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SUMMARY 

The first enzymatic hydrogenation of au aromatic system of steroids is described. 17a-Ethmyl- 
estradiol (iPa-Ethinyl-1,3,5(10)-estratriene-3,17/3-diol) has been transformed by Aspergillus 
flaws to IO@-Hydroxyl-19-nor-ethisterone (17ol-Ethinyl-10&17@-dithydroxy-4-estren-3-one). 

EINLEITUNG 

DIE ENZYMATISCHE Hydrierung des aromatischen Systems bei Steroiden wurde 
bisher nicht beschrieben. Bekannt sind Konjugat~dung, Hydroxylierungs- und 
Abbaureaktionen am aromatischen Ring A [ l-61. Da eine Hydrierung des 
aromatischen Systems als Stoffwechseheaktion nicht erwartet wurde, war es fir 
uns urn so erstaunlicher, in Fermentationskulturen von Aspergillus flavus mit 
17cr-Athinyliistradiol ein 4-en-3-Keton aufzufinden. Im nachfolgenden sol1 iiber 
Bildung, Isolierung und Iden~~ie~g des neuen Me~~~ten berichtet werden. 

Steroide 
MATERIAL UND METHODEN 

Zur Fermentation wurden folgende Steroide verwendet: 17ol-Athinyliistradiol 
( 17o&hinyl-1,3,5( 10~iistratrien-3,17@diol) VEB Jenapharm, Norathisteron 
(17a-Athinyl- 17~-hydroxy-4-~s~en-3-on) VEB Jenapharm, Lynestrenol (17cr- 
Athinyl4Sstren- 17p-01) Upjohn und Norethynodrel ( 17tr-Athinyl- 17p-hydroxy- 
5( lo)-Wren-3-on) Searle. 

Fermentation 
Aspergiiius flavus 98/l 3 wurde 3 Tage bei 28°C auf Malzagarschr@ohrchen 

angeziichtet. Mit je einem Rohrehen wurden zwei 500 ~-R~~ol~n, die 100 ml 
Malzwasser enthielten, beimpft und weitere zwei Tage bei 28°C auf einem 
Rundschwingtisch kultiviert. Dann erfolgte die Zugabe von 10 mg Steroid, 
gel&t in OS ml Aceton, je Kolben. Die Fermentation verlief in weiteren 2 Tagen 
ebenfalls bei 28°C auf dem Rundschwingtisch. Die gesamte Fermentationskultur 
wurde mehrmals mit Chloroform extrahiert, die vereinigten Extrakte im Vakuum 
eingeengt und zur Trockne gebracht. 

Diinnschichtchromaiographie 
Fur die praparative Diinnschichtchromatographie wurden 80 X 20 cm grohe 

Glasplatten verwendet, die mit einer 1 mm dicken Schicht Kieselgel D (VEB 
Chemiewerk Greiz-Dolau) beschichtet wurden. Das Kieselgel enthielt 3% 
Leuchtstoff N 40 griin (VEB LeuchtstotI’werk Bad Liebenstein) zur Sicht- 
barmachung UV-positiver Substanzen bei 254nm. Zur Iden~e~ng der 
Metaboliten wurden Platten mit Schichtdicken von 0,25 mm verwendet. 
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Zur Lokalisierung der Substanzen dienten neben der UV-Fluoreszenz ver- 
schiedene A~~r~ve~~ren~ Bespriihen der Platten mit lO%iger alkoho~scher 
Phospho~o~~s~urel~sung und nac~olgende Erhi~ung auf ca. 130°C und die 
Tumbullsblau-Reaktion mit l%igen wl&igen Losungen von FeCl, und &[Fe- 
(CN),] fur phenol&he Substanzen. 

Verfahren zur I~en?~zierung 
Zum Vergleich des Schmelzpunktes, des diinnschicht- und gaschromato- 

graphischen Verhaltens, der UV- und IR-Spektren wurde synthetisch hergestell- 
tes 17a-Athinyl- lop, 17p-dihydroxy-4-ostren-3-on verwendet. AuSerdem wurden 
von der isolierten Substanz NMR- und Massenspektren angefe~igt. 

Zur Schmelzpunktbestimmung diente ein Mikroheiztisch der Firma Kiistner- 
KG (Dresden). Die Messung der UV-Absorption in Athanol erfolgte mit einem 
Unicam SP-700-Spektralphotometer. Die Infrarotspektren wurden unter An- 
wendung der Mikrotechnik (KBr-Pellets, Querschnitt 2 mmz, Schichtdicke I mm) 

mit einem URIO-Spektralphotometer (VEB Carl Zeiss, Jena) registriert. Die 
NMR-A~na~en wurden mit den Spektrometem HA-100 (Varian) und ZKR 
60 (VEB Carl Zeiss, Jena) aufgenommen; Losungsmittel CDCl,, intemer Stan- 
dard Tetramethylsilan. Die Massenspektrometrie mit positiver und negativer 
Ionisierung wurde mit einem Geriit des Forschungsinstituts “Manfred von 
Ardenne” Dresden ausge~h~. Fiir die gaschromatographischen Besti~ungen 
wurde ein Aerograph 1520 unter folgenden Bedingungen verwendet: Glassaule, 
spiralformig, 2000 x 2,5 mm (ID); 5% SE 30 auf Gaschrom Q (60-80 mesh): 
Ffa~enionisationsdetektor; Trligergas Argon, S~ulentempe~tur: 2OO”C, 
Detektor: 29O”C, Injektor: 280°C. 

Ergebnisse 
Umwandlung von 17&thinylSstradiol zu lop-Hydroxy- 19norathisteron 

(17c&thinyl- lo& 17P-dihydroxy-4-ostren-3-on). Aus der Fermentation?ultur 
von Aspergillus flavus mit 17~-~thinyl~stradiol wurden nach mehrmaliger 
Extraktion mit Chloroform und d~nnschichtchromatographischer Auftrennung 4 
UV-positive Metaboliten aufgefunden, wovon drei als 4-, 6a- und Ci@Monohy- 
droxylierungsprodukte des 17cr-Athinylostradiols identihziert wurden (Publika- 
tion in Vorbereitung). Im System Cyclohexan/Butanol (v/v 10 : 3) konnte der 4. 
Metabolit mit dem Rf-Wet-t 0,46 durch ziegelrote Fgrbung mit Phospho~o~- 
rams5ure nachgewiesen werden. Durch prgparative D~nns~~chtchromato- 
graphie wurden in 30% Ausbeute, bezogen auf eingesetztes 17cu-Athinyliistradiol, 
14 mg dieses Metaboliten fur die ldentifizierung in reiner Form als rhombische 
Kristalle mit dem Schmefzpunkt 265-268°C (Aceton) isoliert. Bemerkens- 
werterweise war im UV-Spektrum die fiir phenofische Steroide charakteristische 
Bande bei 282 nm nicht zu beobachten; dagegen trat ein Absorptionsmaximum 
bei 235 nm auf, welches fur eine 4-en-3-Ketogruppierung spricht. Die ausge- 
prsgten Banden bei 1622 und 1670 cm-’ im IR-Spektrum beststigten diesen 
Befund. Eine 1,4-dien-3-Keto~ppie~ng konnte durch Vergleich mit IR- 
Aufnahmen entsprechender Verbindungen ausgeschlossen werden. Aus dem 
Massenspektrum mit positiver Ionisierung wurde ein Molekulargewicht von 3 14 
ermittelt. Davon Is& sich die molekulare Zusammensetzung von C,,HzsO, 
(3 14,4) ableiten. Weitere ch~~te~stische Banden traten bei 3 13 (M-l), 296 
(M-18, H~O-Abspaltung) und 124 (C,H,O,, Spaltung des Molek~ls zwischen 
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C&Z, und C,-C,,) auf. Im Massenspektrum mit negativer Ionisierung wurden 2 
ausgepragte Banden bei 3 12 (M-2) und 294 (M-2- 18, H,O-Abspaltung) gefunden. 
Das Molgewicht des Metaboliten Ia& gegeniiber der Ausgangssubstanz eine 
zusatzliche Sauerstoff-Fu~tion und die Aufnahme von 2 W~sers~ffatomen 
erkennen. Da die Acetylierung mit Acetanhydrid in Pyridin und die Oxydation 
mit Chromsaure in Eisessig zu keinem Derivat fiihrten, war anzunehmen, da8 es 
sich bei der eingefihrten Sauerstoff-Funktion urn eine tertiare Hydroxylgruppe 
handelt, die durch das NMR-Spektrum bewiesen werden konnte. Gegeniiber 
der Vergleichssubstanz Norathisteron zeigt das Singulett bei 5,011 ppm diese 
zusatzliche tertiare Hy~oxy~ppe an, da kein Signal eines weiteren zuge- 
hiirigen Protons auftritt. Die Lage des 18CH,-Signals blieb unbeeinfluht, so dab 
die Positionen 813 und 14~~ ausgeschlossen werden konnten; als misgliche Posi- 
tionen verblieben 9a und log. Da die Dehydratisierung mit p-Toluolsulfonsaure 
in Benz01 wieder zum phenolischen Ring A fiihrte, wurde die 108Stellung wahr- 
scheinlich gemacht. Der endgiiltige Beweis, da13 es sich bei dem mikrobiell gebil- 
deten Me~bo~ten tats~ch~~h urn 108-Hydroxy- 19-nor-~~isteron handelt, wurde 
durch Vergleich mit der synthetisch hergestellten Verbindung[7] erbracht. Die 
Identitat beider Verbindungen wurde durch Priifung des Mischschmelzpunktes 
(F = 261_267,5”C), Vergleich der IR-Spektren, die in allen Einzelheiten iiberein- 
stimmten und der Retentionszeiten bei der Gaschromatographie (26,8 min) 
bewiesen. 

Urnw~~u~ von Nor~thisteron, Lynestrenol und Nore~yn~rel zu 10s 
Hydroxy- 19norathisteron. 

Die Fermentation von Aspergillus jImus mit drei nichtaromatischen 17a- 
Athinyl- 19norsteroiden mit unterschiedlichen Strukturmerkmalen im Ring A 
fiihrte iibereinstimmend zu 10/3-Hydroxy-19-norkthisteron (V). Im Falle des 
Nor~thisterons (II) verlief die loo-Hydroxy~e~ng in 25%iger Ausbeute. Der 
IO&Metabolit (V) konnte in gleicher Ausbeute such aus Lynestrenol (III) 
erhalten werden, wobei hier eine zusgtzliche Sauerstoff-Funktion in 3-Stellung 
eingefiihrt wird. Dagegen betragt die Ausbeute bei Einsatz von Norethynodrel 
(IV) nur 5%. Offenbar ist hier die Isomerisierung der Doppelbindung von 
5( 10) nach 4 (5) der begrenzende Schritt. 

Weitere Umw~ndl~n~sver~uche 
Urn die Strukturabh&&keit der Hydrierungs- und Hydroxylierungsreaktion 

Abb. 1. Bildung von 17~.&thinyl-IO& 17/3-dihydroxy-4-iistren-3-on durch Aspergillus 
flaws. I 17a-~thinyl-1,3,5(10)-i5stratrien-3,17~-diol, II 17a-Athinyl-17@-hydroxy-4- 
iistren-3-on, III 17a-Athinyl-4-iistren-17p-01, IV 17~Athinyl-17/Shydroxy-5( lO)- 

Bstren-3-o% V 17~Athinyl-lO& 17fi-dihydroxy-4-Gstren-3-011. 
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sowie den Eiiul3 von Luftsauerstoff zu priifen, wurden Versuche zur Umwand- 
lung der inder Tabelle angegebenen,Steroide mit Aspergillus flavus unter aeroben 
und anaeroben .Bedingungen (Evakuieren, Argonatmosph2ire) durchgefiihrt. 

Es zeigte sich, da8 sowohl die Hydrierung des aromatischen Ringes A als 
such die loo-Hy~oxy~e~g die Anwesenheit der 17~-A~y~p~ voraus- 
setzt. Auch die 17a-Methylgruppe bewirkt in geringem MaI3e die Ausbildung 
eines entsprechenden.Reaktionsproduktes. 

Tabelle 1 

Aerobe Umwandlung 

Hydrierung 1OpHydroxylierung 
8stradioP - - 

19-NortestosterotP - - 

3-DesoxytestosterotP - - 

17~-Me~yl~s~io~~ + + 
19-Nor- I-androsten-3,17-dion + ? 
l &Androstadien-3,17-dion + - 

NorgestreP - - 

Anaerobe Umwandhmg 

~thinyl~st~iol 
iistradiol 
Norathisteron 

+ - 
- - 
- - 

DISKUSSION DER ERGEBNISSE 

Die vorstehend beschriebenen Ergebnisse zeigen; da8 die enzymatische Um- 
wandlung eines Ring A aromatisierten Steroids zu einem 4-en-3Ketosteroid 
miiglich ist. Gleichzeitig wurde eine loo-Hydroxy~p~ eingefiihrt. Fur die 
Bildung von loo-Hy~oxy-19-nor~~isteron (V) aus 17~-~~inyl~str~iol (I) 
kiinnen zwei Wege in Betracht gezogen werden. Voraussetzung fiir beide Wege 
diirfte die Umkehrbarkeit der Dienon-Phenol-Umlagerung zum 1,4-dien-3-Keton 
sein. Der Pilz besitzt u.a. die FZhigkeit der Hydrierung der 1 -en-Doppelbindung 
und der loo-Hydroxy~e~ng. So konnten wir, ausgehend von I7cx-Athinylostra- 
diol, unter Sauerstoffauss~hlu~ in etwa 3%iger Ausbeute 19-Nor-~~isteron 
erhalten. Die I-en-Doppelbindung des 19-Nor- 1-androsten-3,17-dions wurde 
such unter aeroben Bedingungen hydriert. Die lO@Hydroxylierung beobachteten 
wir jedoch nicht nur ausgehend von 17a&hinylostradiol, sondem wie oben 
beschrieben, such ausgehend von Norathisteron. Daraus ergibt sich, dal3 der 
R~ktionsablauf iiber die 1 -Hydrierung und die nachfolgende 1 O&Hydroxylie- 
rung mijglich ist. Die K&rung, ob durch eine loo-Hydroxylie~ng das 1,4-dien-3- 
Keton aus dem Tautomerie-Gleichgewicht entfemt und anschlieRend die l-en- 
Doppelbindung hydriert werden kann, bleibt weiteren Untersuchungen 
vorbehalten. Die Bildung eines p-Chinols aus astradiol durch Pilztyrosinase 
wurde bereits 1940 von Westerfeld[S] gefunden und als Inaktivierungsschritt 
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des Hormons postuliert. Hecker und Mitarbeiter[9-111 fanden das gleiche 
p-Chinol, ausgehend von ijstron- und &tradiol, mit Rattenlebermikrosomen. 
Eine Hyd~e~ng zum 4-en-3-Keton wurde nicht ~obachtet. In unseren Versu- 
then mit Aspergjllus~u~us beobachteten wir mit &radio1 als Substrat weder eine 
lop-Hydroxylierung noch eine Hydrierung. Bei Einsatz von 19-Nortestosteron 
konnte ebenfalls keine 10/3-Hydroxylierung gefunden werden. Das bedeutet, da6 
die oben beschriebene Hydrierung und Hydroxylierung von der Anwesenheit 
des 17aSubstituenten abharrgt. Der Einflug der 17c&hinylgnrppe erscheint 
besonders ausgepragt (Umwandhmg bis zu 30%), wahrend eine 17a-Methylgrup- 
pe nur einen geringen Einflug ausiibt (Umw~~ung ca. 3%). Auch die Ein- 
fiihrung der loo-Hydroxy~p~ in 4-en-3-Ket~l9-no~erb~dungen ist mit 
Aspergillus j%vus an das Vorhandensein der 17a-Athinyl~ppe gebunden, denn 
mit 1PNortestosteron konnte keine lO@Hydroxylierung erhalten werden. Diese 
Eigenschaft scheint jedoch stammspezifisch zu sein, denn J. de Flines u. 
Mitarbeiter[ 121 konnten mit Botrytis paeoniae eine lop-Hydroxygruppe in 19- 
Nortestosteron einfuhren. 

Das Enzymmuster von Aspergillus flavus zur Umwandlung von Steroiden 
ist sehr vieKdtig. Es umfa& ~d~ierb~ Enzyme zum Abbau von Steroiden [ 131 
und ein bisher nicht zellfrei erhaltenes Hyd~xylasesystem, das in Ab~~~~eit 
von der Struktur des Steroidsubstrats in verschiedene Positionen des Molekiils 
Hydroxylgruppen einfilhren kann[l4]. Auch die hier beschriebene Hydrierung 
des aromatischen Systems in Verbindung mit der lob-Hydroxylierung konnte 
nicht zellfrei erhalten werden. Als besondere Leistung des Stammes ist die 
Sulfokonjugierung von &tron und &radio1 in 3-Stellung, die bisher nur beim 
Saugetier beobachtet wurde, zu erwGhnen[5]. 

Die st~s~~schen Leistungen von M~~~~srnen in Abh~~eit 
von der Struktur des Substrats sind natiirlich nicht ve~lgerne~e~ngs~h~ fur 
den StotIwechsel von Steroiden beim Menschen. Sie geben jedoch eine Aussage 
uber biologisch miigliche Struktur-Stotfwechsel-Beziehungen. Am Beispiel von 
Aspergillus flavus wird aufgezeigt, dal3 eine 17a_Athinylgruppe, wie sie in zahl- 
reichen Pharmaka enthalten ist, einen vollig veranderten StofBvechsel bewirken 

kann. Die hier erstmals beobachtete enzymatische Hydrierung eines aromati- 
schen Systems eroffnet eine bisher unbekannte Sto~echse~ch~ng. 

Da in ausgew~lten Fallen M~oo~smen als Modelle fur das Studium 
enzymatischer Reaktionen verwendet werden kiinnen, die such im S%l.lggtier- 
organismus ablaufen, stellt sich die Frage, ob der hier beschriebene Reaktiongtyp 
unter bestimmten Bedingungen im Steroidstoffwechsel vorkommt. 
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