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M i k r o b i o l o g i s c h e  R e a k t i o n e n  t 

Seitenketten-Abbau und Dehydrierung bei Steroiden 2 

In  neuerer Zeit hat  die yon PETERSON und Mitarbei- 
tern 3 eingefiihrte Methode zur mikrobiologischen Hydro- 
xylierung yon Steroiden, die insbesondere in l l~ -  aber 
auch in 11fl-Stellung, ferner beispielsweise in 6-, 7-, 8-, 
14- oder 16-Stellung erfolgt, praktische Bedeutung er- 
langt.  Bei dieser Reakt ion t r i t t  gelegentlich auch Hydrie-  
rung yon Doppelbindungen ein. 

Die Untersuchung einer gr6sseren Anzahl yon Schim- 
melpilzen ergab nun,  dass gewisse Arten, speziell solche 
der Ga t tung  Fusarium, wie _~'. solani oder F. caucasicum, 
erstaunlicherweise die Fahigkeit  besitzen, Progesteron 
(I) un te r  aeroben Bedingungen in 1-2 Tagen mit  sehr 
guter Ausbeute in A 1.*-Androstadien-3,17-dion (III) um- 
zuwandeln. Diese bekannte  Substanz wurde dureh 
Mischschmelzpunkt, spezifische Drehung, Ultraviolet t-  
und  IR-Spektrum,  durch I~berffihrung in das Bis-2,4- 
dini t rophenylhydrazon und  das Androstan-3,17-dion 
(Hydrierung mit  P la t inoxyd in Eisessig und  anschlies- 
sende Oxydat ion mit  Chromsaure) identifiziert. Bei dieser 
Reakt ion wird also die Seitenkette zum Ringketon 
abgebaut  und  zugleich im Ring A durch Dehydrierung 
eine zweite konjugierte Doppelbindung eingefiihrt. 

I n  weiteren Versuchen wurden eine Reihe anderer 
Steroide entsprechend behandel t  (siehe Tabelle) und die 
Reaktionsprodukte teils in pr~parat ivem Magstabe iso- 
liert, teils papierchromatographisch nachgewiesenL Da- 
bei zeigte sich, dass l l -Desoxy-cort icosteron (II) und  
A~-Androsten-3,17-dion (IV) ebenso rasch und gut in I I I  
umgewandelt  werden wie I. Demgemass ergaben auch 
Gemische yon I und  IV, wie sie dureh Chromsaure- 
Oxydat ion yon Cholesterylacetat-dibromid, anschlies- 

1 2. Mitt.; auszugsweise vorgetragen am 6. September 1953 
vor der Schweizerischen Chemischen Gcsellschaft, Lugano; 1. Mitt. 
s. Exper. 8, 422 (1952}. 

Gleichzeitig 119. Mitt. Ober Steroide; 118. Mitt. s. Helv. chim. 
Acta 36, Fasc. 6, im Druck (1959). 

3 Literatur zum Beispiel bei D. H. PETERSON, Research 6, 909 
(1953). 

4 R. NEHEX und A. WETTSTmN, Helv. chim. Aeta 35, 276 (1952). 

sende Entbromung,  Verseifung und  Oppenauer-Oxy- 
dat ion erhalten werden, in guter Ausbeute I I I .  Wurden  
hingegen AS-3fl-Oxyderivate, wie Pregnenolon (V) oder 
Dehydroisoandrosteron (VI), inkubiert ,  so waren die 
Ausbeuten an I I I  geringer. Bei der Umwandlung  yon V 
liess sich zeigen, dass zuerst die Seitenkette zu VI abge- 
baut  undletzteres dann zu I I I  dehydriert  wird. Oifensicht- 
lich verlguft also in diesen FAllen der Sei tenket tenabbau 
und die dehydrierende Einft ihrung der zweiten Doppel- 
b indung sehr rasch, die Dehydrierung der zlS-3fl-Oxy - 
zur A*-3-Keto-Gruppierung langsamer und schlechter. 

Wurde die Pi lzkul tur  langere Zeit, namlich etwa eine 
V¢oche, einwirken gelassen, so en t s tand  aus allen ge- 
n a n n t e n  Ausgangsstoffen sowie aus I I I  eine neue Sub- 
stanz mit  zusatzlicher Saucrstoffunktion (~Oxydations- 
produkt  2,). 

Bei der Verwendung yon Steroiden, die keine vom 
Kohlenstoffatom 5 ausgehende Doppelbindung aufwei- 
sen, wie Allopregnan-3,20-dion (VIII) und 3fl-Acetoxy- 
allopregnan-20-on (IX), t ra t  ebenfalls rascher Abbau 
der Seitenkette ein, wobei in den genannten  Fallen das 
Androstan-3,20-dion (X) ents tand.  Letzteres liess sich 
aber nur  langsam und mit  massiger Ausbeute zu I I I  
dehydrieren. 

Nicht in der Seitenkette abgebaut  wurden 17a-Oxy- 
20-oxo-pregnene, wie REICHSTEIN'S Substanz S und  
Cortison, sowie die untersuchten Verbindungen mit  
langerer Seitenkette (A*-3-Keto-bisnorcholensaure-me- 
thylester;  A4-3-Keto- und As-3fl-Oxy-norcholen-22-on; 
A~-3fl-Acetoxy-27-norcholesten-25-on). 

Progesteron ist heute zweifelsohne das am leichtesten 
zugangliche Steroidhormon. Sta t t  chemisch durch eine 
Vielzahl von Reakt ionen kann  es nun  mikrobiologisch 
in nur  einer Operation in der Seitenkette abgebaut  und  
zugleich im Ring A dehydriert  werden. Die Bedeutung 
des so ents tehenden Androstadien-dions (III) liegt 
darin,  dass es sich durch Aromatisierung nach INHOFFEN 1 
wiederum in nur  einer Reaktion zum Follikelhormon 
Oestron (VII) umwandeln  lasst. Damit  ist auch die 

l H.H. IxHOFFE•,Ang. Chemie 53, 471 (1940); 59, 207 (1947).- 
E. B. HERSBERG, M. RUBIN und E. SCHWENK, J. Org.Chem./5,292 
(1950). 
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Rinwirkung yon Fusarium solani auf verschiedeue Steroide 

[ExPI~RIENTIA VOL. IX/10] 

Eingesetzte Substanz 
(0,0"25% in Azeton oder Methanol 

zur Kultur gegeben) 

Progesteron (I) 
l l -Desoxy-cort icosteron (II) . . . 
A4-Androsten-3,17-dion (IV) . . . 
A 1,4-Androstadien-3,17-dion (II I ) .  
Pregnenolon (V) 

Dehydro-isoandrosteron (VI). . . 

Altopregnan-3,20-dion (VIII) 
3fl-Azetoxy-allopregnan-20-on 

(IX) 
Androstan-3,17-dion (X) 
REICHSTEIN'S Substanz S 

Cortison (Compound E) 

I I I  
I I I  
I I I  
I I I  

I I I  + VI 

I I I  + 
1 weitere Substanz 

X 

X 
X 

S +  
1 weitere Substanz 

E +  
1 weitere Substanz 

Produkt nach Inkubation von Tagen 

I I I  
I I I  
I I I  
I I I  
I I I +  

2 weitere Substanzen 
I I I +  

2 weitere Substanzen 
X 

X 
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E +  
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(~Oxyd. prod. 2)) 
, Oxyd. prod. 2 ~, 
,Oxyd.  prod. 2~, 
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+ 2 weitere Substanzen 
~(Oxyd. prod. 2 ,  

+ 2 weitere Substanzen 
I I I  

I I I  
I I I  

2 unbekannte  Substanzen 

E +  
1 weitere Substanz 

l e tz te re ,  b i s h e r  n o c h  verh~t l tn ismAssig  k o s t b a r e  Sub -  
s t a n z  au f  e i n e m  neuen ,  /~usserst e i n f a c h e n  W e g e  gewon-  
hen ,  d e r  zwe i fe l sohne  t e c h n i s c h e  A n w e n d u n g  f i n d e n  wird .  

I m  f o t g e n d e n  sei e in  t y p i s c h e r  A n s a t z  m i t  P r o g e s t e r o n  
b e s c h r i e b e n  : 

Die  N ~ h r l 6 s u n g ,  e n t h a l t e n d  p r o  L i t e r  L e i t u n g s w a s s e r  
15 g P e p t o n ,  6 c m  a M a i s q u e l l w a s s e r  u n d  50 m g  R o h -  
glukose ,  w u r d e  d u r c h  Z u g a b e  y o n  2-n. N a t r o n l a u g e  a u f  
p H  6,5 g e b r a c h t .  

4 1 d ie se r  N~hr l /3sung  w u r d e n  gleichm~tssig in  13 
E r l e n m e y e r - K o l b e n  ~t 1 t ve r t e i l t ,  n a c h  d e m  S te r i l i s i e r en  
m i t  F u s a r i u m  so lan i  b e i m p f t  u n d  bei  25 ° a u f  e ine r  ro-  
t i e r e n d e n  M a s c h i n e  g e s c h i i t t e l t  (100 U . / m i n ) .  N a c h  48 h 
g a b  m a n  zu den  g u t  e n t w i c k e l t e n  K u l t u r e n  u n t e r  s t e r i l en  
B e d i n g u n g e n  in  g le i chen  A n t e i l e n  e ine  L 6 s u n g  y o n  1,0 g 
P r o g e s t e r o n  in  45 c m  a A z e t o n  zu, s c h i i t t e l t e  n o c h  wei- 
t e r e  48 h u n d  f i l t r i e r t e  d a n n  v o m  Myzel  ab.  D as  K u l t u r -  
f i l t r a t  (pH 7,9) w u r d e  e r s c h 6 p f e n d  m i t  f r i sch  des t i l l ie r -  
t e m  M e t h y l e n c h l o r i d  ausgezogen ,  de r  E x t r a k t  m i t  0,1-n. 
Salzs/ iure,  1 % i g e  N a t r i u m h y d r o g e n k a r b o n a t l 6 s u n g  u n d  
W a s s e r  gewaschen ,  g e t r o c k n e t  u n d  e i n g e d a m p f t .  D e r  
te i lweise  k r i s t a l l i ne  R i i c k s t a n d  (1,14 g) w u r d e  a n  e ine r  
S/¢ule y o n  30 g A l u m i n i u m o x y d  c h r o m a t o g r a p h i e r t  u n d  
l e t z t e r e  jewei ls  3 - 4 m a l  m i t  je  0,1 L i t e r  Pe t ro l~ i ther -  
B e n z o l - G e m i s c h  (2 : 3), Benzo l ,  A t h e r  u n d  A z e t o n  e lu ier t .  

Die  p a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h e  U n t e r s u c h u n g  x de r  
e i n z e l n e n  F r a k t i o n e n  zeigte ,  dass  m i t  den  b e i d e n  e r s t e n  
E l u t i o n s m i t t e l n  8 4 %  des  G e s a m t g e w i c h t e s  a n  r e i n e r  
S u b s t a n z  e r h a l t e n  w u r d e ,  die s ich  Ms e t w a s  w e n i g e r  
p o l a r  als  D e s o x y - c o r t i c o s t e r o n  erwies  u n d  m i t  P h o s p h o r -  
s i iure i m  U V 3  eine  g a n z  s c h w a c h e ,  d u n k e l b l a u e  F luo res -  
zenz  zeigte .  Aus  wen ig  A z e t o n  m i t  P e t r o l i i t h e r  u m -  
k r i s t a l l i s i e r t  e rh i e l t  m a n  r h o m b i s c h e  P l a t t e n ,  d ie  bei  
145-146  ° s c h m o l z e n  ; M i s c h p r o b e  m i t  A L 4 - A n d r o s t a d i e n -  
3 , tT-d ion  ebenso .  [~]i~ = + 110° ~ 3° (c = 1,060 in  
Chloroform) .  C1~H240 z (284,38):  Ber .  C 80,24 H 8 , 5 1 % ;  
Gel.  C. 80,32 H 8,54 % . U V . - S p e k t r u m :  ) ,max .  = 2 4 3 m / , ;  
log ~ = 4,21. E.  VlSCttER u n d  A. WIgTTSTEIN 

Forschungslaboratorien der Ciba Aktiengesellscha/t, 
Basel, Pharmaze utische A bteilung, den 70, September 1953. 
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Summary 

C e r t a i n  fungi ,  e spec ia l ly  of t h e  g e n u s  Fusarium, are 
c a p a b l e  of r a p i d l y  d e g r a d i n g  t h e  s ide c h a i n  of 20-keto- 
p r e g n e n e s  to  t h e  c o r r e s p o n d i n g  17 -ke tones  a n d ,  simul- 
t a n e o u s l y ,  of d e h y d r o g e n a t i n g  r i ng  A.  T h u s  all,a-3,17 - 
d i k e t o - a n d r o s t a d i e n e  is f o r m e d  a l m o s t  q u a n t i t a t i v e l y  
f r o m  A ~-3 ,20 -d ike to -p regnenes  a n d  f r o m  A i -3 ,17-dike to-  
a n d r o s t e n e ,  a n d  in  lower  y ie lds  f r o m  t h e  ana logous  
AS-3f l -hydroxy  c o m p o u n d s .  T h e  s ide  c h a i n  of s a t u r a t e d  
3 -ke to-  or  3 f l - h y d r o x y - a l l o p r e g n a n e - 2 0 - o n e s  is a lso de- 
g r a d e d  qu ick ly ,  b u t  d e h y d r o g e n a t i o n  in  r i n g  A proceeds 
m o r e  s lowly.  1 7 e - h y d r o x y - g r o u p s  p r e v e n t  t h e  degrada-  
t i on  of  t h e  s ide  cha in .  

B y  m e a n s  of t h i s  m ic rob io log i ca l  p rocess  in  combina -  
t i o n  w i t h  INHOFFEN'S a r o m a t i s a t i o n  r e a c t i o n ,  progester-  
one  c a n  be  t r a n s f o r m e d  in on ly  two  s t eps  i n t o  es t rone.  

Induction of Mutat ions  in Bacteriophage T 3 
b y  Ultra-Violet  Light 

I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  m u t a t i o n s  1 ill a t e m p e r a t e  
b a c t e r i o p h a g e  ~t c a n  b e  i n d u c e d  b y  u l t r a v i o l e t  (UV) ir- 
r a d i a t i o n  of t h e  p h a g e  and of t h e  b a c t e r i a  in  w h i c h  they 
sha l l  m u l t i p l y .  I t  s e e m e d  i n t e r e s t i n g  t o  see if t h e  same 
m e t h o d  app l i ed  to  a t y p i c a l l y  v i r u l e n t  p h a g e  produced  
t h e  s a m e  resu l t s .  T 3 was  c h o s e n  b e c a u s e  of i t s  r e la t ive ly  
h i g h  r e s i s t a n c e  s t o  U V  i r r a d i a t i o n ,  for  f a i r ly  large 
doses  a re  n e c e s s a r y  to  p r o d u c e  m u t a t i o n s .  T h e  m u t a t i o n s  
l ooked  for  were  of t h e  h o s t  r a n g e  t y p e  3 ( T 3 h ) .  The 
p h a g e s  were  i r r a d i a t e d ,  in  buf fe r ,  w i t h  a dose  of UV 
l e a v i n g  a s u r v i v i n g  f r a c t i o n  of 9-10 -*. T h e y  were  p la ted  
as  a con t ro l ,  on  a m i x t u r e  of t w o  s t r a i n s  of Escherichia 
Coli: ]3 a n d  B/3a (a v e r y  w e a k  B/3)  a n d  on  t h e  same 
m i x t u r e  of b a c t e r i a  h a v i n g  r ece ived  a dose  of  U V  (in 
buffer )  s ix  t i m e s  s m a l l e r  t h a n  t h a t  g i v e n  to  phages .  

As in t h e  case  of t h e  t e m p e r a t e  p h a g e  ~, a reac t iva-  
t i on  b y  U V ' d  b a c t e r i a  of t h e  U V  i n a c t i v a t e d  phages 
t o o k  p lace  : w h e n  t h e  s a m e  n u m b e r  of U V ' d  T 3 part icles 

1 j .  j .  WEIGLE, Proc. Nat. Acad. Sci. 39, 628 (1953). 
2 R. DULBECCO, Radiations and Biologie, Oakridge (in press). 
a I). FRASER and R. DULBECCO, Cold Spring Harbor Symposium 

1953. 


