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SUMMARY

The first enzymatic hydrogenation of an aromatic system of steroids is described. 17a-Ethinyl-
estradiol (17¢-Ethinyl-1,3,5(10)-estratriene-3,178-diol) has been transformed by Aspergillus
Slavus to 108-Hydroxyl-19-nor-ethisterone (17a-Ethinyl-108,17 8-dithydroxy-4-estren-3-one).

EINLEITUNG

Die enzyMaTIsCHE Hydrierung des aromatischen Systems bei Steroiden wurde
bisher nicht beschrieben. Bekannt sind Konjugatbildung, Hydroxylierungs- und
Abbaureaktionen am aromatischen Ring A[1-6]. Da eine Hydrierung des
aromatischen Systems als Stoffwechselreaktion nicht erwartet wurde, war es fiir
uns um so erstaunlicher, in Fermentationskulturen von Aspergillus flavus mit
17a-Athinylostradiol ein- 4-en-3-Keton aufzufinden. Im nachfolgenden soll iiber
Bildung, Isolierung und Identifizierung des neuen Metaboliten berichtet werden.

MATERIAL UND METHODEN
Steroide )

Zur Fermentation wurden folgende Steroide verwendet: 17a-Athinylostradiol
(17a-Athinyl-1,3,5(10)-0stratrien-3,178- -diol) VEB Jenapharm, Norithisteron
(17a-AthmyI-17B-hydroxy-4-ostren—3-on) VEB Jenapharm, Lynestrenol (17a-
Athinyl-4-ostren-178-0l) Upjohn und Norethynodrel (17a-Athinyl-178-hydroxy-
5(10)-Ostren-3-on) Searle.

Fermentation

Aspergillus flavus 9813 wurde 3 Tage bei 28°C auf Malzagarschragrohrchen
angeziichtet. Mit je einem Rohrchen wurden zwei 500 ml-Rundkolben, die 100 ml
Malzwasser enthielten, beimpft und weitere zwei Tage bei 28°C auf einem
Rundschwingtisch kultiviert. Dann- erfolgte die Zugabe von 10mg Steroid,
gelost in 0,5 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.

Diinnschichtchromatographie

Fiir die praparative Diinnschichtchromatographie wurden 80 X 20 cm grofie
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 Leuchtstoffwerk Bad Liebenstein) zur Sicht-
barmachung UV-positiver Substanzen bei 254nm. Zur Identifizierung 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 Anfirbeverfahren: Besprithen der Platten mit 10%iger alkoholischer
Phosphorwolframsiurelosung und nachfolgende Erhitzung auf ca. 130°C und die
Turnbullsblau-Reaktion mit 1%igen wifirigen Losungen von FeCly und Kj[Fe-
(CN),] fiir phenolische Substanzen.

Verfahren zur Identifizierung

Zum Vergleich des Schmelzpunktes, des diinnschicht- und gaschromato-
graphischen Verhaltens, der UV- und IR-Spektren wurde synthetisch hergestell-
tes 17a-Athinyl-108, 178-dihydroxy-4-ostren-3-on verwendet. Auerdem wurden
von der isolierten Substanz NMR- und Massenspektren angefertigt.

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 mm?, Schichtdicke 1 mm)
mit einem URI10-Spektralphotometer (VEB Carl Zeiss, Jena) registriert. Die
NMR-Aufnahmen wurden mit den Spektrometern HA-100 (Varian) und ZKR
60 (VEB Carl Zeiss, Jena) aufgenommen; Losungsmittel CDCl;, interner Stan-
dard Tetramethylsilan. Die Massenspektrometrie mit positiver und negativer
Ionisierung wurde mit einem Gerét des Forschungsinstituts “Manfred von
Ardenne” Dresden ausgefiihrt. Fiir die gaschromatographischen Bestimmungen
wurde ein Aerograph 1520 unter folgenden Bedingungen verwendet: Glassiule,
spiralférmig, 2000 x 2,5 mm (ID); 5% SE 30 auf Gaschrom Q (60-80 mesh);
Flammenionisationsdetektor; Trigergas Argon, Saulentemperatur: 200°C,
Detektor: 290°C, Injektor: 280°C.

Ergebnisse

Umwandlung von 17a-Athinylostradiol zu 108-Hydroxy-19-norithisteron
(17a-Athinyl-108,178-dihydroxy-4-stren-3-on). Aus der Fermentationskultur
von Aspergillus flavus mit 17a-Athinylostradiol wurden nach mehrmaliger
Extraktion mit Chloroform und diinnschichtchromatographischer Auftrennung 4
UV-positive Metaboliten aufgefunden, wovon drei als 4-, 6c- und 63-Monohy-
droxylierungsprodukte des 17a-Athinylostradiols identifiziert wurden (Publika-
tion in Vorbereitung). Im System Cyclohexan/Butanol (v/v 10:3) konnte der 4.
Metabolit mit dem Rf-Wert 0,46 durch ziegelrote Firbung mit Phosphorwolf-
ramsiure nachgewiesen werden. Durch priparative Diinnschichtchromato-
graphie wurden in 30% Ausbeute, bezogen auf eingesetztes 17a-Athinylostradiol,
14 mg dieses Metaboliten fiir die Identifizierung in reiner Form als rhombische
Kristalle mit dem Schmelzpunkt 265-268°C {Aceton) isoliert. Bemerkens-
werterweise war im UV-Spektrum die fiir phenolische Steroide charakteristische
Bande bei 282 nm nicht zu beobachten; dagegen trat ein Absorptionsmaximum
bei 235 nm auf, welches fiir eine 4-en-3-Ketogruppierung spricht. Die ausge-
prigten Banden bei 1622 und 1670 cm™' im IR-Spektrum bestitigten diesen
Befund. Eine 1,4-dien-3-Ketogruppierung konnte durch Vergleich mit IR-
Aufnahmen entsprechender Verbindungen ausgeschlossen werden. Aus dem
Massenspektrum mit positiver Ionisierung wurde ein Molekulargewicht von 314
ermittelt. Davon 148t sich die molekulare Zusammensetzung von C,.H;0;
(314,4) ableiten. Weitere charakteristische Banden traten bei 313 (M-1), 296
(M-18, H,O-Abspaltung) und 124 (C,H;0,, Spaltung des Molekiils zwischen
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Ce-C; und Cy-C,,) auf. Im Massenspektrum mit negativer Ionisierung wurden 2
ausgepragte Banden bei 312 (M-2) und 294 (M-2-18, H,O-Abspaltung) gefunden.
Das Molgewicht des Metaboliten 148t gegeniiber der Ausgangssubstanz eine
zusiitzliche Sauerstoff-Funktion und die Aufnahme von 2 Wasserstoffatomen
erkennen. Da die Acetylierung mit Acetanhydrid in Pyridin und die Oxydation
mit Chromsiure in Fisessig zu keinem Derivat fiihrten, war anzunehmen, dal3 es
sich bei der eingefiihrten Sauerstoff-Funktion um eine tertiire Hydroxylgruppe
handelt, die durch das NMR-Spektrum bewiesen werden konnte. Gegentiber
der Vergleichssubstanz Noriithisteron zeigt das Singulett bei 5,011 ppm diese
zusitzliche tertidre Hydroxylgruppe an, da kein Signal eines weiteren zuge-
horigen Protons auftritt. Die Lage des 18-CH;-Signals blieb unbeeinfluit, so da3
die Positionen 88 und 14« ausgeschlossen werden konnten; als mogliche Posi-
tionen verblieben 9« und 108. Da die Dehydratisierung mit p-Toluolsulfonsiure
in Benzol wieder zum phenolischen Ring A fiihrte, wurde die 108-Stellung wahr-
scheinlich gemacht. Der endgiiltige Beweis, daf} es sich bei dem mikrobiell gebil-
deten Metaboliten tatsichlich um 108-Hydroxy-19-nor-ithisteron handelt, wurde
durch Vergleich mit der synthetisch hergesteliten Verbindung{7] erbracht. Die
Identitit beider Verbindungen wurde durch Priifung des Mischschmelzpunktes
(F = 265-267,5°C), Vergleich der IR-Spektren, die in allen Einzelheiten iiberein-
stimmten und der Retentionszeiten bei der Gaschromatographie (26,8 min)
bewiesen.

Umwandlung von Norithisteron, Lynestrenol und Norethynodrel za 1085-
Hydroxy-19-norithisteron.

Die Fermentation von Aspergillus flavus mit drei nichtaromatischen 17~
Athinyl-19-norsteroiden mit unterschiedlichen Strukturmerkmalen im Ring A
fiihrte iibereinstimmend zu 108-Hydroxy-19-norithisteron (V). Im Falle des
Norithisterons (II) verlief die 108-Hydroxylierung in 25%iger Ausbeute. Der
105-Metabolit (V) konnte in gleicher Ausbeute auch aus Lynestrenol (III)
erhalten werden, wobei hier eine zusitzliche 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 Umwandlungsversuche
Um die Strukturabhangigkeit der Hydrierungs- und Hydroxylierungsreaktion
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Abb. 1. Bildung von 17a-Athinyl-108, 178-dihydroxy-4-ostren-3-on durch Aspergillus

flavus. I 17a-Athinyl-1,3,5(10)-stratrien-3,178-diol, 1I 17a-Athinyl-178-hydroxy-4-

ostren-3-on, III 17a-Athinyl-4-6stren-178-0l, IV 17a-Athinyl-178-hydroxy-5(10)-
Sstren-3-on, V 17a-Athinyl-108, 178-dihydroxy-4-3stren-3-on.




286 K. SCHUBERT, G. ROSE und CLARE HORHOLD

sowie den EinfluB von Luftsauerstoff zu priifen; wurden Versuche zur Umwand-
lung der in der Tabelle angegebenen Steroide mit Aspergillus flavus unter aeroben
und anaeroben Bedingungen (Evakuieren; Argonatmosphire) durchgefiihrt.

Es zeigte sich, daB sowohl die Hydrierung des aromatischen Ringes A als
auch die 108-Hydroxylierung die Anwesenheit der 17a-Athinylgruppe voraus-
setzt. Auch die 17a-Methylgruppe bewirkt in geringem MaBe die Ausbildung
eines entsprechenden Reaktionsproduktes.

Tabelle 1

Aerobe Umwandlung

Hydrierung 108-Hydroxylierung
Ostradiol® - -
19-Nortestosteron'?
3-Desoxytestosteron®
17a-Methylostradiof?
19-Nor-1-androsten-3,17-dion
1,4-Androstadien-3,17-dion
Norgestrel'®

P+ 4+
Lo |

Anaerobe Umwandlung

Athinylostradiol
Ostradiol
Norithisteron - -

+
|

11,3,5(10)-Ostratrien-3,178-diol.
@19-Nor-178-hydroxy-4-androsten-3-on.
@3.Desoxy-178-hydroxy-4-androsten-3-on.
@17a-Methyl-1,3,5(10)-0stratrien-3,178-diol.
®19.Nor-17a-ithinyl-178-hydroxy-18-methyl-4-androsten-3-on.

DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Die vorstehend beschriebenen Ergebnisse zeigen, daB die enzymatische Um-
wandlung eines Ring A aromatisierten Steroids zu einem 4-en-3-Ketosteroid
moglich ist. Gleichzeitig wurde eine 108-Hydroxygruppe eingefiihrt. Fiir die
Bildung von 108-Hydroxy-19-norithisteron (V) aus 17a-Athinylostradiol (I)
konnen 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 Féhigkeit der Hydrierung der 1-en-Doppelbindung
und der 108-Hydroxylierung. So konnten wir, ausgehend von 17a-Athinylostra-
diol, unter Sauerstoffausschiuff in etwa 3%iger Ausbeute 19-Nor-ithisteron
erhalten. Die I-en-Doppelbindung des 19-Nor-1-androsten-3,17-dions wurde
auch unter aeroben Bedingungen hydriert. Die 108-Hydroxylierung beobachteten
wir jedoch nicht nur ausgehend von 17a-Athinylostradiol, sondern wie oben
beschrieben, auch ausgehend von Norithisteron. Daraus ergibt sich, daB der
Reaktionsablauf iiber die 1-Hydrierung und die nachfolgende 108-Hydroxylie-
rung moglich ist. Die Kldrung, ob durch eine 108-Hydroxylierung das 1,4-dien-3-
Keton aus dem Tautomerie-Gleichgewicht entfernt und anschlieBend die 1-en-
Doppelbindung hydriert werden kann, bleibt weiteren Untersuchungen
vorbehalten. Die Bildung eines p-Chinols aus Ostradiol durch Pilztyrosinase
wurde bereits 1940 von Westerfeld[8] gefunden und als Inaktivierungsschritt
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des Hormons postuliert. Hecker und Mitarbeiter[9-11] fanden- das gleiche
p-Chinel, ausgehend von  Ostron und Ostradiol, mit Rattenlebermikrosomen.
Eine Hydrierung zum 4-en-3-Keton wurde nicht beobachtet. In unseren Versu-
chen mit Aspergillus flavus beobachteten wir mit Ostradiol als Substrat weder eine
10B-Hydroxylierung noch eine Hydrierung. Bei Einsatz von 19-Nortestosteron
konnte ebenfalls keine 108-Hydroxylierung gefunden werden. Das bedeutet, daB
die oben beschriebene Hydrierung und Hydroxylierung von der Anwesenheit
des 170-Substituenten: abhingt. Der EinfluB der 17a-Athinylgruppe erscheint
besonders ausgeprigt (Umwandlung bis zu 30%), wiahrend eine 17a-Methylgrup-
pe nur einen geringen EinfluB ausiibt (Umwandlung ca. 3%). Auch die Ein-
fithrung der 108-Hydroxygruppe in 4-en-3-Keto-19-norverbindungen ist mit
Aspergillus flavus an das Vorhandensein der 17a-Athinylgruppe gebunden, denn
mit 19-Nortestosteron konnte keine 108-Hydroxylierung erhalten werden. Diese
Eigenschaft scheint jedoch stammspezifisch zu sein, denn J. de Flines u.
Mitarbeiter[12] konnten mit Botrytis paeoniae eine 108-Hydroxygruppe in 19-
Nortestosteron einfiihren.

Das Enzymmuster von Aspergillus flavas zur Umwandlung von Steroiden
ist sehr vielfaltig. Es umfaBt induzierbare Enzyme zum Abbau von Steroiden[13]
und ein bisher nicht zellfrei erhaltenes Hydroxylasesystem, das in Abhiingigkeit
von -der Struktur des Steroidsubstrats in verschiedene Positionen des Molekiils
Hydroxylgruppen einfiihren kann[14]. Auch die hier beschriebene Hydrierung
des aromatischen Systems in Verbindung mit der 108-Hydroxylierung konnte
nicht zellfrei erhalten werden. Als besondere Leistung des Stammes ist die
Sulfokonjugierung von Ostron und Ostradiol in 3-Stellung, die bisher nur beim
Siaugetier beobachtet wurde, zu erwihnen[5].

Die stammspezifischen Leistungen von Mikroorganismen in Abhingigkeit
von der Struktur des Substrats sind natiirlich nicht verallgemeinerungsfihig fiir
den Stoffwechsel von Steroiden beim Menschen. Sie geben jedoch eine Aussage
liber biologisch mdgliche Struktur-Stoffwechsel-Beziehungen. Am Beispiel von
Aspergillus flavus wird aufgezeigt, dafl eine 17a-Athinylgruppe, wie sie in zahl-
reichen Pharmaka enthalten ist, einen vollig verinderten Stoffwechsel bewirken
kann: Die hier erstmals beobachtete enzymatische Hydrierung eines aromati-
schen Systems eriffnet eine bisher unbekannte Stoffwechseirichtung.

Da in ausgewiahlten Fillen Mikroorganismen als Modelle fiir das Studium
enzymatischer Reaktionen verwendet werden konnen, die auch im Siugetier-
organismus ablaufen, stellt sich die Frage, ob der hier beschriebene Reaktionstyp
unter bestimmten Bedingungen im Steroidstoffwechsel vorkommt.
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