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(57) Sammendrag:
4847-81
Fremstilling af 3B,7B—dihydroxy-A5-steroider af den almene
formel I
Q
(1)
Rlo OH
hvori Q betegner grupperne
[o]
o]
c eller o
7N e

7N

og Rl betegner et hydrogenatom, en trimethylacetylgruppe,
en tert.-butyldimethylsilylgruppe, en dimethyl=-2-(3~methyl=
butyl)-silylgruppe eller en tribenzylsilylgruppe, ved fexr-
mentering af et 36-hydroxy-A5-stezoid af den almene formel
IT

Q

(II)

RZO

hvori Q har ovennavnte betydning, og Rz betegner et hydrogen=
atom eller en alkanoylgruppe med 2 - 6 carbonatomer, med

en kultur af Botryodiplodia malorum og, om gnsket, omsat-
ning af de opndede JB,7B-dihyd:oxy-As-steroider af den al-
mene formel I med trimethylacetanhydrid, tert.-butyldime=
thylsilylchlorid, dimethyl-2-(3-methylbutyl)-silylchlorid
eller tribenzylsilylchlorid, hvorved muligggpres fremstil-
lingen i hgjt udbytte af vigtige mellemprodukter til par-
tialsyntese af farmakologisk virksomme steroider.
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1

Opfindelsen angdr en fremgangsmade til fremstilling af
38,7B—dihydroxy—AS—steroider med den i krav 1's indled-
ning angivne formel I, hvilken fremgangsmade er ejendomme-

lig ved det i krav 1's kendetegnende del angivne.

36,7B-dihydroxy—As—steroider af den almene formel I
ifglge krav 1 er vigtige mellemprodukter til partial-~

syntese af farmakologisk virksomme steroider.

Ved hjzlp af fremgangsmdden ifglge opfindelsen er det
muligt at fremstille disse forbindelser i h¢jt udbytte
ud fra de tilsvarende i 7-stillingen usubstituerede

forbindelser.

Det fgrste reaktionstrin af fremgangsméden ifglge op-
findelsen gennemfgres under de betingelser, som man
sadvanligvis anvender ved den mikrobiologiske hydroxy=
lering af steroider med svampekulturer. Sé&ledes be-
stemmes f@rst i helt almindelige for-forsgg de gunstig-
ste fermentationsbetingelser s&som for eksempel valg

af det gunstigste nazringsmedium,det egnede substrat-
oplgsnings- eller suspensionsmiddel, substratkoncentra-
tionen, de tekniske betingelser sasom temperatur,
luftning, pH-verdi og de optimale tider for spiring,
substrattils=tning ogsubstratkontakt, analytisk pa
mikroorganismens enzym, specielt tyndtlagskromatogra-=
fisk. Derved har det vist sig, at det er hensigts-
messigt at anvende koncentrationer p& ca. 100 - 2000 mg
substrat pr. liter naeringsmedium. pH-verdien indstil-
les fortrinsvis p& en vardi i intervallet fra 5 til

7. Dyrkningstemperaturen ligger i intervallet fra

20 til 400C, fortrinsvis fra 25 til 350C. Til luft~-
ning tilfgres der fortrinsvis 0,5 - 5 liter luft pr.
minut pr. liter kultursuppe. Omdannelsen af substra-
tet sker hensigtsmaessigt ved tyndtlagskromatografisk
analyse af prgveekstrakter. Fermentationsvarigheden

udggr ca. 20 - 80 timer.
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Efter endt fermentation isoleres fermentationsproduk-
terne p& i og for sig kendt made. Isoleringen kan

for eksempel ske pd den made, at man ekstraherer fer-
mentationsmassen med et ikke med vand blandbart orga-
nisk oplgsningsmiddel sdsom ethylacetat, butylacetat
eller methylisobutylketon, inddamper ekstrakterne og
eventuelt ved kromatografi og/eller krystallisation

renser de siledes opndede réprodukter.

Foretrukne udgangsforbindelser for fremgangsméden ifgl-
ge opfindelsen er forbindelser af den almene formel II,
der som substituenter R har et hydrogenatom, en acetyl-

gruppe, en propionylgruppe eller en butyrylgruppe.

Det er overraskende, at A5—steroiderne af den almene
formel II bliver hydroxyleret i 7B-stillingen, idet man
ved, at de tilsvarende A4—steroider med Botryodiplodia
malorum bliver hydroxyleret i 7a=-stillingen (europaisk
patentansgdgning 0.014.991).

Det har l@nge varet kendt, at den selektive beskyttelse
af 3B,7B-dihydroxy—As—steroidernes 3-hydroxygruppe giver
store vanskeligheder. (J.Amer.Chem.Soc., 74, 1952, 3310).
Omsztningen af forbindelserne med for eksempel trimethyl=
acetylchlorid eller triphenylchlormethan-midler, som
konventionelt anvendes til selektiv beskyttelse af uhin-
drede hydroxygrupper, foruden sterisk hindrede hydroxy-
grupper, fgrer, som nogle fors¢g viser, ikke til det
gnskede resultat.

Overraskende lvkkes den selektive beskyttelse af 3B-
hydroxygruppen af forbindelserne af den almene for-
mel I, n&r man omsatter disse stoffer med trimethyl=

_acetanhydrid, fortrinsvis under anvendelse af 4-dimethyl=

aminopyridin eller 4-pyrrolidinopyridin som katalysator,
eller omsaztter disse forbindelser med tert.-butyldimethyl=
silylchlorid, med dimethyl-2~(3-methylbutyl)-silylchlo=

rid eller tribenzylsilylchlorid, fortrinsvis under an-
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vendelse af organiske baser (pyridin, imidazol, tri=
ethylamin, 4-dimethylaminopyridin, lutidin, collidin
etc.).

De efterfglgende eksempler tjener til belysning af
fremgangsmaden ifglge opfindelsen og den erhvervs-
messige udnyttelse af de fremstillede produkter til
fremstilling af den kendte aldosteron-antagonistisk
virksomme 6B,7B8,158,16B-dimethylen~3-oxo-170~-pregn—-4-

en-21,17-carbolacton:

A) Udfgrelseseksempler vedrgrende fremgangsmaden

ifelge opfindelsen:

Eksempel 1.

En 2-liter Erlenmeyer-kolbe med 500 ml af en i 30 minut-
ter ved 120°C i autoklav steriliseret naringsoplgsning
af 1% stivelsessukker og 1% sojabgnnemel, indstillet
til pH-vardi 6,2, podes med en skrasubstratkultur af
stammen Botryodiplodia malorum (CBS 13450) og rystes i

2 1/2 dag pé& et rotationsrysteapparat.

Med den sé&ledes udviklede kultur podes et 20-liter
for~fermenteringsapparat, som er fyldt med 15 liter af
et 1 60 minutter ved 121°% og 1,1 ato steriliseret me-
dium af den samme sammensatning som den ovennavnte kul-
tur. Under tilsztning af silicon SH som antiskumme-
middel lader man derpd spire ved 29% og 0,7 ato tryk
under luftning (15 1/min.) og omrgring (220 omdrejnin-

ger pr. nminut) i 24 timer.

Derp& udtages 0,9 liter af denne kultur under sterile
betingelser og dermed podes et 20-liter hovedforgarings-
apparat, der er belagt med 14 liter af et som ovenfor

steriliseret naringsmedium af samme sammensatning som for-
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forgeringskulturen. Efter en udviklingsfase p& 12 ti-
mer under for-fermenteringsbetingelser tilszttes en
pasteuriseret suspension af 30 g finmalet 3B-hydroxy-
158,168-methylen-5-androsten-17-on i 2250 ml 1%-ig
vandig Tween-80-oplgsning, 09 der omrgres yderligere
og luftes. Fermentationens forlgb kontrolleres ved
udtagelse af prgver, som ekstraheres ved hjalp af
methylisobutylketon oganalyseres tyndtlagskromato-
grafisk. Efter 48 timers kontakttid er omsztningen af
substratet afsluttet. Kultursuppen befris for svampe-
mycel ved centrifugering i en gennemlgbscentrifuge,
det klare filtrat ekstraheres tre gange med 10 liter
methylisobutylketon hver gang, 09 ekstrakterne for-
enes med ekstrakten af det, ligeledes ved hjalp af
methylisobutylketon, ekstraherede mycel. Efter koncen-
trering af opldsningen i et rotationsfordampnings-— |
apparat inddampes derpé& ved en badtemperatur pa 50°¢

i vakuum i rotationsfordampningsapparatet til tgrhed.
Den olieagtige krystallinske rest optages i isopropyl=
ether og frasuges over papirfilter. Efter 4 timers
tgrring ved 70°C i vakuum £3s 23,6 g 3B8,7B-dihydroxy-
158,16R-methylen-5-androsten-17-on med smeltepunkt
199 - 202°C. '

Fksempel 2.

' Under de i eksempel 1 beskrevne betingelser fermenteres

22,5 g 3p-acetoxy-158,16B-methylen-5-androsten-17-on
med Botryodiplodia malorum, og herved fés 16,3 g
3B,7B—dihydroxy—l56,lGB—methylen—S—androsten—17-on
med smeltepunkt 197 - 200°c.

Eksempel 3.

Under de i eksempel 1 beskrevne betingelser inkuberes
22,5 g BB-hydroxy-lSB,lGB—methylen—l7a—pregn-5—en—21,17—
carbolacton med Botryodiplodia malorum, og derved fas

16,8 g 3B,7B-dihydroxy—155,l6B-methylen—l7a-pregn—5—en—
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21,17-carbolacton med smeltepunkt 173 - 175°cC.

Eksempel 4.

En- opldsning af 195 g 3B,7B-dihydroxy-158,16B-methylen-
5-androsten-17-on, fremstillet ifglge eksempel 1 eller 2, i 1460 ml
pyridin behandles med 293 ml pivalinsyreanhydrid og 31 g dimethylamino-
pyridin. Efter en reaktionstid pd 72 timer ved stuetemperatur
fzldes rdproduktet med 15 liter isvand, suges fra, va-"
skes og tdrres ved GOOC. Efter omkrystallisation fra
acetone /dichlormethan fas 185,4 g 7B8-hydroxy-153,168-
methylen-3B-pivaloyloxy-5-androsten-17-on. Smelte-

punkt 236°C. [a], = -45° (chloroform).

Eksempel 5.

En oplgsning af 120 g 3B,78-dihydroxy-15p,16PB-methylen=-
5-androsten-17-on, fremstillet ifelge eksempel 1 eller 2, i 1000 ml
dimethylformamid behandles med 31 g imidazol og afkeles til -20°C.
Dertil dryppes i lebet af 2 timer 63 g tert.-butyldimethylchlorsilan
i 450 ml dimethylformamid og efterrgres i 1 time. Reak-
tionsproduktet feldes med natriumchloridholdigt vand,
filtreres fra, vaskes med vand og oplgses i methylen=
chlorid. Opldgsningen tgrres over natriumsulfat og ind-
dampes. Efter kromatografi pé& kiselgel med hexan/acetone
fés 128,8 g 3B~(tert.-butyldimethylsilyloxy)-78-hydroxy-
15B8,16B8-methylen~5-androsten-17-on.

Eksempel 6.

En oplgsning af 100 g 3B8,7B-dihydroxy-158,16Bb-methylen~
5-androsten-17-on, fremstillet ifelge eksempel 1 eller 2, i 2,5 liter
tetrahydrofuran og 250 ml pyridin afkeles til -20% og behandles med 88 ml
dimethyl=-2~ (3-methylbutyl)-silylchlorid i 1 time og

omrgres i 4 timer ved denne temperatur. Derpé& behand-

les med 50 ml methanol og inddampes i vakuum. Raproduk-
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tet kromatograferes pd kiselgel med methylenchlorid/ace=
tone. Der f&s 98,5 g 3B-[dimethyl-2-(3-methylbutyl)-si-
lyloxyl-7p-hydroxy-158, 168-methylen-5-androsten-17-on
som en-olie. [a]D = -36° (chloroform).

Eksempel 7.

En oplgsning af 15,7 g 38,78-dihydroxy-158,16B-methylen-
5-androsten-17-on, fremstillet ifelge eksempel 1 eller 2, i 750
ml methylenchlorid behandles med 9 ml triethylamin og 200 mg dimethyl-
aminpyridin og afkeles til -20°C. Dertil dryppes i lebet af 30 minut-
ter 19,4 g tribenzyisilylchlorid i 10 ml methylenchlo=
rid. Der rgres i 1 time ved -20°% og 1 time ved OOC,
fortyndes med methylenchlorid og vaskes med 1IN saltsyre,
mattet.natriumhydrogencarbonatopl¢sning og vand. Efter
tgrring over natriumsulfat inddampes i vakuum. Efter
kromatografi pa kiselgel med hexan/acetone fas 27,5 g
3B-tribenzylsilyloxy-7B-hydroxy—lSB,lGB-methylen-S-
androsten-17-on.

Eksempel 8.

16,0 g 38,7R-dihydroxy-158,168-methylen-17a-pregn-5-
en-21,1l7-carbolacton, fremstillet ifelge eksempel 3, opleses

i 130 ml dimethylformamid; oplesningen behandles med 4 g imidazol
og afkeles til -20°C. I lebet af 30 minutter tildryppes 8 g tert.-
butyldimethylchlorsilan i 60 ml dimethylformamid og om-
rgres i 2 timer under yderligere afk@ling. Reaktions-—
oplgsningen hazldes i vand, det udfzldede produkt filtre-
res fra, vaskes og tgrres. Raproduktet kromatograferes
med acétone/hexan pé kiselgel. Udbytte 15,4 g 3B-(tert.-
butyldimethylsilyloxy)-7B—hydroxy—155,lGB—methylen—l?a-

pregn-5-en-21,17-carbolacton.
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B) Udfgrelseseksempler for erhvervsmassig udnyttélse af

forbindelserne, der fremstilles ved fremgangsmaden

ifelge opfindelsen.

Eksempel I

a)

b)

En suspension af 160 g 7B8-hydroxy-158,l6B-methylen-
3B-pivaloyloxy-5-androsten-17-on i 1600 ml toluen
behandles ved 80°C - efter tilsatning af 1,6 g
vanadium(IV)-oxidacetylacetonat - i 2 timer

med 160 ml 80%-ig tert.-butylhydroperoxid i 475 ml
toluen. Efter afkgling vaskes oplgsningen med
vand, tg¢rres over natriumsulfat og inddampes i va-
kuum. Udbytte 171 g 5,6B-epoxy-7B-hydroxy-158,16B-
methylen-3p-pivaloyloxy-5p-androstan-17-on. En fra
acetone/hexan omkrystalliseret prgve smelter ved
220°%C. [a]D = -12° (chloroform).

En oplgsning af 169 g 5,6B~epoxy-7B-hydroxy-158,16B-
methylen-3p-pivaloyloxy-58-androstan-17-on i en
blanding af 340 ml dichlormethan, 340 ml tetrachlor=
methan og 340 ml pyridin behandles med 200 g tri=
phenylphosphin og omrgres i 2 timer ved stuetempe-
ratur. Reaktionsoplgsningen vaskes med vand, tgr-
res over natriumsulfat og inddampes til tgrhed i
vakuum. Resten udrgres med 310 ml ethanol og fil-
treres. Filterkagen vaskes med 175 ml ethanol og
tgrres i vakuum. Der f£&s 139,2 g 7a-chlor-5,6B-
epoxy-158,16B-methylen-3p-pivaloyloxy-5p—androstan-
17-on. En fra acetone/hexan omkrystalliseret ana-
lytisk prgve har et smeltepunkt pé 228°C. [a]D =
-100° (chloroform).
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En oplgsning af 196 g 7a-chlor-5,6B-epoxy-158,168-
methylen-3g-pivaloyloxy-5@-androstan-17-on i 500 ml
eddikesyre og 800 ml tetrahydrofuran behandles ved
70°C med 392 g =zinkstegv i to portioner med 30 mi-
nutters mellemrum, og der omrgres i 1 time ved
denne temperatur. Efter afkgling frafiltreres
zinket over Celite, og der vaskes med 5 liter me=
thylenchlorid. De forenede filtrater behandles
med 1,5 liter vand og neutraliseres under omrgring
ved tilsaztning af fast natriumhydrogencarbonat. Der-
p& vaskes den organiske fase med vand, tgrres ovexr
natriumsulfat og inddampes i vakuum. Ved rivning
af det opndede faste stof med eddikeester fés
134,7 g 5-hydroxy-158,16B-methylen-3B~pivaloyloxy-
5B~androst-6-en-17-on med smeltepunkt 243°C.

134 g 5-hydroxy-158,168-methylen-38-pivaloyloxy-
58-androst-6-en-17-on oplgses i 1340 ml tetrahydro=
furan og 670 ml methanol og behandles i rxkkefglge
med 40 g pulveriseret kaliumhydroxid og 13 g natrium=
perchlorat. Efter 2 1/2 times forlgb rgres i 8 liter
vand, neutraliseres med 20%-ig svovlsyre og frafil-
treres det udfzldede faste stof. Efter oplgsning i
methylenchlorid og tgrring med natriumsulfat inddam=-
pes i vakuum. Ved rivning af det opndede faste

stof med eddikeester f&s 99,8 g 38,5-dihydroxy-158,168-
methylen-58-androst-6-en-17-on med smeltepunkt 198°%C.

En oplgsning af 26 g 3B8,5-dihydroxy-15B,16f-methylen-
58-androst-6-en-17-on i 520 ml ethylenglycoidimethyl=
ether omrgres med 78 g zink/kobber og 69 ml methylen=
jodid i 4 timer ved 80°C. Derpd fortyndes med methylen=
chlorid, vaskes med mzttet ammoniumchloridoplgsning og
vand, térres og inddampes. Resten kromatograferes

p& kiselgel. Der fas 16,3 ¢ 38,5~-dihydroxy-68,78,
158,16B~dimethylen-5p~androstan-17-on med smeltepunkt
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205,5 - 207°C.

25,1 g 3B,5-dihydroxy-6B,7B8,158,16B-dimethylen-5p~
androstan—-17-on oplgses i 500 ml tetrahydrofuran.
Under afk¢gling til 0°c og under en argon-atmosfare
sattes der til denne oplgsning 75,5 g kalium=
methylat, og derpa tildryppes under omrgring 50,4 ml
propargylalkohol oplgst i 104 ml tetrahydrofuran.
Reaktionsblandingen omrgres i 20 timer ved 0°c og
heldes i isvand. Efter neutralisation med fortyn-
det svovlsyre frafiltreres det udfzldede bundfald og
tgrres. Raproduktet kromatograferes pad kiselgel.
Der f&s 25 g 1l7a-(3-hydroxy-l-propynyl)-68,78,158,16B8~
dimethylen-58-androstan-3B8,5,178-triol. Smeltepunkt
202 - 203°C (acetone).

24,5 g 172-(3-hydroxy-l-propinyl)-68,78,158,16B-di=
methylen-5B-androstan-38,5,178-triol hydrogeneres i
250 ml tetrahydrofuran og 125 ml methanol i narvarel-

~se af 3,75 g palladium-pé&-carbon (10%-ig) og 0,5 ml

pyridin indtil optagelse af 2 @kvivalenter hydrogen.
Katalysatoren filtreres fra, og der inddampes. Der

f8s 24,7 g 17a~(3~hydroxypropyl)=-6B,78,158,16B-di=
methylen-5B-androstan-3B,5,178-triol, som uden yderligere
rensning anvendes i det naste trin.

En oplgsning af 24,7 g l7a-(3-hydroxypropyl)-68,78,-
158,16B-dimethylen-5p-androstan-38,5,178-triol i 247 ml
pyridin behandles med en oplgsning af 74,1 g chrom-
(VI)-oxid i 247 ml vand og 494 ml pyridin og omrgres

i 16 timer ved 50°C. Derpad fortyndes med methylen=
chlorid, vaskes med vand, t¢rres og inddampes. Re-
sten kromatograferes pa kiselgel. Efter omkrystal-
lisation fra diisopropylether/acetone fés 14,5 g
6B8,78,15B8,16B-dimethylen~-3-oxo-170-pregn-4-en-21,17-
carbolacton med smeltepunkt 196,5 - 197,50C.



10

15

20

25

30

DK 1578928

10

Eksempel 11

a)

b)

c)

128 g 3B- (tert.-butyldimethylsilyloxy)-7B-hydroxy-
158,16B-methylen-5-androsten-17-on oplgses i 750 ml
toluen og behandles ved 80°C med 500 mg vanadin(IV)-
oxidacetylacetonat. Dertil drypper man 460 w1l tert.-
butylhydroperoxidoplgsning  (af 100 ml 80%-ig
tert.-butylhydroperoxid og 400 ml toluen) og lader
det beroi 1 1/2 time ved denne temperatur. Efter af-
k¢ling vaskes med vand og mettet natriumchlorid-
oplgsning, tgrres over natriumsulfat og inddampes

i vakuum. Der f&s 126,5 g 3B-(tert.-butyldimethyl=
silyloxy)-5,65—epoxy—75—hydroxy-156,165—methylen—5a-
androstan-17-on med smeltepunkt 189°c. [d]D = -8,8o

(chloroform).

126 g 3B~ (tert.-butyldimethylsilyloxy)=5,6B~-epoxy-
7B-hydroxy—156,16B-methylen—SB—androstan—17—on oplg-
ses i en blanding af 600 ml methylenchlorid, 600 ml
carbontetrachlorid og 300 ml pyridin og omrgres med
193,8 g triphenylphosphin i 2 1/2 time. Derpa va-
skes med vand, tprres over natriumsulfat og inddam-
pes i vakuum. Efter kromatografi péd kiselgel med
hexan/acetone £fads 117,4 g 38~ (tert.-butyldimethyl=
silyloxy)-7a-chlor—5,GB-epoxy—lSB,lGB-methylen-SB—
androstan-17-on med smeltepunkt 155,5°C. [a]D =
-87° (chloroform).

142 g 3B—(tert.-butyldimethylsilyloxy)—7a—chlor—5,68-
epoxy—lSB,16B—methylen—56~androstan—l7-on oplgses

i 400 ml tetrahydrofuran og 400 ml methanol og om-
réres med 1000 ml 8%-ig svovlsyre 1 1 1/2 time ved
stuetemperatur. Derp& fortyndes med ether, vaskes
med mzttet natriumhydrogencarbonatoplgsning og vand
og tgrres over natriumsulfat og inddampes i vakuum.
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Ved rivning af det opndede faste stof med diisopropyl=
ether f&s 108 g 7a-chlor-5,6B-epoxy-3B-hydroxy-158,
169~methylen-5B-androstan-17-on med smeltepunkt

173%%.

107,5 g 7a=chlor-5,6B-epoxy-3B~hydroxy-15B3,16p-
methylen-5p—androstan-17-on oplgses i 500 ml eddike=

syre og 500 ml tetrahydrofuran og omrdres - efter til-

satning af 324 g zinkst¢v i tre portioner - ved stue-
temperatur i 16 timer. Derpéd frafiltreres zinket,
fortyndes filtratet med methylenchlorid og vaskes

med natriumhydrogencarbonatoplgsning og vand. Efter
tdrring over natriumsulfat inddampes i vakuum. Ved
rivning af det opnaede faste stof med eddikeester

f&s 91,5 g 3B,5-dihydroxy-158,16B8-methylen-5p-androst-
6-en-17-on med smeltepunkt 196°C.

Eksempel III

a)

En oplgsning af 133 g 3B-[dimethyl~2-(3-methylbutyl)-
silyloky]—7B—hydroxy—lSB,16B—methylen-5—androsten-l7—
on i 740 ml toluen behandles ved 80°C med 624 mg
vanadin (IV)-oxidacetylacetonat. Dertil dryppes 470 ml
tert.-butylhydroperoxidoplgsning (af 94 ml 80%-ig
tert.~-butylhydroperoxid og 390 ml toluen) i lgbet

af 2 timer. Oplgsningen efterrgres i 1 time ved
denne temperatur. Efter afkdling vaskes med vand

og mettet natriumchloridoplgsning, tgrres over natri=
umsulfat og inddampes i vakuum. Der fés 135 g 3B-
[dimethyl-2-(3-methylbutyl)-silyloxyl-5,6B-epoxy-7B-
hydroxy~158,16B8-methylen-58-androstan-17-on som en
olie. [alj = -16° (chloroform).

134 g 3f-[dimethyl-2-(3-methylbutyl)-silyloxyl-5, 68~
epoxy-7B8-hydroxy-158,16B-methylen-5f-androstan-17-on
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oplgses i en blanding af 1200 ml methylenchlorid,
1200 ml carbontetrachlorid og 600 ml pyridin. Op-
lgsningen behandles med 140 g triphenylphosphin og
omrgres i 3 timer ved stuetemperatur. Derpd va-

skes med vand, te¢rres over natriumsulfat og inddampes
i vakuum. Efter kromatografi pd kiselgel med hexan/
acetone fas 126,4 ¢ 70~chlor-3f-[dimethyl-2-(3~
methylbutyl)—silyloxy]—S,GB-epoxy-lSB,16B—methylen—
58-androstan—-17-on som en olie. [a]D = -72° (chloro=
form) .

En oplgsning af 107 g 7a-chlor-3f-[dimethyl-2-(3-methyl=
butyl)-silyloxy]-S,6B—epoxy—lSB,l6B-methylen—5B-andro=
stan-17-on i en blanding af 500 ml -tetrahydrofuran og
500 ml methanol behandles med 100 ml 8%-ig svovlsyre

og omrgres i 1 1/2 time ved stuetemperatur. Derpa
fortyndes med ether, vaskes med mettet natriumhydrogen=
carbonatoplgsning og vand, tgrres over natriumsulfat
og inddampes i vakuum. Ved rivning af det opndede
faste stof med diisopropylether fés 74,5 g 7a-chlor=-
5,66—epoxy-38-hydroxy—156,l6B—methylen—SB—androstan—
17-on med smeltepunkt 173,5°C.

Eksempel IV

a)

24 g BB—tribenzylsilyloxy—7B—hydroxy—lSB,166—methylen-
5-androsten-17-on opl¢sés i50 ml toluen, behandles
med 500 mg vanadin (IV) -oxidacetylacetonat og opvar-
mes til 80°C. Dertil dryppes 75 ml tert.-butylhydro=
peroxidoplgsning (10 ml 80%-ig tert.-butylhydroper=
oxid i 100 ml toluen),og blandingen far lov til at
henstd i 1 1/2 time ved denne temperatur. Efter af-
kg¢ling vaskes med vand og mettet natriumchlorid-
oplgsning, tgrres og inddampes i vakuum. Der fés
24,5 g 3B—tribenzylsilyloxy-5,GB—epoxy—7B-hydroxy—
158, 16R-methylen-5p8-androstan-17-on.
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b) 24 g 3B-tribenzylsilyloxy~5,6B~epoxy-78-hydroxy-

158, 168~-methylen-5p-androstan—~17-on oplgses i en
blanding af 250 ml methylenchlorid, 250 ml carbon=
tetrachlorid og 125 ml pyridin og omrgres med 24 g

5 triphenylphosphin i 3 timer. Derpa vaskes med vand,
tgrres over natriumsulfat og inddampes i vakuum.
Efter kromatografi pd kiselgel med hexan/acetone
f&s 19,8 g 3B-tribenzylsilyloxy-7a-chlor-5,68-epoxy-
158, 16B-methylen-5B—-androstan—-17-on.

10 ¢) 19 g 3B-tribenzylsilyloxy-7oa~chlor-5,6B~epoxy-
158,16B8-methylen-5-androstan~-17-on oplgses i 50 ml
tetrahydrofuran og 50 ml methanol og omrgres med
15 ml 8%-ig svovlsyre i 2 timer ved stuetemperatur.
Derpé fortyndes med ether, vaskes med mettet natrium=

15 hydrogencarbonatoplgsning og vand, tgrres over natrium=
sulfat og inddampes i vakuum. Ved rivning af det op-
ndede faste stof med diisopropylether f&s 8,7 g 7a-
chlor~5,6B~-epoxy-3B-hydroxy-158,168-methylen-5p-

: androstan—l?—on med smeltepunkt 172%%.

20 Eksempel V

a) 15,0 g 3B~-(tert.-butyldimethylsilyloxy)-78-hydroxy-
15,8,16B-methylen-17d-pregn-5-en-21,17-carbolacton
overfgres analogt med forskrifterne 2 a) - 2 d) i
3B,5-dihydroxy-15B,168-methylen-58,17a~pregn-6-en—

25 21,17-carbolacton. Udbytte 10,3 g. Smeltepunkt
236°C.

b) 5 g 38,5-dihydroxy-158,16B-methylen-58,170-pregn-6-
en-21,17-carbolacton oplgses i 100 ml tetrahydrofuran
og behandles med 15 g zink/kobber. Dertil dryppes

30 i lgbet af 7 timer 13,2 ml methylenjodid saledes, at
temperaturen ikke overstiger 30°C, og der omrgres

yderligere i 10 timer ved stuetemperatur. Til fjernel-
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se af metallet filtreres over Celite, fortyndes fil-
tratet med methylenchlorid og vaskes med mettet am=
moniumchloridoplgsning, térres over magnesiumsulfat
og inddampes i vakuum. Resten kromatograferes pa
kiselgel. Der fas 4,4 g 3B, 5-dihydroxy-6B, 78,158,168~
dimethylen-SB,l7a—pregnan—21,l7-carbolacton som en

olie.

2,8 g 36,5-dihydroxy—63,76,lSB,lGB—dimethylen-SB,l7a—
pregnan-21,17-carbolacton oplgses i 28 ml pyridin

og behandles med en oplgsning af 15 g chrom(VI)-oxid
i 28 ml pyridin og 14 ml vand og omrgres i 16 timer
ved 50°C. Efter afkg¢ling fortyndes med methylen=
chlorid, vaskes med vand, tgrres over magnesiumsulfat
og inddampes i vakuum. Resten kromatograferes pa
kiselgel. Der féas 2,3 ¢ 6B,78,158,16B~dimethylen—3-

oxo-170-pregn-4-en-21,17-carbolacton med smeltepunkt
198 - 198,5°C.

Patentkrav.

l.

Fremgangsmide til fremstilling af BB,7B—dihydroxy—A5-

steroider af den almene formel I

(1)

R.O OH
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hvori Q betegner grupperne

@)
0 I ’
C 0

PN eller | \\C"/
PN
og Ry betegner et hydrogenatom, en trimethylacetylgruppe,
en tert.-butyldimethylsilylgruppe, en dimethyl-2-(3-methyl=
butyl)-silylgruppe eller en tribenzylsilylgruppe, k e n -
detegnet ved, at man fermenterer et 3B—hydroxy—A5~
steroid af den almene formel II

(I1)

R,0
hvori Q har ovennavnte betvdning, og R2 betegner et hydrogen=
atom eller en alkanoylgruppe med 2 - 6 carbonatomer, med en
kultur af Botryodiplodia malorums der kan udfere den eonskede
78-hydroxylering, og, om ensket, omsaztter de opndede 38,78-

dihydroxy-A5—steroider af den almene formel I med trimethyl-

acetatanhydrid, tert.-butyldimethylsilylchlorid, dimethyl-
2-(3-methylbutyl)-silylchlorid eller tribenzylsilylchlo-

rid.

2. Fremgangsmade til fremstilling af 3B,7B8-dihydroxy=
steroider if¢glge kravl, kendetegnet ved,

at man gennemfgrer fermentationen med en kultur af Botry-
odiplodia malorum (CBS 13.450).
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