
Journal of Steroid Biochemistry, 1970, Vol. 1. pp. 229-236. Pergamon Press. Printed in Great Britain 

STOFFWECHSEL VON STEROIDPHARMAKA 

VI. METABOLITEN VON 4-CHLOR-17a-METHYL-17/3- 
HYDROXY-1,4-ANDROSTADIEN-3-ON” DURCH 

MIKROBIELLE HYDRIERUNGt 

K. SCHUBERT, J. SCHLEGEL, C. HijRHOLD und H. FRISCHLEDER 

Deutsche Akademie der Wissenschaften zu Berlin, Zentral-lnstitut fiir Mikrobiologie und 
experimentelle Therapie, Jena, Abteilung fiir Steroidforschung und der Karl-Marx-Universitat 

Leipzig, Physikalisches Institut, DDR 

(Receiued 18 February 1970) 

SUMMARY 

The anabolic steroid Oral-Turinabol (4-chloro-1 ‘la-methyl- 17p-hydroxy- 1,4-androstadien-3- 
one) was hydrogenated with Clostridium paraputrificum and Rhodotorula glutinis. These 
micro-organisms stereospecifically reduce A’-3-ketosteroids to 5@3a- and Sa/3cy-hydroxy- 
derivatives respectively. 

C 1. paraputrificum transformed Oral Turinabol to 4/3-chloro- 17o-methyl- 17P-hydroxy-S/3- 
1 -androsten-3-one and 4@-chloro- 1 ‘la-methyl-S@ 1 -androsten-3cY, 17P-diol; Rh. glutinis to 
4o-chloro- 17a-methyl- 17@hydroxy-Sa- 1 -androsten-3-one and 4ol-chloro- 17a-methyl-5cy- l- 
androstene-3& 17/3-diol. 

In human beings the hydrogenation of Oral Turinabol is markedly inhibited. The microbiolo- 
gical hydrogenation is also diminished. 

BIOCHEMISCHE Reaktionen am Steroidmolekiil wie sie beim Stoffwechsel von 
Steroidhormonen und Steroidpharmaka im SSiugetierorganismus ablaufen, 
konnen such bei Mikroorganismen beobachtet werden. So eignen sich Mikro- 
organismen zur praparativen Herstellung von Steroidmetaboliten und zur 
Untersuchung bestimmter enzymatischer Reaktionen des Steroidstoffwechsels 
an einfachen Modellen. 

Metaboliten werden fiir Vergleichszwecke bei Untersuchungen des Stoff- 
wechsels von Steroidpharmaka und zur Testung ihrer Partialwirkungen bzw. 
toxikologischen Eigenschaften beniitigt. Bekanntlich werden Steroidmetaboliten 
nicht mehr als unwirksame Ausscheidungsprodukte angesehen. 

Substituierte und dadurch in der Wirkung differenzierte Steroidpharmaka 
lassen haufig Unterschiede in der Metabolisierung erkennen. Fur die Erarbeitung 
von Grundlagen iiber Steroidstruktur, Stoffwechsel und Wirkung kiinnen in 
ausgewahlten Fallen bei Mikroorganismen erhaltene Substrat-Stoffwechsel- 
beziehungen herangezogen werden. 

Hydrierungsreaktionen stellen bei endogenen Steroiden einen Hauptum- 
wandlungsweg dar. Bei Oral-Turinabol (OT) ist jedoch aufgrund der strukturellen 
Merkmale des Ringes A eine Hydrierung erschwert [l]. Es wurde daher die 
Hydrierung dieses anabol wirksamen Steroids mit Mikroorganismen untersucht, 
die A4-3-Ketogruppen stereospezifisch hydrieren [2-51. 

*Oral-Turinabol @ , VEB Jenapharm, Jena. 
TV. Mitteilung, K. Schubert, G. Hobe und G. Frankenberg: Die Verteihmg von Tritium markier- 

tern 4-Chlor-17a-methyl-l7~-hydroxy-l,4-androstadien-3-on im Pavian nach oraler Applikation, 
Endokrinologie 1970 (im Druck). 
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Ferment&ion 
MATERIAL UND METHODEN 

Clostridium paraputrificum (H2) wurde in 100 ml-Flaschen 24 Std. bei 37°C 
anaerob auf Gesamtanaerobenmedium angeziichtet und auf die Hauptkulter 
iibertragen (Impfmaterial/Hauptkulter = l/5). 

Gleichzeitig wurde 200-300 mg Steroid/Liter Kultur in Aceton gel&t 
zugegeben. Die Fermentation erfolgte anaerob bei 37°C 2-4 Tage. 

Rhodotorula glutinis (H86) wurde von 3-4 Tage alten Agarschragrohrchen 
auf 1 liter-Schiittelkolben mit 100 ml Malzwasser iiberimpft und gelichzeitig 5 mg 
Steroid in 05 ml Aceton gel&t zugegeben. Die Fermentation erfolgte bei 25°C 
unter aeroben Bedingungen 4-5 Tage. 

Aufarbeitung, lsolierung und Identi$zierung der Umwundlungsprodukte 

Die Kulturen wurden mit Ather bzw. Chloroform extrahiert. Ather ergab 
reinere Extrakte. Die Lijsungen wurden 1 X mit 1 n Natronlauge und 3 X mit 
Wasser gewaschen. Nach dem Entfernen des Lijsungsmittels wurden die Extrakte 
im Vakuum getrocknet. 

Die Isolierung der Steroide erfolgte saulenchromatographisch durch Gradient- 
Elution oder diinnschichtchromatographisch. Zur Charakterisierung wurde die 
Papierchromatographie herangezogen. 

Von den nach mehrfacher Kristallisation erhaltenen Umwandlungsprodukten 
wurden der Schmelzpunkt, der Drehwert [(Y]~, das UV-Absorptions-Maximum 
und die C, H, Cl-Zusammensetzung bestimmt sowie die UR- und NMR-Spektren 
aufgenommen. Durch Acetylierung, Oxidation und katalytische Hydrierung 
wurden Derivate gebildet und deren physikalisch-chemische Eigenschaften 
ermittelt. In 2 Fallen wurde der Circulardichroismus gemessen. 

Die spezifischen Drehwerte wurden mit einem lichtelektrischen Polarimeter 
Zeiss-Opton (Oberkochen) unter Anwendung einer Mikromethode bestimmt 
(Chloroform: C = 0,5). 

Die UV-Absorption wurde mit einem UV-Spektralphotometer Sp 700 
Unicam gemessen. Die Registrierung der UR-Spektren erfolgte mit einem Zeiss- 
UR-1 0-Spektralphotometer (VEB Carl-Zeiss, Jena). Fur die Aufnahme der 
Spektren wurden von den Substanzen Mikro-KBr-PreSlinge I X 1 X 4 mm mit 
20-30 pg Steroid angefertigt. Die NMR-Spektren der in CDCI, gelosten Steroide 
wurden mit einem Varian-HA- 100 Spektrometer erhalten. Der Circulardi- 
chroismus wurde mit einem Roussel Jouan Dichrograph in Athanol gemessen. 

Acetylierungen sekundarer Hydroxygruppen erfolgten mit Pyridin-Acetan- 
hydrid I : I bei Zimmertemperatur und Oxidation mit 0,2%iger Chromslurelo- 
sung in reinem Eisessig bei 40-50°C. Katalytische Hydrierungen von A’-Doppel- 
bindungen wurden mit einem 10% igen Palladium/Kohle-Katalysator in Methanol 
bei Zimmertemperatur (Katalysator/Substanz 1 : I) durchgefiihrt. Fur die 
Saulenchromatographie fand Aluminiumoxid neutral (Merck) Verwendung. 
Die Gradient-Elution erfolgte mit einem Benzol-Ethanol-Gemisch 0- 1,33%. 
Als Adsorptionsmittel fur die Diinnschichtchromatographie wurden Aluminium- 
oxid D (VEB Chemiewerk Greiz-Dohlau) sowie Kieselgel G (Merck) benutzt. 
Mit Kieselgel D und G wurden gleiche Rs-Werte erhalten. Die Laufstrecken 
betrugen 14 cm. Zum Erkennen der bei 230-280 nm UV-Licht absorbierenden 
Steroide wurde 3% Leuchtstoff N 40 griin (VEB Leuchtstoffwerk Bad Lieben- 
stein) zugesetzt. Bei analytischen Trennungen kamen 0,25 mm Schichten zum 
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Einsatz, bei prlparativen Arbeiten 1 mm Schichten auf 20 X 80 cm Glasplatten. 
Die Papierchromatographie wurde mit Schleicher-Schiill-Papier 2043 bm 
durchgefiihrt. Die Trennungen erfolgten absteigend im Durchlauf mit dem System 
Bush A (Ligroin (loo- 120”)-Methanol-Wasser, 100 : 85 : 15. v/v/v/). 

Die Substanzen wurden durch Phosphorwolframsiure (15%ig, Ethanol) 
und anschlieaendes Erhitzen der Papierstreifen auf 90°C bzw. der Diinnschicht- 
platten auf 120-l 30” sichtbar gemacht. 

ERGEBNISSE 

Bei der Einwirkung von Cl. paraputrificum auf OT (I) wurden 2 Hauptum- 
wandlungsprodukte im Verhlltris von etwa 1: 1 bei 50-70%iger Umsetzung 
des Substrates gebildet. Auf Aluminiumoxid D Schichten mit Ather als Laufmittel 
haben beide Metaboliten den gleichen Rf-Wert, im System Methylenchlorid/ 
Essigester (17/3) bzw. Methylenchlorid/2%;ithanol/Wasser erfolgte jedoch eine 
Trennung in ein UV-positives (II) und ein UV-negatives (III) Umwandlungs- 
produkt nach 2 maligem Lauf (Tabelle 1). Papierchromatographisch konnten 
die Substanzen im Bush A-System und sgulenchromatographisch mit Gradient- 
Elution getrennt werden. 

Tabelle 1. Diinnschicht- und papierchromatographisches Verhalten der mikro- 
biellen Hydrierungsprodukte von Oral-Turinabol (OT) 

Substanz Diinnschichtchromatographie* Papierchromatographiet 
Rs PWS-spray Rs PWS-Sprays 

I (Oral- 
Turinabol) 1 Gelb 1 Gelb 

II I,2 Orange 18 Orange 
III 097 Braun 172 Braun 
IV 1,2 Orange 178 Orange 
V O-7 Rot-orange 079 Rot-orange 

*Kieselgel G, Merck, System Methylenchlorid/Z% Athanol/Wasser. 
tSchleicher-Schiill2043 bm, System Bush A, 15 Std. Durchlauf. 
SPWS-Phosphorwolframslure, 15%ig in AthanoI. 

Bei der Einwirkung von Rhodotorula glutinis auf OT wurde ein UV-negatives 
Hauptumwandlungsprodukt (V) erhalten. Die mittlere Ausbeute betrug 65%. 
In geringerer Menge (< 5%) wurde ein UV-positiver Metabolit (IV) gebildet. 
Die Umwandlungsrate lag bei etwa 80%. Papier- und diinnschichtchromato- 
graphisch lieaen sich die Substanzen in den Systemen Bush A bzw. Methylen- 
chlorid/Essigester und Methylenchlorid/2% &hanol/Wasser gut trennen (Tabelle 
l).* 

Nach mehrfacher Kristallisation bis zur Schmelzpunktskonstanz wurden die 
physikalischen Daten der Umwandlungsprodukte bestimmt (Tabelle 2). 

Zur Sicherung der Konfiguration der Ringe A/B, der 3-Hydroxygruppe 
und des 4-Chloratoms wurden Derivate der mikrobiellen Hydrierungsprodukte 
hergestellt (Abb. 1). 

*Bei Versuchen, OT mit Mycobacterium smegmatis abzubauen, wurde von K. H. Biihme in 
unserer Abteilung eine Umwandlung zu 4-Chlor- 17a-methyl-testosterone festgestellt. 
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Abb. 1. Chromslure-Oxidation und katalytische Hydrierung der mit Clostridium para- 
putrificum (H2) bzw. Rhodotorula glutinis (H86) erhaltenen Hydrierungsprodukte von 

Oral-Turinabol (OT). 

Durch Chromsaureoxidation konnten die UV-negativen in die UV-*positiven 
Hydrierungsprodukte von Clostridium paraputrificum bzw. Rhodotorula glutinis 
iiberfiihrt werden. Durch Acetylierung wurden die 3-Acetate hergestellt. 

Die katalytische Hydrierung der UV-positiven Metaboliten II und IV ergab 
jeweils 2 Derivate im Verhaltnis 2: 3 (VI + VII und X+ XI). Nach der diinn- 
schichtchromatographischen Trennung erwiesen sich die in griigerer Menge 
gebildeten Derivate im chromatographischen Verhalten und hinsichtlich der 
UR-Spektren mit 5a- bzw. S/3-Dihydromethyltestosteron identisch. Von den 
chlorhaltigen Derivaten wurden auDer den UR-noch die NMR-Spektren auf- 
genommen und der Circulardichroismus gemessen (Tabelle 3). 

Tabelle 3. Physikalische Konstanten der Derivate VI und X 

OH OH 

oLJ5fcn’o~cn’ 
Ci 

UR: vi::, [cm-‘] 
1735 1735 

NMR: 

fGppm1 
MultiplizitFtt 
CH,- 17 
CH,- 18 
CH,- 19 

H -4 
Kopplungskonstante J [Hz] 

CD: h[nm] 

1,22; s 
0,86; s 
1,08; s 
4,78; d 
J,., = II,5 

313 (+0,16) 
277 (- 0,89) 
214(-0,29) 

1,22; s 
0,87; s 
1,12; s 
4,40; d 
J,, = 12,2 

320 (- 0,09) 
290 (+ 2,47) 
282 (+ 2.87) 
218 (- 1.12) 
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Die katalytische Hydrierung der UV-negativen Metaboliten 111 und V ergab 
als Hauptprodukte die in Ring A gesattigten Derivate. Aus 111 wurde aufierdem 
in geringer Menge ein Hydrierungsprodukt erhalten, das als SP/3a_Tetrahydro- 
methyltestosteron identifiziert werden konnte. Hinsichtlich des chromatographi- 
schen Verhaltens des Schmelzpunktes und des UR-Spektrums stimmte es mit 
der Vergleichsprobe iiberein. 

DlSKUSSlON 

Ausgehend von den Ergebnissen der mikrobiellen stereospezifischen Hydrie- 
rung von A4-,A1.4-,A1.4*6 und A4*6-3-Ketosteroiden durch Clostridium paraputrificum 
[2-51 wurden bei der Hydrierung des 4-Chlor-A1,4-3-Ketons OT (I) als Haupt- 
produkt das Sp-40Al-3-Keton und in geringer Menge das 5@-4-Cl-3a OH- 
Hexahydroderivat erwartet [4,5]. Abgesehen von der geringeren Umsetzungsrate 
des OT schien das Auftreten von 2 Hydrierungsprodukten (II u. III), von denen 
II ein UV-Maximum bei A 232 nm besaI3, den Erwartungen zu entsprechen. 
Uberraschend war jedoch, daI3 der UV-negative Metabolit I II durch Chromsaure- 
Oxidation in das UV-positive Hydrierungsprodukt II iiberfiihrt werden konnte. 
Dies bedeutete, da13 zwar die 3-Ketogruppe mikrobiell zur Hydroxygruppe 
reduziert wurde, jedoch nicht, wie erwartet, such die A’-Doppelbindung. Obwohl 
die mikrobielle Hydrierung mit Cl. paraputrificum bei etwa 25 verschiedenen 
ungesattigten 3-Keto-Steroiden stets zu 5p/3a-OH-Derivaten fiihrte und A1*4-3- 
Ketosteroide im allgemeinen teilweise bis zum Hexahydroderivat reduziert 
wurden, deutet das Verbleiben der A’-Doppelbindung im Ring A bei II I auf 
eine Beeinflussung des Hydrierungsverlaufes durch das 4-Chloratom hin. 
Dadurch wurde die Uberpriifung der Konfiguration der Ringverkniipfung A/B 
und der 3-Hydroxygruppe in den Umwandlungsprodukten erforderlich. In diesem 
Zusammenhang muljte such die Konfiguration des 4-Chloratoms gekliirt werden. 

Die Hefe Rhodotorula glutinis wurde bisher zur Gewinnung einiger 5a/3a- 
Hydroxymetaboliten von A4-3-Ketosteroiden verwendet, wobei Ausbeuten von 
40-45% erzielt wurden. Aus der Literatur ist bekannt[6], daf3 Rhodotorula 
mucilaginosa 4-Androsten-3,17-dion und. Testosteron in 50~13 (Y- und 5o1/3@Hy- 
droxyderivate umwandelt. Es wurde angenommen, daI3 die mit Rhodotorula glu- 
tinis aus OT erhaltenen Hydrierungsprodukte IV und V die entsprechenden 5a- 
Isomeren der Clostridium paraputrificum Metaboliten II und III darstellen. Das 
UV-negative Umwandlungsprodukt V konnte ebenfalls durch Chromsaure-Oxida- 
tion in das UV-positive Derivat mit einem UV-Maximum bei A = 232 nm iiberfiihrt 
werden. Die Ergebnisse der UR- und NMR-Messungen fiihrten zu einer Bestati- 
gung der A’-3-Ketogruppierung in II und IV. Im IR-Spektrum liegen die ent- 
sprechenden Banden bei 1700 cm-’ und 1630cm-‘bzw. 1625 cm-‘. Im NMR- 
Spektrum erscheinen die Signale des C-l -Protons infolge der Polarisation 
der Al-Doppelbindung durch die 3-Ketogruppe bei tieferem Feld als die des 
C-2-Protons [7]. Die Protonen am C-I - und C-2-Atom weisen sich durch Dubletts 
aus. Durch Chlorabspaltung unter hydrierenden Bedingungen gelang es, aus 
11 SP-Dihydromethyltestosteron und aus IV 5a-Dihydromethyltestosteron zu 
erhalten, wodurch die Verkniipfung der Ringe A/B von II und IV gesichert 
werden konnte. Da durch Chromsaure-Oxidation III in I I und V in IV iiberfuhrt 
werden konnte, ist such die Ringverkniipfung A/B in 111 und V bewiesen. Von 
111 wurde unter den gleichen hydrierenden Bedingungen 5Pl3cY-Tetrahydro- 
methyltestosteron erhalten, womit ein zusatzlicher Beweis fur die Ringverk- 
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ni_ipfung geliefert ist. Die Messung des Circulardichroismus von den Derivaten 
VI und X, in denen die Al-Doppelbindung der Umwandlungsprodukte II und 
IV entfernt ist, ergab neben einer weiteren BestSitigung der rlumlichen Anord- 
nung der Ringe A/B einen Beweis ftir die Konfiguration des 4-Chloratoms. 
Der schwache Minuseffekt bei VI ist nur mit einer S/3-H/4/3-Cl-Konfiguration 
und der Pluseffekt bei X mit einer Sa-H/4a-Cl-Konfiguration zu vereinbaren. 
Weitere Beweise fi.ir die Konfiguration des 4-Chlor-atoms wurden aus den UR- 
und NMR-Spektren erhalten. Hierzu wurden neben den Spektren der 4-Um- 
wandlungsprodukte II-V such die der Derivate VI, VIII, X und XII heran- 
gezogen, bei denen die Al-Doppelbindung entfemt wurde. In den Verbindungen 
II und IV sind die Ketonbanden im Ultrarot urn 15 cm-l sowie in VI und X 
urn etwa 25 cm-l nach hiiheren Frequenzen verschoben. Bei a-Halogenketonen 
wird dieser Effekt nur bei coplanarer Anordnung der Carbonylgruppe und des 
Halogenatoms beobachtet [8]. Somit besitzt das 4-Chloratom die lquatoriale 
Konfiguration d.h. bei Sp-Steroiden wie II und VI die /3- und in Sa-Steroiden 
wie IV und X die a-Anordnung. Die aus dem NMR-Spektren ermittelten Kem- 
spin-Kopplungskonstanten erlauben die Bestimmung der Konfiguration der 
Substituenten am Ring A. Die vicinalen Kopplungskonstanten zwischen dem 
C-4- und C-5-Proton liegen alle zwischen 10,5-14,0 Hz und lassen sich nur durch 
eine axial-axial-Kopplung der beiden Protonen erkltiren[9]. In 5a-Steroiden hat 
das 4-Chloratom somit die CY- und in S/3-Verbindungen die fi-Konfiguration. 

Bei den Sa-Verbindungen IV, V, X und XII ergibt sich auaerdem fiir den 
4-Chlor-Substituenten nach Abzug der von Ziircher [ lo] angegebenen Inkremente 
der iibrigen Substituenten ein Beitrag zur chemischen Verschiebung der 19- 
Methyl-Resonanz von 0,04-0,08 ppm. Diese kleinen Werte sind mit einer 
a-Konfiguration des 4-Chloratoms gut zu vereinbaren. Bei Sp-Steroiden sind 
sowohl fiir die CY- als such /3-Konfiguration des 4-Chloratoms nur kleine Inkre- 
mente zu erwarten. 

Ein Beweis fiir das Vorliegen einer 3a-Hydroxygruppe in den mit Clostridium 
paraputrificum erhaltenen Metaboliten III konnte durch dechlorierende Hydr- 
ierung zu 5/3/3a-Tetrahydromethyltestosteron erbracht werden. 

Ein weiterer Beweis ergab sich aus dem UR-Spektrum des 3-Acetats von III. 
Das einer squatorialen C-0-Bindung entsprechende, nicht aufgespaltene Maxi- 
mum bei 1245 cm-l, ist im Falle eines S/3-Steroids nur mit einer 3a-Acetoxy- 
gruppe vereinbar. In Ubereinstimmung damit lieferte such das NMR-Spektrum 
des III-3-Acetats den Beweis fi.ir eine 3a-Acetoxygruppe. 

Die Konfiguration der Hydroxygruppe von V wurde durch das UR-Spektrum 
des 3-Acetats und das NMR-Spektrum der freien Verbindung bestimmt. Die 
nicht aufgespaltene UR-Bande bei 1250 cm-’ zeigte eine lquatoriale C-0-Bindung 
und somit eine 3fi-Hydroxygruppe an. 

Die vicinalen Kopplungskonstanten der C-3 und C-4-Protonen in den Verbin- 
dungen III-acetat, V, VIII und XII liegen zwischen 8,2-9,5 Hz und weisen auf 
eine axial-axiale Anordnung der Protonen hin. Infolge elektronegativer Substituen- 
ten am C-3- und C-4-Atom sind die Kopplungskonstanten J3,4 kleiner als J4,5 [ 111. 
Den Hydroxygruppen in III und VIII ist somit die (Y- und in V sowie XII die 
@Konfiguration zuzuordnen. 

Durch Anwendung spezieller mikrobieller Reaktionen konnten somit von 
Oral-Turinabol (OT) vier neue Metaboliten mit hydriertem Ring A erhalten 
werden. Wie bereits in einer vorhergehenden Mitteilung berichtet wurde, ist 
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bei OT die Hydrierung des Ringes A im Verlaufe des Stoffwechsels beim Men- 
schen erschwert. So wurde nur ein Hydrierungsprodukt mit einem UV-Absorp- 
tions-Maximum bei A = 232 nm isoliert. Auch die mikrobielle Hydrierung von 
OT ist verlangsamt. Uber die vergleichende mikrobielle Metabolisierung von 
Testosteron und Testosteron-Derivaten sowie iiber Struktur-Stoffwechselbe- 
ziehungen wird in einer nachfolgenden Arbeit berichtet. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Das anabol wirksame Steroid Oral Turinabol@ (4-Chlor-I 7a-methyl- 17@hydroxy- 1,4-andro- 
stadien-3-on) wurde mit Clostridium paraputrificum und Rhodotorula glutinis hydriert. Diese Mikro- 
organismen hydrieren A4-3-Ketosteroide stereospezifisch zu 5P/3a-OH- bzw. 5a/3a-OH-Derivaten. 

Oral-Turinabol wird von Clostridium paraputriticum in 4~-Chlor-17a-methyl-17~-hydroxy-5~-1- 
androsten-3-on und 4/3-Chlor- 17a-methyl-3cr, I7fl-dihydroxy-5p- I -androsten umgewandelt und 
von Rhodotorula glutinis in 4a-Chlor- l7cY-methyl- l7P-hydroxy-Sa- I-androsten-3-on und ilru-Chlor- 
17a-methyl-3/3,17p-dihydroxy-5a- I -androsten. 

Im Verlaufe von Stoffwechseluntersuchungen beim Menschen wurde eine stark verminderte 
Metabolisierung von Oral-Turinabol zu Hydrierungsprodukten festgestellt. Die mikrobielle Hyd- 
rierung ist ebenfalls verlangsamt. 


