyl-4-pregnene-3,20-dione (4)
by Flavobacterium dehydrogenans and dehydrated to the 3-keto-4,6-diene 5. The 11B-hydroxy
group was introduced by Curvularia lunata to give 6, and the 11a-hydroxy group by Aspergillus
ochraceus to yield 8. Both compounds were dehydrogenated with Bacillus lentus to form 7 and 9.
The 11a-hydroxy compound 9 was selectively acetylated to 10, which was oxidized to 11. This on
saponification yielded 12.

Eine 6-Dehydro-6-methyl-Substitution soll die antiinflammatorische Aktivitdt von
16-Methyl-Corticoiden stark erhohen?®?® ohne gleichzeitige Steigerung einiger uner-
wiinschter Nebenwirkungen®. Diesen bei entsprechenden Hydrocortison- und Predni-
solon-Verbindungen beschriebenen Befund wollten wir an 16a-Methyl-1-dehydro-corti-
costeron-Strukturen iiberpriifen, die von uns*>® parallel zum Arbeitskreis von Roussel-
Uclaf™® entwickelt worden sind. Mit der Herstellung von 11p,21-Dihydroxy-6,16a-
dimethyl-1,4,6-pregnatrien-3,20-dion (7) strebten wir dariiber hinaus ein vollig halogen-
freies entziindungshemmendes Steroid an.

Zur Synthese dieser Verbindung wurde ein Weg gewihlt, der von dem kiuflichen Start-
produkt 3B-Hydroxy-6,16a-dimethyl-5-pregnen-20-on (1)® ausging und somit wenig
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Gemeinsamkeiten mit unserem Syntheseweg zur analogen 6,7-Dihydroverbindung'®
besal.

Da die mikrobiologische Einfilhrung der 11-Hydroxygruppe durch ihre Abhangigkeit
von der passenden Substratstruktur bei neuartig substituierten Steroiden problematisch
ist, versuchten wir diese Reaktion auf eine ausreichend geeignete Stufe zu legen, die durch
Vorpriifung unterschiedlicher Substrate zu ermitteln war.

Progesteron-Strukturen werden nach unseren Erfahrungen nur selten richtungs-
spezifisch in 11B-Stellung hydroxyliert. Wesentlich glinstiger verlduft eine 11 3-Hydroxy-
lierung mit Pilzkulturen von Curvularia lunata an 16a-Methyl-desoxycorticosteronen ',
Deshalb wurde der mikrobiologische Hydroxylierungsschritt nach chemischer Einfithrung
einer 21-Hydroxygruppe bevorzugt.

Durch Reaktion der A’-Verbindung 1 mit Peroxyessigsiure konnte das 5a,6a-Epoxid
2 in 84proz. Ausbeute dargestellt werden. Mit Hilfe der Oxalestermethode wurde jetzt
die 21-Acetoxygruppe in 2 eingefithrt. Dabei wurde 3a in 78 proz. Ausbeute erhalten,
was gegeniiber dem iiblichen Finsatz von 5-Pregnen-Strukturen, wie z. B. 1, fiir diesen
Reaktionsschritt abweicht. Durch mikrobiologische Umwandlung von 3a mit Flavo-
bacterium dehydrogenans war die 6a-Hydroxy-3-keto-4-en-Verbindung 4 in einer Ausbeute
von 64% nach einem bereits beschriebenen Reaktionstyp!? zuginglich. 4 wurde an-
schlieflend sauer zur 3-Keto-4,6-dien-Verbindung 5 dehydratisiert.

Die Epoxidierung von 1 sollte aus sterischen Griinden von der a-Seite des Steroids aus
erfolgen. Einen Beweis fiir die Konfiguration der Epoxygruppe in 2 liefern die Signal-
lagen und Aufspaltungen (oder Signalbreiten) des 3a-H im NMR-Spektrum in CDCl;
(& = 3.81, breites tt) und CsDsN (8 = 4.20, breites tt), die denen bei strukturell gesicherten
3B-Hydroxy-5a.6a-epoxysteroiden (CDCly: & = 3.85—-3.88, breites m; C;D;N:
8 = 4.25—4.30, breites m)'* ¥ entsprechen und nicht im Einklang sind mit denen von
3B-Hydroxy-5p,6B-Epoxiden (CDCl;y: & = 3.68, breites m; CsDsN: & = 391, breites
m)!'3. Vor allem wird die 50,6a-Epoxid-Konfiguration durch die eindeutig beweisbare
a-Stellung der 6-Hydroxygruppe im Folgeprodukt 4 gesichert (s. u.). Die Verbindung
3a besitzt eine 21-Acetoxygruppe, wie an den charakteristischen Signal- und Banden-
lagen im NMR- (OAc: Singulett bei & = 2.14; 21-H: AB-System bei 8 = 4.41 und 4.66
mit einer Kopplung von 17 Hz)'*- *® und IR-Spektrum (OAc: 1750, 1225und 1055 cm ™~ 1)!7
zu erkennen ist. Die iibrigen NMR-Signallagen von 3a sind gegeniiber denen von 2
kaum veridndert, so daf} bet der Synthese von 3 a keine weiteren Verdnderungen am Steroid-
geriist stattgefunden haben. Bei der mikrobiologischen Dehydrierung von 3a zu 4 wird die
Sa.6a-Epoxygruppe zum 6a-Hydroxy-4-en-System isomerisiert. Die «-Stellung der
6-Hydroxygruppe folgt aus der starken paramagnetischen Verschiebung des 4-H-Signals
um 1.2 ppm auf 8 = 6.99 in CsDsN im NMR'®, Das 3-Keto-4-en-System zeigt sich an
seiner charakteristischen Absorption bei 243 nm im UV '®), Zugleich wurde das 21-Acetat
zur 21-Hydroxyverbindung verseift, wie das Fehlen der Acetatbanden im NMR und IR
beweist. Das 6-Methyl-3-keto-4,6-dien-System von 5, das auch noch die Monohydroxy-
lierungsprodukte 6 und 8 besitzen, offenbart sich am besten im UV mit seiner Absorption
bei 289 nm !,

Somit waren die drei Substrate 3a, 4 und 5 fiir die mikrobiologische 11-Hydroxylierung
zu priifen, wofiir zur 11B-Hydroxylierung Curvularia lunata (NRRL 2380) und zur 11a-
Hydroxylierung Aspergillus ochraceus (ATCC 1008) ausgewihlt wurden.
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Im Gegensatz zu mehreren untersuchten 3B-Hydroxy-5a,6a-epoxiden’® 1% lieB3 sich
das 6B-methyl-substituierte Epoxid 3a nicht in 11p-Stellung hydroxylieren. Die Verbin-
dung wurde nur enzymatisch verseift zum 21-Alkohol 3b und zu geringen Anteilen umge-
wandelt in 4. Offenbar ist eine 11B-Hydroxylierung durch den axialen 6B-Methylsubsti-
tuenten sterisch behindert, da auch die vergleichsweise untersuchte 21-Desoxy-Verbindung
2 nur schwer angegriffen wurde. Neben einer geringfligigen Oxidation zum Analogon
von 4 wurde hier eine Hydroxylierung in einer Ausbeute von nur 2.2% ausschlieBlich in
15B-Stellung zu 13 bewirkt. Das wird durch die starke paramagnetische Verschiebung
des 18-H-Signals um 0.49 ppm beziiglich 2 in CsDsN im NMR bewiesen 2%. Auch die
Kopplungskonstanten J;, ;s = 6 und J 516 = 2 Hz im Vergleich mit Literaturwerten "
und nach Analyse von Dreiding-Modellen sowie die charakteristischen Fragmentierungen
im MS, besonders die Peaks bei m/e = 274, 245%% und 85 (s. Exp. Teil), liefern starke Hin-
weise auf die 158-Hydroxysubstitution. Der negative Einflul} des 6B-Methylsubstituenten
auf die 11B-Hydroxylierung mit dem Curvularia-Stamm bestétigte sich leider auch beim
Substrat 4, das bei der Fermentation unverédndert blieb.

Das 3-Keto-4,6-dien-System 5 gibt dem 6-Methyl-Substituenten eine annidhernd
dquatoriale Stellung, wodurch die sterische Hinderung der 11B-Hydroxylierung ver-
mindert wird. Die Umwandlung von § war jedoch auch bei extrem verlidngerten Fermen-
tationszeiten noch unvollstindig und ergab die 11B-Hydroxyverbindung 6 in einer Aus-
beute von 16%.

Bei der Vergleichspriifung im analytischen Malstab von iiber 30 weiteren Pilzarten,
die nach Literaturangaben?® bei unterschiedlichen Steroidsubstraten 11p-hydroxy-
lierende Eigenschaften besitzen, zeigte sich bei den meisten Stimmen eine deutlich ver-
zogerte 11B-Hydroxylierung des Substrates 5 im Vergleich zu 6a-Fluor-21-hydroxy-16a-
methyl-4-pregnen-3,20-dion. Als Ausnahmen fielen einige bekannte Cunninghamella-
Spezies auf, von welchen Cunninghamella elegans (ATCC 9245) bei praparativem Ansatz
neben 14% der 113-Hydroxyverbindung 6 9% des 11a-Hydroxyproduktes 8 lieferte.

Die allgemein richtungsspezifischere 11a-Hydroxylierung bietet fiir die Herstellung
der 11-Keto-Verbindungen 11 und 12 Vorteile. Im Gegensatz zur 113-Hydroxylierung
verlauft die Einfiihrung einer 11a-Hydroxylgruppe bei Substrat 5 mit Aspergillus ochraceus
normal und ergibt eine Ausbeute von 73% 8. Uberraschenderweise ist jedoch eine 110~
Hydroxylierung beim Substrat 4 stark behindert, wofiir vermutlich die 4quatoriale
6a-Hydroxygruppe verantwortlich ist.

Die 11-Hydroxyverbindungen 6 und 8 lassen sich mit Bacillus lentus (ATCC 13805)
leicht in die 1,2-Didehydroverbindungen 7 und 9 iiberfiihren. Die Ausbeuten betragen
50% fiir 7 bzw. 61% fiir 9.

Hydroxylierungen in 11B- oder 11a-Position lassen sich leicht durch die typischen
Signallagen der geminal angeordneten Protonen und ihre Aufspaltungen im NMR
erkennen (11o-H: 6 =43-45q, J=3, 3, 3Hz in CDCl3?¥; 11B-H: § 3.9—4.1, dt,
5,10, 10 Hz, in CDCIl,*#; in C;DN werden die Signale um ~0.20 ppm paramagnetisch
verschoben ?*). Danach gehdren 6 und 7 der 11B-Hydroxyreihe und 8, 9 und 10 der
11a-Hydroxyreihe an. Die 11B3-Hydroxyverbindungen sind auBlerdem an ihren grofien
Inkrementen zur Berechnung der NMR-Signallagen von 18-H und 19-H in C;D;N
(jeweils zwischen 0.5 und 0.6 ppm2%) leicht zu erkennen. Bei 6 und 7 liegen die Werte
in der erwarteten Groflenordnung. In den 11a-Hydroxyverbindungen 8, 9 und 10 kommt
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die HO-Gruppe dem 1B-H bzw. 1-H raumlich sehr nahe und bewirkt starke paramagne-
tische Verschiebungen der Signale dieser Protonen im NMR, die besonders augenfillig
in CsDsN-Ldsung sind.

Das 6-Methyl-3-keto-1,4,6-trien-System 148t sich im UV besonders gut an den drei
Banden bei 228, 253 und 304 nm erkennen!®. Die Verbindungen 7, 9, 10, 11 und 12
besitzen diesen Chromophor. Die Bandenlagen sind bei den 11a«-Hydroxy- 9 und 10
sowie den 11-Keto-Typen 11 und 12 leicht verschoben. Auch die NMR-Spektren dieser
fiinf Verbindungen belegen das 6-Methyl-3-keto-1,4,6-trien-System.

Die 11a-Hydroxyverbindung 9 wurde nach partieller Acetylierung der 21-Hydroxy-
gruppe mit Acetanhydrid unter Zusatz von Bleidiacetat zu 10 zum 11-Keton 11 mit
Jones-Reagenz oxidiert. Anschlieende Verseifung des 21-Acetats 11 mit NaOCH,
lieferte die 21-Hydroxyverbindung 12. Die 21-Acetoxygruppe bei 10 und 11 ist wieder
an den charakteristischen Signal- und Bandenlagen im NMR-?**® und IR-Spektrum!”
zu erkennen (s. 0.). Bei Oxidation der 11«-Hydroxygruppe zu 11 verschwindet das 11p-H-
Signal im NMR und die HO-Bande im IR. Dafiir erscheint ein 2-Protonensingulett bei

= 2.55 im NMR, das den beiden 12-H zuzuordnen ist 2%, und die 11-C=O-Bande bei
1710cm ™! im IR. Im IR- und NMR-Spektrum von 12 fehlen die charakteristischen
Acetatbanden.

Uber die pharmakologischen Daten wird an anderer Stelle berichtet.

Experimenteller Teil

Zur Diinnschichtchromatographie wurden Kieselgel-F,s,-Platten (Fa. Merck AG, Darmstadt)
verwendet. Es wurde — wenn nicht anders angegeben — im System Chloroform + Methanol
(95 + 5) mit Kammersittigung entwickelt. Zur Anfirbung wurde mit einem Reagenz aus 1 ml
konz. Schwefelsdure und 9 ml 95 proz. Ethanol angespriiht, 10 min bei 120°C getrocknet und im
UV-Licht betrachtet. - Sdulenchromatographie: Kieselgel G, Gradientenelutionen mit Hexan/
Aceton-Mischungen. — TR-Spektren: Perkin-Elmer PE 621 in getemperten KBr-Tabletten. —
UV-Spektren: Cary 14 in Methanol. — NMR-Spektren: Varian HA 100 mit TMS als internem
Standard. Die Zuordnung einzelner Protonen erfolgte durch Entkopplungsex perimente. — Massen-
spektren: Varian MAT CH 4 bei 70¢eV.

Epoxidierung von 38-Hydroxy-6,16a-dimethyl-5-pregnen-20-on (1): Zu einer Losung von 24.0 g
1% in 840 mi Chloroform, versetzt mit 4.8 g Natriumsulfat sic. und 15.6 g Natriumacetat sic.,
wurden unter Riihren bei +2 bis +5°C 24 ml einer 40 proz. Peroxyessigsiure getropft. Wihrend
des 20 min Zutropfens wurden weitere 4.8 g Natriumsulfat und 15.6 g Natriumacetat zugegeben.
Nach 1 h Riihren bei 5°C und 1h bei 15°C wurde mit 5proz. Natriumhydrogencarbonatiosung
neutralisiert und die Chloroformphase mit Wasser, 5proz. Eisen(II)-sulfat-Lésung und Wasser
gewaschen. Die iiber Natriumsulfat getrocknete Losung ergab nach Verdampfen 25 g Rohprodukt,
das aus Essigester umkristallisiert wurde. Man erhielt 20.5g Se«,60-Epoxy-3f-hydroxy-6 8,160~
dimethyl-20-pregnanon (2), Schmp. 184/185—186°C. Mit einem Zweit-Kristallisat von 730 mg
betrug die Ausb. 84%. Eine Probe wurde zur Analyse weiter umkristallisiert, Schmp. 190/191 bis
192°C, DC-R 0.58 (2mal entwickelt).

IR: 3480 (OH), 1680 cm™ ! (20-C = O). — NMR(CDCl,):§ = 0.58(s,3H, 18-H),0.92(d,J = 7 Hz,
3H, 160-CH,), 1.02 (s, 3H, 19-H), 1.26 (s, 3H, 68-CH;), 2.07 (s, 3H, 21-H), 207 (d, J = 9 Hz, 1 H,
170-H), 2.60 (m, W;,, = 26 Hz, 1 H, 168-H),3.81 (tt, J = 10,10,5und 5 Hz, 1 H, 3x-H). — (C;D;sN):
& = 0.64 (s, 3H, 18-H), 0.97 (d, J = 7THz 3H, 16a-CH;), 1.04 (s, 3H, 19-H), 1.30 (s, 3H, 6B-CH,;),
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2.09 (s, 3H, 21-H), 2.10 (d, J = 9 Hz, 1H, 17a-H), 2.79 (m, W;,, = 26 Hz, 1H, 16B-H), 4.20 (tt,
=10, 10, 5 und 5 Hz, 1H, 3a-H).
C,3H;,0; (360.5) Ber. C76.6 H10.1 0133 Gef. C765 H102 O 129

21-Acetoxylierung von 2: Zu einer Losung von 25.0 g 2 in 350 m! trockenem Methylenchlorid
wurden unter Stickstoffeinleiten und Rilhren eine Losung von 2.1 g Natrium in 60 ml Ethanol und
anschlieBend 25 ml Oxalsdure-diethylester in 15 ml Methylenchlorid getropft. Die Reaktions-
mischung wurde 8 h auf 60°C erwiirmt und i. Vak. zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde
mit 700 m! Hexan und 70 ml Methylenchlorid ausgekocht und ergab 39 mg kristallines Produkt.
DC-Ry 046 (2 x entwickelt). Die Losung dieses Rohprodukts in 600 ml Methanol wurde auf
—15°C gekiihlt und unter Stickstoffeinleiten und Riihren innerhalb einer h tropfenweise mit einer
Losung von 19.5 g Tod in 250 ml Methanol versetzt. Nach 1.5 h Nachriihren wurden 4.3 g Natrium-
methylat in 45 ml Methanol in 40 min zugetropft. Nach weiteren 1.5h wurden innerhalb von
2.5h bei stetig bis auf 20°C gesteigerter Temperatur 1400 ml Wasser zugetropft. Das ausgefiillte
Produkt wurde in Aceton/Essigester aufgenommen, die Losung filtriert und schonend i. Vak.
eingeengt (22 g noch feuchtes Rohprodukt). Die wifirige Phase wurde zweimal mit Essigester
extrahiert, der Extrakt mit Wasser gewaschen und i. Vak. eingeengt (25 g feuchtes Rohprodukt).
Das Rohprodukt wurde in 600 ml Aceton geldst, unter Rithren und Kiihlung auf 0°C wurde mit
38 ml Eisessig und 64 ml Triethylamin versetzt und 2 h zum Sieden erhitzt. Nach Abdestillieren
von 350 ml Aceton wurde mit 11 Wasser versetzt, die wdlrige Phase dekantiert und der Riickstand
i. Vak. getrocknet. Nach intensivem Waschen mit Hexan wurde erneut i. Vak. getrocknet. Man
erhielt 22.6 g(78%) 21-Acetoxy-Sa,60-epoxy-3B-hydroxy-6 B,16a-dimethyl-20-pregnanon(3a). DC-Rg
0.37 (Benzol/Essigester 1 + 4, 2mal entwickelt), Zers. 75/80—85°C.

IR: 3440 (OH). 1750 (Acetat-C=0), 1720 (20-C=0), 1225 (O-COCH,), 1055 cm™!
(C—-OCOCH;). — NMR (CDCl;): & = 0.63 (s, 3H, 18-H), 094 (d, J = 7Hz, 3H, 16a-CH,),
1.02 (s, 3H, 19-H), 1.26 (s, 3H, 6p-CH;), 2.06 (d, J = 9 Hz, 1H, 17a-H), 2.14 (s, 3H, 21-OAc),
2.68 (m, Wy, = 26 Hz, 1 H, 16B-H), 3.81 (tt, / = 10, 10, Sund 5 Hz, 1H, 3a-H), 441 (d, J = 17 Hz,
1H, 21-H), 4.66 (d, J = 17 Hz, 1H, 21-H).

C,sH3505 (418.6) Ber. C71.8 H9.1 O 191 Gef C714 H93 0192

Mikrobiologische Oxidation von 3a zu 60,21-Dihydroxy-68,16a-dimethyl-4-pregnen-3,20-dion (4):
Ein Glasfermenter mit 20 ml Fassungsvermogen wurde mit 151 einer Niahrlosung aus 0.3%
Hefeextrakt, 0.5% Cornsteep liquor und 0.2% Stédrkezucker beschickt, durch halbstiindiges
Erhitzen auf 120°C sterilisiert und nach Abkiihlen mit 250 m! einer 2 Tage alten Schiittelkolben-
kultur von Flavobacterium dehydrogenans (ATCC 13930) beimpft. (Die Schiittelkolbenkultur
wurde durch Inoculieren von 250 ml des gleichen Mediums mit der Abschwemmung einer 7d
alten Schriagagarkultur hergestellt) Nach 24stiindiger Vermehrung bei 30°C unter Riihren
(220 U/min) wurden 1.81 der erzeugten Kultur unter sterilen Bedingungen entnommen und in
einen 50-}-Fermenter — beschickt mit 30 1 des gleichen Mediums — iibergefiihrt. Nach 6 h wurde
eine sterilfiltrierte Losung von 14 g 3a in 200 ml Dimethylformamid zugesetzt und unter gleichen
Bedingungen weitere 17 h fermentiert. Danach wurde die Kulturbriihe mit Isobutylmethylketon
extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden i. Vak. zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde
mit Hexan vom verwendeten Antischaummittel Silicon SH freigewaschen und aus Essigester
umkristallisiert. Aus zwei vereinigten Anséitzen erhielt man 16 g (64%) 4, Schmp. 219/220—223~C,
DC-Rg 0.37. (Bei Einsatz des 3B-Acetates 3¢ betrug die Ausb. 74%.)

1R: 3420 (OH), 1700 (20-C=0), 1645 (3-C=0), 1605cm~! (C=C). — UV: A, (g) 243nm
(13800). — NMR (CsD;sN): 8 = 0.79 (s, 3H, 18-H), 0.92 (d, / = 7 Hz, 3H, 16a-CH3), 1.20 (s, 3H,
19-H), 1.57 (s, 3H, 6B-CH3;), 2.26 (d, J = 9 Hz, 1 H, 17a-H), 2.86 (m, W,,, = 26 Hz, 1 H, 16B-H), 4.47
(s, 2H, 21-H), 6.99 (s, 1 H, 4-H).

C,3H3,0, (3745) Ber. C738 H9.1 0170 Gef C728 H94 0172
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Dehydratisierung von 4 zu 21-Hydroxy-6,16a-dimethyl-4,6-pregnadien-3,20-dion (5): Die Losung
von 7.7 g 4in 1.3 1 trockenem Benzol wurde mit 3.5 g p-Toluolsulfonsdure versetzt 2 h zum Sieden
erhitzt (Wasserabscheider). Die Losung wurde filtriert, mit 5proz. Natriumhydrogencarbonat-
1osung und Wasser gewaschen und i. Vak. bei 50°C zur Trockne eingeengt. Der Riickstand von
7.7 g wurde aus Diisopropylether unter Kohlezusatz umkristallisiert. Man erhielt 4.8 g (66%) 5,
Schmp. 122/123—-125°C, DC-Rg 0.68 (Benzol/Essigester 1 + 4, 2mal entwickelt).

IR: 3450 (OH), 1700 (20-C=0), 1650 (3-C=0), 1620 und 1575cm ™! (C=C). — UV: Ay, (¢)
289 nm (23500). — NMR (CDCl;): 6 = 0.78 (s, 3H, 18-H), 1.02 (d, J = 7Hz, 3H, 16a-CH,),
1.09 (s, 3H, 19-H), 1.85 (d, J = 1.5Hz, 3H, 6-CH;), 2.10(d, J = 9 Hz, 1H, 17a-H), 2.80 (m, W, , =
26 Hz, 1H, 168-H), 4.17 (s, 2H, 21-H), 5.86 (s, 1H, 4-H), 590 (m, W,,;, = 6 Hz, 1H, 7-H). — MS:
mje = 356(100%, M *),341(6,M ™ — CH3;),325(44,M " — CH,OH),297(5,M* — COCH,OH),
256 (6, A27), 241 (12, B27), 187 (66, C27), 175 (29, D2™).

C,;H3,0, (356.5) Ber. C77.5 H9.0 0135 Gef. C769 H92 O 140

Fermentation von 3a mit Curvularia lunata: Mit einer Lyophilkultur von Curvularia lunata
(NRRL 2380) wurden in einem 2-1-Erlenmeyerkolben 100 m! sterile Nihrlosung aus 3% Stérke-
zucker, 1% Cornsteep liquor, 0.2% NaNO,, 0.1% KH,PO,, 0.2% K,HPO,, 0.05% MgSO, und
0.05% KCl beimpft. Die Kultur wurde 2 d bei 30°C mit einer Frequenz von 145 U/min geschiittelt.
Je 2 ml Mycel-Suspension wurden in je 20 ml des gleichen sterilen Mediums iibergefiihrt und unter
gleichen Bedingungen angeziichtet. Nach 6 h wurden je 4 mg 3a in 0.2 ml Dimethylformamid
zugeseizt und fermentiert. Nach 24, 36, 48 und 60 h wurde die Kulturbriihe mit 4 m! Isobutyl-
methylketon extrahiert und eine Probe der Extraktlosung diinnschichtchromatographisch analy-
siert. Das Ausgangsmaterial 3a war nach 24 h Kontaktzeit vollstindig verseift zu 3b, DC-R 0.55.
Nach 36 h Kontaktzeit, verstarkt zu lingeren Fermentationszeiten, trat ein UV-aktives Produkt
auf, welches nach DC-Vergleich (DC-R; 0.47) identisch mit 4 war.

Fermentationsversuch von 4 mit Curvularia lunata: Unter gleichen Fermentationsbedingungen
blieb 4 in Versuchen bis zu 60 h Kontaktzeit unverdndert.

Fermentation von 2 mit Curvularia lunata: Unter bereits frither beschriebenen Bedingungen *®
wurden 3.0 g 2 bei einer Substratkonzentration von 200 mg/l mit Curvularia lunata 90 h fermen-
tiert mit einer Kontaktzeit von 78 h. Die SchluBprobe zeigte nach DC-Analytik (Benzol/Essig-
ester 1 + 4) noch 75% unumgewandeltes Ausgangsmaterial neben je ca. 3% von zwei polaren
Umsetzungsprodukten. Aus dem durch iibliche Aufarbeitung erhaltenen Rohprodukt wurden
durch Kristallisation aus Essigester 1.14 g unumgewandeltes 2 abgetrennt. Die Mutterlauge wurde
chromatographiert und ergab 283 mg eines Rohproduktes, welches nach Umkristallisieren aus
Diisopropylether/Aceton 141 mg Reinprodukt lieferte, Schmp. 204 —205°C. Das Produkt war
identisch mit dem aus 2 durch Fermentation mit Flavobacterium dehydrogenans nach oben be-
schriebenen Bedingungen erhaltenen 6a-Hydroxy-68,16a-dimethyl-4-pregnen-3,20-dion (DC-Rg
0.47). Aus den weiteren Fraktionen wurden 268 mg des zweiten Umwandlungsproduktes isoliert,
das nach Umkristallisation aus Diisopropylether 123 mg (2.2%) 5a,6a-Epoxy-35,15-dihydroxy-
68,16a-dimethyl-5a-pregnan-20-on (13) ergab. Schmp. 144/146 —148°C, DC-R 0.33.

IR: 3450 (OH), 1690 cm ™' (20-C=0). — NMR (CsDsN): 8 = 1.04 (s, 3H, 19-H), 1.06 (d,
J = 7THz, 3H, 16a-CH,), 1.13 (s, 3H, 18-H), 1.26 (s, 3H, 6p-CH3), 2.13 (s, 3H, 21-H), 2.13 (d,
J = 9Hz, 1H, 17¢-H), 2.36 (dd, J = 13 und 6 Hz, 1H, 14¢-H), 3.03 (m, W,,, = 20 Hz, 1H, 16B-H),
3.95(dd,J = 6 und 2 Hz, 1 H, 15¢-H),4.22 (tt, J = 10,10, 5und 5 Hz, 1H, 3¢-H). — MS:m/e = 376
(100%, M™), 358 (19, M* — H,0), 340 (12, 358 — H,0), 315 (19, 358 — CH,CO), 300 (9,
358 — CH;COCH,), 297 (14, 358 — H,0 — H,CCO), 282 (5, 358 — H,0 — H;CCOCHy,), 274
(5, E27), 256 (5, 274 — H,0), 245 (6, F27), 85 (13, CH3éHCH=C(OH)CH3), 43 (20, CH;CO).

C,3H,60, (376.5) Ber. C734 H9.6 O170 Gef. C730 H9.7 O17.0
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11p-Hydroxylierung von 5 mit Curvularia lunata: In gleicher Weise wurden 50 g 5 in einer
Substratkonzentration von 200 mg/l mit einer Kontaktzeit von 136 h iiber 148 h fermentiert.
Das aus der Kulturbriihe und durch Auswaschen des Mycels erhaltene Rohprodukt wurde durch
Siulenchromatographie aufgetrennt und ergab nach Kristallisation aus Essigester 841 mg (16%)
11B,21-Dihydroxy-6,16a-dimethyl-4,6-pregnadien-3,20-dion (6), Schmp. 241/242—-244°C, DC-R¢
0.30.

IR: 3470 (OH), 1705 (20-C=0), 1660 (3-C=0), 1620 und 1580 cm ™! (C=C). — UV: L, {¢)
289 nm (23200). — NMR (CsDsN): 8 = 0.97 (d, J = 7Hz, 3H, 16a-CHj), 1.26 (s, 3H, 18-H),
1.52(s, 3H, 19-H), 1.85 (breites s, 3H, 6-CH;), 2.28 (d,J = 9 Hz, 1 H, 170-H), 290 (m, W,,, = 26 Hz,
1H, 16B8-H), 4.46 (m, W,,, = 5Hz, 3H, 21- und 11a-H), 6.02 (m, W,,, = 5Hz, 2H, 4- und 7-H).

1a-Hydroxylierung von 5 mit Aspergillus ochraceus: Ein 2-1-Erlenmeyerkolben mit 500 ml
einer sterilen Nihrlosung, bestehend aus 1% Cornsteep liquor, 1.25% Sojabohnenmehl und 0.005%
Sojadl, wurde mit der Abschwemmung einer 10d alten, auf Maiskérnern gewachsenen Kultur
von Aspergillus ochraceus (ATCC 1008) beimpft und 72 h bei 30°C und 165 U/min geschiittelt.
Mit 250 ml dieser Anzuchtskultur wurde ein 20-1-Glasfermenter beimpft, der mit 151 der gleichen
Nihrldsung beschickt und sterilisiert war. Nach 24 stiindiger Germination bei 30°C unter Riihren
(220 U/min) und Beliiftung (15 1/pro min) wurden 900 ml der erzeugten Kultur in einen gleich
groflen Fermenter iibergefiihrt, der mit 141 des gleichen Mediums beschickt und sterilisiert war.
Nach 12 h wurde eine sterilfiltrierte Losung von 2.75 g 5 in 110 ml Dimethylformamid zugesetzt
und unter gleichen Bedingungen 27 h weiter fermentiert. Die SchluBprobe zeigte nach DC-Analytik
eine vollstaindige Umwandlung zu 80% Hauptprodukt und je 1 bis 2% zweier polarer Neben-
produkte. Durch iibliche Aufarbeitung wurden 6.5 g Rohprodukt aus den Isobutylmethylketon-
Extrakten von zwei gleichen Ansitzen isoliert, die nach Kristallisation aus Essigester unter Kohle-
zusatz 4.20 g (73%) 11a,21-Dihydroxy-6,16a-dimethyl-4,6-pregnadien-3,20-dion (8) ergaben. Schmp.
191/192-194°C, DC-Rg 0.15.

TR : 3430 (OH), 1705 (20-C=0), 1655 (3-C=0), 1625 und 1570 cm~* (C=C). — UV: k., (g)
289 nm (23000). — NMR (CsDsN): 3 =0.79 (s, 3H, 18-H), 0.94 (d, J = 7Hz, 3H, 16a-CH,),
1.20 (s, 3H, 19-H), 1.81 (breites s, 3H, 6-CH3), 2.39 (d, J = 9 Hz, 1H, 17a-H), 2.48 (dd, J = 12 und
5Hz, 1H, 12-H), 2.86(m, W,,, = 26 Hz, 1H, 16p-H), 3.08 (dt, J = 13.3 und 3 Hz, 1H, 1p-H),
4.13(dt, J = 5,10 und 10 Hz, 1 H, 11B-H), 4.33(d, J = 18 Hz, 1 H, 21-H), 447 (d, J = 18 Hz, 1 H,
21-H), 5.84 (m, W,,, = 5Hz, 1H, 7-H), 6.02 (s, 1 H, 4-H).

Fermentation von 5 mit Cunninghamella elegans: In gleicher Weise wie mit Curvularia lunata
wurden 1.90 g 5, gelost in 60 ml Dimethylformamid, mit 101 einer Kultur von Cunninghamella
elegans (ATCC 9245) 62 h fermentiert (Kontaktzeit 50 h). Ubliche Aufarbeitung ergab 1.5 g Roh-
produktgemisch, das durch Sdulenchromatographie getrennt wurde. Man erhielt 267 mg (14%)
11B-Hydroxyprodukt 6 und 172 mg (9%) 11a-Hydroxyprodukt 8.

Dehydrierung von 6 mit Bacillus lentus: Eine Lyophilkultur von Bacillus lentus (ATCC 13805)
wurde mit 200 ml eines Mediums aus 1.2% Cornsteep und 1.5% Pepton 2 d bei 30°C geschiittelt.
Mit dieser Suspension wurden 10 1 einer sterilen Nahrldsung aus 0.1% Hefeextrakt, 0.5% Cornsteep
liquor und 0.2% Glucose in einem 20-l-Glasfermenter beimpft. Nach 24 stiindiger Vermehrung
unter Beliiftung (10 I/min), 1.7 atii Druck und Riihren (220 U/min) wurde 11 der Kultur in 71
der gleichen Nihrldsung in einen gleich grofen Fermenter iibergefiihrt. Nach 6 h Anzucht wurde
eine Losung von 800 mg 6 in 50 ml Dimethylformamid zugesetzt und weitere 20 h fermeutiert.
Man erhielt nach iiblicher Aufarbeitung 800 mg hexangewaschenes Rohprodukt, das aus Diiso-
propylether/Methylenchlorid umkristallisiert 400 mg (50%) [118,21-Dihydroxy-6,]6o-dimethyi-
1,4,6-pregnatrien-3,20-dion (7) ergab. Schmp. 136/140 — 143°C, DC-Ry 0.35.

1R: 3430 (OH), 1705 (20-C=0), 1650 (3-C=0), 1600 cm ! (C=C). — UV: i, () 227 (12900),
252 (8430), 303 nm (10400). — NMR (CsD;sN): 6 = 0.94 (d, J = 7Hz, 1H, 16a-CH,), 1.19 (s, 3 H,
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18-H), 1.54 (s, 3H, 19-H), 1.87 (breites s, 3H, 6-CH,), 223 (d, J = 9 Hz, 1H, 170-H), 2.84 (m,
W,,, = 26 Hz, 1 H, 16B-H), 432 (s, 2H, 21-H), 446 (q, J = 3 Hz, 1 H, t1a-H), 5.84 (m, W,,, = 5 Hz,
tH, 7-H), 628 (d,J = 1.5 Hz, 1 H, 4-H), 634 (dd, J = 10 und 1.5 Hz, 1H, 2-H), 742 (d, J = 10 Hz,
tH, 1-H).

Dehydrierung von 8 mit Bacillus lentus: Unter gleichen Bedingungen wurden in einem 50-1-
Fermenter aus nichtrostendem Stahl, in welchem 201 einer Kultur von Bacillus lentus (ATCC
13805) angeziichtet waren, 4.0 g 8, gelost in 100 m] Dimethylformamid, eingesetzt und in einer
Kontaktzeit von 30 h fermentiert. Das hexangewaschene Rohprodukt (4.6 g) wurde aus Essigester
umkristallisiert. Man erhielt 1.5 g //a,21-Dihydroxy-6,16a-dimethyl-1,4,6-pregnatrien-3,20-dion (9).
Schmp. 170/171 —172°C, DC-R 0.21. Durch Chromatographie der Mutterlaugen wurden weitere
920 mg 9 gewonnen (Gesamtausb. 61%).

IR: 3480 und 3300 (OH), 1720 (20-C=0), 1650 (3-C=0), 1605 und 1580 cm~! (C=C). —
UV: &, (8) 225 (11800), 261 (11500), 300 nm (11100). — NMR (C;DsN): & = 0.83 (s, 3H, 18-H),
0.94 (d, J = 7THz, 3H, 16a-CH,), 1.24 (s, 3H, 19-H), 1.87 (breites s, 3H, 6-CH3), 2.41(d, J = 9 Hz,
1H, 17a-H), 2.52 (dd, J = 12 und 5Hz, 1H, 12-H), 2.87 (m, W, , = 26 Hz, 1H, 168-H), 4.20
(dt, J = 5.10 und 10 Hz, 1 H, 11p-H), 435(d, J = 18 Hz, 1H, 21-H), 4.50(d, J = 18 Hz, 1H, 21-H),
5.70 (m, W,,, = 5Hz 1H, 7-H), 6.35 (dd, J = 10 und 1.5 Hz, 1H, 2-H), 6.39 (d, J = 1.5Hz, 1H,
4-H), 8.18 (d, J = 10 Hz, 1H, 1-H).

C,3H,,0, (370.5) Ber. C74.6 H82 O 172 Gef. C741 H84 O 18.1

21-Acetoxy-11a-hydroxy-6,16a-dimethyl-1,4,6-pregnatrien-3,20-dion (10): Die Losung von 40 g
9 in 40 ml Dimethylformamid wurde mit 400 mg Bleiacetat und 8.3 ml Acetanhydrid versetzt und
1.5 h bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionslosung wurde in 300 ml 10 proz. Natriumacetatlosung
unter Riihren eingetropft und 1 h nachgeriihrt. Die Ausfillung wurde abgesaugt, mit Wasser
gewaschen und getrocknet. Man erhielt 4.32 g Rohprodukt. Nach Umkristallisieren aus Essigester/
Diisopropylether Ausb. 3.74 g (84%), Schmp. 164/166—167°C.

IR: 3500 (OH), 1750 (Acetat-C=0), 1720 (20-C=0), 1650 (3-C=0), 1605 und 1580 (C=C),
1240 (O—COCH;), 1045 cm ~! (C—-OCOCH;). — UV: A, (g) 226 (11500), 262 (11400), 300 nm
(11100). ~~ NMR (C;DsN): 6 = 0.89 (s, 3H, 18-H), 0.94 (d, J = 7 Hz, 3H, 16a-CH3), 1.24 (s, 3H,
19-H), 1.86 (breites s, 3H, 6-CH,), 2.08 (s, 3H, 21-OAc), 2.34 (d, J = 9 Hz, 1H, 17a-H), 2.70 (dd,
J =12 und 5Hz, 1H, 128-H), 2.79 (m, W,,, = 26 Hz, 1H, 16B-H), 424 (dt, J = 5, 10 und 10 Hz,
1H, 11B-H), 4.65(d, J = 17 Hz, 1H, 21-H), 4.89 (d, J = 17 Hz, 1H, 2t-H), 5.70 (m, W,,, = 5 Hz,
1H, 7-H), 6.36 (dd, / = 10 und 1.5Hz, 1 H, 2-H), 6.39 (d, J = 1.5 Hz, 1H, 4-H), 8.19(d, J = 10 Hz,
1H, 1-H).

C,5H3,05 (412.5) Ber. C728 H78 0194 Gef C723 H8.0 O19.6

Oxidation zu 21-Acetoxy-6,16a-dimethyl-14,6-pregnatrien-3,11,20-trion (11): Zu einer Losung
von 2.0 g 10 in 40 ml 90 proz. Essigsdure wurde in 2 h eine Losung von 533 mg CrO; in 25ml
90proz. Essigsdure getropft und 4.5 h nachgeriihrt. Die Reaktionslosung wurde in 800 ml 8 proz.
Natriumhydrogencarbonatlosung eingefiihrt, der Niederschlag abgesaugt, mit Wasser gewaschen
und getrocknet (1.62 g Rohprodukt). Durch Extrahieren der wiBrigen Phase mit Methylenchlorid
wurden weitere 330 mg erhalten. Die vercinigten Rohprodukte muBten durch Séulenchromato-
graphie aufgereinigt werden. Nach Kristallisation aus Diisopropylether/Hexan Ausb. 1.42¢g
(47%), Schmp. 121/122 ~123°C, DC-R¢ 0.58.

IR: 1750 (Acetat-C = O), 1725 (20-C=0), 1710 (11-C = 0), 1655 (3-C=0), 1610 und 1580 (C = C),
1230 (O —COCH,), 1050 cm ™! (C— OCOCH,;). — UV: A, (&) 226 (10800), 258 (8830), 294 nm
(12100). — NMR (CDCl,): & = 0.79 (s, 3H, 18-H), 1.07 (d, J = 7 Hz, 3H, 16a-CH;), 1.36 (s, 3H,
19-H), 1.95 (breites s, 3H, 6-CH,), 2.16 (s, 3H, 21-OAc), 2.38 (d, J = 9Hz, 1H, 17a-H), 2.55 (s, 2H,
12-H), 2.81 (m, W,,, = 26 Hz, 1 H, 168-H), 444 (d, J = 17 Hz, 1H, 21-H), 459 (d, J = 17 Hz 1H,
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21-H), 5.76 (m, W,,, = 5Hz, 1H, 7-H), 6.21 (d, J = 1.5Hz, 1H, 4-H), 6.24 (dd, / = 10 und 1.5 Hz,
1H, 2-H), 7.75 (d, J = 10 Hz, 1 H, 1-H).

Verseifung zu 21-Hydroxy-6,16a-dimethyi-1,4.6-pregnatrien-3,11,20-trion (12): Zu 500 mg 11 in
35 ml Methanol wurden unter Stickstoffatmosphire und Rithren bei Raumtemp. 132 mg Natrium-
methylat gegeben. Nach 5 min wurde mit 0.13 ml Wasser versetzt und mit Eisessig neutralisiert.
Nach Konzentrieren i. Vak. wurde mit Wasser verdiinnt und mit Essigester extrahiert. Aus dem
zur Trockne eingeengten Extrakt erhielt man 450 mg Rohprodukt, nach Umkristallisation aus
Diisopropylether/Aceton Ausb. 155 mg (35%), Schmp. 162—164°C, DC-Ry 0.42.

IR: 3450 (OH), 1710 {(20-C=0 und 11-C=0), 1655 (3-C=0), 1610 und 1580 cm~* (C=C). —
UV: A,y (£) 226 (10200), 258 (8600), 293 nm (11800). — NMR (CDCl,): 6 = 0.79 (s, 3H, 18-H),
1.09 (d, J = 7Hz, 3H, 16a-CH,;), 1.36 (s, 3H, 19-H), 1.95 (breites s, 3H, 6-CHj,), 2.33 (d, J/ = 9 Hz,
1H, 17a-H), 2.47 (s, 2H, 12-H), 2.85 (m, W,,, = 26 Hz, 1 H, 16B-H), 4.16 (s, 2H, 21-H), 5.76 (m,

1.2 = 5Hz, 1H, 7-H), 6.21 (d, J = 1.5Hz, 1H, 4-H), 6.24 (dd, J = 10 und 1.5Hz, 1H, 2-H),
7.74 (d, J = 10 Hz, 1H, 1-H).
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