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Mikrobiologische Urnwandlung von Steroiden, XVII 

Darstellung von unterschiedlichen Mono- und Diketostrukturen 
von D-Homo-4-pregnen-3,20-dion und 
D-Homo-l,4-pregnadien-3,20-dion 
Klaus Kieslich, Georg-Alexander Hoyer, Arne Seeger, Rudolf Wiechert * und 
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Eingegangen am 2. April 1979 

Durch mikrobiologische Umwandlung von D-Homoprogesteron (1) mit verschiedenen Pilz- 
stammen wurden I la-  (2) und 15a-Monohydroxy- (3), 6p,11a- (4), 11ci,15a- (S), 12p,15a- (6), 
15a,16a- (7), 7p,lla- (8), 11@,17a- (9), 7p,l7a-Dihydroxy- (11) und 17a-Hydroxy-11-0x0-D-homo- 
progesteron (10) hergestellt. Die Verbindungen wurden vor und nach mikrobiologischer 1,2- 
Dehydrierung mit Bacillus lentus zu den entsprechenden Ketostrukturen 12 - 17 und 20 bzw. 
26 -30 nach Jones oxidiert. Ein 14a-Hydroxy-l l-keton 18 und 7a,14a-Dihydroxy-l I-keton 19 
wurden durch mikrobiologische Zweithydroxylierung des 1 1-Ketons 12 mit Curoularia lunata 
erhalten. Penicillium lilacinum baute D-Homoprogesteron (1) zu D-Homotestosteron ab. 

Microbial Transformations of Steroids, XVII’) 

Preparation of Several Mono- and Diketo-structures of D-Homo-4-pregnene-3,ZO-dione and 
D-Homo-1,4-pregnadiene-3,2O-dione 

I la-  (2) and 15a-monohydroxy- (3), 6@,1la- (4), 11a,15a- (5), 12p,15a- (6), 15a,16a- (7), 7@,11a- (8), 
11 @,I 7a- (9), 7p,3 7a-dihydroxy- (Il), and 17a-hydroxy-1 I-0x0-D-homoprogesterone (10) were 
prepared by microbiological transformations of D-homoprogesterone (1) with various fungi. 
The compounds were oxidized by the method of Jones before and after microbiological 1,2- 
dehydrogenation with Bacillus lentus to the corresponding keto-structures 12 to 17 and 20 re- 
spectively 26 to 30. The 14a-hydroxy-11-ketone 18 and 7a,l4a-dihydroxy-ll-ketone 19 were 
obtained by microbiological hydroxylation of the 1 1-ketone 12 with Curoularia lunata. Penicillium 
lilacinum degraded D-homoprogesterone (1) to D-homotestosterone. 

Nach Untersuchungen von Tweit und Kagawa besitzt ein 1,4-Pregnadien-3,15,20- 
trion hohe antimineralocorticoide Wirkung. Durch den neu entwickelten Zugang zu 
D-Homopregnanen 3, erschien die Darstellung der analogen D-Homo-Struktur sowie 
weiterer D-Homo-l,4-pregnadien-3,20-dione mit zusatzlichen Ketogruppen an unter- 
schied’lichen Positionen des Steroidskeletts interessant. 

Die Einfuhrung der Sauerstoffunktionen wurde durch mikrobiologische Hydroxy- 
lierung angestrebt mit anschlieDender Oxidation zu entsprechenden Ketonen vor oder 
nach mikrobiologischer 1,ZDehydrierung. 
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Von 80 analytisch gepruften Pilzstiimmen, die erfahrungsgemiilj hydroxylierende 
Eigenschaften bei einfachen Steroidsubstraten besitzen, wurden die bestgeeigneten Mikro- 
organismen zur priiparativen Umwandlung des Substrates D-Homoprogesteron (1) 
eingesetzt. Dabei wurden die Ergebnisse von Schema 1 erhalten. 

Schema 1 
FH3 
c 50 

1 2 -11 

(OH), oder 2 

Ausbeuten an 
isoliertem 

Reinprodukt 
(%I 

Aspergillus giganteus (ATCC 10059) 
Aspergillus ochraceus (ATCC 1008) 

Fusarium lini (CBS 2538) 
Fusarium lini (CBS 71 3)  
Fusarium oxysporum (ATCC 7601) 
Colletotrichum phomoides (IF0 5257) 
Helminthosporium satiiium (CBS 32 568) 
Rhizopus arrhizus (ATCC 10260) 
Cunninghamella echinulata (NRRL 1386) 
Glomerella cingulata (ATCC 10534) 
Colletotrichum lini (CBS 11 221) 
Calonectria decora (ATCC 14767) 
Fusarium ciliatum (CBS 13 235) 
Gibberella zeae ( IF0 5269) 

Fusarium oxysporum 1: sp .  pisi (ATCC 9991) 

Penicillium janthinellum (ATCC 10455) 

Pelliculariu filamentosa 1: sp. sasakii (ATCC 13 289) 

2:  I ~ u - O H  
2 

3: 15a-OH 
3 
3 
3 
3 
4 :  6P,11~-(0H), 
4 
5 :  1 1~ ,15~- (OH)2  
5 
6: lZP,15~-(0H), 
6 

+4:  6P,ll~-(OH)2 

7 :  15~,16~-(OH)z  
+3: 15a-OH 

7 :  15~,16~-(OH)2 
+ 3 :  15a-OH 

8: 7P, l l~- (OH)2 
+ 2 :  1 1 ~ - O H  

9: l l p , l 7 ~ - ( O H ) ~  
+11: 7P,17~t-(OH)z 
+ l o :  17a-OH. 11-C=O 

3 
26.5 

8.2 
13 
4 
3 
5 
2.9 

51.5 
7.2 

45 
40 
23 
16.5 
3 

12 
3.5 
2.5 

12 
13 
21.6 

1.8 
1.7 

Penicillium lilacinurn (ATCC 101 14) zeigt wie bei Progesteron") auch bei D-Homo- 
progesteron (1) eine Buyer- Villiger-Oxidation der Seitenkette, wobei D-Homotestosteron 
isoliert werden konnte. 

Durch Jones-Oxidation wurden aus den erhaltenen Hydroxylierungsprodukten die 
entsprechenden Mono- und Diketo-D-homoprogesterone hergestellt (Schema 2). 

Die fehlenden Kombinationen des 1 1-Ketons mit Sauerstoffunktionen des D-Ringes 
wurden durch eine zweite Hydroxylierungsstufe eines monooxigenierten D-Homo- 
progesterons angestrebt. Dabei wurde D-Homo-4-pregnen-3,11,20-trion (12) durch 
C u r d a r i a  lunata (NRRL 2380) wie erwunscht in 14a-Stellung zu 18 hydroxyliert mit 
der Bildung eines 7a,14a-Dihydroxy-D-homo-4-pregnen-3,11,2O-trions (19) als Neben- 
produkt. 
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Der bekanntlich in 1 5a-Stellung hydroxylierende Pilz Calonectria decora (ATCC 14767) 
griff das Substrat 1 1  a-Hydroxy-D-homo-4-pregnen-3,2O-dion (2) wie erwartet in 15a- 
Stellung an, wodurch nur das bereits durch Dihydroxylierung erhaltene 1 la , l  5a-Di- 
hydroxyprodukt 5 entstand. Der alternative Weg einer 1 1-Hydroxylierung eines 15- 
oxigenierten D-Homoprogesterons wurde hier nicht gepruft. 

Die Einfuhrung der 1 ,’-Doppelbindung wurde rnit dem fur diese Reaktion bewiihrten 
Bakterium Bacillus lentus (ATCC 13 805) durchgefiihrt. Mit Ausnahme des D-Homo-4- 
pregnen-3,15,20-trions (13), das auf der Ketostufe zu 20 dehydriert wurde, waren die 
hydroxylierten D-Homoprogesterone als Substrate besser geeignet und wurden rnit den 
in Schema 3 aufgefuhrten Ausbeuten umgewandelt. 

Die erhaltenen dehydrierten Formen 21 -25 wurden nach Jones zu den Ketostrukturen 
26 -30 oxidiert. 

Konstitutionsanalysen 

Die wesentlichen spektroskopischen Daten (‘H-NMR, UV, IR) sind in der Tabelle 
zusammengefaDt. 

Die geminal zu den mikrobiologisch eingefuhrten Hydroxygruppen stehenden Protonen 
zeigen im NMR die erwarteten Signallagen und Aufspaltungen. Diese Werte fiihren zu 
Aussagen, ob es sich um ein axiales oder iiquatoriales Proton handelt und wieviele Pro- 
tonen benachbart sind. Mit diesen Hinweisen ist Stellung und Konfiguration der Hydroxy- 
gruppen schon fast festgelegt, oder es bleiben nur wenige Moglichkeiten der Substitution 
ubrig. Es gibt jedoch weitere spektroskopische Hinweise, die es gestatten, die Stellung 
der Hydroxygruppen eindeutig zu bestimmen. 

6b-OH: 1 .  Starke Entschirmung von 19-H und rnittelstarke Entschirmung von 4-H im NMR 

2. Fehlen der allylischen Kopplung J4-H,6P-H, deswegen Erscheinen des 4-H als Singulett. 
3. Starke hypsochrorne Verschiebung des UV-Maximums ‘). 
1. Starke Entschirmung von 15a-H irn NMR in Pyridin, so daE dieses Proton als 

breites Multiplett erkennbar ist. 
2. Deutliches Erkennen der beiden 6-H als Dublett mit einer Aufspaltung von 8 Hz 

( ( J T ~ - H , ~ ~ - H  + J 7 a - ~ , 6 ~ - ~ ) / 2 ) .  

7cc-OH: 1. Erscheinen des aquatorialen 7p-H bei sehr tiefem Feld wegen der sterischen Wechsel- 
wirkung rnit dem 15a-H. Analoge Verhaltnisse gelten fur ein 1 1 r*-H (Wechselwirkung 
rnit 10-H) bei Vorliegen einer 11 p-Hydroxygruppe. 

2. Starke Entschirmung von 9a-H urn 0.51 ppm im NMR in Pyridin beim Ubergang 
von 18 zu 19. 

IIP-OH: 1. Starke Entschirrnung von 18-H und 19-H irn NMR in Pyridin’’. 
2. Charakteristische Lage des Ila-H bei sehr tiefem Feld (vgl. 7a-OH)”. 

in Pyridin ’I. 

7P-OH: 

IIcc-OH: Starke Entschirrnung von 19-H ’) und 1p-H bzw. 1-H (bei Vorliegen einer A’-Doppel- 
bindung) im NMR in Pyridin. 
Mittelstarke Entschirmung von 18-H” und starke Entschirmung von 21-H im 
NMR in Pyridin. 
Mittelstarke Entschirmung von 38-H’’ und starke Entschirmung von 9a-H und 
17acr-H im NMR in Pyridin, so daE diese Protonen deutlich zu erkennen sind. 

f2b-OH: 

f#c(-OH: 
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15a-OH: Starke Entschirmung von 7P-H im NMR in Pyridin, so daE dieses Proton mit seinen 
charakteristischen Aufspaltungen gut sichtbar ist. 

Bei 7 1aDt sich an den Multiplizitaten der Signale im NMR erkennen, daD neben 
einer 15a-Hydroxygruppe eine benachbarte axiale 16a-Hydroxygruppe vorhanden 
ist. AuEerdem wird das 17aa-H durch 1,3-diaxiale Wechselwirkung stark entschirmt, 

f 6a -OH:  

f7a-OH: 1. Erscheinen des I7aa-H im NMR als Dublett rnit einer Kopplung von 11 Hz. 
2. Starke Entschirmung von 21-H im NMR in Pyridin. 
3. Verschiebung der 20-Ketobande im IR von 1705 zu 1675-1685cm-' wegen des 
Vorliegens einer Wasserstofirucke zur aquatorialen 17a-Hydroxygruppe. 

Bei raumlicher Nahe von Hydroxygruppen zu weiteren Protonen im Molekiil werden im NMR 
vor allem in Pyridin starke paramagnetische Signalverschiebungen dieser Protonen beobach- 
tet 5 ,  *, '). Dieses Kriterium wurde bei der Zuordnung der Position und Konfiguration der Hydroxy- 
gruppen meistens verwendet (s. 0.). 

Die durch Oxidation entstandenen Ketoverbindungen bieten zusatzliche Zuordnungs- 
moglichkeiten. 

6-Keto: 1. Starke Entschirmung von 4-H im NMR. AuEerdem erscheint das 4-H im 3-Keto- 
A4-System als Singulett und im 3-Ket0-A'.~-System als klares Dublett wegen der 
fehlenden Kopplung zu den Protonen in 6-Position. 

2. Das 3,6-Diketo-A4-System kann leicht an der bathochromen Verschiebung des 
UV-Hauptmaximums und der starken Reduktion der Extinktion gegeniiber dem 
3-Keto-A4-Systern erkannt werden '). 

1. Starke Entschirmung von 19-H8) und 1P-H bzw. 1-H""' (bei Vorliegen einer 
A'-Doppelbindung) im NMR sowohl in Chloroform als auch in Pyridin. 

2. Hypsochrome Verschiebung des UV-Maximums sowohl beim 3-Keto-A4- als auch 
3-Ket0-A'>~-System auf 238 -239 nm'). 
Starke Entschirmung von 37aa-H und 21-H durch die riumlich nahe Ketogruppe 
rnit ihrer magnetischen Anisotropie. 
Mittelstarke Entschirmung von 17aa-H und 21-H. 
Erscheinen des 37aa-H bei 6 = 3.58 als Singulett. 

I t -Keto:  

12-Keto: 

15-Keto: 
t7-Keto: 

Das 3-Keto-A4- bzw. 3-Ket0-A'.~-System laEt sich durch die charakteristischen Signale im 
UV '), IR '') und NMR '3 1 3 )  eindeutig bestimmen. 

AuEerdem wurden die NMR-Signallagen von 4-H, 18-H und 19-H mit Substituentenkon- 
stanten5.8.14-16) b erechnet, indem die Werte fur D-Homo-4-pregnen-3,2O-dion (1) und D-Homo- 
1,4-pregnadien-3,20-dion als Ausgangsbasis genomrnen wurden. Die Ubereinstimmung mit den 
gefundenen Daten ist gut. Starkere Abweichungen treten nur fur 18-H ein, wenn eine 12- bzw. 
17-Ketogruppe vorhanden ist (16, 17, 29, 30). In diesen Fallen kommt es zu Wechselwirkungen 
zwischen den genannten Ketogruppen und der 20-Ketogruppe, so daE die 17aP-Acetylseitenkette 
ihre relative Konformation zum Steroidgeriist andert und die Basiswerte nicht mehr fur 18-H 
gelten. 

Fur D-Homotestosteron ergab sich die 17clp-Stellung der Hydroxygruppe anhand eines 
geeigneten Vergleichs (s. Tab.). 

Fur einige Verbindungen wurden die zugeordneten Konstitutionen durch die Massen- 
spektren weiter abgesichert. In jedem Fall entsprechen die Molekiil- und Fragment- 
Ionen der Erwartung. Die Fragmentierungen stimmen rnit Angaben von Spiteller 17) 
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und Zaretskii uberein. Konstitutionsvorschliige fur die charakteristischen Fragrnent- 
Ionen sind im Experimentellen Teil bei den einzelnen Verbindungen enthalten. 

Alle spektrometrischen Befunde greifen luckenlos ineinander. Restzweifel bleiben nicht 
bestehen, so daD die zugeordneten Konstitutionen rnit an Sicherheit grenzender Wahr- 
scheinlichkeit vorliegen. 

Experimenteller Teil 
Zur Dunnschichtchromatographie wurden Kieselgel-F,,,-Platten (Fa. Merck AG, Darmstadt) 

verwendet. Es wurde - wenn nicht anders angegeben - im System Cyclohexan/Essigester (1 + 9) 
mit Kammersattigung zweimal entwickelt. Zur Anfirbung wurde mit einem Reagenz aus 1 ml 
konz. Schwefelsaure und 9 ml95proz. Ethanol angespruht, 10 min bei 120°C getrocknet und im 
UV-Licht betrachtet. - Fur die Saulenchromatographie diente Kieselgel G mit Gradienten- 
elution von 5 1 Hexan + 5 1 Essigester. - UV-Spektren: Cary 14, in Methanol. - IR-Spektren: 
Perkin-Elmer PE 621, in getemperten KBr-Tabletten. - NMR-Spektren: Varian HA 300 mit 
TMS als internem Standard. - Massenspektren: Varian MAT CH 7A be1 70 eV. 

Mikrobiologiscbe Hydroxylierungen der D-Homoprogesteron-Substrate 
In einem 2-I-Erlenmeyerkolben wurden 500 ml eines sterilen Mediums (Nr. I), bestehend aus 

3.0% Glucose, 1.0% Cornsteep liquor, 0.2% NaNO,, 0.1% KHZP04, 0.2% K,HPO,, 0.05% 
M g S 0 4 .  7aq, 0.05% KCl und 0.002% FeSO, .7aq, mit einer Abschwemmung der jeweiligen 10 
Tage alten Schragagarkultur beimpft und 2.5 bis 5 d (abhangig vom Wachstum) bei 30°C auf einem 
Rotationsschuttler (145 U/min) geschuttelt. Mit 250 ml dieser Anzuchtskultur wurde jeweils ein 
20-1-Glas-Fermenter (Fa. Marubishi), beschickt mit 15 1 einer sterilen Nahrlosung der gleichen 
Zusammensetzung, inoculiert und 24 h (bei schlechter Entwicklung auch 48 h) bei 29°C unter 
Beluftung von 30 1 Luft/min bei 0.7 atu ohne Ruhren germiniert. 0.9 1 der Kulturbruhe wurden 
in einen gleichgrol3en Fermenter ubergefuhrt, der mit 14 I des gleichen Mediums oder ersatzweise 
mit einer Nahrlosung (Nr. 2), bestehend aus 2.0% Glucose, 1 .O% Cornsteep liquor, 1 .O% Sojapuder, 
0.2% NaNO,, 0.1% KH,PO,, 0.2% K,HPO,, 0.05%0 KCI, 0.05% MgS04.7aq und 0.002% 
FeSO, 7aq, beschickt war, und unter gleichen Bedingungen germiniert. Nach 12 h wurde die 
sterilfiltrierte Losung von 3.0 g D-Homo-4-pregnen-3,2O-dion (1) oder des jeweiligen Ersatz- 
substrates in 75 ml Dimethylformamid oder Dimethylsulfoxid zugesetzt. Nach der jeweiligen 
Kontaktzeit wurde die Kulturbriihe zur Abtrennung des Mycels zentrifugiert oder filtriert und 
danach zweimal mit je 5 1 Isobutylmethylketon extrahiert. Die Extrakte wurden i. Vak. eingeengt. 
Der Ruckstand wurde durch Siulenchromatographie aufgetrennt, wobei in den Vorlaufen grorjere 
Anteile unumgewandeltes Ausgangsmaterial abgetrennt wurden, oder konnte bei hohen Ausbeuten 
auch direkt durch Umkristallisation gereinigt werden. Fur alle Kristallisationen wurde Essigester 
verwendet. 

Durch Fermentation von D-Homo-4-pregnen-3,2O-dion (1) wurden erhalten: 

I Ia-Hydroxy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (2) 

a) Mit Aspergillus giganteus (ATCC 10059) in Medium 2 nach 43 h Kontaktzeit, 94 mg (3%), 
Schmp. 213-214°C. 

C22H320,  (344.5) Ber. C 76.70 H 9.36 0 13.93 Gef. C 76.65 H 9.32 0 13.89 

b) Mit Aspergillus ochraceus (ATCC 1008) in Medium 1 nach 42 h Kontaktzeit, 825 mg (26.5%), 

Als Zweitprodukt wurden 270 mg (8.2%) 68,f J a-Dihydroxy-D-homo-4-pregn~n-3,20-dion (4) 
Schmp. 201 - 203 "C. 

mit Schmp. 223 -225 "C isoliert. (Strukturdaten siehe gezielte Herstellung der Verbindung.) 
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15~-Hydrouy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (3) 
a) Mit F u w i u m  lini (CBS 2538) in Medium 2 nach 32 h Kontaktzeit, 580 mg (13%), Schmp. 

MS: m/e = 344 (100; M '), 329 (10; M '  - CH,), 326 (15; M + - HzO), 311 (5.1; M + - 

241 (18; 284 - CH3CO), 231 (4.8; A*'), 203 (9.6; 326 - B*'), 124 (75; C*)), 43 (69; H,CC=O+). 

156 - 157°C. 

HzO-CH,), 302 (26; M '  - CHZCO), 284 (20; M '  - CHzCO-HZO), 269 (6.2: 284 - CH,), 

A+ 

C,,H,,O, (344.5) Ber. C 76.70 H 9.36 0 13.93 Gef. C 76.68 H 9.33 0 13.96 

b) Mit Fusarium lini (CBS 713) in Medium 2 nach 100 h Kontaktzeit, 123 mg (4%), Schmp. 

c) Mit Fusarium ovysporum (ATCC 7601) in Medium 1 nach 79 h Kontaktzeit, 94 mg (3%), 

d) Mit Colletotrichum phomoides ( I F 0  5257) in Medium 2 nach 40 h Kontaktzeit, 157 mg (5%), 

e) Mit Helminthosporium satiiium (CBS 32568) in Medium 2 nach 44 h Kontaktzeit, 90 mg 

153 - 154°C. 

Schmp. 152-154°C. 

Schmp. 151 -152°C. 

(2.9%0), Schmp. 157-158°C. 

68,11 a-Dihydroxy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (4) 

a) Mit Rhizopus arrhizus (ATCC 10260) in Medium 1 nach 22 h Kontaktzeit. Die als Biosynthese- 
produkt gebildete Fumarsaure kristallisierte aus dem Isobutylmethylketon-Extrakt aus und 
wurde durch Filtration abgetrennt. Kristallisation des Extraktruckstandes lieferte 1.7 g (51.5%), 
Schmp. 223 - 225 "C. 

CZZH32O4 (360.5) Ber. C 73.30 H 8.94 0 17.75 Gef. C 73.27 H 8.89 0 17.80 

h) Mit Cunninghamella echinulata (NRRL 1386) in Medium 2 nach 16 h Kontaktzeit, 236 mg 
(7.2%), Schmp. 221 -222°C. 

I I a,l Sa-Dihydro.xy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (5) 

a) Mit Glomerella cingulata (ATCC 10534) in Medium 1 nach 16 h Kontaktzeit, 1.48 g (45%), 

MS: m/e = 360 (34; M'), 342 (99; M '  - HzO), 332 (4.1; M + - CO), 327 (7.6; 342 - CH,), 
Schmp. 166-167°C. 

324 (16; 342 - HzO), 314 (13: 342 - CO), 309 (5.1 ; 342 - HZO -CH,), 300 (6.6; 342 - CHZCO), 
299 (6.5; 342 - CHSCO), 281 (11; 342 - CH3CO-HzO), 237 (21; M '  -A*'), 236 (31; B*'), 
229 (7.1; C*)), 163 (27; D*'), 124 (93; E*'), 43 (100; CH,C=O').  

CZZH3,O, (360.5) Ber. C 73.30 H 8.94 0 17.75 Gef. C 73.27 H 8.96 0 17.69 
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b) Mit Collefofrichum hi (CBS I1 221) in Medium 1 nach 18 h Kontaktzeit, 1.32g (40%), 

c) Mit Calonectria decora (ATCC 14767) in Medium 2 nach 16 h Kontaktzeit aus dem Substrat 
Schmp. 167 - 168 "C. 

1 I a-Hydrouy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (2), 1.76 g (56%), Schmp. 160 - 162°C. 

I2~,15a-Dihydroxy-D-hom0-4-pregnen-3,20-dion (6) 

a) Mit Calonectria decora (ATCC 14767) in Medium 2 nach 45 h Kontaktzeit, 770 mg (23%), 

MS: m/e = 360 (16: M+), 342 (48; M' - H,O), 327 (18: 342 - CH,), 324 (30; 342 - HZO), 
Schmp. 211 -212°C. 

309 (8.0; 342 - HzO-CH,), 300 (9.2; 342 - CHZCO), 299 (9.3; 342 - CH3CO), 282 (16; 342 - 
CHzCO-HzO), 281 (26; 342 - H,CCO-HzO), 267 (34; 282 - CH,), 246 (100; A*'), 245 (52; 
B*'), 228 (19; 246 - HZO), 227 (11; 245 - HZO), 124 (63; C*'), 43 (85; H3CC=Ot).  

CZZH3204 (360.5) Ber. C 73.30 H 8.94 0 17.75 Gef. C 73.21 H 8.97 0 17.72 

b) Mit Fusarium ciliatum (CBS 13235) in Medium 2 nach 44 h Kontaktzeit, 495 mg (16.5%), 
Schmp. 207 -208°C. 

15aJ 6a-Dihydroxy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (7) 
a) Mit Gibberella zeae (IF0 5269) in Medium 2 nach 20 h Kontaktzeit, 104 mg (3%), Schmp. 

MS: m/e = 360 (88; M '), 345 (30; M + - CH,), 342 (32; M + - H,O), 327 (5.2; 342 - CH,), 
261 -262°C. 

324 (7.0; 342 - HzO), 318 (26; M '  - CHZCO), 309 (3.0; 342 - HzO-CH,), 300 (13; 342 - 
CH,CO), 299 (8.9; 342 - CH,CO), 282 (10; 342 - CHZCO-H,O), 281 (6.6; 342 - CH,CO-H,O), 
267 (4.0; 282 - CH,), 257 (6.5; 300 - H,CCO), 239 (30; 282 - H,CCO), 231 (8.9; A*'), 219 (28; 
342 - B*'), 124 (100; C*) ) ,  43 (74; H3CCrO' ) .  

C2ZH3204 (360.5) Ber. C 73.30 H 8.94 0 17.75 Gef. C 73.22 H 8.82 0 17.81 

Aus Chromatographie-Vorfraktionen wurden 351 mg (12%) 3 als Zweitprodukt isoliert. 
b) Mit Fusarium oxysporumf. sp. pisi (ATCC 9991), 115 mg (3.5%), Schmp. 268 -269°C. 
Aus Chromatographie-Vorfraktionen wurden 80 mg (2.5%) 3 als Zweitprodukt isoliert. 

Fermentation lion D-Homo-4-pregnen-3,2O-dion (1) mit Penicillium janthinellum (ATCC 10455) . 
In Medium 2 nach 22 h Kontaktzeit und Saulenchromatographie mit Gradient 5 1 Hexan + 
5 1 Essigester : 

Fr. 141 -165 = 650 mg Rohprodukt; aus Essigester 439 mg (13%) 2, Schrnp. 204-205°C. 
Fr. 166 -200 = 550 mg Rohprodukt; aus Essigester 376 mg (12%) 7p,1 la-Dihydroxy-D-homo- 

MS: m/e = 360 (9.5; M'), 342 (95; M '  - HzO), 327 (21: 342 - CH,), 324 (68; 342 - H,O), 
4-pregnen-3,20-dion (8), Schmp. 217 -21 8 "C. 

309 (22; 342 - HZO-CH,), 299 (14; 342 ~ H,CCO), 281 
(17:A*'),225(40;243 - HzO), 161 (41;B*'), 124(100;C*') ,43(90;H3CC~O').  

(21; 342 - H,CCO-H,O), 243 
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CzzH3204 (360.5) Ber. C 73.30 H 8.94 0 17.75 Gef. C 73.32 H 8.96 0 17.78 
Fermentation tion D-Homo-4-pregnen-3,20-dion (1) mit Pellicularia filamentosa f: sp .  sasukii 

(ATCC 13289): In Medium'l nach 15 h Kontaktzeit (2 Ansatze vereinigt) und Saulenchromato- 
graphie rnit Gradient 5 1 Methylenchlorid + 5 1 Methylenchlorid/Aceton (2: 1): 

Fr. 190 -205 = 200 mg Rohprodukt; aus Isopropylether/Aceton 110 mg (1.67%) 27ci-Hydroxy- 
D-homo-4-pregnen-3,11,20-trion (lo), Schmp. 193 - 195 "C. 

MS: m/e = 358 (98; M+), 343 (17; M '  - CH,), 340 (16; M + - H,O), 330 (7.4; M'  - CO), 
325 (7.1; M'  -HzO-CH,), 322 (4.4; M '  - 2HZO), 315 (4.1; M'  - CO-CH,), 312 (4.1; 
M '  - CO-HZO), 298 (6.1: 340 - CHZCO), 297 (9.5; 340 - CH,CO), 283 (8.4: 298 - CH,), 
255(11;340 - CH~CO-H~CCO),237(29~A*'),236(11~B*'),223(22~C*'),219(8.1;237 - H20), 

205 (13; 223 - HZO), 163 (28; D*'), 122 (96; E*'), 121 (81; F*'), 43 (100; H,CC=O'). 

F =  
o +  

E =  ; 
0 .  

D =  0 m"; 
C22H3004 (358.5) Ber. C 73.72 H 8.43 0 17.85 Gef. C 73.74 H 8.40 0 17.82 

Fr. 252-295 = 1.65 g Rohprodukt; aus Essigester 1.42 g (21.6%) 1lP,17a-Dihydroxy-D-homo- 

MS: m/e = 360 (84; M '), 342 (52; M + - H,O), 332 (3.9; M ' - CO), 327 (6.7; 342 - CH,), 
4-pregnen-3,20-dion (9), Schmp. 205 - 206 "C. 

324 (35; 342 - HZO), 314 (6.6; 342 - CO), 309 (6.2; 342 - H2O -CH,), 300 (6.7; 342 - CHZCO), 
299 (12; 342 - HSCCO), 282 (9.8; 342 - CHZCO-HZO), 281 (19; 342 - H,CCO-H20), 267 
(9.8: 282 - CH,), 237 (11; M + - A*'), 236 (10; B*'), 227 (12: C*)), 163 (3.8; D*)), 124 (59; E*'), 
123(46;F*'),43(100; H,CC=O'). 

* ) A -  a, B =  C =  

C2,H,,04 (360.5) Ber. C 73.30 H 8.94 0 17.75 Gef. C 73.36 H 8.93 0 17.73 
Fr. 325-340 = 400 mg Rohprodukt; aus Essigester 120 mg (1.8%) 7/?,17ci-Dihydroxy-D- 

homo-4-pregnen-3,20-dion (ll), Schmp. 212 -214°C. 

C,,H,,04 (360.5) Ber. C 73.30 H 8.94 0 17.75 Gef. C 73.18 H 8.90 0 17.71 
Fermentation tion D-Homo-4-pregnen-3,20-dion (1) mit Penicillium lilacinurn (ATCC 10 114)  : 

In Medium 2 nach Kontaktzeit von 37 h und Siulenchromatographie mit Gradient 5 1 Hexan + 
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51  Esslgester: Fr. 91 -125 = 200mg Rohprodukt; aus Essigester 51 mg (1.5?/0) I7ap-Hydrory- 
D-homo-4-andro~ten-3-on, Schmp. 200 - 201 "C. 

MS: m/e = 302 (41 ; M+), 287 (6; M + - CH,), 284 (1 1 ; M + - H20) ,  260 (47; M + - CH,CO), 
245 (2: 260 - CH3), 242 (6: 260 - HZO), 227 (4; 260 - HZO-CH,), 217 (10; 260 - C3H7), 
199 (5; 260 - H20-C3H,), 179 (12; M '  - A*'), 161 (35; 179 - HZO), 124 (100; B*'). 

C2,H3,,02 (302.5) Ber. C 79.41 H 10.00 0 10.59 Gef. C 79.29 H 9.97 0 10.56 

Fermentation tion D-Homo-4-pregnen-3,l J ,2O-trion (12) mit Curidaria lunata ( N R R L  2380) : 
In Medium 1 nach 19 h Kontaktzeit (3 Ansatze vereinigt) und Saulenchromatographie mit Gra- 
dient 5 I Methylenchlorid + 5 1 Methylenchlorid/Aceton (9: 1): 

Fr. 300-310 = 1.8 g Rohprodukt: aus Essigester 925 mg (4%) 14a-Hydroxy-D-homo-4-pregnen- 
3,J I ,20-trion (18), Schmp. 259 - 260°C. 

MS: m/e = 358 (55; M'), 340 (43; M '  - H20) ,  325 (9.5; 340 - CH,), 322 (9.1; 340 - H,O), 
315 (8.7; M' - H,CCO), 312 (15: 340 - CO), 298 (8.9; 340 - CHZCO), 297 (17; 340 - H3CCO), 
279 (8.3; 340 - H3CCO-HzO), 255 (21: 340 - CH2CO -H3CCO), 241 (17; A*'), 237 (13; B*'), 
236 (6.0; C *'), 223 (14; D *)), 21 9 (1 3: 237 - H2O). 205 (25 ; 223 - HZO), 163 (1 00: E *'), 154 (28; F *I), 

136 (26: 154 - HZO), 122 (30: G*'), 121 (25; H*'), 111 (81; 154 - H,CCO), 43 (43; H ~ C C Z O ' ) .  

x) A = &OH-H2o; B =  c =  'O f lH3 ' ;  D =  Hd6H3; 
OH OH 6 H  

0 '  

COCH.$ 

E =  aH; F =  a ; 
HO 

C22H3004 (358.5) Ber. C 73.72 H 8.43 0 37.85 Gef C 73.69 H 8.32 0 17.87 

Fr. 341 -500 = 1.0g; mehrmals aus Aceton umkristallisiert 148 mg (0.4%) 7aJ4a-Dihydrouy- 

MS: m/e = 374 (45; M '), 356 (46, Mi - H,O), 341 (12; 356 - CH,), 338 (28; 356 - H,O), 
D-homo-4-pregnen-3,t I ,2O-trion (19), Schmp. 249 -250°C. 

323 (11; 356 - HZO-CH,), 320 (2.8; 356 - 2HzO), 314 (3.7; 356 - CHzCO), 313 (9.4; 356 - 
H,CCO), 305 (2.7; 295 (12; 356 - 
H,CCO-HzO), 281 (7.1; 296 - CH,), 253 (15; 356 - CH,CO-H,CCO-H,O), 239 (14; A*'), 
206 (37; B*'), 195 (64; C*)), 179 (27; D*'), 161 (100; 179 - HZO), 122 (45; E*'), 121 (47; F*'), 

356 - 2H,O-CH3), 296 (5.4; 356 - CHzCO-H20), 

111 (40: G*'), 43 (61; H3CC-0') .  

- 2  H20 

C~zH3005 (374.5) Ber. C 70.56 H 8.05 0 21.39 Gef. C 70.48 H 8.12 0 21.43 
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Mikrobiologische Einfuhrung der 1,2-Doppelbindung in die mono- und dihydroxylierten 
D-Homo-4-pregnen-3,2O-dione 

In einem 2-1-Erlenmeyerkolben wurden 500 ml eines sterilen Mediums, bestehend aus 1.2% 
Cornsteep und 1.5% Pepton, mit einer Lyophilkultur von Bacillus lentus @TCC 13805) 2 d  bei 
30°C geschuttelt. Mit 200 ml dieser Bakteriensuspension wurde ein 20-I-Glas-Fermenter (Fa. 
Marubishi) beimpft, der mit 15 1 einer sterilen Nahrlosung (Nr. 3), bestehend aus 0.1 Yo Hefeextrakt, 
0.5% Cornsteep liquor und 0.2% Glucose, beschickt war. Nach 24stdg. Vermehrung unter Be- 
luftung (I0 I/min), 1.7 atu Druck und Riihren (220 Ujmin) wurde 1 1 der Kultur in 10 1 der gleichen 
Nahrlosung in einen gleichgrol3en Fermenter ubergefuhrt. Nach 6 h Anzucht wurde eine steril- 
filtrierte Losung von 2.0 g des jeweiligen Substrates in 40 ml Dimethylformamid zugesetzt. Nach 
der jeweils angegebenen Kontaktzeit wurde die Kulturbruhe mit Isobutylmethylketon extrahiert. 
Die Extrakte wurden i. Vak. eingeengt, die Ruckstande aus Essigester umkristallisiert. 

Fermentation Zion D-Homo-4-pregnen-3,1S,20-trion (13): Substrateinsatz 1 .O g, Kontaktzeit 
15 h, Rohprodukt 500rng; aus Essigester 212 mg (21 %) D-Homo-Z,4-pregnadien-3,15,20-trion (20), 
Schrnp. 163 - 164°C. 

CzzHz8O3 (340.5) Ber. C 77.61 H 8.28 0 14.10 Gef. C 77.65 H 8.25 0 14.08 

Fermentation tion 11 cc-Hydroxy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (2): Kontaktzeit 21 h, Rohprodukt 
2.0 g; aus Essigester 1.145 g (57%) I 1  a-Hydroxy-D-homo-l,4-pregnadien-3,20-dion (Zl), Schmp. 
159 - 160°C. 

CZzH3003 (342.5) Ber. C 77.15 H 8.85 0 14.00 Gef. C 77.05 H 8.92 0 14.04 

Fermentation lion 6 b J l  a-Dihydroxy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (4): Kontaktzeit 84 h, Roh- 
produkt 2.9 g; aus Essigester 580 mg (26.4%) 6 P J l  a-Dihydrosy-D-homo-] ,4-preynadien-3,20-dion 
(22). Die Substanz wurde als Rohprodukt zur Oxidation eingesetzt. 

Fermentation lion 1 lcc,lSa-Dihydroxy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (5) :  Kontaktzeit 23 h, Roh- 
produkt 2.0 g; aus Essigester 1.05 g (52%) 1 lcc,ZScc-Dihydroxy-D-homo-I,4-pregnadien-3,20-dion 
(23), Schmp. 229 -230°C. 

CZZH3004 (358.5) Ber. C 73.70 H 8.44 0 17.86 Gef. C 73.79 H 8.46 0 17.89 

Fermentation lion I I ~,17cc-Dihydroxy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (9): Kontaktzeit 19 h, Roh- 
produkt 2.3 g; aus Essigester 1.54 g (77 YO) 11 ~,17cc-Dihydroxy-D-horno-l,4-pregnadien-3,20-dion 
(24), Schmp. 245 -246°C. 

C2ZH3004 (358.5) Ber. C 73.70 H 8.44 0 17.86 Gef. C 73.80 H 8.47 0 17.83 

Fermentation lion 12~,15a-Dihydroxy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (6): Kontaktzeit 20 h, Roh- 
produkt 2.0 g; aus Essigester 1.003 g (50%) 12~,15cc-Dihydrosy-D-homo-l,4-pregnadien-3,20-dion 
(25), Schmp. > 300°C. 

MS: m/e = 358 (25; M+) ,  340 (20; M’  - H,O), 325 (13; 340 - CH,), 322 (6.2; 340 - H,O), 
315 (2.9; M +  - H,CCO), 307 (2.2; 340 - HZO-CH,), 297 (12; 340 - H,CCO), 279 (13; 340 
- H,CCO-H,0),226(32;A*’), 225(12;B*’), 122(53;C*’), 121 (100;D*’),43(35; H,CC=O’). 

C,zH,oO, (358.5) Ber. C 73.70 H 8.44 0 17.86 Gef. C 73.68 H 8.48 0 17.90 

Chemische Berichte Jahrgang 113 17 



218 K.  Kieslich, G.-A. Hoyer, A .  Seeger, R. Wiechert und U. Kerb Jahrg. 113 

Oxidationen mit Cr03/H,S0, 

800 mg Hydroxyverbindung wurden in 60 ml Aceton gelost, mit 2.5 ml Chromschwefelsaure 
(2.67 g C r 0 3  in 10 ml konz. H2S04) versetzt und 1.5 h bei Raumtemp. geriihrt. Die Losung wurde 
in Wasser eingegossen und mit Methylenchlorid extrahiert. Die Extrakte wurden mit Wasser 
gewaschen, uber NazS04 getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Der Ruckstand wurde 
umkristallisiert. 

Oxidation tion I 1  ~-Hydro.xy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (2): Aus 3.0 g 2 2.7 g Rohprodukt; 
aus Isopropylether/Essigester 2.080 g (69%) D-Homo-4-preynen-3,11,20-trion (12), Schmp. 220 bis 
221 “C. 

CzzH3003 (342.5) Ber. C 77.15 H 8.83 0 14.02 Gef. C 77.20 H 8.89 0 13.99 

Oxidation tion 15~-Hydroxy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (3): Aus 2.0 g 3 1.9 g Rohprodukt; 

MS: m/e = 342 (95; M‘), 327 (6.6: M’ - CH,), 324 (6.2: M ‘  - H,O), 314 (12; M’ - CO), 

258 (5.9; A*’), 257 (5.5; B*” undioder 300 - H,CCO), 239 (7.7; 300 - H,CCO-H,O), 230 

(35: C*’), 124 (77; D*’), 43 (100; H 3 C C = 0 + ) .  

aus Essigester 915 mg (46%) D-Homo-4-pregnen-3,15,20-trion (13), Schmp. 162 - 163°C. 

300 (64; M + - CHZCO), 299 (4.7: M + - H,CCO), 285 (5.5; 300 - CH,), 282 (8.2: 300 - HZO), 

(10; 258 - CO), 229 (6.1; 257 - CO), 188 (29; 230 - CHZCO), 187 (12; 229 - CHZCO), 153 

C~zH3003 (342.5) Ber. C 77.15 H 8.83 0 14.02 Gef. C 77.10 H 8.79 0 14.04 

Oxidation lion 6PJ la-Dihydrouy-D-homo-4-pregnen-3,2O-dion (4): Aus 820 mg 4 700 mg Roh- 
produkt; aus Ethanol 250 mg (31 YO) D-Hom0-4-pregnen-3,6,11,20-tetraon (14), Schmp. 219 -220°C. 

CZzHzs04 (356.5) Ber. C 74.13 H 7.91 0 17.95 Gef. C 74.09 H 7.92 0 17.91 

Oxidation lion 1 lr*,15a-Dihydrory-D-horno-4-pregnen-3,20-dion (5): Aus 1 .O g 5 1 .O g Rohprodukt; 

MS: m/e = 356 (80; M ’), 341 (4.5; M + - CH3), 338 (7.6; M + - HZO), 328 (35; M + - CO), 
aus Essigester 325 mg (32%) D-Homo-4-pregnen-3,11,15,20-~etraon (15), Schmp. 235 -236°C. 

323 (3.3; M + - HzO -CH3), 320 (2.2; M + - 2 HZO), 314 (6.0; M + - CHZCO), 313 (8.6; M + - 
H,CCO), 299 (8.1; 314 - CH,), 295 (3.5; 313 - HZO), 286 (2.5; M ’  - CO-CHZCO), 285 (3.9: 
M‘  - CO -CH,CO), 271 (5.1; A*’ und/oder 286 - CH3), 268 (16; 286 - H,O), 253 (37; 286 - 

(13; F*’), 153 (8.9; G*’), 122 (100; H*’), 121 (44; I*)), 43 (36: H,CC-0 ’). 
CH3-HzO), 244 (6.0: B*’), 243 (8.2: 271 - CO), 235 (29; C*’), 234 (28; D*’), 221 (51; E*’), 163 

CZzHz,O, (356.5) Ber. C 74.13 H 7.91 0 17.95 Gef. C 74.20 H 7.97 0 17.98 
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Oxidation tion f 1/3,17a-Dihydroxy-D-homo-4-pregnen-3,2O-dion (9): Aus 400 mg 9 350 mg Roh- 
produkt; aus Isopropylether/Essigester 155 mg (39%) D-Homo-4-pregnen-3,f I,] 7,20-tetraon (16), 
Schmp. 210-212°C. 

CZZHZ804 (356.5) Ber. C 74.13 H 7.91 0 17.95 Gef. C 74.25 H 7.99 0 17.89 

Oxidation Eon f2~,15a-Dihydroxy-D-homo-4-pregnen-3,20-dion (6): Aus 1.0 g 6 950 mg Roh- 
produkt; aus Essigester 493 mg (49%) D-Homo-4-pregnen-3,12,fS,20-tetraon (17), Schmp. 231 bis 
232°C. 

MS: m/e = 356 (31; M '), 341 (5.8: M ' - CH,), 338 (6.7: M + - H,O), 328 (6.0; M + - CO), 
323 (2.8; M '  - HzO-CH,), 320 (1.9: M '  - 2 HZO), 314 (20; M + - CHZCO), 313 (58: M + - 
H,CCO), 299 (8.6; 314 - CH,), 295 (7.0; 313 - HZO), 286 (3.0: M + - CO-CHZCO), 285 (4.3; 
M '  - CO-CH,CO), 271 (3.2; A*' und/oder 286 - CH,), 268 (5.9; 286 - H,O), 253 (6.4; 

205(12;233 - CO),202(24;E*'), 153(13;F*'), 124(27; G*'),43(1O0;H,CC-Ot). 
286 - CH,-H,O), 245 (6.4; B*'), 244 (6.8; C*'), 243 (5.9; 271 - CO), 233 (12: M + - D*'), 

n 'OH 0 

C22H2804 (356.5) Ber. C 74.13 H 7.91 0 17.95 Gef. C 74.08 H 7.82 0 17.89 

Oxidation t jOn 11 a-Hydro.xy-D-homo-l,4-pregnadien-3,20-dion (21): Aus 1.2 g 21 960 mg Roh- 
produkt; aus Essigester/Isopropylether 720 mg (60%) D-Homo-f ,4-pregnadien-3,11,2O-trion (26), 
Schmp. 170 - 171 "C. 

CzzHz803 (340.5) Ber. C 77.61 H 8.28 0 14.10 Gef. C 77.58 H 8.25 0 14.07 

Oxidation uon (i~,lla-Dihydroxy-D-homo-1,4-preynadien-3,2O-dion (22): Aus 210 mg 22 150 mg 
Rohprodukt ; aus Essigester/Isopropylether 83 mg (39%) D-Homo-l,4-pregnadien-3,~,11,20-tetraon 
(27), Schmp. 148- 149'C. 

CZZHZ6O4 (354.5) Ber. C 74.54 H 7.39 0 18.05 Gef. C 74.51 H 7.35 0 18.08 

Oxidation lion 1 Icc,lSa-Dihydroxy-D-homo-Z,4-pregnadien-3,20-dion (23): Aus 800 mg 23 700 mg 
Rohprodukt ; aus Isopropylether/Methylenchlorid 450 mg (56%) D-Homo-1,4-pregnadien- 
3,11,15,20-tetraon (28), Schmp. 188 - 189°C. 

CZZHZ6O4 (354.5) Ber. C 74.54 H 7.39 0 18.05 Gef. C 74.58 H 7.32 0 18.03 

Oxidation tion 11 /3,17a-Dihydroxy-D-homo-1,4-pregnadien-3,20-dion (24): Aus 800 mg 24 750 mg 
Rohprodukt; aus Isopropylether/Methylenchlorid 566 mg (71 %) D-Homo-1,4-pregnadien- 
3,11,17,20-tetraon (29), Schmp. 234 -236 "C. 

CZZHz6O4 (354.5) Ber. C 74.54 H 7.39 0 18.05 Gef. C 74.50 H 7.35 0 18.07 

Oxidation tion 12/3,15cc-Dihydro.~y-D-homo-l,4-pregnadien-3,20-dion (25): Aus 1.0 g 25 820 mg 
Rohprodukt ; aus Ethanol 694 mg (69%) D-Horno-l,4-pregnadien-3,12,15,20-tetraon (30), Schmp. 

MS: m/e = 354 (43; M +), 339 (2.9; M + - CH,), 336 (2.9; M + - H,O), 326 (2.6; M + - CO), 
236 - 237 "C. 

321 (2.6; M' - HzO-CH3), 311 (2.5; M '  - CH,CO), 293 (4.6; 311 - HZO), 283 (4.1; M L  - 

17' 
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CO-CH,CO), 269 (2.0; A*’), 265 (4.1; 283 - H,O), 253 (2.4; 269 - H,O), 243 (1.9: B*)), 242 
(2.3; C*’), 241 (4.1; 269 - CO), 233 (100; M’  - D*’), 220 (16), 205 (9.5; 233 - CO), 200 (14; 
E*’),174(13); 173(14),153(5.1;F*’), 122(28;G*’),121 (65 ;H*’ ) ,43 (22 ;H3CC~o+) .  

A+ 

0 

CZZHZ604 (354.5) Ber. C 74.54 H 7.39 0 18.05 Gef. C 74.51 H 7.37 0 18.03 
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