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Abstrrrtd~,l6u-Dimethyl-5a-pregnane-~.5.20,21-tetrol (6a) prepared from 3j3-hydroxy-21-acetoxy- 
16a-methyl-5-pregncne-2Oone (1) is oxidized microbiologically only to the 3-kctocompound 7. The 
desired 21-bydroxy~1,16adimethyl-4-pregnene-320_ (10) was formed by chemical oxidation and 
known reactions. It was hydroxylated microbiologically to the corticostcrone compound 121. which 
also was obtained by hydroxylation of the corresponding @-methyl structure with subsequent acidic 
isomerization. The microbiological dehydrogcnation yields the Il~,21dihydroxy-6a.l6adimethyl-1.6 
prcgnadiene-3,20dione (13a). The analogous I la-hydroxy compound 16, which was transformed to the 
9-tluor-l1~,2ldihydroxy-6a.16adimethyl-l.4-pregnadicne-3.20dione (22). was prepared by micro- 
biological I la-hydroxylation and Idchydrogcnation in a kind of mix-fermentation. 

16a MFnm-substituierte 1 Dehydrocorticosterone sind als antiintlammatorisch 
aktive Verbindungsklasse bekannt. ‘** Vertreter mit zutitzlichem 6aSubstituenten 
in Form von Fluor,3*4 Chlor5 oder Hydroxy16 wurdeo bereits auf unterschiedlichen 
Wegen dargestellt. 

Zur Abrunduog sol1 hier die Synthese des 6a,l6a-Dimethyl-ldehydrocortico- 
sterons beschrieben werden, wobei besonderer Wert aufden Einbau mikrobiologischer 
Reaktionsschritte gelegt wurde. 

Als Ausgangsmaterial diente 3g-Hydroxy-21-acetoxy-16a-methyl-5pregnen (1),7 
das nach alkalischer Verseifung mit Natriumborhydrid zur 2Of%Hydroxyverbindung 
(2) reduziert wurde. Die erhaltene Diolstruktur bildete mit Aceton und katalytischen 
Mengen Perchlortiure das als Maskierung des Ketols erwtinschte Acetonid (3). 

Eine Umsetzuag mit m-Chlorperoxybenzoetiure ergab das 5u&a-Epoxyd (4), 
wobei einschliesslich dieser Stufe eine Gesamtausbeute von tiber 80% erreicht wurde. 

Die Einftihrung der 6Methylgruppe durch &fnung des Epoxyds mit Methyl- 
magnesiumbromid in siedendem Tetrahydrofuran erforderte Reaktionszeiten von 
176 Stdn. Das 20~,21-Isopropylidendioxy~~,16adimethyl-5a-pregnan-3~,5diol (5) 
wurde neben 15% unumgesetzten Ausgangsmaterials in 72*5%iger Ausbeute erhalten. 

Die Verbindung wurde in Tetrahydrofuran durch ftinfsttindiges Erhitzen unter 
Riickfluss mit wssriger Schwefelsiure zu einer Tetrolstruktur (6) gespalten (!@!,A 
d.Th.). 

In Anlehnung an das von Graber und Meyers (General Mills)* bei einer analogen 
17a,ZOg-Diol-Struktur beschriebene Verfahren sollte die 20g-Hydroxygruppe mikro- 
biologisch zur Ketofunktion riickoxydiert werden. Dabei war gleichzeitig die Oxy- 
dation des 3g-Hydroxyls zu erwarten, so dass unter Aufarbeitung in stark saurem 
Milieu moglicherweise direkt ein 6RJ6aDimethyldesoxycorticosteron (9) entstehen 
konnte. 
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TABELLE I-Forfsettung 
- 

W Bcrcchnct Gefundea UVb NMR IR’ 

G% H% 0% bge rel. ht. Aufspattg. Zuordnung 
cm-’ w 

Wellcn2ahl Wellenliinge 
Zuordng. 

-. 
8 1&3-185” 71% 9.1 19.1 - 4.46 1 d I=17Ht __ 

71.8 98 l&3 4.49 1 d J=17Hz H-21 

2.16 3 9 AcO 
1.25 3 9 H-19 
liJ8 3 d J=lHz 6&CH, 
691 3 d J=7Hz 16aCH, 
075 3 s H-18 

~I__~ _. _.-_ . I __~____~_~_ . I ” 

t 
9 100-102” - 8141 = 15200 576 1 d (1.5 Hz) H-4 - 

446 1 A&System 
442 I i J= I7Hz 

H-21 

2.15 3 s OAc 
I.17 3 s H-19 

145 3 d (6.5 Hz) 6BCH, 
095 3 d (65 Hz) Hk-CH, 
0.73 3 s H-18 

__.. .~__ - _ - ___I__.. _- -____ .-____ 

10 141-142” 77.1 9.6 13‘4 = 15700 e,*, - IR Cm-’ Zuordnung 
77.1 9.4 14.1 3400 E4 OH 

1709 5.85 c=O 20-Kcto 
1660 6Q2 C=O 3-Keto 
1603 624 &CT A’ 
10461099 5x5-9*1 C--O 

(~ud~~up~) 
861 Il.62 CH 

- _.__~-__“~~___ ..____~ _-__ ” _.- ___ 

118 194-197” 73.8 9.15 17.L = Mao &x,* - IRem_’ lun Zuordnung 
71.5 931 17.3 3412 288 OH 

1712 5.84 C==O 20-Keto 
1669 599 C=O 3-Keto 
1610 6.11 c=c A4 
10961033 9.12-9.68 c--o 

iBandcam.wtn?) 
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61-H s f ZP.1 
WO s f S1.Z 
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------. - 
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zH L=T P 
‘HW9 ZH S.9=/- P 

61-H s 

wo s 

12-H 
zHLI=f’ P 
ZHLI=f P 

P-H ,zHZ=f t 

I oz.9 L-61 6.1 IXL 
I LS.9 0@91=*‘r3 P.61 8-L 8.Zi &III-981 IZ 

-_-__ -_- -.l ..-- ._.-- . . . . . . . ..--“.._--- .-- -_ 

.a%?! 
__ __ &91-f91 a 
-_ .-._---- .---^---.^_-“I .__---- _-_ 

E ILfl 
f L6.0 
f SI.1 
f IV.1 
f L1.Z 

Sk+ 
I 8947 
I BP4 
I SO.9 

Z-H 
=HZ =/ 
*HOI=/ PP I LE.9 I-91 f.8 LSL 

I-H zHOI=f P I 914 oOSsI=6Ez~ I.91 14 LSL .ttI-ZLI 6I 
$ 

----- --.-.-- ._I--^.---__-_- -......-.--....--- --_.---_-_ _--_________ I _ ____ __ _ _._~,__ 

L.9 ._ -_ -_ 
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-- _ __,_ ._-_._ ---._-._---- ‘__ ._-__ ---_.-_-- __I_. -- ---- .-- --_--.. -_-__- _-_ 

81-H s E 9LO 
CH3-W =HL =f Q f 960 
rHW9 ZHL =f P E El*1 

61-H s f tit.1 
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l Die Sehmclzpunktc wurden im Apparat nacb Tottoli bcstimmt und sind unkorrigicrt. 
b Die UV-Sptktren (Bcckmao DK 1) wurden in Methanol, die iR-Spcktrcn (Pcrkin-Elmer, Mode11 21) in KBr aufgenommcn. 
’ Die NMR-Spcktren wurdcn mit &cm Varian-A-6Wicrgt in D-Pyridin* odcr CDCisf odcr mit eincm Varian HA 100 in CDCi,$ gegen TMS gemcsscn. 
Kkn Herrcn Dr. G. Cleve, Dr. G. Hoycr und Dr. G, Schulz dankcn wir Rir !&sung und Dcutung dcr Spcktrcn sowic Herm DipI.-@ 3, Huhcr for die Butimmung 

der Mikroaoalysen. 

2 = 16ol-Metbyl-5-pregncn-3~.~~,21-t~ol 
3 = 2O@,21-Isopropylidendioxy-16a-methyl-S-prcgncn-3@ol 
4 i= ~~,21-Isopropylidcadioxy-S,~~~xy-ider-methyl-5a-prcgnan-3~-ol 
5 = ~~1-Iaopropytideodioxyd8,16a-d~ctbyl-5a-pregnaa-3~,Sdiol 
fin = 6~,16a-Diabethyl-Su-pregoan-3~,5,2O~l-tetrol 
6) = 21-Acetoxy~~,t~diinabyl-Sa-pnpCnan-3~,S~t~o~ 
7 = 5,~,2l-T~ydroxyd~,16a-dimctbyl-Sa-prcgoan-3sn 
g = S-Hydroxy-2i-a~oxy~~,I~~e~yl-Sa-pr~~-3,~ioo 
9 = 21-A~oxyd~,l~dimetbyl~prc~~-3J20aion 

10 = Zl-Hydroxydq,~ba-dimcthyl4-pngn~-3,2Wion 
118 = 11~31-Dihydroxy-6~,16adimetby14prcgacn-3,~on 
11) = ~l~Hydrox~2l-a~toxy~~~l~d~cthyl~pre~en-3~ioo 
f2a = 11~.21-Dibydroxy-6a,16udimcthyl-4-prcgncn-3,2@dion 
1s = 1 l~-Hydroxy-21-acetoxy-6aJ6adimctbyl4-pregnen-3,2O-dion 
13, = 11&?1-Whydroxy-&..16a-dimcthyl-l&pregnadicn-3,2O-dion 

13b = 1l~-Hydroxy-21-acetoxy6a,lciadimethyl-l,4-prelpladico-3~~on 
14 = 9,21-Dihydroxy-6a,l6adimcthyl-4-pregncn-3,2Wion 
15 = 11~21-Dihydroxy~l~dimcthy~~prc~en-3,~ion 
16a = I la,2l-Dihydroxy~~l6a-dimcthy~-l,~pre~adi~-3~ion 
16b = i fa-Hydroxy-21-acetoxy-6a,lbadimethyl-f,~pregnadien-3,2~ion 
17 = 2i-Hydroxy-6a,l6a-dimethyl-l,4-pregnadicn-3,2O-dion 
18 =L- 1 la-Mesyloxy-2l-acetoxy~a,1EKxdimethyl-l,dpngoadien-3,20-dion 
19 = 21-A~toxy-~16adimethy1-1,4,~1 l~pre~at~eo-3,~ion 
20 = 9-Brom-1 l~hydroxy-2l-a~toxy~l6adimethyi-l,~pre~adi~~ 

3,2&dion 
21 = 2 1 -Acetoxy9,1! &cpoxy_6a+l6adimethyl- IA-pregnadien-3,2&dion 
22* = 9-Fluor-ll~.2ldihydrox~~~~dimethyi-l~4-pre~adicn-3,2~ion 
2% = 9-Fluor-l1~-hydroxy-2l-aatoxy-6~l6a-dimethyl-l.4-pregadiea- 

32@-dion 
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Eine Fermentation mit Flavobacterium dehydrogenans und anderen Mikro- 
organismen ftihrte jedoch allein zum 3-Keton (7). Selbst Versuche mit kristalliner 
20B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase aus Streptomyces dehydrogenans’ zeigten nur 
eine sehr geringe und kaum auswertbare Reaktion der 20B-Hydroxylgruppe der 
Verbindung (6n). Eine enzymatische Oxydation der 16a-methyl-substituierten 
20&21Diolstruktur konnte somit nicht erzielt werden, was sich in die bisher bekann- 
ten Literaturangaben’” Gber die Hemmung der 20B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 
durch 16a-Methylsubstitution einftigt. 

Deshalb mussten nach Schutz des 21-Hydroxyls durch selektive Acetylierung mit 
Acetanhydrid in Dimethylformamid unter Zusatz von Bleiacetat zu (6b) die Hydroxy- 
gruppen in 38 und 20Stellung mit Chromtiure in Aceton oxydiert werden. Die 
Ausbeute an 5-Hydroxy-21-acetoxy-6~,16adimethyl-5a-pregnan-3,2Odion (8)” be- 
trug einschliesslich Schutzreaktion 79% d.Th. 

Durch Behandlung von 8 mit Salzsslure in siedendem Methanol wurde neben 
gleichzeitiger Verscifung des 21-Acetates die Sac-Hydroxygruppe zur 4enStruktur 
abgespalten und die 68-Methylgruppe zur 6a-Konformation (10) umgelagert. (Aus- 
beute 91% d.Th., iiber alle Stufen : 38% d.Th.) 

Das 6a,l6a-Dimethyl-desoxycorticosteron (10) kann mit dem haufig ftir diese 
Zwecke venvendeten Pilz Curvularia lunata in 1 lb-Stellung zu (12a) hydroxyliert 
werden. Als Nebenprodukt wurde nur die 9-Hydroxyverbindung (14) isoliert, 
w&end bei Einsatz der analogen 6u-unsubstituierten Struktur 7a- und 14~ und bei 
Fermentation des 6a-Fluorderivates 9a und 14a-Hydroxyverbindung neben dem 
11 B-Hydroxy-Hauptprodukt entstehen. Offensichtlich sind fir die unterschiedliche 
Lenkung der Nebenhydroxylierung sowohl sterische wie polarisierende Einfhisse der 
Substituenten verantwortlich. 

uberraschenderweise llsst sich such das bci milder S&.rrebehandlung von (8) 
entstehende 68,16a-Dimethyldesoxycorticosteronacetat (9) trotz ungiinstiger steri- 
scher Strukturbedingungen durch den zutitzlichen B-Substituenten zum entsprechen- 
den Corticosteron (Ila) hydroxylieren. Die 21-Acetatgruppe des Substrates wird 
durch den Esterasenanteil des Pilzes wtihrend der Fermentation verseift. Nach 
normaler Reacetylierung kann das 6B,16a-Dimethylcorticosteron-acetat (Ilb) unter 
schwach sauren Bedingungen zur gewiinschten 6a,l6u-Dimethylverbindung (12b) 
isomerisiert werden. Die Verseifung mit Natriummethylat in Methanol ergibt 
6a,16uDimethylcorticosteron (12a) identisch mit dem zuvor erhaltenen Produkt. 

Die 11 f&Hydroxylierungen der 6-methylsubstituierten Desoxycorticosterone (250 
mg/l Substrateinsatz) verlaufen jcdoch relativ unbefriedigend. Die Ausbeute bei 
Einsatz der 6a-Methylverbindung ist auf ca. 40% begrena, da zum gleichen Teil das 
9-Hydroxynebenprodukt entsteht,’ wghrend die 6B-Methylstruktur hlufig zu 
ungekllrten fermentativen Abbaureaktionen neigt. 

Mit Arthrobacter simplex oder Bacillus lentus, die such als sprtihgetrocknete 
Bakterienpulver eingesetzt werden kbnnen, wird (12a) in 1,2Stellung zum 1 lB,21- 
Dihydroxy-6a,l6a-dimethyl-l,4-pregnadien-3,20dion (13a) in 70 bis 80% Ausbeute 
dehydriert. 

l Bei dcr Hydroxylicrung von 6a,16u-Dimethyl-Reichstein S mit Curvularia lunata wurde kcin 9- 
Hydroxy- oder wcitcres Ncbeprodukt isliert. aber lcidcr such kcinc Ausbcute der 1 Ifi-Hydroxyverbindung 
angegebcn.” Syntex S. A. Brit. P. 921 534 20.3.63. 
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Eine Hydroxylierung des 6a,l6a-Desoxycorticosterons (10) in 1 1aStellung mit 
dem Pilz Aspergillus ochraceus (Substrateinsatz 500 mg/l) gibt dagegen ohne 
Schwierigkeiten die Verbindung (15) in Fermentationsausbeuten von 75% d.Th. Da 
diese analytische Ausbeute durch die anschliessende Isolierung und Reinigung 
erheblich vermindert vlrird, ist es sehr vorteilhaft, die anschliessende Dehydrierung 
mit Bacillus lentus mit der 1 la-Hydroxylierung zu einer Mischfermentation in 
einem Fermentationsgefbs zu kombinieren,” wobei $irekt 1 la,21-Dihydroxy- 
6a,16a-dimethyl-l,4-pregnadien-3,2Odion (16a) in einer Ausbeute von ca 50% 
isoliert wird. Da eine Hydroxylierung der bereits gebildeten 1Dehydrostruktur 
sehr erschwert ist, konnte aus einem Fermentationsansatz mit beschleunigter 
Dehydrierung durch vorzeitige Bakterienbeimpfung 21-Hydroxy6aJ6adimethyL 
1,4-pregnadien_3,20dion (17) als Nebenprodukt isoliert werden. 

l1~21-Dihydroxyda,l6adimethyl-l,4-pregnadien-3,20-dion (16a) wird iiber die 
bekannten Reaktionsstufen : partielle Acctylierung der 21-Hydroxylgruppe zu I@ 
Abspaltung der 1 la-Hydroxylgruppe iiber das Mesylat (18) zur 9,11-Doppelbindung 
(19), Anlagerung von HOBr zu 28 und HBr-Eliminierung in das 9,11-Epoxyd 21 
umgewandelt. Die &Tnung des Epoxyds mit wasserfreiem Fluorwasserstoff ergab 
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