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69 Verfahren zur Herstellung von 4-Androsten-3,17-dion-Derivaten.

@ Es werden Androstan-3,17-dion-Derivate der Formel

o
|

X
(1),
0
worin
X eine 1,.2-Methylengruppe oder eine in der 1- oder 2-
Stellung befindliche Methylgruppe darstellt, hergestellt.

Diese Verbindungen werden erhalten, indem man
ein entsprechendes Sterinderivat, in welchem in 17-Stel-
lung ein Kohlenwasserstoffrest mit 8-10 C-Atomen vor-
handen ist, mit einer zum Seitenkettenabbau von Sterinen
befdhigten Mikroorganismuskultur fermentiert. In den
Ausgangs-Sterinen kann eine As-Doppelbindung vorhan-
den sein, welche unter den Reaktionsbedingungen hy-
driert wird.

Durch Reduktion der 17-Ketogruppe in Verbindun-
gen der Formel I erhilt man die entsprechenden 17§-Hy-
droxy-Derivate,

Die erhaltenen Verbindungen kénnen als Zwischen-
produkte zur Synthese pharmakologisch wirksamer Ste-
roide verwendet werden. Die erhaltenen 178-Hydroxy-
quiivate sind selbst auch pharmakologisch wirksame Ste-
roide.
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Herstellung von 4-Androsen-3,17-dion-
Derivaten der allgemeinen Formel |

0

(1),

worin X eine 1,2-Methylengruppe oder ein in der 1- oder 2-Stel-
lung befindliche Methylgruppe darstellt, dadurch gekennzeich-
net,dass man die Sterin-Derivate der allgemeinen Formel I

B

Sy @

worin X die obengenannte Bedeutung besitzt, die Bindung ...
eine Einfachbindung oder eine Doppelbindung bedeutet und Ri
den 8 bis 10 Kohlenstoffatome enthaltenden Kohlenwasser-
stoffrest eines Sterins darstellt, mit einer zum Seitenkettenab-
bau von Sterinen befihigten Mikroorganismenkultur fermen-
tiert, wobei, falls eine A>-Doppelbindung vorhanden ist, diese
unter den Reaktionsbedingungen hydriert wird.

2. Verfahren gemiss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man zur Fermentation eine zum Seitenkettenabbau von
Sterinen befihigte Mikroorganismenkultur der Gattungen
Arthrobacter, Brevibacterium, Microbacterium, Protamino-
bacter, Bacillus Norcardia, Streptomyces oder insbesondere
der Gattung Mycobacterium verwendet.

3. Verfahren zur Herstellung von 178-Hydroxy-4-androsten-
3-on-Derivaten der allgemeinen Formel 111

(I,

0

(I11),

worin X eine 1,2-Methylengruppe oder eine in der 1- oder
2-Stellung befindliche Methylgruppe bedeutet, dadurch
gekennzeichnet, dass man nach dem Verfahren gemiss
Anspruch 1 eine Verbindung der Formel I herstellt und in die-
ser die 17-Ketogruppe reduziert.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass die 3-Oxogruppe wihrend der Reduktion intermediar
ketalisiert ist.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
4-Androsten-3,17-dion-Derivaten der allgemeinen Formel |

0

(1),

10

0

15
worin X eine 1,2-Methylengruppe oder eine in der 1- oder
2-Stellung befindliche Methylgruppe darstellt, welches dadurch
gekennzeichnet ist, dass man ein Sterin-Derivat der allgemesi-
nen Formel II

2

By

(I1),

0

30

worin x die obengenannte Bedeutung besitzt, die Bindung ...

eine Einfachbindung oder eine Doppelbindung bedeutet und R:
35 den 8 bis 10 Kohlenstoffatome enthaltenden Kohlenwasser-
stoffrest eines Sterins dastellt, mit einer zum Seitenkettenab-
bau von Sterinen befahigten Mikroorganismenkultur fermen-
tiert, wobei, falls eine A®-Doppelbindung vorhanden ist, diese
unter den Reaktionsbedingungen hydriert wird.

Unter einem 8 bis 10 Kohlenstoffatome enthaltenden Koh-
lenwasserstoffrest Ri soll ein Rest verstanden werden, wie er in
den gegebenenfalls hydrierten Seitenketten von natiirlich vor-
kommenden Zoo- oder Phytosterinen, wie zum Beispiel Chole-
sterin, Stigmasterin, Campesterin, Brassicasterin oder den Sito-
45 sterinen vorliegt.

Geeignete Sterin-Derivate der allgemeinen Formel II sind
beispielsweise solche Verbindungen, die durch die allgemeine
Formel Ila

40
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65
worin X und ... die obengenannte Bedeutung besitzen und Rz

ein Wasserstoffatom, eine Methylgruppe oder eine Athyl-
gruppe bedeutet, charakterisiert werden kdnnen.



Geeignete Ausgangsverbindungen fiir das erfindungsge-
misse Verfahren sind beispielsweise solche Sterine, in denen
der Substituent X eine 1a-Methylgruppe, eine 1p-Methyl-
gruppe, eine 1a-, 20-Methylengruppe oder eine 1, 28-Methy-
lengruppe bedeutet. Als geeignete Ausgangsverbindungen
seien beispielsweise genannt: das 1a-Methyl-4-cholesten-3-on,
das 1p-Methyl-4-cholesten-3-on, das 1a, 20-Methylen-4-chole-
sten-3-on, das 1o, 20-Methyien-4,6-cholestadien-3-on, das 1,

20-Methylen-4-stigmasten-3-on, das 1a, 2a-Methylen-4,6-stigma-

stadien-3-on oder die entsprechenden Sitosterinderivate.

Esist bekannt, dass zahlreiche Mikroorgansimen (so zum
Beispiel solche der Gattungen Athrobacter, Brevibacterium,
Microbacterium, Protaminobacter, Bacillus, Norcardia, Strep-
tomyces und insbesondere Mycobacterium) die natiirliche
Fihigkeit besitzen, Zoo- und Phytosterine zu Kohlendioxyd
und Wasser abzubauen und dass bei diesem Abbau intermediér
4-Androsten-3,17-dion und 1,4-Androstadien 3,17-dion gebildet
werden.

Ferner ist bekannt, dass es mit Hilfe von Inhibitorzusitzen
oder mutierten Mikroorganismen méglich ist, den Abbau der
Sterine so zu lenken, dass ein Abbau des gebildeten 4-Andro-
sten-3,17-dions oder 1,4-Androstadien-3,17-dions vermieden
wird (siehe deutsch Offenlegungsschriften 1 543 269 und
1593 327 sowie US-Patentschrift 3 684 657).

Fiir den Fachmann ist es {iberraschend, dass unter den
bekannten Bedingungen auch die Seitenketten von Sterin-Deri-
vaten der allgemeinen Formel I abgebaut werden, weil
bekannt ist, dass der Seitenkettenabbau von Sterinen durch ein
sehr komplexes Fermentsystem bewirkt wird und man nicht
erwarten konnte, dass alle am Seitenkettenabbau natiirlicher
Steroide mitwirkenden Enzyme die Fahigkeit besitzen, auch
den Seitenkettenabbau der in der Natur nicht vorkommenden
Sterin-Derivate der allgemeinen Formel II zu bewirken. Dar-
tiberhinaus konnte man nicht vorhersehen, dass die den Abbau
des 1,4-Androstadien-3,17-dions und das 4-Androsten-3,17-dions
bewirkenden Enzymsysteme nicht befihigt sind, die 4-Andro-
sten-3,17-dion-Derivate der allgemeinen Formel | abzubauen.

Bei der fermentierten Umsetzung von Sterin-Derivaten der
allgemeinen Formel II mit einer AS-Doppelbindung wird diese
iiberraschenderweise hydriert.

Abgesehen von der Verwendung anderer Ausgangsverbin-
dungen und von der Tatsache, dass die Umsetzung in Abwesen-
heit von Inhibitoren durchgefiihrt werden kann, kann das erfin-
dungsgemisse Verfahren unter den gleichen Fermentationsbe-
dingungen durchgefiihrt werden, welche man auch bei den
bekannten mikrobiologischen Seitenkettenabbau-Reaktionen
von Sterinen anwendet.

Erfindungsgemaiss wird die Fermentation unter Verwen-
dung der Mikroorganismenkulturen durchgefiihrt, welche man
iiblicherweise zum Seitenkettenabbau von Sterinen verwendet.
Geeignete Kulturen sind beispielsweise zum Seitenkettenab-
bau von Sterinen befahigte Bakterienkulturen der Gattungen
Arthrobacter, Brevibacterium, Microbacterium, Protamino-
bacter, Streptomyces oder insbesondere der Gattung Myco-
bacterium. Als geeignete Mikroorganismen seien beispiels-
weise genannt: Microbacterium lactum IAM-1640, Protamino-
bacter alboflavus IAM-1040, Bacillus roseus IAM-1257, Bacillus
sphiricus ATTC-7055, Norcardia gardneri [AM-105, Norcardia
minima IAM-374, Norcardia corallina IFO-3338, Streptomyces
rubescens IAM-74 oder inshesondere die Mikroorganismen
Mycobacterium avium IFO-3082, Mycobacterium phlei IFO-
3158, Mycobacterium phlei (Institut fiir Gesundheitswesen,
Budapest Nr. 29) Mycobacterium phlei ATCC-354, Mycobacte-
rium smegmatis IFO-3084, Mycobacterium smegmatis
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Die genannten Mikroorganismen werden in den US-Patenten
Nr. 3684 657 und 3 759 791 beschrieben.

Unter den fiir diese Mikroorganismen iiblicherweise ver-
wendeten Kulturbedingungen werden in einem geeigneten

5 Ndhrmedium unter Beliiften, Submerskulturen angeziichtet.

Dann setzt man den Kulturen das Substrat (in einem geeigne-
ten Losungsmittel gelost oder vorzugsweise in emulgierter
Form) zu und fermentiert, bis eine maximale Substratumwand-
lung erreicht ist.

Geeignete Substratlgsungsmittel sind beispielsweise Me-
thanol, Athanol, Glykolmonomethylither, Dimethylformamid
oder Dimethylsulfoxyd). Die Emulgierung des Substrats kann
beispielsweise bewirkt werden, indem man dieses in mikroni-
sierter Form oder in einem mit Wasser mischbaren Lésungs-

15 mittel (wie Methanol, Athanol, Aceton, Glykolmonomethyl-

ather, Dimethylformamid oder Dimethylsulfoxyd) gelést unter
starker Turbulenz in (vorzugsweise entkalktem) Wasser, wel-
ches die tiblichen Emulgationshilfen enthilt, eindiist. Geeignete
Emulgationshilfen sind nichtionogene Emulgatoren, wie zum

1 Beispiel Athylenoxydaddukte oder Fettsiureester von Polygly-

kolen. Als geeignete Emulgatoren seien die handelsiiblichen
Netzmittel Tegin®, Tagat® Tween® und Span® beispielmissig
genannt.

Die optimale Substratkonzentration, Substratzuggabezeit

»5 und Fermentationsdauer ist von der Struktur des verwendeten

Substrates und der Art des verwendeten Mikroorganismus
abhingig. Diese Grossen miissen, wie dies bei mikrobiologi-
schen Steroidumwandlungen allgemein erforderlich ist, im Ein-
zelfall durch Vorversuche, wie sie dem Fachmann geliufig sind,

30 €rmittelt werden.

Durch Reduktion der 17-Ketogruppe in erhaltenen Verbin-
dungen der Formel I erhélt man entsprechende 17p-Derivate.
Die Reduktion wird vorzugsweise unter intermedidrem Schutz
der 3-Ketogruppe durch Ketalbildung durchgefiihrt. Diese Ver-

35 bindungen weisen die folgende Formel auf:

OH

(II1),

so worin X die obengenannte Bedeutung besitzt, die Bindung...

Die Reduktion der 17-Ketogruppe der 4-Androsten-3,17-
dion-Derivate der allgemeinen Formel I kann mittels der dem
Fachmann wohlbekannten Arbeitsmethode (siehe z.B. John
Fried: Organic Reactions in Steroid Chemistry-van Nostrand

55 Reinhold Comp. New York etc. 1972, Volume 1, Seite 61 ff)

erfolgen. So kann man diese Verbindungen beispielsweise nach
Ketalisierung mit Natriumborhydrid oder Lithiumaluminium-
hydrid umsetzen und erhilt nach Spaltung der Ketale die ent-
sprechenden 17p-Hydroxy-4-androsten-3-on-Derivate der allge-

60 meinen Formel 111, welche bekanntlich eine anabole und/oder

androgene Wirksamkeit besitzen.

Die als Ausgangsverbindungen verwendeten Sterin-Deri-
vate der allgemeinen Formel Il kénnen aus den entsprechen-
den Sterinen mittels der Methoden hergestellt werden, welche

ATCC-20, Mycobacterium smegmatis (Institut fiir Gesundheits- ¢; man konventionellerweise zur Einfiihrung der entsprechenden

wesen, Budapest Nr. 27), Mycobacterium smegmatis ATCC-
19979, Mycobacterium fortuitum CBS-49566, Mycobacterium
spec. NRRL-B-3805 und Mycobacterium spec. NRRL-B-3683.

1-und/oder 2-stindigen Substituenten in Steroide anwendet.
Die nachfolgenden Beispiele dienen zur Erlduterung der
Erfindung.
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A) Ausfithrungsbeispiele betreffend den mikrobioiogischen Sei-
tenkettenabbau

Beispiel 1

Ein 2| Erlenmeyerkolben mit 500 ml sterilem Néhrmedium,
enthaltend 1% Hefeextrakt, 0,45% Dinatriumhydrogenphos-
phat, 0,34% Kaliumdihydrogenphosphat und 0,2% Tween® 80 -
eingestellt auf pH = 6,7 - wird mit einer Suspension einer
Mycobacterium spec. NRRL-B-3805 Trockenkultur beimpft
und drei Tage lang bei 30 °C mit 190 Umdrehungen pro Minute
geschiittelt.

20 Erlenmeyerkolben mit jeweils 100 mi sterilen Nahrmedi-
ums, enthaltend 2,0% Corn steep liquor, 0,346 Diammoniumhy-
drogenphosphat und 0,25% Tween® 80 - eingestellt auf
pH = 6,5 - werden mit jeweils 5 ml der Mycobacterium spec.
Anzuchtskultur beimpft und 24 Stunden lang bei 30 °C mit
220 Umdrehungen pro Minute geschiittelt.

Dann setzt man jeder Kultur 100 mg 1a,20-Methylen-4.6-
cholestadien-3-on in 1 ml Dimethylformamid gelost zu und fer-
mentiert weitere 96 Stunden lang bei 30 °C.

Die vereinigten Kulturen werden mit Athylenchlorid extra-
hiert, der Extrakt im Vakuum eingeengt, der Riickstand durch
Chromatographie iiber eine Kieselgelsaule gereirigt und man
erhilt, nach Umkristallisation aus Diisopropylather 09 g 1a,20-
Methylen-4-androsten-3,17-dion vom Schmelzpunkt 155 °C.

Herstellung der Ausgangsverbindung:

a) 111 g 3p-Hydroxy-5-cholesten werden in 2,21 Toluol und
111 ml Cyclohexan zum Sieden erhitzt und eine Lsung von
55,5 g Aluminiumisopropylat in 666 ml Toluo! zugetropft,
anschliessend wird 90 Minuten bei langsamen Abdestillieren
weiter erhitzt. Die abgekiihlte Reaktionslésung wird mit Ather
verdiinnt, mit verdiinnter Schwefelsidure und Wasser gewa-
schen und eingeengt. Der Riickstand wird mit Wasserdampf
destilliert und das nach Methylenchloridextraktion erhaltende
Rohprodukt an Silicagel chromatographiert. Aus Methanol
umkristalliert werden 70 g 4-Cholesten-3-on vom Schmelzpunkt
79-80,5 °C erhalten. .

b) 60 g 4-Cholesten-3-on werden in 21 Ather und 1 m! Brom-

w

2

2

30

3
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<

wasserstoffsaure in Essigsdure 37 %ig geldst und unter Rithren 4

mit einer Losung von 52,4 g Brom in 300 ml Essigsdure versetzt
und 15 Minuten nachgeriihrt. Es wird dann noch mit etwas
Ather verdiinnt und nacheinander mit Wasser, Natriumhydro-

gencarbonatldsung und Wasser gewaschen. Nach dem Trock-
nen und Eindampfen wurden 90 g rohes 2,6-Dibrom-4-chole-
sten-3-on als Ol erhalten.

¢) 90 g rohes 2,6-Dibrom-4-cholesten-3-on werden in 900 ml
Dimethylformamid mit 36,9 g Lithiumcarbonatund 433 g
Lithiumbromid 20 Stunden bei 100 °C geriihrt. Es wird dann in
Eiswasser eingeriihrt, der Niederschlag abfiltriert, mit Wasser
gewaschen und in Methylenchiorid aufgenommen. Nach dem
Trocknen und Eindampfen wird der Riickstand an Silicagel
chromatographiert und es werden 42 g 1,4,6-Cholestatrien-3-on
als Ol erhalten.

d) 31,9 g Trimethylsulfoxoniumjodid werden in 1 I Dime-
thylsulfoxid mit 5,6 g pulverisiertem Natriumhydrid 2 Stunden
lang bei Raumtemperatur geriihrt. Diese Losung wird dann zu
40 g 1,4,6-Cholestatrien-3-on, geldst in 200 ml absolute, Tetrahy-
drofuran, gegeben und 24 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt. Es wird in essigsaures Eiswasser eingeriihrt, vom aus-
geschiedenen Ol abdekantiert und dieses dann in Ather aufge-
nommen. Nach dem Trocknen und Eindampfen werden nach
Chromatographie umkristaliisiert aus Methanol 10,5 g 1a,2a-
Methylen-4,6-cholestadien-3-on vom Schmelzpunkt 68-69 °C.

Beispiel 2

In 20 Erlenmeyerkolben werden unter den Bedingungen
des Beispiels 1 jeweils 100 mg 1a-Methyl-4-cholesten-3-on mit
einer Mycobacterium spec. NRRL-B-3805-Kultur umgesetzt,
aufbereitet und man erhilt das 1a-Methyl-4-androsten-3,17-dion
vom Schmelzpunkt 134-137 °C.

Das als Ausgangsverbindung verwendete 1a-Methyl-4-
cholesten-3-on ist bekannt (C.A. 61, 1964, 8367 f).

B) Ausfiihrungsbeispiele betreffend die chemische Weiterver-
arbeitung der 4-Androsten-3,17-dion-Derivate.

Beispiel 3

3,2 g 1a,2a-Methylen-4-androsten-3,17-dion werden in 50 ml
absolutem Athanol geldst, auf 0° abgekiihit und anteilweise mit
0,5 g Natriumborhydrid versetzt. Nach einer Reaktionszeit von
3 Stunden bei Eiskiihlung wird in 50 mi halbgesittigte Natrium-
dihydrogenphosphatlésung eingeriihrt, das ausgefallene Pro-
dukt abfiltriert und mit Wasser ausgewaschen. Nach Umkristal-
lisieren aus Athanol erhélt man 1,95 g 17a-Hydroxy-10,2a-Me-
thylen-4-androsten-3-on.

G



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

