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(65) Hersteliungsverfahren, 11p,16p-Dihydroxy-(20S)-20-hydroxymethyl-1,4-pregnadien-3-on, enzymatisch,
(20S)-20-Hydroxymethyl-1,4-pregnadien-3-on, sterile Luft, Mikroorganismen, Curoularia, Cochliobulus,
Cunninghamella, Bacillus megatherium, wiRrige Suspension, Losung, organisches Lésungsmittel, Methanol, Keton,
Glykolmonoether, Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid, Substratkonzentration

(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von

11, 16p-Dihydroxy-(20S)-20-hydroxymethyl-1,4-pregnadien-3-on durch enzymatische Umwandlung von
(208)-20-Hydroxymethy!-1,4-pregnadien unter Zuleitung von steriler Luft. Als Mikroorganismen werden vorzugsweise
solche der Gattung Curvularia, Cochliobulus, Cunninghamella oder Bacillus megatherium eingesetzt. Das Substrat
wird in wéldrige: Losung oder in einem organischen Lésungsmittel gelost zugegeben. Bei Anwendung einer wilrigen
Suspension wird die Substanz in mikronisierter Foarm und in Gegenwart von nichtionogen Emulgatoren zugegeben.
Wird das Substrat in einem organischen Losungsmittel gelost zugegeben, so wird die Substanz in einem niederen
Alkohol Keton, Glykolmonoether, Dimethylformamid oder Dimethylsulfoxid gelost.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung 11p,16B-Dihydroxy-(20S)-20-hydroxymethyl-1,4-pregnadien-3-on,
dadurch gekennzeichnet, da@3 (20S)-20-Hydroxymethyl-1,4-pregnadien-3-on enzymatisch unter
Zuleitung von steriler Luft in 11B- und 15p-Stellung hydroxyliert wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafd als Mikroorganismen vorzugsweise
solche der Gattung Curvularia, Cochliobulus, Cunninghamella oder Bacillus megatherium
eingesetzt werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dal? das Substrat (20S)-20-
Hydroxymethyl- 1,4-pregnadien-3-on in wéRriger Suspeasion oder in einem organischen
Losungsmittsl geldst zugegeben wird.

4, Verfahren nach den Ansprichen 1 bis 3, dadurch gekennzelchnet, daR bei Anwendung einer
wélrigen Suspension, die Substanz in mikronisierter Form und in Gegenwart von nichtionogenen
Emulgatoren zugegebun wird.

5. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daf bei der Zugabe des
Substrates in Form einer Lésung in einem organischen Lésungsmittel dieses in einem niedcren
Alkohol, vorzugsweise Methanol, in einem Keton, Glykolmonoether, Dimethylformamid oder
Dimethylsulfoxid geldst wird.

6. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 5, dadurch gekennzelchnet, daR die

Fermentationstemperatur vorzugsweise 28 bis 30°C betrégt.

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dal} die Substratkonzentration

wiéhrend der Fermentation bis zu 5% betragen kann.

~

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 11, 158-Dihydroxy-(20S)-20-hydroxymethyl-1,4-pregnaaien-3-on aus
(20S)-20-Hydroxymethyl-1,4-pregnadien-3-on durch mikrobiologische Hydroxylierung mit Hilfa von Pilzen der Cattung
Cochliobulus. Derartige hydroxylierte Verbindunger. sind als Zwischenprodukte fiir die Synthese pharmazeutisch wertvoller
Wirkstoffe mit Steroidstruktur verwendbar.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Wie bekannt, ist (20S)-20-Hydroxymethyl-1,4-pregnadien-3-on durch mikrobietlen Seitenkettenabbau von Sterolen gut
zuglinglich geworden. ([Appl. Microbiol. 23, 72 [1972]; Bull. Chem. Soc. Jap. 58, 1081 [1985)), Wie waiterhin bekannt, Ist es
mdglich, mit Hilfe enzymischer Reaktionen Hydroxy!gruppen in das Steroidgeriist einzuftihren {vgl. K.Kieslich, ,Steroid
Conversions” W. Charney, H.Herzog , Microbitl Transformations of Steroids”, Acad. Press, New York-Ziirich, 1967). Gemif
einem diteren Recht kann Prednisolon aus 1-Dehydro-11-desoxy-steroiden mit dem P}z Cochliobulus lunatus 148 hergestellt
werden. Waeiterhin ist entsprechend einsm &lteren Recht bekannt, Prednisolon-17-acetat aus 11-Desoxy-1,4-3-oxo-steroiden rnit
dem Pilz Cochliobulus lunatus 148 herzustellen. Es ist weiterhin bekannt, 118-Hydroxylierungen mit Hilfe der Mikroorganismen
Cunninghamella und Bacillus megatherium durchzufiihren.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, ein 6konomisch glinstiges Verfahren zur Herstellung von 118,15p-Dihydroxy-(20S)-20-Hydroxymethyl-
1,4-pregnadien-3-on durch enzymatische Hydroxylierung darzulegen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

DerErfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die o.g. Zielverbindung in einem technologisch leicht durchfihrbaren Verfahren aus
dem zugénglichen (205)-20-Hydroxymethyl-1,4-pregnadien-3-on herzustellen.

Zifindungsgemif kann diese Aufgabe durch mikroblelle Hydroxylierung mit Hilfe Mikroorganismen, z.B. der Gattung
Curvularia, Cacnliobulus, Cunninghamella, Bacillus megatherlum, insbesondere aber Cochliobulus lunatus, geldst werden,
Uberraschend dabei ist, daR nach dem bekannten Stand der Technik Steroidk&rper mit der 1,4-Dien-3-on Struktur nur schwer
hydroxylierbar sind. In diesem Fall aber sogar Doppelhydroxylierung in Ausbeuten bis zu 80% erreicht wird

Die Fermentation wird in der Weiss durchgefiihrt, daf der fiir die Reaktion eingesetzte Pilz unter iblichen Kulturbedinguiigen in
einem Néhrmedium angeziichtet und vermehrt wird. Das Substrat, (20S)-20-Hydroxymethyl-1,4-pregnadien-3-on, wird dann in
Form einer Suspension oder aber vorzugsweise, in Form einer Lésung in einem Lésungsmittel zugegeben und unter Eintrag von
steriler Luft solange fermentiert, bis maximale Substratumwandlung erreicht worden ist.

Als Ldsungsmittel bei der Herstellung der Substratlésung sind niedere Alkohole und Ketone, Glykeimonosther,
Dimethyliforryamid und Dimethylsulfoxyd geeignet, Bei Einsatz als wiRrige Suspension empfiehlt es sich die Substanz in sehr
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fein verteilter Form (mikronisiert) anzubieten und in Gegenwart nichtionegenen Emulgatoren zu arbeiten. Abhtingig von dem
gewdhiten Gesamtsystem kann die Substratkonzentration wihrend der Fermentation bis zu 5% batragen. Die erforderliche
Fermentationszeit ist u.a. abhéingig von dor Substratkonzentration und muB von Fall zu Fall ermittelt werden, Sie betrégt
erfahrungsgeméan 30 bis 60 Stunden, bel einer Fermentationstemperatur von 28 bis 30°C,
Die Umsetzung kann lelcht mit Hilfe von DC verfolgt werden. Mit Vorteil woerden dabel Methylenchloridextrakte singesetzt, mit
Kieselgelplatten gearbeitet und als Laufmittel Chloroform/Methancl (7:3) verwendet, Die Detektion kann durch Betrachten unter
UV-Licht oder Besprithen mit methanolischer Schwefelséure und anschlie.3endem Erwl#irmen geschehen, Das Auggahgsmatoerial
hat unter diesen Bedingungen elnen R-Wert um 0,8, die Zielsubstanz einen R-Wert um 0,0.
Zur Isolierung und Reindarstallung wird die Kulturldsung nach beendeter Fermentation mit einem mit Wasser nicht oder nur
begrenzt mischbarem Ldsungsmittel erschépfend extrahlert, wobei zur Erleichterung der Phasentrennung ggf. in Gagenwart .
geringer Mengen oines Detergons zugegeben werden muB. Zur Extraktion geeignet sind halogenierte Kohlenwasserstoffe,
niedere Ester und Alkohole mit mehr uls 4-C-Atomen, niedere Ketone und aromatische Kohlenwasserstoffe. Mit Vorteil wird
jedoch Methylenchlorid verwendet, da sich mit diesem Extraktionsmittel de.s Zielprodukt sehr selektiv abtrennen und sehr leicht
in eine methanolische Losung Gbarflhren 18Bt, aus der es dann bereits mit hoher Reinheit auskristallisiert. Durch nochmalige
Umbkristallisation aus Methanol kann 11,168-Dihydroxy-(20S)-hydroxymethyl-1,4-pregnadien-3-on in analysenreiner Forrn
erhalton werden. Die Substanz ist durch folgende Eigenschaften charakterisiert:
Aussehen: kleine weille Nadoln
F: 241 bis 261°C
Loslichkeit: leicht 18slich; DMSO, DMF; 18slich:MeOH, EtOH; wenig 18slich in Chluroform, A zeton
Analyse: Cy;H3,041(360,22) ber. C =73,30; H = 8,95%
gef. C=73,24;H=28,76%

MG (M*;m/e); 360,227 6
IR-Maxima {em™"): 3475 (OH), 3335 {OH), 1660 (C = 0}, 1618 (C = C), 1605 (C = ()
'H-NMR(DMS0-0g: 1,11 ppm {d, J = 6Hz, 3H) 21-CH;
gegen HMDS als
ext, Standard) 1,30ppm (s, 3H) 18-CH,

1,60ppm (s, 3H) 19-CH,

6,09ppm (d, J = 2Hz,1H) 4-OH

6,32ppm (dd, J = 10Hz u. 2Hz,1H) 2-CH

7,52ppm (d,J = 10Hz,1H) 1-CH
Q)% +16° (MeOH, ¢ = 1)

Ausfdhrungsbelsplel

Eine sterile Nahrlsung folgender Zusammensetzung

Maisquellwasser 180¢g
Glukose 21g
Kaliumhydrogenphosphat 2,26¢g
Magresiumsulfat X 7H,0 456¢g
Eisenlisulfat x 7H,0 0,459
Manganchlorid x 4H,0 0,45¢g
Zinksulfat x 7H,0 0,16g
Kaliumchlorid 3,09
Aquadest, ad 3000ml

wird mit einer 3 Tage alten Kultur (Agrarschréigréhrchen 28°C) von Cochliobulus lunatus 118 baimpft. Nach Beimpfen werden 3g
(20S)-20-Hydroxymethyl-1,4-pregnadien-3-on, geldist in 40ml Methan»l, zugegeben und unter Rithren bel 29°C und einem
Sauerstoffeintrag von 240% S#ttigung 48 Stunden fermentiert. Wéhrend der Fermentation wird der pH-Wert durch Zugabe von
1n Schwefelsture auf 4,6 gehaiten.

Nach beendeter Fermentation wird die Kulturlésung mit 760m! unid dmal mit je 220ml Methylenchlorid extrahiert, Dic Extiakte
werden vere'rigt, mit wanig Wasser gewaschen, 20mg Aktivkohle zugegeben, 10 Minuten gekocht, filtriert und etwa 2400ml|
Maethylenchlic rid abdestilliert. Nun werden 750mi Methanol zugefiigt und das Gemisch auf etwa 150ml eingeengy, wobei sich
Kristalle abzuscheiden baginnen. Zur Vervolistindigung der Kristallisation wird das Konzentrat noch 2 Tage bei etwa 6°C
aufbewahrt, 1 chlieBlich die Kristalle abgetrennt und mit wenig kaltem Methylenchlorid gewaschen und getrocknet. Es werden
2,19 11B,25-1)ihydroxy-(20S)-20-hydroxymethyl-1,4-pregnadien-3-on erhalten.

Nach vereinige.n der Mutterlauge und Waschlauge und nochmaligem Einengen k8iinen weltere 0,75g der o.g. Verbindung
isoliert werdei.. Durch Umkristallisation aus Methanol ann eine weitere Reinigurg erfolgen und ein analysenreines Produkt
erhalten werden.
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