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SUMMARY 

Aspergillrrs fruuus degradates progesterone in the same way as bacteria. but an alternative 
pathway leads through testololactone to a corresponding keto acid with the remaining lactone 
ring. At this stage of metabolism the lactone ring was enzymatically reconverted into the 
S-ring ketone. 

EINLEITUNG 

BAKTERIEN aus verschiedenen Gattungen, wie Streptomyces. Nocardia, Myco- 
bacterium. Corynebacterium und Pseudomonas konnen das Steranskelett 
abbauen [ 11. Bei Pilzen ist ein solcher Abbau bisher nicht beschrieben worden. 
Von Aspergillus flavus sind zahlreiche Hydroxylierungsreaktionen und die 
Laktonisierung von Steroiden bekannt geworden[2]. Wir wlhlten diesen Stamm 
als Model1 aus. urn Struktur-Stoffwechselbeziehungen bei Steroiden zu unter- 
suchen. Dabei wurde der Abbau des Steranskeletts bei Pilzen entdeckt, sowie in 
Abhangigkeit von Substrat und Fermentationsbedingungen alternative Stoff- 
wechselwege aufgefunden. Uberraschenderweise wurde ein neuer enzymatischer 
Reaktionstyp entdeckt. Die durch eine Laktonisierung hervorgerufene offnung 
einer C-C-Bindung im D-Ring kann auf einer spateren Stufe des Stoffwechsels 
wieder geschlossen werden. 

Substrate 
MATERIAL UND METHODEN 

Zur fermentativen Darstellung der [2-3H-]Lakton-Abbau-Saure (VI) diente 
[ 16-3H-]Progesteron (I), welches zunachst mit Penicillium chrysogenum in 
[ 16-“H-]Testololacton (II) umgewandelt wurde [3]. Durch mikrobiellen Abbau 
dieser Verbindung mit Nocardia restrictus wurde die [2-3H-]Lakton-S%.tre (VI) 
erhalten [4]. 

Chronzcrtogruphie 

Die Diinnschichtchromatographie wurde mit Kieselgel G (Merck) fiir 
Steroide in dem System Benzol/Athylacetat (1: 1. v/v) und fur Abbausauren in 
dem System Chloroform/Athylacetat/Ameisenslure (5 : 4: 1. v/v/v) ausgefiihrt. 
Die Papierchromatographie erfolgte absteigend auf Schleicher-Schiill-Papier 
2043 bm in den Systemen Bush B- 1 Benzin (loo- 120”)/Benzol/Methanol/Wasser 
(5 : 5 : 7 : 3. v/v/v/v) und Toluol/tert. Butanol/Eisessig/Wasser (255 : 245 : 90 : 2 10. 
v/v/v/v) fur Sluren. Die Abbausauren wurden auf der Diinnschicht und auf dem 
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Abb. I. Mikrobielie Darsteilung der I-3H-Lacton-AbbausPure (VI) aus 16-,‘H-Proges- 
eron aus (I) iiber lestolakton t I If. 

Papier mit einer 0,04%igen alkoholischen Losung von Bromkresolgriin ange- 
farbt. Afs weitere Anfarbereagenzien kamen eine O,Z%ige Losung con 2.4- 
Dinitrophenylhydrazin in 2n HCI (fur die Diinnschicht) und das Zimmermann- 
Reagens (fur Papierchromatogramme) zur Anwendung. Das gaschromatogra- 
phische Verhalten der Methylester der Abbaus~uren wurde mit einem Gaschro- 
matograph des Typs Aerograph 1520 unter folgenden Bedingungen untersucht: 
spiralfiirmige Glassaule 3000 x 2.5 mm (fichte Weite); 2% XE 60 auf Gaschrom 
Q (80- 100 mesh). Flammenionisationsdetektor: Tragergas Argon: Saulentem- 
peratur: 190°C. Injektor: 255°C Detektor: 260°C. Die Ermittlung der genauen 
Retentionsdaten erfolgte mit dem efektronischen Digitalintegrator Model1 480 
(Va~an-Aerograph). 

Radioaktivitiitsmessungen 

Die radioaktiven Diinnschicht- und Papierchromatogramme wurden mit 
einem MethandurchfluRz~hfrohr und einem linearen Impulsdichteschreiber 
VA-D-53 (VEB Vacutronik) ausgewertet. Als Transportvo~ichtung diente der 
Scanner LB 2721 der Firma Berthofd (Wildbad). Die quantitative Bestimmung 
der Radioaktivitat erfofgte mit dem Tri-Carb-Liquid Scintillation Spektrometer 
Modelf 3375 (Packard). Als Scintiffationsfliissigkeit diente eine Losung von 
PPO und POPOP in Tofuof. Die Ztihfeffektivittit fag bei 40%. der background 
betrug 3 5 cpm. 

Fermentation 

(a) 100 ml Malzwasser in einem 500 ml-Rundkolben wurden mit einer Schrag- 
agarkuftur von Aspergillus flavus 98/2. (Malzager. 3 Tage, 28”) beimpft. Die 
weitere Kultivierung erfofgte bei 28°C auf einem Rundschwingtisch. Nach 48 
Stunden wurden 20 mg Progesteron in 1 ml Azeton zugegeben und nach weiteren 
48 Stunden wurde das Kufturmedium fiftriert. Das gewaschene Mycel wurde 
bei -20°C fur weitere Umwandlungsversuche (siehe c) aufbewahrt. Das Fiftrat 
wurde vor der Aufarbeitung mit verd. HCI auf pH3 eingestellt. 

(b) Aspergiffus flavus wurde wie vorher beschrieben angeziichtet. Nach 2 
Tagen wurde das Mycef abfiftriert. mit einer Safzlosung- bestehend aus 3 g 
(NH~)*HPO~, 1 g KH,PO,, 8 g (NH&SO, und I g MgCf,6H20 in I Liter 
Wasser-gewaschen und in der gleichen Losung resuspendiert. 10 mg Steroid 
bzw. Abbausaure, gel&t in 025 ml Aceton, wurden zu jeweifs 100 ml Suspension 
gegeben. Die Umwandfung erfofgte innerhafb 48 Stunden bei 28°C unter Schiit- 
tefn. Nach Abfiltrieren des Mycefs wurde das Kulturhftrat mit verd. HCI auf pH 
3 angesiuert und wie nachstehend beschrieben aufgearbeitet. 
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(c) 2 g des nach der Fermentationsbedingung (b) mit Progesteron erhaltenen 
Mycels wurden in 100 ml der unter (b) beschriebenen Salzlijsung resuspendiert, 
mit 10 mg Steroid oder Abbausiure 48-72 Std. bei 28°C unter Schiitteln inkubiert 
und in analoger Weise weiter behandelt. 

lsolierung der Fermentationsprodukte 
Das angesluerte Filtrat wurde 3 ma1 mit Chloroform extrahiert. Die Ausziige 

wurden vereinigt, ilber Na$O, getrocknet und eingedampft. Der Rohextrakt 
wurde in Benzol/Ather (1: 1, v/v) aufgenommen und zur Abtrennung der Abbau- 
shren 2 ma1 mit gesattigter NaHCO,-Liisung ausgeschilttelt. Die NaHCO,- 
Liisung wurde mit verd. HCl angesauert und mit Chloroform extrahiert (Slure- 
Anteil). Die mit Wasser gewaschene und mit Na,S04 getrocknete Benzol-Ather- 
losung ergab nach dem Eindampfen den Neutralanteil. Beide Anteile wurden in 
den entsprechenden Systemen diinnschicht- und papierchromatographisch 
aufgetrennt. Die weitere ldentifizierung der Substanzen erfolgte durch chroma- 
tographischen Vergleich mit Testsubstanzen sowie nach Elution und Kristallisa- 
tion durch Schmelzpunkts- und Mischschmelzpunkts-Bestimmung. 

ERGEBNISSE 

Bei der Biotransformation von Progesteron mit Aspergilfus flaws unter 
Fermentationsbedingung (a) und (b) lie8 sich nach 48-stiindiger lnkubation nur 
noch ca 50% mit Chloroform extrahierbares Material auffinden. Davon konnten 
5% saurer Anteil abgetrennt werden. Durch anschliel3ende papier- und diinn- 
schichtchromatographische Untersuchungen wurden im Neutralanteil neben 
wenig 4-Androstendion und 1,6Androstadiendion relativ vie1 Testololakton 
und etwas I-Dehydrotestololakton sowie 3 nicht naher identifizierte polare 
Hydroxylierungsprodukte festgestellt. Aus dem sauren Anteil wurden papier- und 
anschliegend diinnschichtchromatographisch 3 verschiedene Abbauduren iso- 
liert und als die schon beschriebenen 7a-Methylhexahydroindan-1,5-dion-4a 
(3-propionsfure), 7a-Methyl-5,6,7,7a~tetrahydroindan-l,5-dion-4cr-(3-propion- 
dure) und 1 -Methyl-cyclohexan- 1 -ol-4-on-2,3-dipropionsaurelacton identifiziert. 

Die in Abb. 2 dargestellten Reaktionsfolgen wurden dadurch gesichert. da8 
die isolierten Umwandlungsprodukte einzeln wieder eingesetzt wurden: Die 3 
Abbausauren (VI. VI I, VI II) wurden unter den Fermentations-bedingungen (a) 
und (b) nicht weiter umgewandelt. Dagegen gelang es mit einem Mycel von 

Tabelle I. Schmelzpunkte und chromatographisches Verhalten der mikrobiellen Transformations- 
rodukte 

lsolierte Substanzen 
RF-Wert Retentionszeit 

Schmelzpunkt (“C) PCG DSC des ME (mitt) 

Testololakton 
I-Dehydro-Testololakton 
7a-Methylhexahydroindan-I .5-dion- 

4a-(3-propionsaure) 

7a-Methyl-5.6.7.7a-tetrahydroindan- 
I .5-dion-4n-(3-propionsaure) 

1 -Methyl-cyclohexan- I -ol-4-on-2.3- 
dipropionslurelacton 

208-2 IO 0.35 0.33 
217-219 0.14 0.25 
109-111 0.58 0.44 11,6 

139-142 0.50 0.42 3.4 

129-131 0.25 0.29 58.6 
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Abb. 2. Stoffwechselwege des Progesterons bei ~spr,:~i//~~.s~~rr~c.v. 

Aspergihs jluuus, welches mit Progesteron induziert worden war (Fermen- 

tationsbedingung (c)J. die Abbausgure VIII in die Abbausaure \ i I zu iiberfiihren 

und letztere vollstandig abzubauen (Tabelle 2). uberraschenderweise wurde unter 

diesen Bedingungen die Abbausgure VI mit Laktonring in die Abbausgure VII 

mit dem 5-Ringketon umgewandelt. Urn diesen Bef’und abzusichern und urn die 

Miiglichkeit der Bildung von Abbausgure VI I aus dem zur lnduktion eingesetzten 

Progesteron auszuschliefien. wurde Abbausgure VI 1 eingesetzt. die in Position 

1 mit Tritium markiert war. Die Position 2 der Abbausgure entspricht der Posi- 
tion 16 der Steroidnomenklatur. Es wurden Fermentationsansgtze unter der 

Bedingung (c) durchgefiihrt, bei denen unterschiedliche spezifische Aktivitsten 

fiir die eingesetzte Abbausgure angewendet wurden. Bei beiden An&Zen konnte 

radioaktive Abbausgure VI I gefunden werden. wobei deren spezifische Akti- 
vidt mit der theoretisch zu erwartenden iibereinstimmte. 

Ansatz I An5atz 1 

Spez. Akt. VI: 5.63 x IOF VI: 23.6X IO” 

dpm/m mole VII: 5.56X 10~ VII: 11.9x IO” 

Die Ausbeuten an Abbausaure VII lagen bei 25% (Ansatz I) und 60% 
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Tabelle Il. Umwandlung bzw. Abbau von Pro 
gesteron unter verschiedenen Fermentations- 

bedingungen: a = Malzwasserkultur. b = Mycel 
in Mineralsalzliisung, c = progesteroninduziertes 
M ycel in Mineralsalzliisung, + U mwandlung 
bzw. Abbau nach Abb. 1. - keine Umwandlung 

oder Abbau 

Fermentationsbedingung 
Substrat a t-l C 

Progesteron + + + 

Testololakton + + + 
AbbauslureVl - - ’ + 
Abbausaure VI I - - + 
AbbauslureVlll - - + 

(Ansatz 2) des sauren Anteils. Die R,-Werte auf Diinnschicht- und Papierchroma- 
togrammen. die Retentionszeit sowie der Schmelzpunkt stimmten mit den Werten 
der authentischen Abbausfure VI1 iiberein. 

Aus Ansatz 2 wurden 5 pg des Methylesters (ME) der Abbauslure VI 1 einer 
Gaschromatographie unterzogen, der entsprechende Peak fraktioniert und die 
Radioaktivitat gemessen. Es wurde ein Wert von 446 dpm iiber dem Nulleffekt 
ermittelt. Aus diesem Wert errechnet sich eine spezifische Aktivitat von 22.5 x 
lo6 dpm/m mol, die mit den oben angegebenen Werten iibereinstimmt. 

DISKUSSION 

Ci-, C,,-. C,,- und C,,-Steroide werden bei Bakterien nach einem einheit- 
lichen Schema iiber eine Perhydroindansaure (VI I) abgebaut. Bei Pilzen. z.B. bei 
Aspergillus _@avus. gibt es Altemativwege des Steroidstoffwechsels und so in- 
teressiert die Frage. ob such hier der gleiche Abbauweg beschritten wird. Die 
Auffindung der gleichen Perhydroindansaure als Abbauprodukt des Progesterons 
bei Bakterien und Pilzen weist erneut auf die prinzipielle Einheitlichkeit bio- 
chemischer Prozesse in der Natur hin. Der Abbau des Steranskeletts nach den 
bekannten Mechanismen beginnt mit einer offnung des Ringes B. lnsofem war 
die Frage zu priifen. ob iiber die bei Aspergilfus J%ZUUS bekannte offnung des 
5-Ringes zu einem Lakton ein weiterer Abbau miiglich ist. Hier ergab sich nun 
die erstaunliche Feststellung. da.0 die aus dem Testololakton erhaltene Abbaus- 
sure Vl unter Entfernung des Sauerstoffs aus Ring D in die Perhydroindanslure 
V 11 iiberfijhrt wird. Es handelt sich hierbei urn die Kniipfung einer C-C-Bindung 
zu einem carbocyclischen Ring aus einem heterocyclischen Ring. Fur die en- 
zymatische Transformation eines 6-Ring-Laktons in ein 5-Ring-Keton ist uns 
kein Beispiel bekannt. Bemerkenswert ist der Umstand, da13 die Eliminierung des 
Sauerstoffs und der Abbau der Perhydroindansaure nur nach Induktion des 
Aspergilfus flavus mit Progesteron erfolgt. Mit dem enzymatischen Schritt 
VI -+ V 1 I ist eine Verknlipfung von 2 Stoffwechselwegen gegeben. 
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