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312. Mikrobiologische Umwandlung eines 11, 18-dioxygenierten
Progesteron-Derivates?)?)
Mikrobiologische Reaktionen, 11. Mitteilung?3)

von J. Urech, E. Vischer und A. Wettstein
(2. X. 63)

Der mikrobielle Abbau von Pregnanverbindungen zu Androstanderivaten wurde
vor zehn Jahren im Zusammenhang mit den Bemiihungen um die enzymatische
Dehydrierung in Stellung 1(2) von /%3-Oxosteroiden gefunden?)?)¢). Etliche
Mikroorganismen, welche zu diesem Abbau befdhigt sind, z. B. Cylindrocarpon
radicicola WR.5), Fusarium solani (MART.) App. et WR.A)?), Fusarium caucasicum LET.%)
oder Streptomyces lavendulae (WAKSMAN et CURTIS)?), fithren denn auch tatsichlich
eine Doppelbindung in Stellung 1 ein, wenn A%-3-Oxosteroide oder /A5-38-Hydroxy-
steroide eingesetzt werden. Die 1-Dehydrierung scheint in den meisten Fillen dem
Seitenketten-Abbau vorauszugehen, lassen sich doch je nach den Versuchsbedin-
gungen neben 1l-dehydrierten 17-Oxosteroiden, 17-Hydroxysteroiden und Verbin-
dungen vom Testololactontypus?)?) vielfach die nur 1-dehydrierten Pregnanverbin-
dungen erhalten, wie im Schema 1 am Beispiel des Abbaus von Progesteron mit
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Fusarium-Arten gezeigt wird. Immerhin sind auch mikrobielle Seitenketten-Ab-
spaltungsreaktionen von /44%-3-Oxopregnenen bekannt, bei welchen keine Doppel-
bindung in Stellung 1 eingefithrt wird, so der Abbau von Progesteron zu A%An-
drosten-3,17-dion®) mit Penicillium lilacinum THOM und Gliocladium catenulatum
GILMAN ef ABBOTT. Anderseits unterbleibt der enzymatische Abbau der Seitenkette,
wenn 17x-hydroxylierte /4-3,20-Dioxopregnenverbindungen mit den oben er-
wihnten Fusarium-Arten inkubiert werden4)®), und man erhilt in diesen Fillen
nur die entsprechenden 1-Dehydrosteroide.

Wir haben nun untersucht, ob sich auch 11,18-bifunktionelle Progesteron-
Derivate in der Seitenkette abbauen lassen. Im folgenden wird iiber die Ergebnisse
bei der Einwirkung von Submerskulturen von Fusarium solani (MART.) APP. ef WR.
auf das Lacton der 11§-Hydroxyprogesteron-18-siure (Ib) berichtet. Das erwihnte
Ausgangsmaterial ldsst sich durch Ketalspaltung von Ia, einem nunmehr gut
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zuginglichen Zwischenprodukt unserer Aldosteron-Partialsynthese?), gewinnen
(Formelschema 2).

In orientierenden Versuchen wurde das Methylketonlacton Ib mit zwei Tage
alten Schiittelkulturen von F. solani inkubiert und das zeitliche Fortschreiten der
Umwandlung verfolgt. Dabei konnte im absteigenden Papierchromatogramm (Fig. 1)

START

+ PO Y=

FRONT

FORMAMID /BENZOL

Fig. 1. Zeitlicher Verlauf dev Umsetzung des Methylketonlactons 1b mit Submerskultuven
von Fusarium solani

das Auftreten von drei UV.-absorbierenden Umwandlungsprodukten beobachtet
werden: eine Substanz II, die nach 5tigiger Inkubation das Hauptprodukt dar-
stellt, eine Substanz IIla mittlerer Polaritit und ein hoch polarer Fleck, die beide
erst bei lingerer Inkubation auftreten. Im Verlauf der spiteren Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass der hoch polare Fleck einem Gemisch der Substanzen
IVa und Va zugeschrieben werden muss. Da keines der UV.-absorbierenden Um-
wandlungsprodukte, im Gegensatz zum Ausgangslacton Ib, die fiir A44-3-Oxo-
steroide typische gelbe UV.-Fluoreszenz mit Natronlauge®) mehr gab, konnte an-
genommen werden, dass es sich durchwegs um 1-Dehydroderivate handelte. Die
Substanzen 1I, Illa sowie das Gemisch der Umwandlungsprodukte IVa und Va

9) K. HEUSLER, J. Karvopa, CH. MEYSTRE, P. WIELAND, G. ANNER, A. WETTSTEIN, G. CAI-
NELLI, D. AriGoNT & O. JEGER, Experientia 76, 21 (1960); Helv. 44, 502 (1961); Cr. MEYSTRE,
K. HEUSLER, J. KaLvopa, P. WiELAND, G. ANNER & A. WETTSTEIN, Helv. 45, 1317 (1962).

1) 1. E. Buss, Rec. Progr. Hormone Research 9, 321 (1954); vgl. auch R. NguER, Chromato-
graphie von Sterinen, Stcroiden und verwandten Verbindungen, Elsevier Publishing Company
1958, S. 57 und dort ziticrte Literaturstellen.
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liessen sich nach Umsetzung grésserer Mengen des Substrats Ib chromatographisch
an entaktiviertem Silicagel voneinander trennen. Die Substanzen IVa und Va
konnten durch anschliessende fraktionierte Kristallisation aus Aceton in reinem
Zustand isoliert werden.

Die bei der Inkubation primir auftretende Verbindung II vom Smp. 320-322°
analysiert auf die Formel C,gH,,0,. Im Infrarotspektrum erkennt man immer noch
die y-Lactonbande bei 5,66 u sowie ein fiir A4-3-Oxosteroide typisches Triplett!)
bei 6,01, 6,14 und 6,21 u. Anstelle der Carbonylabsorption bei 5,85 u im Ausgangs-
lacton Ia tritt eine neue Bande bei 5,74 u, welche einem Fiinfringketon zugeordnet
werden muss. Die Substanz gibt mit alkalischem m-Dinitrobenzol!?) eine purpur-
violette Farbreaktion, wie sie bei 17-Oxosteroiden beobachtet wird!3). Diese Befunde
fithren zur Formel des (18 - 11)-Lactons der 3,17-Dioxo-11p-hydroxy-A**-andro-
stadien-18-sdure (II).

Die Verbindung IITa vom Smp. 248-251° weist im Infrarotspektrum ebenfalls
das fiir die A%4-3-Oxogruppierung typische Triplett in der 6u-Region sowie eine
TFinfringketon-Bande bei 5,78 u auf. Die (18 - 11)-Lactongruppierung ist auf
Grund des Spektrums nicht mehr vorhanden. Dafiir erkennt man eine Hydroxyl-
bande bei 2,92 u. Unter Beriicksichtigung der Analysenwerte, welche iiberraschender-
weise auf eine Bruttoformel von C,gH,,05 hinweisen, ergibt sich die Struktur eines
monohydroxylierten 1-Dehydro-18-norandrostendions. Auf die gleiche Summen-
formel C,gH,,05 analysiert auch das bei 199-202° schmelzende Abbauprodukt IVa.
Es besitzt nach Infrarotspektrum, wie IIla, das A¥4-3-Oxosystem sowie eine Fiini-
ringketon-Gruppe, und die (18 -> 11)-Lactongruppe ist ebenfalls nicht mehr vor-
handen.

Behandelt man das Ketolacton IT mit Natriummethylat in Methanol, so erhlt
man ein Gemisch zweier Substanzen, welche sich mit den auf mikrobiellem Wege
erhaltenen Verbindungen IITla und IVa identisch erwiesen. Die naheliegende An-
nahme, dass es sich bei IITa und IVa um 11g-hydroxylierte 18-Norandrostadien-
dione, also Decarboxylierungsprodukte handelt, wurde einerseits durch ihre Dehy-
drierbarkeit mit Chrom(VI)-oxid zu den hydroxylfreien Triketonen VI und VII
gestiitzt, welche beide eine zusitzliche Sechsringketon-Bande aufweisen; anderseits
wurde eine sehr leichte Isomerisierbarkeit von IITa in IVa und umgekehrt unter
dem Einfluss von Basen beobachtet. Unter Anwendung von 20 Aquivalenten
Natriummethylat in Methanol gelangt man bei einer Reaktionstemperatur von 45°
sowohl ausgehend vom Ring C/D-cis-Isomeren IIla als auch vom C/D-trans-Isomeren
IVa sehr rasch zu einem ca. 1:1-Gemisch der beiden, wobei sich die Zusammen-
setzung nach 10 Min. nicht mehr dndert.

Eine Modellbetrachtung der zwei isomeren 18-Norsteroide ldsst fiir das C/D-
cis-Isomere I11la eine wesentlich grossere sterische Hinderung der 113-Hydroxyl-
gruppe erwarten als fiir das #rans-verkniipfte IVa, indem nimlich durch die cis-
Verkniipfung der Ring D fast senkrecht zum Ring C zu stehen kommt. Dieser Unter-
schied dussert sich stark in den Acetylierungsgeschwindigkeiten: beide 11 5-Hydroxy-

1) R. N. Jones & K. DoBRINER, Vitamins and Hormones 7, 293 (1949); R. N. JoNEs & F. HER-
LING, J. org. Chemistry 79, 1252 (1954).

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

183) 'W. ZIMMERMANN, Z. physiol. Chem. 233, 275 (1935); 245, 47 (1937).
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steroide lassen sich mit Essigsdureanhydrid in Pyridin bei Raumtemperatur acety-
lieren, das trans-Isomere I1Va jedoch etwa zehnmal rascher als das cis-Isomere 111a.
Auf Grund dieses Verhaltens haben wir der héher schmelzenden Verbindung I1la
die C/D-¢is-, der niedriger schmelzenden IVa die C/D-trans-Verkniipfung zuge-
schrieben. Die vorgenommene Zuordnung wird durch die Rotationsdispersion der
zwel Substanzen bestitigt. KLYNE hat die Anwendung der Oktantenregel, welche
fiir die Interpretation der Rotationsdispersion von substituierten gesittigten Sechs-
ringketonen mit grossem Erfolg herangezogen worden ist, auch fiir gesdttigte Fiinf-
ringketone diskutiert4). Auf Grund seiner Uberlegungen, welche durch Messungen
von Rotationsdispersionen von Hexahydroindanonen und z. T. auch von Steroid-
Ring-D-Ketonen bestitigt worden sind, weisen normale 17-Oxosteroide, welche
keine weiteren Substituenten am Ring D tragen, einen positiven Corton-Effekt
auf, wihrend am Kohlenstoff 13 isomere 17-Ketone einen negativen Cortox-Effekt
ergeben (vgl. Fig. 2). Bei 18-Norsteroiden (R = H) muss sich der Corron-Effekt

Pos. CorToN-Effekt Neg. CoTrTON-Effekt
R 0
0
Py R |
1116 138,14 (:Q 134,144
e : e :
| H | H

Fig. 2. Corron-Effekt und Konfiguration an C-13

noch ausgeprigter manifestieren, da der vorzeichenmaissig entgegengesetzte kleine
Beitrag der 18-Methylgruppe bei der Substitution durch Wasserstoff noch kleiner
wird. Der Verlauf der Kurven®) (vgl. Fig. 3) stimmt mit unseren Erwartungen
iiberein?%). Die geringe Inflektion im 360 mgu-Gebiet in beiden Kurven diirfte einem
kleinen tiberlagerten CotrToN-Effekt zuzuschreiben sein, welcher durch die Asym-
metrie in der Umgebung des Dienonsystems bedingt ist17).

14 W. KLyNE, Tetrahedron 73, 29 (1961).

15) Wir danken Herrn Prof. W. KLy~NE, Westfield College, University of London, fir die Auf-
nahme der Dispersionskurven.

16} N. L. ALLINGER, R. B. HErRMaNN & C. DjErassI, J. org. Chemistry 25, 922 (1960), vgl. Ver-
bindungen V, 5. 923.

17} C. DyERAssI, R. RINIKER & B. RINIKER, J. Amer. chem. Soc. 78, 6377 (1956), vgl. Verbin-
dung XLIX.
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Als letztes Umwandlungsprodukt sei das 11,18-disubstituierte 1-Dehydro-
testosteron Va erwihnt, welches mit Essigsdureanhydrid-Pyridin leicht acetyliert
wird und dessen Struktur sich im iibrigen aus seinem Infrarotspektrum sowie aus
seiner Oxydierbarkeit mit Chrom(VI)-oxid-Pyridin-Komplex zum 17-Ketolacton II
ergibt. Das Ketolacton II ldsst sich umgekehrt mit Natriumborhydrid bei 0° selektiv
zum 17-Hydroxylacton Va reduzieren.
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Fig. 3. Rotationsdispersionskurven (in Methanol)

oben: 3,17-Dioxo-11f-hydroxy-A4%4-18-nor-androstadien {IVa)
unten: 13-Iso-3,17-dioxo-118-hydroxy-A14-18-nor-androstadien (I1la)

Trotz sorgfiltiger Untersuchung der Mutterlaugen der vier Umsetzungsprodukte
IT, IITa, IVa und Va gelang es nie, das (18 -> 11)-Lactonderivat des 1-Dehydro-
progesterons VIII zu fassen. Dieses licss sich jedoch in fast 80-proz. Ausbeute bei der
Inkubation unseres Ausgangslactons Ib mittels Arthrobacter simplex (JENSEN)
LocHHEAD als einziges Konversionsprodukt isolieren. Die Tatsache, dass diese Ver-
bindung ihrerseits durch Enzyme von F. solani ebenfalls zu den Androstan- bzw.
18-Norandrostan-Derivaten II, IITa, IVa und Va abgebaut wird, ldsst sie als ein
mogliches — wenn auch wahrscheinlich sehr kurzlebiges — Zwischenprodukt zu den er-
wihnten Steroiden erscheinen.
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Zur Abklirung der Frage, ob die beiden 18-Norsteroide IIla und IVa durch
enzymatische oder rein chemische Decarboxylierung des Ketolactons II entstehen,
haben wir dieses einerseits mit einer Kultur von F. solant inkubiert, anderseits
lediglich mit der sterilen Nahrldsung unter sonst gleichen Bedingungen behandelt.
Es liessen sich sowohl im Inkubationsversuch als auch im Blindversuch beide 18-
Norsteroide isolieren, wobei der Anteil der beiden Isomeren allerdings etwas ver-
schieden war. Das Ketolacton II diirfte somit im wesentlichen rein chemisch decar-
boxyliert werden.

Zusammenfassend ldsst sich aussagen, dass das (18 > 11)-Lacton der 11p-
Hydroxyprogesteron-18-sdure mit Kulturen von F.solant in der Seitenkette in
dhnlicher Weise abgebaut wird wie Progesteron selbst. Ein dem 1-Dehydro-testololac-
ton®) entsprechendes (17 - 13), (18 - 11)-Dilacton konnte jedoch nicht nachge-
wiesen werden. Von besonderem Interesse sind die zwei 18-Norsteroide, die aus einem
heute gut zuginglichen Ausgangsstoff relativ einfach herstellbar sind.

Experimenteller Teill#)

(18 > 11)-Lacton der 3,20-Dioxo-118-hydvoxy-A*-pregnen-18-sdure (Ib). Dieses Lacton wurde
aus dem (18 > 11)-Lacton der 3, 3-Athylendioxy-118-hydroxy-20-oxo-/%-pregnen-18-siure durch
Ketalspaltung nach HEUSLER et al.19%) erhalten; Smp. 189,5-191°.

Inkubation des (18 > 11)-Lactons der 3,20-Dioxo-11p-hydvoxy-A*-pregnen-18-siuve (I1b) mit
Kultuven von Fusarium solani. Zwei 10-1-Schiittelgefisse mit je 4 1 Nahrlésung, welche pro 15 ml
Maisquellwasser, 20 g Pepton und 50 mg Glucose enthielt und mit verd. Natronlauge auf pH 6,2
eingestellt war, wurden 30 Min. bei 1,1 atii sterilisiert und nach Abkiihlen auf Raumtemperatur
mit einer vegetativen Kultur von F. solani beimpit. Man schiittelte unter oberflichlicher Be-
liftung 26 Std. bei 26-28°, gab dann unter sterilen Bedingungen zu den gut entwickelten
Kulturen je 2 g (18 - 11)-Lacton der 3,20-Dioxo-118-hydroxy-/*-pregnen-18-siure, geldst in
50 ml Aceton, zu und liess unter gleichen Temperaturbedingungen weiter schiitteln. Die Um-
setzung des Substrats wurde papierchromatographisch verfolgt. Zu diesem Zweck wurden
abgemessene Proben aus der Kultur entnommen, mit Athylacetat extrahiert und aliquote Teile
im System Formamid/Benzol auf Papierstreifen chromatographiert. Nach 41/, Tagen liess sich
kein Ausgangsmaterial mehr feststellen, hingegen drei UV.-absorbierende Umwandlungspro-
dukte, welche sich im obigen Chromatographier-System starker polar verhalten als das Ausgangs-
steroid. Nach 5 Tagen wurden die Kulturen abgenutscht, das Mycel griindlich mit Athylacetat
gewaschen, das Kulturfiltrat, welches ein pH von 9 aufwies, mit 50-proz. wiss. Essigsiure auf
pH 6 gebracht, mit Natriumchlorid gesittigt und dreimal mit 4 1 Athylacetat ausgeschiittelt.
Die mit 10-proz. Natriumchlorid-Lésung gewaschenen und mit Natriumsulfat getrockneten
Athylacetatausziige ergaben nach Verdampfen des Loésungsmittels im Vakuum 2,85 g rohen
Steroid-Extrakt. Dieser wurde an einer Sdule von 120 g Silicagel, entaktiviert mit 29 Wasser,
aufgetrennt und die einzelnen Fraktionen papierchromatographisch untersucht {System Forma-
mid/Benzol).

Fr.1-4 2,41 CH,Cl, . . L .

438 1 L
Fr. 5-10 3 1 CH,Cl,-Aceton 99:1 } mg oliges, nichtsteroidisches Material
Fr.11-13 1,81 CH,Cly-Aceton 98:2 57 mg Ab4-3-Ketosteroid, schwicher polar als Ib
Fr.14-20 3,11 CH,Cl,-Aceton 96:4 |

809 11, R
Fr. 21 0,6 1 CH,Cl,-Aceton 94:6 | me » RE0.05
Fr. 22 0,51 CH,Cl,-Aceton 94:6 70 mg Gemisch v. II und 1I1a

Fr.23/24 1 1CH,Cl,-Aceton 94:6 175 mg I1la, Rf 0,42
Fr.25-33 5,6 1 CHy,Cl,-Aceton 9:1 923 mg Gemisch von 1Ila, IVa und Va (Rf 0,42,
0,20 und 0,20)

Die Smp. wurden in einem Flissigkeitsbad bestimmt und sind korrigiert. Die IR.-Spektren
wurden mit einem PERKIN-ELMER double-beam-Instrument, Mod. 21 oder 201, aufgenommen.
19y K. HEUSLER, P. WIELAND & A. WETTSTEIN, Helv. 44, 1374 (1961).
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Fr. 22 sowie Fr.25-33 wurden aus 450 Blittern ungewaschcnem WxaTMAN Nr. 1 Papier
unter Verwendung des Systems Formamid/Benzol im Chromatoblock?®) priparativ aufgetrennt
und die beiden UV.-absorbierenden Hauptzonen mit Rf 0,42 und 0,20 eluiert. Die Elution er-
folgte durch Behandlung der Zonenstreifen mit Methanol-Wasser (1:4) und mehrmalige Extrak-
tion der entstehenden Pulpa mit Aceton. Die Extrakte wurden im Vakuum von Aceton und
Methanol befreit und die verbleibende wiss. Suspension erschépfend mit Methylenchlorid extra-
hiert. Nach Verdampfen des Losungsmittels erhielt man auf diese Weise aus der Zone mit Rf
0,42:4,2 g Roh-Eluat an I1Ia, aus der Zone mit Rf 0,20: 3,9 g Roh-Eluat an IVa und Va.

Die 4,2 g rohes 13-Iso-3,17-dioxo-11§-hydroxy-A1-4-18-norandrostadien (IIla) wurden an
der 10fachen Gewichtsmenge Silicagel gereinigt: Mit Methylenchlorid-Aceton (85:15) wurden
275 mg z. T. spontan kristallisierendes II1a eluiert, wihrend sich die 6ligen Beimengungen in den
Vorfraktionen mit Methylenchlorid und in der Nachfraktion mit Methylenchlorid-Aceton (4:1)
und (1:1) befanden. Die analoge Reinigung des Roh-Eluates aus der Zone mit Rf 0,20 ergab
268 mg teilweise kristallisierendes Gemisch der Substanzen IVa und Va.

(18 > 71)-Lactor. der 3,17-Dioxo-11p-hydroxy-AL2-androstadien-18-siure (II). Fraktionen
14-21, aus Aceton-Ather umkristallisiert, gaben 644 mg farblose Kristalle vom Smp. 320-322°
(Zers.). UV.-Spektrum in Athanol: Arpay 240 mp (& = 15400). IR.-Spektrum in Nujol: Banden
u. a. bei 5,66 p (y-Lacton); 5,74 u (Fiinfringketon); 6,01, 6,14 und 6,21 u (4%4-3-Keton).

CoHpp0, (312,35) Ber. C73,06 H 6,459  Gef. C72,94 H 6,599,

13-1s0-3,17-dioxo-118-kydroxy-Ats2-18-novandrostadien (IIIa). Fraktionen 23/24 sowie die
275 mg vorgereinigtes Eluat von IIla aus der papierchromatographischen Auftrennung (s. oben)
wurden aus Aceton-Ather umkristallisiert. Man erhielt 340 mg ITIa mit dem Smp. 248-251°.
UV.-Spektrum in Athanol: Aoz 244 mp (e = 15300). IR.-Spektrum in Nujol: Banden u.a.
bei 2,92 u (OH); 5,78 4 (Fiinfringketon); 6,02, 6,15 und 6,25 y (A%4-3-Keton).
CigH,y04 (286,36)  Ber. C 7549 H 7,749%  Gef. C 75,50 H 7,749,

3,17-Dioxo-118-kydroxy-A¥:4-]18-novandrostadien (IVa) und (18 > 11)-Lacton der 3-Oxo-
118,17 p-dihydroxy-A'-*-androstadien-18-sdure (Va): 268 mg vorgereinigtes Gemisch von IVa und
Va (s. oben) aus dem Papierchromatogramm-Roh-Eluat wurden aus Aceton-Ather kristallisiert.
Die ersten Kristallisate enthielten insgesamt 63 mg (18 > 11)-Lacton der 3-Oxo0-118, 17§-dihydro-
xy-Ab%-androstadien-18-siure (Va), Smp. 310-314°, UV.-Spektrum in Athanol: Mgy 242 mpy
(e = 16000). IR.-Spektrum in Nujol: Banden u. a. bei 2,88 g4 (OH); 5,64 u (y-Lacton); 5,99,
6,15 und 6,24 y (4%4-3-Keton).

CipHy,0,4 (314,37) Ber. C 72,59 H 7,05%  Gef. C 72,28 H 6,989,

Aus den Mutterlaugen liessen sich durch wiederholte Kristallisation aus Aceton-Ather 95 mg
3,17-Dioxo-11f-hydroxy-41-%-18-nor-androstadien IVa, Smp. 199-202°, isolieren. UV.-Spektrum
in Athanol: 4, 243 my (& = 14800). IR.-Spektrum in Nujol: Banden u. a. bei 2,96 g (OH);
5,75 p (Funfringketon); 6,02, 6,19 und 6,25 u (4%4-3-Keton).

CigH,05 (286,36)  Ber. C7549 H 7,749%  Gef. C 75,55 H 7,749,

Die zwei Substanzen IVa und Va sind, ausser im System Propylenglykol/Toluol, im Papier-

chromatogramm Rf-missig praktisch nicht zu unterscheiden:

Temp. RfIVa RfVa

Propylengliykol/Toluol 22° 011 0,20
Formamid/Benzol 22° 0,20 0,20
Formamid/Benzol-Chloroform 1:1 22° 0,51 0,51
Toluol-Athylacetat—Methanol»\Nasser 9:1:5:5 38° 0,68 0,64
Benzol-Methanol-Wasser 10:5:5 38° 0,78 0,78
Petroldther-Toluol-Methanol-Wasser 5:5:7:3 38° 0,23 0,23
{Benzin-Ligroin)-Benzol-Methanol-Wasser 3:7:5:5 38° 0,47 0,47
Reaktion mit Blautetrazoliumchlorid negativ  negativ
Fluoreszenz mit Natronlauge negativ  negativ
Reaktion mit alkal. m-Dinitrobenzol purpur- negativ
violett

) E. voN ArRX & R. NEHER, Helv. 39, 1664 (1956).
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Decarboxylievung des (18 > 11)-Lactons dev 3,17-Dioxo-718-hydroxy-AY*-andvostadien-18-
sauve (1I) zu dem Hydvoxydiketonen II7a und IVa: 9,5 mg Ketolacton II, geldst in 4 ml abs.
Methanol, wurden mit 3 ml ciner 0,21M Natriummethylat-Lésung in Methanol unter Ausschluss
von Luftsaucrstoff 3 Std. auf 45° erwdrmt. Zur Aufarbeitung wurde die mit Aceton-Trockeneis
gekithlte Reaktionslésung in einem einzigen Guss mit 6,3 ml 0,1N Salzsiure versctzt, mit 30 ml
‘Wasser verdiinnt und die anndhernd neutral reagierende Lésung mehrmals mit Mcthylenchlorid
ausgezogen. Nach Trocknung mit Natriumsulfat und Verdampfen des Loésungsmittels i. Vak.
erhielt man 7,9 mg eines amorphen Riickstandes, welcher im Papicrchromatogramm (System
Formamid/Benzol) die Anwesenheit der zwei isomeren Hydroxydiketone IIla und IVa neben
wenig tibrig gebliebenem IT aufwics.

Isomevisievung dev zwer Decarboxylievungsprodukte I11Ta und IVa: Je 8,5 mg 13-Is0-3,17-
dioxo-11f-hydroxy-A¥-4-18-norandrostadien (I11a) bzw. 3,17-Dioxo-118-hydroxy-4%4-18-nor-
androstadien (IVa) wurden in 3 ml abs. Methanol gelost und mit 3 ml 0,21m Natriummethylat in
Methanol unter Ausschluss von Luftsauerstoff je 10 und 60 Min. bei 45° gehalten. Die Isomerisie-
rungsgemische wurden analog zum oben beschriebenen Decarboxylierungsversuch aufgearbeitet
und papierchromatographisch testiert. Sowohl ausgehend von IIIa als auch IVa crhielt man ein
ca. 1:1-Gemisch der beiden Isomeren, und zwar dnderte sich in beiden Fillen die Zusammen-
setzung nach 10 Min. nicht mehr.

Reduktion des Ketolactons 11 mit Natriumbovhydrid: 35 mg Ketolacton IT in 28 ml Methanol
wurden bei Raumtemperatur mit einer Losung von 6 mg Natriumborhydrid in 0,1 ml dest.
Wasser und 0,2 ml Methanol versetzt und dann 3 Std. bei 0° belassen. Man dampfte die wasser-
klare Reaktionslésung ohne dussere Erwirmung im Vakuum auf ca. 3 ml ein, wobei sich ein Teil
des Materials ausschied, verdiinnte dann mit 20 ml Eiswasscr und Eis und extrahierte imnehrmals
mit Methylenchlorid. Die organischen Phasen wurden mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat
getrocknet und im Vakuum cingedampft. Der Riickstand, 35 mg, gab beim Umkristallisicren aus
Aceton 27,5 mg (18 - 11)-Lacton der 3-Oxo-118,17f-dihydroxy-A%4-androstadien-18-sdure (Va),
Smp. 310-312,5°, welches mit dem mikrobiell erhaltenen Produkt (s. oben) ohne Depression
schmolz und auch nach IR.-Spektrum und Papierchromatogramm mit jenem identisch war.

3,17-Dioxo-11-acetoxy-AV2-]8-novandrostadien (IVb): 25 mg 3,17-Dioxo-11-hydroxy-A%4-
18-nor-androstadien (IVa) wurden mit 0,25 ml Essigsiureanhydrid und 2,25 ml abs. Pyridin
48 Std. bei Raumtemperatur stchengelassen. Hierauf entfernte man Pyridin und tberschiissiges
Anhydrid im Hochvakuum, nahm den 6ligen Riickstand in 15 ml Methylenchlorid auf, wusch die
Losung mit eiskalter 1N Salzsiure, eiskalter 2-proz. Natriumhydrogencarbonat-Losung und Was-
ser neutral, trocknete sie mit Natriumsulfat und entfernte das Lésungsmittel im Vakuum. Der
Riickstand wurde aus Aceton-Petroldther (Sdp. 50-70°) umkristallisiert. Das crhaltene 3,17-Dioxo-
118-acetoxy-AY4-18-norandrostadicn (IVb) schmilzt bei 209-211°. IR.-Spektrum in Nujol: Ban-
den u. a. bei 5,78 u (17-Keton, Acetat-CO); 6,02, 6,18 und 6,25 x (4-%-3-Keton); 8,12 4 (Acetat

CO0-C) ¢, H,O, (328,39) Ber. C73,14 H 7,37% Gef. C72,96 H 7,139

Rf-Werte im Papierchromatogramm Rf
Petroliather-Benzol-Methanol-Wasser 17:33:40:10 38° 0,29
Formamid/Cyclohexan-Benzol 1:1 22° 0,41
Formamid/Benzol 22° 0,79
Reaktion mit alkal. sm-Dinitrobenzol purpurviolett

13-1s0-3, 17-dioxo-118-acetoxy-A%4-18-novandrostadien (I111b): 17,4 mg 13-Iso-3,17-dioxo-1183-
hydroxy-A41-4-18-norandrostadien (IITa)} wurden mit 0,25 ml Essigsiureanhydrid und 0,5 ml abs.
Pyridin 26 Std. bei 70° acetyliert. Das dabei entstehende 118-Acetat (II1b) wurde analog zum
isomeren Acetat IVb aufgearbcitet und fiel als hochviskoses farbloses Ol an. Es enthielt nach
DPapierchromatogramm noch wenig unverestertes Ausgangsmaterial. Das 13-Is0-3,17-dioxo-113-
acetoxy-/'4-18-norandrostadicn (ITIb) liess sich, auch nach chromatographischer Abtrennung
dcs anhaftenden Ausgangssteroids, nicht zur Kristallisation bringen. Es verhielt sich im Papier-
chromatogramm Rf-missig in allen fiir IVb angegebenen Systemen gleich wic dieses.

13-1s0-3,71,17-trioxo-A-4-18-novandrostadien (VI): Zu dem aus 84 mg Chrom(VI)-oxid und
0,4 ml abs. Pyridin gebildeten, in Pyridin schwer 16slichen Komplex gab man die Losung von
120 mg 13-7s0-3,17-dioxo-11f-hydroxy-A%4-18-norandrostadien (IIla) in 5,8 ml abs, Pyridin und
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liess 17 Std. bei Raumtemperatur schiitteln. Man verdiinnte dann mit 65 ml Methylenchlorid und
35 ml 5-proz. Natriumsulfit-Lésung und siduerte mit verd. Salzsdure auf pH 4 an. Die wiss. Phase
wurde abgetrennt und noch zweimal mit Methylenchlorid ausgeschiittelt. Die organischen Phasen
wurden mit Wasser neutralgewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft.
Der Riickstand, ein Gemisch der 11-Oxo-Verbindung mit wenig Ausgangsmaterial, wurde an
60 Bogen WuaTMaN-Papier Nr. 1 im System Formamid/Benzol priparativ papierchromatogra-
phisch aufgetrennt. Die UV.-absorbiercnde Zone des schwicher polaren 11-Oxosteroids wurde
unter Verwendung von Tetrahydrofuran-Wasser-Gemisch 1:4 und 1:1 und von reinem Tetra-
hydrofuran eluiert. Die Eluate wurden im Wasserstrahlvakuum eingedampft bis frei von Tetra-
hydrofuran. Aus der wisserigen Suspension licss sich das 13-7s0-3,11,17-trioxo-4-4-18-norandro-
stadien (VI) mit Mcthylenchlorid extrahiercn. Nach Umkristallisation aus Aceton-Ather Smp.
245-247°. IR.-Spektrum in Methylenchlorid : Banden u.a. bei 5,75y (17-Keton); 5,85 4 (11-Keton) ;
6,02, 6,15 und 6,23 p (A%*3-Keton).
CigHgO4 (284,34)  Ber. C 76,03 H 7,099  Gef. C 7595 H 7,26%

3,11,717-Trioxo-AV4-18-novandrostadien (VII): 120 mg 3,17-Dioxo-11§-hydroxy-A%4-18-
norandrostadien (I'Va) in 1,5 ml abs. Pyridin wurden mit dem Komplex aus 84 mg Chrom(VI)-
oxid in 0,4 ml abs. Pyridin 15 Std. bei Raumtemperatur oxydiert und analog dem 13-7so-triketon
VI aufgearbeitet. Das 3,11,17-Trioxo-A*-18-norandrostadien (VII) schmolz nach Umkristalli-
sation aus Aceton-Ather bei 162,5-163,5°. IR.-Spektrum in Methylenchlorid: Banden u. a. bei
5,71 u (17-Keton); 5,82 u (11-Keton); 5,99, 6,13 und 6,21 u (A%4%-3-Keton).
CigH004 (284,34)  Ber. C 76,03 H 7,099%  Gef. C76,03 H 7,089

(18 > 17)-Lacton der 3-Oxo-118-hydvoxy-175-acetoxy-A-Y*-androstadien-18-sdure (VD): 40 mg
(18 > 11)-Lacton der 3-Oxo-118,17f-dihydroxy-A%%-androstadien-18-sdure (Va) wurden in
1,9 ml abs. Pyridin gelést und mit 0,5 ml Essigsdureanhydrid 16 Std. bei Raumtemperatur be-
lassen. Die Reaktionslésung wurde im Olpumpenvakuum zur Trockne eingedampft, der verbleibende
Riickstand in Methylenchlorid aufgenommen und mit eiskalter 2~ Salzsiure, eiskalter 2-proz.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser neutral gewaschen. Die mit Natriumsulfat ge-
trocknete Methylenchlorid-Losung wurde im Wasserstrahlvakuum zur Trockne eingedampft und
das erhaltene (18 > 11)-Lacton der 3-Oxo-118-hydroxy-178-acetoxy-Ab4-androstadien-18-siure
aus Aceton-Ather-Gemisch umkristallisiert, Smp. 187-189°. UV.-Spektrum in Athanol: ﬂ.max
241 mp {& = 17000). IR.-Spektrum in Methylenchlorid: Banden u. a. bei 5,63 p [(18 - 11)-Lac-
ton]; 5,77 u (Acetat-CO); 6,01, 6,16 und 6,23 u (4%%-3-Keton) und 8,15 u (Acetat-C-O-C).

CoyH,, 05 (356,40)  Ber. € 70,76 H 6,799  Gef. € 70,66 H 7,02%

Oxydation des (18 = 11)-Lactons dev 3-Oxo-118,17f-dihydroxy-AYt-andvostadien-18-sduve (Va)
zum Kelolacton 11: 9 mg (18 - 11)-Lacton der 3-Oxo-118,17g-dihydroxy-A%4-androstadien-18-
sdure in 2 ml abs. Pyridin wurden mit dem Komplex aus 10 mg Chrom{VI}-oxid und 0,2 ml abs.
Pyridin 20 Std. bei 23° stehengelassen. Hierauf versetzte man das Reaktionsgemisch mit 20 ml
Eiswasser-Eis-Mischung und schiittclte dreimal mit dem gleichen Volumen Mcthylenchlorid aus.
Dic mit eiskalter 2~ Salzsiure, eiskalter 2-proz. Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser
neutralgewaschenen Ausziige wurden mit Natriumsulfat getrocknet und im Wasserstrahlvakuum
eingedampft. Der braunlich gefiarbte, harzige Riickstand wurde in Methylenchlorid-Aceton-(4:1)
aufgenommen und durch cine Sdule von 400 mg entaktiviertem Silicagel (enth. 15 Gew.-% H,0)
filtriert. Die ersten 30 ml Filtrat ergaben beim Eindampfen im Vakuum 9 mg rohes, nunmehr
farbloses Oxydationsprodukt. Das erhaltene {18 - 11)-Lacton der 3,17-Dioxo-11§-hydroxy-A4-4-
androstadien-18-siure (II) schmolz nach zweimaligem Umkristallisieren aus Accton-Ather bei
315-320° und gab mit dem auf mikrobicllem Wege isolierten Ketolacton II keine Smp.-Depres-
sion. Die zwei Substanzen verhielten sich auch nach IR.-Spektrum und Papierchromatogramm
identisch.

(718 = 77)-Lacton dev 3,20-Dioxo-118-hydvoxy-AV2-pregnadien-18-squre (VIII): Zu 20 Std.
alten Kulturen von A#throbacter simplex, ATCC 6946, welche in fiinfzig 500-ml-ERLENMEYER-
Kolben a 100 ml Nahrlésung geziichtet worden waren, gab man unter sterilen Bedingungen und
unter gleichmissiger Vertcilung die Lésung von 1,75 g (18 &> 11)-Lacton der 3,20-Dioxo-118-
hydroxy-A*pregnen-18-saure (Ib) in 75 ml Aceton und liess die Kulturen 19 Std. bei 26-27°
schiitteln. 1 1 Nahrlésung enthiclt 1 g Drrco-Hefeextrakt, 4,4 g Kaliumdihydrogenphosphat und
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8,8 g Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat und war auf pH 7,1 eingestellt. Zur Aufarbeitung
vereinigte man alle 50 Kulturlgsungen in einem Scheidetrichter, sittigte sie mit Natriumchlorid
und schiittelte sie mehrmals mit Athylacetat aus. Die Ausziige wurden mit Natriumsulfat ge-
trocknet und durch 20 g entaktiviertes Silicagel (mit 15 Gew.-% H,0) filtriert. Das im Vakuum
eingedampfte Filtrat, 1,50 g, gab nach dem Umkristallisieren aus Aceton-Ather 1,31 g (18 = 11)-
Lacton der 3,20-Dioxo-118-hydroxy-A!4-pregnadien-18-sdure, Smp. 194-195°. UV.-Spektrum
in Athanol: 4, 241 mu (¢ = 18000). IR.-Spektrum in Methylenchlorid : Banden u. a. bei 5,66 u
{(y-Lacton); 5,82 p (20-Keton); 5,99, 6,13 und 6,21 p (4%-4-3-Keton).
Cy H,,04 {(340,40) Ber. C 74,09 H 7,11%  Gef. C73,94 H 7,049,

Inkubation des (18 > 11)-Lactons der 3,20-Dioxo-118-hydvoxy-AY:3-pregnadien-18-sdure (VIII)
mit Kulturen von F. solani: 30 mg Lacton VIII wurden mit 100 ml einer 2 Tage alten Kultur von
F. solani unter den bei der Inkubation von Ib beschriebenen Nahrlosungs- und Schiittelbedin-
gungen (s. S.2794) 41/, Tage inkubiert und die Kultur am Schluss analog mit Athylacetat extrahiert.
Die papierchromatographische Untersuchung des Extrakts unter Verwendung der Systeme
Formamid/Benzol sowie Propylenglykol/Toluol (dieses knapp zweimal «bis unten»), in welch
letzterem System insbesondere das Hydroxydiketon IVa und das 17-Hydroxylacton Va aufge-
trennt werden, ergab, dass ein Gemisch der Verbindungen II, IITa, IVa und Va vorlag, der glei-
chen Abbauprodukte also, wie sie auch bei der Inkubation des Lactons der 3,20-Dioxo-11§-
hydroxy-A%-pregnen-18-sdure (Ib) isoliert werden konnten.

Dic Mikroanalysen, UV.- und IR.-Spektren wurden in unseren Speziallaboratorien unter der
Leitung der Herren Dres. W. PapowETz, H. HURZELER und R. F. ZURCHER durchgefiihrt bzw.
aufgenommen.

ZUSAMMENFASSUNG

Bei der Inkubation des (18 - 11)-Lactons der 3,20-Dioxo-11g-hydroxy-44%
pregnen-18-siure (Ib) mit Kulturen von Fusarium solani (MART.) APP. et WR.
werden als Umwandlungsprodukte das (18 - 11)-Lacton der 3,17-Dioxo-11§-
hydroxy-A¥*-androstadien-18-sdure (II), 3,17-Dioxo-113-hydroxy-A%4-18-nor-
androstadien (IVa) und die entsprechende 13-iso-Verbindung (IIIa) sowie das
(18 — 11)-Lacton der 3-Oxo-118,176-dihydroxy-A%4-androstadien-18-sdure (Va)
gebildet. Die beiden 18-Norsteroide IIIa und IVa lassen sich auch durch rein che-
mische Decarboxylierung aus dem Ketolacton II herstellen und werden unter dem
Einfluss von Basen ineinander iibergefithrt. Die Konfigurationszuordnung am Kohlen-
stoffatom 13 der zwei 18-Norsteroide erfolgte auf Grund ihrer verschiedenen Acety-
lierungsgeschwindigkeiten sowie ihrer Rotationsdispersion.

Forschungslaboratorien
der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel
Pharmazeutische Abteilung





