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137. Substratspezifische Hydroxylierungen von Steroiden mittels
Pilz-Stimmen der Gattung Gibberellal)

Mikrobiologische Reaktionen, 9. Mitteilung?)
von J. Urech, E. Vischer und A. Wettstein
(20. TV. 60)

In einer friitheren Mitteilung?) haben wir die Hydroxylierung von Cortexon in der
15a-Stellung?) mittels Gebberella baccata (WALLR.) Sacc. beschrieben. In der Folge
wurden die Studien mit diesem Pilz sowie mit Gibberella saubinetti (MONT.) Sacc.),
einem weiteren Vertreter derselben Gattung, fortgefithrt. Uber die Ergebnisse wird
im folgenden kurz berichtet.

Bei der Inkubation von 118-Hydroxy-A%-androsten-3,17-dion (Hydroadreno-
steron, I) mit G. baccata konnte keine Umsetzung beobachtet werden; hingegen er-
hielten wir mit G. saubinetts als Hauptprodukt eine neue, nach ihrer Analyse mono-
hydroxylierte Verbindung ITa vom Smp. 221-222° (korr.), [«]3 = +222° (CHCl,), die
gemiss UV.- und IR.-Absorption neben Hydroxylgruppen die unverdnderte 44-3-
Keto- sowie die 17-Keto-Gruppe enthielt. Letzteres wurde durch den positiven Aus-
fall der Farbreaktion mit m-Dinitrobenzol®) bestitigt. Bei der Behandlung mit
Acetanhydrid und Pyridin bei Zimmertemperatur entstand ein Monoacetat IIb vom
Smp. 206-207°, das gemiss IR.-Spektrum noch eine freie Carbinolgruppe aufwies.
Diese konnte mittels Chromtrioxyd-Pyridin zum entsprechenden Keton IIIb oxy-
diert werden. Die gleiche Substanz erhielt man auch, wenn das Hydroxylierungspro-
dukt ITa zuerst unter milden Bedingungen (Chromtrioxyd-Pyridin, Zimmertempe-
ratur, 4 Std.) zu IITa dehydriert und anschliessend acetyliert wurde. Aus diesen
Daten ging hervor, dass die neu eingefithrte Hydroxylgruppe sekundér sein musste.

Da die UV.-Absorption von Substanz ITa in alkalischem Milieu unverindert
blieb, ficlen die Stellungen 6 und 7 fiir die neue Hydroxylgruppe aus. Weil die Ver-
bindung ITa durch Perjodsdure nicht angegriffen wurde, und weil die Substanz ITIb
gegeniiber Wismuthsesquioxyd?) bestindig war, konnten weiter die Stellungen 2,
12 und 16 ausgeschlossen werden. Die Tatsache, dass sich die Acetylierungsprodukte

1) 168. Mitt. Uber Steroide; 167. Mitt. siche J.ScumipLiN & A. WETTSTEIN, Helv. 43,
973 (1960).

2) 8. Mitt. siche E. VISCHER, J. ScuMIDLIN & A. WETTSTEIN, Experientia 72, 52 (1956).

3) Cu. MEYSTRE, E. ViscHER & A. WETTSTEIN, Helv. 38, 381 (1955).

4} Die in der Arbeit3) angegebene vorliufige sterische Zuordnung der eingefithrten Hydr-
oxylgruppen am Kohlenstoffatom 15 wurde seither revidiert?®).

3) A. WETTSTEIN, Experientia 72, 465 {1955); E. ViscHER & A. WETTSTEIN, Adv. Enzymol.
20, 237 {1958).

8 Wir danken den Herren Prof. E. GAiuManN und Dr. E. MULLER bestens fiir die Uber-
lassung und Bestimmung dieses Stammes.

7y S. H. EppstEIN, P. D. MEIsTER, H. M. LEIcH, D. H. PETERsoN, H.C. Murray, L. M.
REINEKE & A. WEINTRAUB, J. Amer. chem. Soc. 76, 3174 (1954).

8) G. OERTEL, Acta endocrinol. 76, 263 (1954).

%) W. RicBY, J. chem. Soc. 7957, 793.
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ITb und IIIb mittels Zink in Eisessig nicht entacetylieren liessen, bestitigte diese
Annahmen?). Somit blieben lediglich die Kohlenstoffatome 1 und 15 fiir die Plazie-
rung der neuen Hydroxylfunktion iibrig.

Bei der Mesylierung von IIa und anschliessender Abspaltung von Methylsulfon-
sdure wurde als Hauptprodukt eine doppelt ungesittigte Verbindung IV erhalten.
Durch Hydrierung mit Palladiumkatalysator in Feinsprit konnte sie in die gleiche
gesdttigte Substanz V iibergefithrt werden, die auch bei der analogen Hydrierung
von Hydroadrenosteron entstand. Im Papierchromatogramm zeigte Verbindung IV
eine normale Natriumhydroxydfluoreszenzl); im UV. wies sie eine erhShte Extink-
tion bei 238 mp und im IR. eine zusdtzliche Bande bei 5,85 u, und nicht die fiir
At4-3-Ketone typische Absorption zwischen 5,95 und 6,25 w auf. Diese Befunde
deuten auf die Anwesenheit einer zweiten «,f-ungesittigten Ketongruppierung hin.
Wenn sich somit Stellung 1 fiir die mikrobiologisch eingefithrte Hydroxylgruppe
ausschliessen ldsst, so muss sich letztere am Kohlenstoffatom 15 befinden und zwar,
wegen des schwach positiven molekularen Drehungsbeitrages?) (+ 62), in 15«-
Stellung. Bei dem aus Hydroadrenosteron (I) mittels G. saubinetti erhaltenen Hydro-
xylierungsprodukt ITa handelt es sich also um 11p,15«-Dihydroxy-A4androsten-
3,17-dion (ITa) und bei den beschriebenen Umsetzungsprodukten um die im Formel-
schema aufgefithrten Substanzen IIb-V. Ein weiterer Beweis fiir die Richtigkeit
dieser Formulierung konnte auf mikrobiologischem Wege erbracht werden, indem die
Inkubation von 15«-Hydroxy-A4androsten-3,17-dion (VI)13) mit einem 11 8-hydroxy-
lierenden Stamm von Cunninghamella elegans LENDNER u. a. ebenfalls die Substanz
IIa lieferte.

Bei der beschriebenen Umsetzung von Hydroadrenosteron (I) mit G. saubinetti
wurde in ganz minimen Mengen noch ein zweites monohydroxyliertes Produkt VII
vom Smp. 275-284°, [a]5 = +132° (CHCl;-CH3;OH) gebildet, cine Substanz, die in
anderem Zusammenhang und in besserer Ausbeute auch ber der Inkubation von
Hydroadrenosteron mit Rhizoctonta solant KUHN erhalten worden war. Auch in
diesem Hydroxylierungsprodukt waren gemiss UV.- und IR.-Absorption das «,f-un-
gesittigte Keton und die 17-Ketogruppe unveridndert erhalten. Es bildete ein Mono-
acetat VIII vom Smp. 195-196°, das gemiss IR.-Spektrum noch eine freie Hydroxyl-

10y Vgl. R. S. RoseNFELD & T. F. GALLAGHER, J. Amer. chem. Soc. 77, 4367 (1955).

11y Hingegen ist die fiir 17-Ketosteroide ohne Substitution an C-16 charakteristische Ocker-
bis Violettfarbung mit m-Dinitrobenzol gestort (vgl. Anmerkung 8)).

12) Die Drehungsbeitriage der 15a-Hydroxyl-Gruppe in Derivaten von Progesteron, Cortexon,
Substanz S (ReicHsTEIN) und A% -Androsten-3,17-dion bewegen sich zwischen + 47 und + 130,
wihrend die entsprechenden 158-Hydroxylgruppen durchweg negative Drehungsbeitrage
(Werte von —47 bis ~123) aufweisen; vgl. J. FrRIED, R. W. THoma, D. PErRLMAN, ]. E. HERZ
& A. BorMax, Rec. Progr. Hormone Res. 77, 149 (1955); S. H. EppsTEIN, P. D. MEISTER,
H. C. Murray, D. H. PETERSON, Vitamines & Hormones 74, 359 (1956); H. L. HErzog, M. J.
GENTLES, W. CHARNEY, D. SUTTER, E. TownNLEY, M. YUDI1s, I°. KaBasakKaLIaAN & E. B. HErsH-
BERG, J. org. Chemistry 24, 691 {1939); Cun. MEVYSTRE, E. ViscHER & A. WETTSTEIN, Helv. 3§,
381 (1955) mit Berichtigung in Arbeiten 5); S. BErnsTrEIN, I. [ FELDMAN, W. S, ALLEN,
R. H. Beank & C. E. LinpEN, Chemistry & Ind. 7956, 111.

13) Diese Verbindung wurde neben dem 6f-Hydroxylierungsprodukt aus A%-Androsten-
3,17-dion ebenfalls durch Inkubation mittels G. saubinetti erhalten (vgl. Tab.). Wir danken
Herrn Dr. Cu. Tamm, Basel, fiir Uberlassung einer Vergleichsprobe von 15a-Hydroxy-/1-
androsten-3,17-dion.
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gruppe enthielt, und das bei der Behandlung mit Zink in Eisessig in Hydroadreno-
steron (I) zurlickgefithrt werden konnte. Bei milder Oxydation des Hydroxylierungs-
produktes erhielt man zwei Substanzen XIla und b, von welchen die eine (XIIa)
noch eine freie Hydroxylgruppe aufwies. In der andern (XIIb) waren simtliche
Hydroxylfunktionen zu den entsprechenden Ketogruppen oxydiert, und sie zeigte
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im UV. die fiir 3,6-Diketo-A4-steroide typische Absorption) (1 ., neutral 248 my,
alkalisch 258 my und 378 my., nach Ansiuern 243 mu und 308 my). Diese Befunde,
sowie die Tatsache, dass auch das Hydroxylierungsprodukt in alkalischer Lisung
eine UV.-Absorption bei 258 mp. und bei 380 my. zeigte, bewiesen, dass die neu ein-
gefihrte Hydroxylgruppe sich am Kohlenstoffatom 6 befand. Fiir die sterische
Zuordnung waren folgende Uberlegungen massgebend:

1) A. S. MEVER, J. org. Chemistry 20, 1240 (1955).
Yy
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Es ist bekannt1®), dass 6f-Acetoxy-A%-3-ketosteroide sowohl bei alkalischer als
auch bei saurer Hydrolyse in die entsprechenden gesittigten 3,6-Diketosteroide
iibergefithrt werden. Bei den entsprechenden 6a-Acetoxy-Derivaten tritt diese
Reaktion vorwiegend unter sauren Bedingungen ein, wihrend im alkalischen Milieu
iiberwiegend die normalen Verseifungsprodukte, die 6x-Hydroxysteroide, entstehen.
Weiter lassen sich 6 8-Acetoxy-A%-3-ketosteroide mit Chlorwasserstoff in Chloroform-
Athanol unter Ausschluss von Feuchtigkeit zu den entsprechenden 6a-Acetoxy-Ver-
bindungen isomerisieren1®)16),

Aus dem Acetat VIII des Hydroxylierungsproduktes konnte unter den zuletzt
genannten Bedingungen eine isomere Verbindung IX vom Smp. 248-249°
[o]f? = 4 171° (CHCly) erhalten werden, die bei der alkalischen Verseifung in quanti-
tativer Ausbeute Substanz X vom Smp. 269-272°, [«]¥ = 4-179° (CHCl;—CH,0H),
lieferte, welche ihrerseits isomer mit dem Hydroxylierungsprodukt VII war. Wurde
diese mit methanolischer Salzsdure behandelt, bildete sich Substanz XI vom
Smp. 281-284°, [«}?® = 4 85° (CHC,), die keine Absorption im UV. zeigte. Die
gleiche Verbindung wurde bei der Behandlung des Hydroxylierungsproduktes VII
mit methanolischer Salzsiure oder mit Alkali gebildet.

Aus diesen Befunden geht eindeutig hervor, dass beim zweiten Hydroxylierungs-
produkt die neu eingefithrte Hydroxylgruppe 68-Konfiguration besitzen muss, und
dass es sich dabei um das 64,11 f-Dihydroxy-A%-androsten-3,17-dion (VII)?) handelt.
Die mittels Chlorwasserstoff-Behandlung aus dem Acetat VIII erhaltene isomere
Substanz stellt somit das entsprechende 6ua-Acetoxy-Derivat IX und sein Versei-
fungsprodukt mit Alkali die 6«-Hydroxy-Verbindung X dar. Das Umlagerungs-
produkt vom Smp. 281-284° ist die entsprechende gesittigte 3,6-Diketo-Verbindung
X1, und bei den mittels Chromsiure erhaltenen Oxydationsprodukten handelt es sich
um das 64-Hydroxy-trion XIIa und das Tetraon XIIb. Die fiir diese Substituenten
gefundenen molekularen Drehungsbeitrige betragen fiir 6a-OH = — 74, 6-OH =
—225, 6a-OAc = —28 und 68-OAc = — 142 und sind in guter Ubereinstimmung
mit bekannten Daten1%)16).

G. saubinetty besitzt also die Fihigkeit, Steroide sowohl in 15«- als auch in 63-
Stellung zu hydroxylieren. Dies liess sich durch Versuche, in denen eine Reihe
weiterer Steroide mit diesem Pilzstamm inkubiert wurde, bestitigen. Wie aber die
Tabelle zeigt, hingt der sterische Verlauf der Hydroxylierung weitgehend von der
Konstitution der einzelnen Substrate ab. Es scheint, dass die 15«-Hydroxylierung
durch das Vorhandensein und die Raumbeanspruchung eines Substituenten in
17 «-Stellung erschwert bzw. verunméglicht wird. Mit G. baccata konnte bei den ver-

15} a) C. P. Barant & M. EARENSTEIN, J. org. Chemistry 76, 1050 (1951); b) P. T. Herzic
& M. EHRENSTEIN, ibid. 17, 1587 (1952).

16) 1. F. FIESER, J. Amer. chem. Soc. 75, 4377 (1953).

17) Die gleiche Verbindung wurde von A. S. MEYER, Acta endocrinol. 25, 377 (1957), be-
schrieben. Die dort angegebenen Eigenschaften dieser Substanz sowie der frither {A. S. MEVYER,
ibid. 18, 148 (1955)] fiir ihr Monoacetat publizierte Smp. stimmen gut mit unseren Befunden
fiberein. Hingegen scheint es moglich, dass es sich bei der von F. G. PEron & R. 1. DorFMAN,
Arch. Biochemistry Biophysics 67, 490 (1957), beschriebenen, aus Meerschweinchenharn iso-
lierten und als 6f3,11f-Dihydroxy-A4%-androsten-3,17-dion angesprochene Substanz gemdiss den
publizierten angesprochene Daten (Monoacetat Smp. 239-241°) um das 6u-Isomere handeln
koénnte, fiir dessen Monoacetat wir Smp. 248-249° gefunden haben.
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wendeten Substraten nie 6 f-Hydroxylierung beobachtet werden. Diese Umsetzungen
stellen also ein weiteres Beispiel von Substratspezifitit dar, wie sie auch in andern
Fallen mikrobiologischer Reaktionen von Steroiden beobachtet worden ist.

Mikvobiologische Hydrvoxylievungen von Stevoiden

G. baccata G. saubinetti
Substrat
6f-OH | 152-OH | 6f-OH | 152-OH
Hydroadrenosteron . . | keine Umsctzung < 19, 289,
A4-Androstendion . . 0 | 2% 139, 219,
17a-Methyltestosteron . | keine Umsetzung 9097 0
Cortexon . . . . . . 0 709, 6%%*) 509,
17a-Hydroxy-cortexon . 0 2-49, 269, 5%
Hydrocortison . . . . 0 0 0 0
*) Die Bildung des 6-Hydroxyderivates scheint nihrlésungs-
abhingig zu sein.

Experimenteller Teil8)

118, 15a-Dihydroxy-A4-andvosten-3,17-dion (Ila): 81 einer Nihrlosung, enthaltend auf 11
Leitungswasser 10 g Rohglucose, 10 g Distillers solubles, 5 g NaCl, 1 g NaNO; und 10 g CaCO,,
wurden in zwei Schiittelgefassen sterilisiert und mit Gibberella saubinetti beimpft. Nach zwei-
tdgigem Schiitteln bei 27° gab man zu den gut entwickelten Kulturen unter sterilen Bedingungen
je 1 g Hydroadrenosteron (I) in 20 ml Aceton und liess 3 Tage bei der gleichen Temperatur
weiterschiitteln. Dann wurde das Mycel unter Zugabe von Celite abgenutscht und mit Essigester
und warmem Aceton gewaschen. Letzteres wurde im Vakuum eingedampft und der Riickstand
mit den andern Filtraten vereinigt. Nach dem Abtrennen der Essigesterphase schiittelte man dic
wisserige Losung noch zweimal mit Essigester aus. Die organischen Ausziige wusch man mit 10-
proz. NaCl-Losung, trocknete sie iiber Na,SO, und dampfte sie im Vakuum ein. Der Riickstand
von 9,2 g wurde in 200 ml 90-proz. wisserigem Methanol aufgenommen, worauf diese Losung
mit Petrolather (Sdp. 50-70°) wiederholt ausgeschiittelt und dann im Vakuum auf 60 ml ein-
geengt wurde. Man gab 200 ml Wasser zu und extrahierte viermal mit je 200 ml Methylenchlorid.
Nach dem Verdampfen des Losungsmittels blieben 4,7 g eines amorphen braunen Riickstandes,
welcher gemass Papierchromatogramm neben Ausgangsmaterial ein stark polares Umsetzungs-
produkt (Rf in Formamid/Chloroform 0,34) sowie in kleinen Mecngen eine weitere UV.-absor-
bierende Substanz enthielt. In den Petrolither-Ausziigen waren keine Steroide nachweisbar.
Man chromatographierte den Riickstand an 190 g desaktiviertem Silicagel (erhalten durch Zu-
gabe von 15 Gew.-%, dest. Wasser zu Silicagel, welches wihrend 24 Std. auf 140° erhitzt worden
war), wobei man mit Methylenchlorid-Aceton-Gemischen von steigendem Aceton-Gehalt eluierte.
Aus den Eluaten 19:1 konnten 160 mg Adrenosteron (identisch mit einem Vergleichspriparat
nach Misch-Smp., IR.-Spcktrum und papierchromatographischem Verhalten) erhalten werden,
wihrend die Fraktionen 9:1 Ausgangsmaterial enthielten. Mit 1:1-Gemischen liess sich das
Hauptumsctzungsprodukt eluieren. Durch Kristallisation aus Aceton-Ather erhielt man 592 mg
114, 15a-Dihydroxy-A%-androsten-3,17-dion (I1a) vom Smp. 221-222°; [¢]% = +222 + 1° (c =
1,10 in Chloroform), Mp =+ 707.

CgHyO, (318,40) er. C 71,67 H 8,23%  Gef. C 71,84 H 8,149,

UV.-3pektrum in Athanol: Ap.x 242 my (e = 16420). Das IR.-Spektrum in Nujol zeigte
Banden bei 2,92 u. (OH), 5,73 p {17-Keton), 6,01 . (3-Keton) und 6,18 u. (4%). Ry-Werte (S =
Hydrocortison): Formamid/Benzol-Chloroform—(1:1)19) 1,23, Formamid-Chloroform?%) 1,45,

18y Alle Smp. sind korrigiert. Die IR.-Spektren wurden mit einem PERKIN-ELMER-double-
beam-Spektrograph, Mod. 21, und diejenigen im UV. mit cinem Carvy-Spektralphotometer,
Mod. 14, aufgenommen.

19y A. ZaFFARONI, Rec. Progr. Hormone Res. &, 51 (1953).
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Busa C%) 0,70. Die Substanz in wisserig-methanolischer Lésung verbrauchte im Vergleich zu
einem Blindversuch lediglich 6% d. Th. an Perjodsiure. Aus den Mutterlaugen der Methylen-
chlorid-Aceton—(1:1)-Fraktionen konnten durch papierchromatographische Trennung im System
Formamid/Chloroform1?%) 18 mg 6f,118-Dihydroxy-A4%androsten-3,17-dion (VII, siche unten),
isoliert werden.

15a-Monoacetat I1b: 80 mg 118, 15«-Dihvdroxy-/4-androsten-3,17-dion wurden iiber Nacht
mit 0,5 ml Acetanhydrid und 2,5 ml abs, Pyridin stehengelassen. Hierauf versetzte man das
Reaktionsgemisch mit Eis, schiittelte es mit Methylenchlorid aus, wusch die Ausziige mit verd.
Salzsdure, Natriumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser neutral und trocknete sie mit Na-
triumsulfat. Nach Verdampfen des Losungsmittels verblieben 110 mg rohes 15x-Monoacetat,
welches aus Aceton-Ather umkristallisiert bei 206-207° schmolz; [a]} = +191 4+ 1° (¢ = 0,812
in Chloroform), My =+ 670. UV.-Spektrum in Athanol: Ay, 241 mu (e = 15900). Das IR.-
Spektrum in Methylenchlorid zeigte Banden bei 2,75 u. (OH), 5,74 u. (17-Keton und Acetat),
5,97 . (3-Kcton), 6,16 . (4%) und 8,15 p. (Acetat).

Cy1Hy304 (360,44) Ber. C 69,97 H 7,83%  Gef. C 69,69 H 7,779,

150-Hydroxy-A*-andvosten-3,17,17-trion (I1Ta): Zum Komplex von 63 mg Chromtrioxyd in
1 ml abs. Pyridin gab man langsam unter Eiskiihlung die Lésung von 42 mg 113, 15a-Dihydroxy-
A%-androsten-3,17-dion in 2 ml abs. Pyridin und schiittelte 2 Std. bei Zimmertemperatur. Hier-
auf versetzte man das Reaktionsgemisch mit 10 ml Eiswasser, schiittelte mit Methylenchlorid
aus und wusch mit eiskalter verd. Salzsdure, Natriumhydrogencarbonat-I.6sung und Wasser
neutral. Die mit Natriumsulfat getrocknete tiefgelbe Methylenchlorid-Lésung wurde durch eine
Sdule von 4 g desaktiviertem Silicagel filtriert, wobei ein farbloses Filtrat resultierte, welches beim
Eindampfen 34 mg rohes Oxydationsprodukt lieferte. Dieses schmolz, aus Aceton-Ather um-
kristallisicrt, bei 221-222°. UV.-Spektrum in Athanol: i,y 238 mp. (¢ = 15250). Das IR.-Spek-
trum in Methylenchlorid wies Banden bei 2,75 u (OH), 5,71 p (17-Keton), 5,82 (11-Keton),
5,97 . (3-Keton) und 6,15 u (44) auf.

CipH,y404 (316,38) Ber. C 72,12 H 7,659%  Gef. C 72,16 H 7,439,

8 mg dieses Oxydationsproduktes wurden mit 5 mg Bi,0, in 1 ml Eisessig 16 Std. auf 100°
erwarmt. Es schied sich dabei kein metallisches Wismuth ab. Nach Verdiinnung des Reaktions-
gemisches mit Wasser und Extraktion mit Methylenchlorid konnte unverindcrtes Ausgangs-
material isoliert werden.

150-Acetoxy-A*-andvosten-3,11,17-trion (I11b): — a) Durch Acetylierung von 150-Hydroxy-
At-androsten-3,11,17-tvion (I1Ia): 6 mg TI1a in 0,5 ml abs. Pyridin wurden mit 0,1 ml Acetan-
hydrid iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die gewohnte Aufarbeitung ergab
7,5 mg rohes Acetylierungsprodukt.

b) Durch Oxydation von 118-Hydroxy-15«-acetoxy-A%-androsten-3,17-dion (I1b): Zum Chrom-
trioxyd-Pyridin-Komplex, gebildet aus 50 mg Chromtrioxyd und 0,8 ml Pyridin, gab man 40 mg
Iib in 1 ml Pyridin, schiittelte die Suspension iiber Nacht bei Zimmertemperatur und arbeitete
analog dem Acctylierungsversuch von 15a-Hydroxy-A%-androsten-3,11,17-trion auf. Die beiden
nach a) und b) erhaltenen Produkte wurden papierchromatographisch verglichen und erwiesen
sich sowohl Rf-missig als auch nach Farbreaktioncn identisch. Rf-Werte: Formamid/Cyclo-
hexan-Benzol—-(1:1)1%) 0,35, Propylenglykol/Toluol?!) 0,82, BusH B,2) 0,34.

Abspaltung dev mikvobiologisch eingefiihvten 150-Hydvoxylgruppe und anschliessende Hydyie-
rung: 27 mg 11f,150-Dihydroxy-44-androsten-3,17-dion (ITa) in 2 ml abs. Pyridin wurden mit
10 Tropfen Methylsulfonylchlorid 5 Std. bei 0° stehengelassen. Man goss die gelbe Losung auf
Eis, schiittelte sie mit Methylenchlorid aus und wusch die Ausziige mit eiskalter verd. Salzsiure,
Natriumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser. Nach Verdampfen des Losungsmittels im Va-
kunum verbliebcn 40 mg rohes Mesylat. Dieses wurde ohne weitere Reinigung mit einer 10-proz.
Losung von wasserfreiem Lithiumchlorid in Dimethylformamid 1!/, Std. auf dem siedenden
Wasserbad unter Feuchtigkeitsausschluss erwidrmt. Hierauf engte man die Reaktionslosung im
Vakuum auf ca. 2 ml ein, verdiinnte sie mit 20 ml Wasser und schiittelte sie mit Methylen-
chlorid aus. Die mit Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschenen Extrakte

20) 1. E. BusH, Biochem. J. 50, 370 (1952).
) R. B. BurToN, A. ZarraroNI & E. H. KEutMany, J. biol. Chemistry 788, 763 (1951).



Volumen xvr111, Fasciculus 1v (1960) — No. 137 1083

wurden durch eine kleine Sdule von 1 g desaktiviertem Silicagel filtriert und hinterliessen beim
Eindampfen im Vakuum 25 mg eines farblosen 6ligen Produktes. Die papierchromatographisch
festgestellte UV.-absorbierende Hauptkomponente IV liess sich an 20 Blatt WHATMAN-Papier
Nr. 1 mit dem System Formamid/Benzol in einheitlicher, amorpher Form isolieren. UV.-Spek-
trum in Athanol: Apayx 238 mp (¢ = 19600); IR.-Spektrum in Methylenchlorid: Banden bei
2,76 . (OH), 5,85 1 (ungesattigtes 5-Ring-Keton), 5,97 u (3-Keton), 6,15 ¢ und 6,30 u. (konjug.
Doppelbindungen).

4,5 mg dieser Substanz wurden in Feinsprit mit 5 mg Palladium auf Calciumcarbonat
(5-proz.) hydriert. Die Wasserstoff-Aufnahme betrug 0,97 ml (ber. 0,67 ml fiir 2 Mol.). Parallel
dazu wurde Hydroadrenosteron unter genau gleichen Bedingungen hydriert. Nach Filtration
und Eindampfen erhiclt man in beiden Fallen Produkte, welche geméiss ihrem Smp. und papier-
chromatographischen Verhalten in 5 verschiedenen Systemen identisch waren und als das 118-
Hydroxy-androstan-3,17-dion (V), Smp. 223 — 225°, [a]fy =+ 97° £ 1° (¢ = 0,607 in Chloro-
form)??) identifiziert werden konnten.

6B-Hydroxy- und 15a-Hydroxy-A*-androsten-3,17-dion: Zu 8 Liter einer gut entwickelten
Kultur von Gibberella saubinetti, verteilt auf zwei Schiittelgefisse (Nahrlosung und Ziichtung wie
oben) gab man unter sterilen Bedingungen 2 g A% Androsten-3,17-dion in 20 ml Aceton und
liess bei 26° 8 Std. schiitteln. Es wurde geméss den oben gemachten Angaben aufgearbeitet und
man erhielt 4,468 g Rohextrakt. Dieser wurde an 180 g desaktiviertem Silicagel chromato-
graphiert: Mit Methylenchlorid-Aceton-Gemisch 98:2 liessen sich 750 mg A4%-Androsten-3,17-
dion eluieren. Die Eluate mit 19:1-Gemisch gaben nach Umkristallisation aus Aceton-Petrol-
dther 265 mg 68-Hydroxy-A4%-androsten-3,17-dion vom Smp. 192-193,5°%; [a]¥ =+107 4 2°
(c = 0,698 in Chloroform) 10)23). Der Riickstand der Eluate mit Methylenchlorid-Aceton (9:1)
und (4:1), total 673 mg, wurde aus Aceton umkristallisiert und lieferte 440 mg 15¢-Hydroxy-44-
androsten-3,17-dion (VI) vom Smp. 195-196°%4), Der Misch-Smp. mit authentischem Materiall3)
zeigte keine Depression.

113-Hydroxylierung von 15a-Hydvoxy-A*-andvosten-3,17-dion (VI): In einem 500-ml-ERLEN-
MEYER-Kolben mit 100 ml Nihrlosung, enthaltend pro 1 Leitungswasser 2 g NaNO,, 1 g KH,PO,,
0,5 g MgS0,,7H,0, 0,5g KCl, 50 g Glucose und 1 g Difco-Hefeextrakt, liess man eine Kultur
von Cunninghamella elegans anwachsen. Nach zwei Tagen hattc sich der Pilz gut entwickelt,
worauf man unter sterilen Bedingungen 30 mg 15&-Hydroxy-A4%-androsten-3,17-dion (VI) in
1,5 ml Aceton zugab. Nach dreitdgiger Inkubation bei 27° trennte man vom Mycel ab, extra-
hierte das ISulturfiltrat mehrmals mit Essigester, wusch die Extrakte mit 10-proz. Natrium-
chlorid-Lésung und entfernte das Losungsmittel im Vakuum. Die qualitative papierchromato-
graphische Kontrolle in verschiedenen Systemen liess neben Ausgangsmaterial und anderen Um-
setzungsprodukten eine Substanz erkennen, welche sich wie 11f,15«-Dihydroxy-44-androsten-
3,17-dion (ITa) verhielt. Diese konnte mittels praparativer Papierchromatographie (15 Blatt,
System Formamid/Chloroform) in reiner Form isoliert werden, Smp. 218-220°, und erwies sich
als identisch mit dem bei der Hydroxylierung von Hydroadrenosteron mit G. saubinetti erhalte-
nen 118,15«-Dibydroxy-A4*-androsten-3,17-dion (Mischprobe, papierchromatographischer Ver-
gleich in 6 Systemen).

0f,118-Dihydvoxy-A*-andvosten-3,17-dion (VII): 5g Hydroadrenosteron (I) wurden in 5
Schiittelgefdssen, enthaltend je 4 1 einer 3 Tage alten Kultur von Rhizoctonia solani, 3 Tage bei
26° inkubiert. Die verwendete Nahrlosung enthielt auf 11 Leitungswasser 2,6 g Weinsaure, 2,6 g
Ammoniumtartrat, 0,17 g Ammoniumsulfat, 0,4 g sek. Ammoniumphosphat, 0,4 g Kalium-
carbonat, 0,27 g Magnesiumcarbonat, 50 g Glucose und 1 g Difco-Hefeextrakt. Die iibliche Auf-
arbeitung lieferte 7,85 g Rohextrakt, welcher an 340 g desaktiviertem Silicagel unter Verwendung

22y R. W. Jeanroz, H. Levy, R. P. JacosseN, O. HEcHTER, K. ScHENKER & G. PINCUS,
J. biol. Chemistry 203, 453 (1953); A. S. MEYER, O. G. RopgErRs & G. Pincus, Endocrinology
53, 245 (1953).

2) C. AMENDOLLA, G. ROSENKRANTZ & F. SONDHEIMER, J. chem. Soc. 7954, 1226; A.S.
MEeYER, M. Havano, M. C. LINDBERG, M. Gur & O.G. RopceErs, Acta endocrinol, 78, 148
(1955).

24 Vgl. S. BeErnstEIN, L.I FELDMAN, W.S. Arren, R.H.Biank & C. E. LINDEN,
Chemistry & Ind. 7956, 111; A. GuBLER & CH. Tamwm, Helv. 47, 301 (1958).
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von Gemischen von Methylenchlorid mit steigendem Gehalt an Aceton chromatographiert
wurde. Aus den Eluaten mit Methylenchlorid-Aceton-(4:1) liessen sich nach zweimaligem Umkri-
stallisieren aus Aceton 1,027 g 6f,118-Dihydroxy-44-androsten-3,17-dion (VII) gewinnen; Smp.
275-284°; [a]¥ = +132 + 1° (¢ = 0,912 in Chloroform-Methanol (1:1); My, = +419.

CpoHoeO, (318,40)  Ber. C 71,67 H 8,23%  Gef. C 71,74 H 8,179%

UV.-Spektren: in Athanol: Aya. 236 mp (¢ = 13180); in alkalischem Athanol2¥) nach 24-
stiindigem Stehenlassen bei 22° und 11/,stiindigem Erwirmen auf 60°: A; pax 258 my. (e = 10875),
Asmax 378 mu (e = 8640), Ay, 310 mp (& = 4290); in konz. Schwefelsiure: unmittelbar nach
dem Losen: A; max 280 my (e = 3875), Aymax 351 mp (e = 9750), nach 45 Min.: A, pax 265 my.
(6 = 4065), Ay max 340 my (e = 16000), nach 120 Min.: A, pax 265 myu (¢ = 4060), Ay may 340 my
(e = 16310). Das IR.-Spektrum in Nujol zeigte Banden bei 2,95 (OH), 5,72 » (17-Keton),
5,97 u (3-Keton) und 6,16 p. (4%). Rg-Werte (S = Hydrocortison): Formamid/Chloroform?)
1,55, Busur C20) 0,86, Busr B,20) 0,96, Formamid/Benzol-Chloroform (1:1)%) 1,75.

Bei direktem Vergleich erwies sich die Verbindung als identisch mit dem bei der Umsetzung
von Hydroadrenosteron mittels G. saubinetti erhaltenen Nebenprodukt (siche oben).

0B-Monoacetat VIII: 30 mg 6f8,113-Dihydroxy-/A4%-androsten-3,17-dion (VII) wurden in
1,5 ml abs. Pyridin und 0,5 ml Acetanhydrid iber Nacht bei Raumtemperatur acetyliert. Das
Acetat schmolz nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather bei 195-196°; [a]%ﬁ = +139 + 3°
(¢ = 0,761 in Chloroform), Mp = +502. UV.-Spcktrum in Athanol: Apay 235 mp (e = 14450).
Das IR.-Spcktrum in Methylenchlorid zeigte Banden bei 2,75y (OH), 5,75 & (17-Kcton und
Acctat), 5,95 u (3-Keton), 6,15 . (44), 8,13 1 und 8,16 . (Acetat).

CpHypeO5 (360,44)  Ber. C 69,97 H 7,839  Gef. C 69,66 H 7,66%

6p-Hydroxy-A*-andvosten-3,11,17-trion und A*-Androsten-3,6,11,17-tetraon (X1Ta und b):
40 mg 6f3,11f8-Dihydroxy-A44-androsten-3,17-dion (VIT) in 1 ml abs. Pyridin wurden zum Kom-
plex von 60 mg Chromtrioxyd in 1 ml abs. Pyridin gegeben und unter Feuchtigkcitsausschluss
18 Std. bei Raumtemperatur geschiittelt. Man versetzte das Reaktionsgemisch mit 10 ml Wasser,
schiittelte mit Methylenchlorid aus und wusch die Ausziige mit eiskalter, verd. Salzsdure, eis-
kalter 2-proz. Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser neutral. Die stark gelb gefarbtc
Methylenchlorid-Losung less sich durch Filtration durch eine Saule von 7 g desaktiviertem
Silicagel vollstindig entfirben. Das Filtrat hinterliess beim Eindampfen im Vakuum 34 mg
eines farblosen amorphen Riickstandes, welcher an 20 Blatt WHATMAN-Papier, Nr. 1, im System
Formamid/Benzol-Chloroform (1:2) aufgetrennt wurde. Die beiden UV.-absorbicrenden Haupt-
komponenten mit Rf 0,60 (Zone a) und Rf 0,90 (Zone b) wurden eluiert. Der Riickstand des
Eluates aus der Zone a, 22 mg, wurde aus Aceton-Hexan kristallisiert und gab 6f8-Hydroxy-/4-
androsten-3,11,17-trion (XIIa) in farblosen Plattchen vom Smp. 234-235°; [a]5 = 4 205 4 2°
{c = 0,92 in Chloroform), Mp = +650. UV.-Spektren: in Athanol: Apay 232 mp (e = 13750);
in alkalischem Athanol?3) nach 24stiindigein Stehenlassen bei Zimmertemperatur: 4, max 258 mp.
(€ = 8860), dymax 378 My (¢ = 6140), Apin 304 mp (¢ = 1700). IR.-Spektrum in Nujol: Banden
bei 2,89 u (OH), 5,73 1. (17-Keton), 5,84 1. (11-Keton), 5,98 u (3-Keton) und 6,17 . (44).

CioH,y0, (316,38)  Ber. C 72,12 H 7,65%  Gef. C 72,00 H 7,449

Das Eluat aus der Zone b wurdce zur weiteren Reinigung nochmals an 10 Blatt WHATMAN-
Papier, Nr. 1, im System Formamid/Benzol chromatographiert. Aus dem Eluat (Rf 0,6.) erhielt
man 7 mg eines papierchromatographisch einheitlichen Produktes. Nach Umkristallisation aus
Aceton-Ather erhielt man das A4-Androsten-3,6,11,17-tetraon (XIIb), welches nicht ganz scharf
bei 191-197° schmolz. Das IR.-Spektrum in Methylenchlorid wies keine Hydroxylbanden aut.
UV.-Spektrum in Athanol: Aga, 248 my (e = 9416); nach Zugabe von 2 Tropfen 10N Natron-
lauge zu 10 ml 10~* M Losung: A; max 258 mp (¢ = 10000), Ay max 378 mp (¢ = 7830); nach An-
sduern mit 4 Tropfen konz. Salzsiure; A;max 243 mp (¢ = 20330), Aymax 308 my (e = 20530).

Behandlung von 6B-Acetoxy-11p-hydroxy-At-andvosten-3,17-dion (VII1I) mit Zink und Essig-
sdure: 10 mg 68-Acetoxy-115-hydroxy-4%-androsten-3,17-dion (VIII) und 40 mg Zinkstaub wur-
den in 1 ml Eisessig und 0,3 ml dest. Wasser 13/, Std. bei Raumtemperatur geschiittelt. Man fil-

2y Aufgenommen in 0,06 N KOH (Feinsprit-Wasser 9:1 als Losungsmittel}; vgl. A.S.
MEVYER, J. org Chemistry 20, 1240 {1955).
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trierte hierauf vom iiberschiissigen Zink ab, verdiinnte das Filtrat mit 10 ml Wasser und extra-
hierte mehrmals mit Methylenchlorid. Die mit 1N Salzsdure, Wasser, gesittigter Natrium-
hydrogencarbonat-Losung und abermals mit Wasser gewaschenen und mit Natriumsulfat ge-
trockneten Ausziige gaben beim Eindampfen 9 mg Hydroadrenosteron (I), welches nach Um-
kristallisieren aus Methanol bei 194-196° schmolz und mit einem Vergleichspriparat keine
Smp.-Depression gab.

Ga-Acetoxy-11p-hydroxy-A*-androsten-3,17-dion (IX): Durch eine Lésung von 48 mg 643-
Acetoxy-118-hydroxy-A4-androsten-3,17-dion (VIII) in 50 ml trockenem Chloroform, enthaltend
0,7 Vol.-% abs. Athanol, wurde bei 0° 11/, Std. lang trockener Chlorwasserstoff geleitet. Hierauf
wusch man die Lésung mit eiskalter ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und dann mit Eis-
wasser, trocknete sie mit Natriumsulfat und kristallisierte den Eindampfungsriickstand aus
Aceton-Ather um. Das dabei erhaltene 6a-Acetoxy-118-hydroxy-A4-androsten-3,17-dion (IX)
schmolz bei 248-249°, (o]} = +171 4- 2° (¢ = 0,748 in Chloroform); Mp = +616. Das IR.-
Spektrum in Methylenchlorid wies Banden bei 2,77 p (OH), 5,73 n (17-Keton und Acetat),
5,96 1 (3-Keton), 6,15 (4% und 8,15 . (Acctat) auf.

Cy1H,pgO5 (360,44)  Ber. C 69,97 H 7,839%  Gef. C 69,74 H 7,629,

bc, 115-Dibydroxy-A*-androsten-3,17-dion (X): 30 mg 6a-Acetoxy-115-hydroxy-44-androsten-
3,17-dion (IX) wurden in 3 ml Methanol warm geldst und nach vorsichtiger Abkiihlung auf
Raumtemperatur mit 0,52 ml 1-proz. methanolischer Kalilauge versetzt. Man liess unter Stick-
stoff 3 Std. bei 23° stehen, fiigte hierauf 10 ml ges. Natriumchlorid-Lésung zu und extrahierte
mit 5 Portionen von 15 ml Essigester. Die mit 10-proz. Natriumchlorid-Ldsung gewaschenen
Ausziige wurden mit Natriumsulfat getrocknet und gaben beim Eindampfen 27 mg rohes Ver-
seifungsprodukt. Zweimalige Umkristallisation aus Aceton-Petroldther lieferte reines 6«,118-
Dihydroxy-A*-androsten-3,17-dion (X) vom Smp. 269-272°; [«]}¥ =+ 179 4 4° (¢ = 0,559 in
Chloroform-Methanol (1:1})); Mp = + 570.

CigHp6O, (318,40) Ber. C 71,67 H 8,23%  Gef. C 71,61 H 7,989,

UV.-Spektren: in Athanol: Apuy, 241 my (¢ = 14500); in alkalischem Athanol2) nach
24stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur und 11/,stdg. Erwédrmen auf 60°: A, pay 258 mp
(e =13500), A3 max 377 mp. (¢ = 10000); in konz. Schwefelsiure: unmittelbar nach dem Lésen:
Amax 281 my (e = 11250), nach 45 Min.: A pax 281 my (e = 10750), Ay max 340 my. (e = 1940),
nach 120 Min.: A, pax 280 my (6 = 10000), Aymax 340w (¢ = 3500). Gemiss papierchromato-
graphischer Untersuchung enthielten die Mutterlaugen kein 11f-Hydroxy-androstan-3,6,17-
trion (XI).

118-Hydroxy-androstan-3,6,17-tvion (XI): — a) Durch Isomerisievung von 6f,118-Dihydvoxy-
A*-androsten-3,17-dion. (VII): 512 mg 6f,118-Dihydroxy-A%-androsten-3,17-dion wurden in
170 m]l Methanol unter leichtem Erwdrmen gelost, mit 170 ml methanolischer Salzsidure (1 Vol.-
Teil konz. Salzsidure, 9 Vol.-Teile Methanol) versetzt und unter Stickstoff 24 Std. bei 25° stehen-
gelassen. Nach vorsichtigem Einengen des Reaktionsgemisches im Vakuum auf ca. 35 ml (Bad-
temperatur nicht iiber 35°) verdiinnte man die verbleibende Suspension mit 150 ml Wasser,
extrahierte sie viermal mit 100 ml Methylenchlorid und wusch die Ausziige mit Wasser neutral.
Umbkristallisation aus Aceton-Ather gab 443 mg 118-Hydroxy-androstan-3,6,17-trion (XI),
Smp. 281-284°; [a]¥ =+85 £ 1° (¢ = 0,955 in Chloroform); Mp = + 268. Die Verbindung
zeigte im Papierchromatogramm bei vollstandiger Abwesenheit von UV.-Absorption im 240-my-
Gebiet eine intensiv gelbe Natronlaugenfluoreszenz und reduzierte Blautetrazolium.

CioHgO, (318,40)  Ber. C 71,67 H 8,239%  Gef. C 71,70 H 8,109,

b) Durch Isomerisierung von 6ua,118-Dikvdroxy-A%-andvosten-3,17-dion (X): 13 mg 6e,118-
Dihydroxy-A4-androsten-3,17-dion (X) in 8 ml Methanol wurden wie oben beschrieben mit
8 ml methanolischer Salzsiure behandelt und aufgearbeitet. Das erhaltene Isomerisierungs-
produkt schmolz bei 280-284° und war identisch mit 118-Hydroxy-androstan-3,6,17-trion (XI)
{Misch-Smp., papierchromatographischer Vergleich). .

Die Analysen wurden in unserem mikroanalytischen Laboratorium unter der Leitung von
Herrn Dr. W. PapowgTz durchgefiihrt. Die IR.-Spektren verdanken wir den Herren Dres.
E. Ganz und R. ZURCHER, die papierchromatographischen Untersuchungen den Herren Dr.
R. NEHER und E. voN ARX.
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SUMMARY

Continning our earlier work on the action of fungi of the genus Gibberella on steroids
we have shown that G. saubinetts (MONT.) Sacc. has the ability of hydroxylating
steroids in the 68- or the 15a-position. On the other hand, the steroid transforming
properties of G. baccata (WALLR.) SAcC. seem to belimited to 15a-hydroxylation. Some
interesting substrate specificity has been observed in this connection. 15«-Hydroxy-
A4-androstene-3,17-dione has been obtained for the first time in the course of these
experiments.

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel
Pharmazeutische Abteilung

138. Tieffarbige Fluorenchinone

von G. Schwarzenbach und P. Waldvogel
(20. TV. 60)

A. Uberblick

Im Jahre 1954 konnten tschechische Chemiker?) erstmals das frither?2) nie sauber
erhaltene Brenzcatechinsulfonphtalein (I) in analysenreiner Form gewinnen, und sie®)
fihrten dasselbe als ausgezeichneten Metallindikator in die Analytik?) ein.

Beim einfachen Phenolsulfonphtalein kann man die beiden chromophoren Hydro-
xylgruppen leicht durch Aminogruppen —NR, (R == H, Alkyl oder Aryl) ersetzen,
wenn man den Indikator in der Lésung des wasserfreien Amins NHR, erwdrmt®). Es
wurde nun versucht, die analoge Substitution auch beim Brenzcatechinsulfonphtalein
durchzufiihren, die von I zum Aminophenolsulfonphtalein I fithren sollte, welches
beim Anlagern von Metallionen diesen neben Sauerstoff auch N-Atome darbietet und
deshalb gegeniiber 1 andere Koordinationscharakteristiken, also andere Indikator-
eigenschaften haben sollte.

Der Umsatz von I mit Aminen nimmt aber einen andern, iiberraschenden Verlauf,
was sich sofort aus den auftretenden Farberscheinungen ergibt: Erhitzt man1 z. B.
mit Athylamin in einer evakuierten Ampulle, so entsteht aus der anfinglich tief
dunkelvioletten Lésung im Verlauf einiger Stunden eine praktisch farblose Fliissig-
keit, welche beim Luftzutritt augenblicklich tiefgriin wird. Dieser griine Farbstoff ist
offensichtlich nicht das gesuchte Aminophenolsulfonphtalein 11, da er mit Metallionen
kaum Komplexe bildet und auch beim Verdndern des pH-Wertes innerhalb der Gren-
zen 3 und 14 keinen Farbwechsel zeigt, dafiir aber mit Dithionit in einer Sofort-

1y Z. Vopak & O. LEMINGER, Coll. czech. chem. Comm. 79, 925 (1954); DRP 1061328.

2) C. B. Woob, J. Amer. chem. Soc. 52, 3463 (1930).

3) M. Marar, V. Suk & O. RyBa, Coll. czech. chem. Comm. 79, 258, 679 (1954); M. MALAT,
V. Suk & A. JENICKOVA, tbid. 19, 1157 (1954); 20, 158 (1955); O. RyBa, ]. Cirra, M. MaLar &
V. Suk, ibid. 27, 349 (1956).

4) G. SCHWARZENBACH, Die komplexometrische Titration, Enke, Stuttgart 1957.

5) G. ScHWARZENBACH & G. Ott, Helv. 20, 498, 627 (1937).



