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SUMMARY 

4-Chlortestosterone (V), the corresponding 17cc-methylsubstituted steroid (II) and the compound with 
an additional double bond in position 1 (I) have been transformed to 9,10-Seco-compounds (IV and 
VII) by 9cc-hydroxylation and 1-dehydrogenation in fermentation cultures of Nocardia opaca. Com- 
pound I has been hydrogenated in position 1 to compound II. The metabolisation of compound 
V could be markedly increased by addition of estrone. 

EINLEITUNG 

Die mikrobielle Bildung von 9,10-Seco-Verbindungen 
wurde von Dodson und Muir‘1958[1] erstmalig aus 
4-Androsten-3,17-dion und splter von Schubert und 
Mitarbeitern[2], ausgehend von Progesteron, beschrie- 
ben. Zwei enzymatische Reaktionsschritte sind dafiir 
erforderlich: die 9a-Hydroxylierung und die Dehyd- 
rierung in 1-Stellung des Steroidmolekiils. Steroide 
mit einem Chlor-Substituenten in 4Stellung sind 
keine Substrate der 1 -Dehydrogenase von Arthro- 

batter simplex und Nocardin opaca [3,4] und sollten 
deshalb such keine 9,10-Seco-Verbindungen bei der 
mikrobiellen Umwandlung ergeben. Laskin und Mitar- 
beiter fanden, ausgehend von einer 4,4’-Dimethyl- 
verbindung der Eburicoslure, in der Fermentations- 
kultur mit Glomerella fusarioides durch oxydative 
Ringspaltung zwischen C3 und C4 eine Hydroxysaure 
[S]. Bei der Fermentation von drei 4-chlorsubsti- 
tuierten Steroiden (I, II und V) mit N. opaca fanden 
wir nun als Hauptprodukte 9a-Hydroxyverbin- 

dungen, doch konnten in jedem Fall such die entspre- 
chenden 9,10-Seco-Verbindungen isoliert werden. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Material. Die verwendeten Steroide wurden vom 
VEB Jenapharm bezogen; 16a-Cyanopregnenolon 
wurde von der Abteilung Steroidsynthese (Prof. Dr. 
K. Ponsold) des Institutes zur Verfiigung gestellt. 

Folgende Triuialnamen wurden uerwendet. Oral- 
Turinabol: 4-Chlor - 17a - methyl - 178 - hydroxy - 1,4 - 
androstadien - 3 -on; 4 - Chlormethyltestosteron: 4 - 
Chlor-17u-methyl-17~-hydroxy-4-androsten-3-on; 
4-Chlortestosteron: 4-Chlor-17/3-hydroxy-4-andro- 
sten-3-on; 16a-Cyanopregnenolon: 16a-Cyano-3fi- 
hydroxy-5-pregnen-20-on. 

Nocardia opaca, Stamm IMET 7030, wurde aus der 
Sammlung des Institutes und Pseudomonas testoste- 
roni, Stamm H252, aus der Tschechoslowakischen 
Sammlung von Mikroorganismen, Brno, mit der 
Stammbezeichnung CCM 1931 (ATCC 11996) 
erhalten. 

Methoden 

Wachstum und Fermentation. Die Mikroorganismen 
wurden 24 h bei 28°C auf Schragrbhrchen mit Nlhra- 
gar 79 [6] angeziichtet. Mit je einem Rohrchen wurde 

ein 500 ml-Rundkolben, der 50ml NHhrlGsung 79 
enthielt, beimpft und 28 h bei 28°C auf einem 

Rundschwingtisch kultiviert. Mit dieser Kultur 
wurden 500 ml-Rundkolben mit je 50ml Induk- 
tionsnahrlijsung [7] beimpft. Die photometrisch 
ermittelte Zellzahl wurde auf 5 x lo6 Keime/ml In- 
duktionsnlhrlijsung eingestellt. Gleichzeitig mit dem 
Beimpfen erfolgte die Zugabe von 20 mg Steroid, 
gel&t in 0,5 ml Aceton, je Rundkolben. Die Fermen- 
tation wurde nach 24 h bei 28°C auf dem Rund- 
schwingtisch beendet. 

Beeinjlussung der Metabolisierung. Auf jeweils 50 ml 
Bakterienkultur wurden gleichzeitig mit dem 
umzuwandelnden Steroid folgende Verbindungen in 
einer Konzentration von 5 mg, gel&t in 0,25 ml Ace- 
ton, zugesetzt : Gstron, ostradiol, Gstriol, Proge- 
steron, Testosteron und 16a-Cyanopregnenolon. Na- 

Barbital und Na-Phenobarbital wurden in der 
gleichen Konzentration, gel&t in aqua dest, der Kul- 
tur zugegeben. 

Extraktion, Auftrennung und Identifizierung der 
Metaboliten : Die gesamte Fermentationskultur 
wurde 3 ma1 mit Chloroform ausgeschtittelt, die ver- 
einten Extraktionslosungen mit Wasser gewaschen 
und zur Trockne gebracht. Die Trennung der gebil- 
deten Metaboliten erfolgte diinnschichtchromatogra- 
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phisch auf Kiesclgelplattcn (VEB C‘hcmiewcrk circi/- 
Dijlau: 0.25 mm Schichtdickc) mit i”,, LcuchtstofT 
N 40 griin (VEB LcuchtstofTMerk Bad Liebcnstein) in 
cincm System Benzol Essigs~ilireiithvlester (I : I 1 v). 
Die Laps dcr Metabolitcn III und VI wurde sowohl 
durch Fluoreszcnz untcr der U.V.-Lampe (254 nm) als 
such durch Bespriihcn mit cincr I O”,,igen 2thano- 
lischcn Phosphnr\\olframsiiurel6sung und anschlie- 
Ijcndes Eruiirmcn auf ca. I20 C und die dcr Metabo- 
liten IV und VII durch die Turnbullsblau-Reaktion 

FeCI, -K3’Fc(CN),.!( I : I v ‘v) zrmittclt. Die pr%paru- 
tixc Trennung dcr Metaholiten crfolgtc auf Diinn- 
schichtplattcn von 20 x 100 cm. mit ciner Schicht- 

dickc von I mm Kicselpel. Die Mctabolitcn III und 
VI enthaltenden Zoncn wurden untcr der II.V.- 
Lampc markiert. mit dcm Spatcl abgekratyt und mit 
einrm Gcmisch von Chloroform Methanol ( I2 : I v ‘v) 

eluiert. Nach Eincngen dcr Liisungen wurden die 
gctrocknctcn RiicksGnde in Methanol bzti. Essig- 
sW&ithylestcr aufgenommen und 7ur Kristallisation 

gcbracht. 
Fiir die priiparative Trcnnung dcr Mctabolitcn IV 

und VII wurde die Lagc auf den Diinnschichtplatten 
durch Anftirbcn eines Randstreifens mit der Turn- 
bullsblau-Reaktion festgestellt. Die ~LW dem Chloro- 
forms Methanol-Extrakt gcwonnencn Riickstgndc 
wurdcn in Ather gel&t und mehrmals mit 1 M 
Natronlauge ausgcschiittelt. Die vereinigten Ausziigc 
wurden mit Sal&iure angesauert und mit Natriumbi- 

carbonat auf pH 7.0 gebracht. Durch unschliefiendc 
;ithcrcxtraktion konntcn die phcnolischcn Produktc 

erhalten werden. Die Schmclzpunktbestimmungen 
wurden mit einem Mikroheiztisch HMK dcr Firma 
Kiistncr KG (Dresden) durchgefiihrt. Mit cinem Uni- 
cam SP 700~Spcktralphotomctcr erfolgtc die Messung 
der U.V.-Adsorption in ,%thanol. Die Infrnrotspektrcn 
wurden mit eincm LJR X-Spektralphotomcter (VEB 
Carl Zeiss. Jena) unter Anwcndung dor Mikrotechnik 
(KBr-Pellets. Qucrschnitt 2 mm. Schichtdicke I mm) 
registricrt. Die NMR-Spektrcn (60 MHr; CDCI,) 
wurden mit cinem Spektrometer ZKR 60 (VEB Carl 

Zeiss. Jcna) aufgenommcn. DIG Mazscnspchtromclric 
mit positi\#cr und ncgativcr lonislcl-ung v, urdc mit 
cincm Gcriit des Forschunpsinstituttc~ “Manfred van 
At&me”. Drcsdcn. und mit dcm <icriit MS-902 S da 
Firma AEI. (jrol~brit~lnnicn. (1’05.: Temp. I50 C‘: 70 
cV). ausgcfiihrt. 

Fiir die g~lschromatogr~~phischen Untersuchungcn 
wurdc tin Aerograph 1520 B (Varian) unter folgendcn 
Bcdingungen lcrwcndct : Glassiinlc. spiralfijrmig. 
2000 x 3 mm (ID): 2”,, SE 30 auf Gaschrom Q 
(80 100 mesh): Flammenionisationsdetektor: Trager- 
gas Argon (2 at): %iulentemperatur 220 C. 

L’,11~1,trr7tllrr,l~ rot1 Olrr/-7‘r,,irltrho/ urztl 4-C’h/ort~7etl~yl- 

tc~o.sfcro~~. Aus den Fermentationskulturen von 
Nocardia opaca mit Oral-Turinabol (I) und 4-Chlor- 

methyltestostcron (II) konntcn die gleichen Metabo- 
liten (III und IV) isoliert wcrden (Abb. I). Die Aus- 

beuten lagrn nach 24-stiindigcr Inkubation. ausge- 
hcnd van 4-Chlormethyltestostcron (II). mit 40 50”,, 
ctwa doppclt so lmcl~ uic bei Oral-Turinabol (I). 
Nach I6 Stdn \var XIS Oral-Turinabol ZLI ca. lo”,, 
3-Chlormcthgltcstosteron und bci Einsatr van 

4-Chlormethyltestostcron nach 24 Stdn zu ca. lo”,, 
Oral-Turinabol gebildct worden. Der isolierte Meta- 
bolit III wurdc durch A’. opuctr zu X”,, und durch 
Pseudomonas testosteroni LLI XV,, in Mctabolit IV 
umgcwandelt. Dieser Mctabolit lag in Fermentations- 
kulturen mit Oral-Turinabol JLI ca. lo”,, und aus- 
gehend von 4-Chlormcth~ltestosteron XII ca. IO W’,, 
var. 

Idc,lt~~i;ic,,.lr,r(l~ roff Rf~~ldw~/ir 111 (4Chlor-I 7X- 

/Wt/l \Wr.l7~-rli/~~~d~o.~~-4-~~/~~~~~~.sf~~J~-~-~~~l). Der ;ILIS 
0ral:Turinabol und 4-C’hlormethyltestosteron erhal- 
tcne starker polare Metabolit zeigte gleiches diinns- 
chichtchromatographisches Verhaltcn. Allc weitercn 
angewandten Idcntifizierungsmethoden crwiesen die 
Identitiit dcr isolierten Produkte. Die XLIS Essigsllur- 

Gthylester crhaltenen rhombischen Kristalle hatten 
cinen Schmelqunkt \on 173 I26 C‘. Bci weiterem 

F‘ig. I. Mikrohielle LJmw,andlunf von Oral-Turinahol (I) Lmd 4-<‘hlormethyltcstostcron (II). 
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Fig. 2. Mikrobielle Umwandlung von 4-Chlortestosteron. 

Erhitzen bildeten sich bei ca. 130°C Nadeln mit einem 
Schmelzpunkt von 1855188°C. Mit dem U.V.-Spek- 
tralphotometer wurde das fur 4-Chlor-4-en-3-Keto- 
steroide charakteristische Maximum bei 256 nm 
gemessen. 

Das Infrarotspektrum wies durch die Banden bei 
1585 und 1685 cm.- 1 die 4-Chlor-4-en-3-on-Gruppie- 
rung und eine Bande bei 1150 cm.- ’ aus, welche cha- 
rakteristisch ist fiir tertilre Hydroxygruppen. Die bei 

der Gaschromatographie auftretenden Zersetzungs- 
produkte hatten die gleichen Retentionszeiten 
[ 16,8/16,8; 23,3/23,3 ; 24,7/24,7; 46,6/48,4 min]-ein 
weiterer Beweis fur die Identitlt des aus Oral-Turina- 
bol [Retentionszeit 32,9 min] und 4-Chldrmethylte- 
stosteron [Retentionszeit 27,1 min] entstandenen 
Metaboliten. Die in den Massenspektren aufgetre- 
tenen Massenzahlen der beiden Produkte erwiesen 
sich ebenfalls als identisch. Es wurde ein Molekular- 
gewicht von 352 ermittelt. Daraus war zu schlieBen. 
da13 es sich bei Metabolit III urn ein hydroxyliertes 
4-Chlormethyltestosteron handelt. Zur Charakteri- 
sierung der eingefiihrten Hydroxygruppe wurde eine 
Mikrooxydation nach Jones sowie eine Acetylierung 
durchgefiihrt. Das negative Ergebnis sprach fur das 
Vorliegen einer tertiaren Hydroxygruppe. Dieser 
Befund konnte durch das NMR-Spektrum bestatigt 
werden. Hier trat ein Multiplett auf, welches dem 
geminalen H einer CHOH- oder CH,OH-Gruppie- 
rung zuzuordnen ware. Demzufolge konnte die 
eingefiihrte Hydroxylgruppe nur tertilr vorliegen. 

Gegeniiber der Ausgangssubstanz II waren die Sig- 
nale der 17sc-und 18-Methylgruppen kaum verandert, 
das Signal der 19-Methylgruppe dagegen urn 0,ll 
ppm nach tieferem Feld verschoben. Nach den von 
Ziircher[R] tabellierten Werten kamen somit fiir eine 
OH-Gruppe die Positionen 8/3- und 14~ nicht in 
Betracht; die chemischen Verschiebungen wiesen viel- 
mehr auf das Vorliegen einer 9a-Hydroxygruppe hin. 

Identijizierung oon Metabolit IV (4-Chlor- 10,17c(- 

dimethyl-3~,17fl-dihydroxy-Y, IO-seco- I,.?, 5( IO)-iistra- 

trien-9-on). Stamme mit ausgepragter 1-Dehydrogena- 

seaktivitlt, wie Nocardia opaca und Pseudomonas 
testosteroni, wandelten Metabolit III in 30 %iger Aus- 
beute zu Metabolit IV urn. Es war zu erwarten, da13 
durch das Vorliegen der 9a-Hydroxygruppe bei Meta- 

bolit III iiber ein instabiles, I-dehydriertes Interme- 
dilrprodukt durch Dienon-Phenol-Umlagerung eine 

9,10-Seco-Verbindung mit aromatischem Ring A (IV) 
entsteht [I, 21. Die aus Ather-Hexan erhaltenen Kri- 
stalle mit einem Schmelzpunkt von 149-I 5 1 “C zeigten 
ein fiir das aromatische System charakteristisches 

U.V.-Maximum bei 282 nm und charakteristische 
Banden bei 1582 und 1620cm.-’ im Infrarotspek- 
trum. Das Massenspektrum (Molgewicht 350) steht 
im Einklang mit Struktur IV. 

berechnet gefunden 
Molpeak C2&2&10~ 350,282 1 350,283O 

(M) 
M-Cl CZOH~, 03 
M-HCl CZDHX 03 
Fragment 1 CsHsCl 0 
Fragment 2 C,2H19 O2 

315,196O 315.1949 
314,1882 314,1877 

1551436 155,1429 
195,13x5 195,137l 

Die Fragmente 1 und 2 sind durch Spaltung des 

Metaboliten IV zwischen Cb und C, entstanden. 
Umwandlung vote 4-Chlortestosteron. Bei Anwen- 

dung der Umwandlungsbedingungen, die fur die Ver- 

suche mit Oral-Turinabol und 4-Chlormethyltesto- 
steron beschrieben wurden. konnten bei Einsatz von 
4-Chlortestosteron nur Spuren eines polaren Metabo- 
liten (VI) aufgefunden werden. Die Zugabe von &tra- 
diol bewirkte jedoch eine gesteigerte Bildung von 
Metabolit VI (ca. 30%) und aurjerdem das Auftreten 
eines weiteren Umwandlungsproduktes VII (ca. loo/;,). 
Dabei wurde Gstradiol zu etwa 80% in &tron 
umgewandelt. Wurde den Fermentationskulturen 
&tron zugesetzt, so konnte der gleiche steigernde 
Effekt beobachtet werden, wahrend eine Zugabe von 
&trio1 keinen EinfluB hatte. Durch Zugabe von Pro- 
gesteron bzw. Testosteron wurden geringe Ausbeute- 
steigerungen erzielt. Bei Zugabe der Natriumsalze von 



Barbital und Phenobarbital sowie \,on I&-C‘yanoprcg- 
nenolon, w&he in der Siiugeticrleber die Hydroxy- 
lierung von Stcroiden steigern. wurdc keinc Umwand- 

lung von 4-Chlortestosteron /u Mctabolit IV l’cstgc- 
stellt. Der isolierte Mctabolit VI wurdc‘ durch .\I. o,)L~(‘(, 

ILI Y,, und durch P. rc~.~to.sr~nw/ri 711 I!()",, in Metabolit 

VII umgewandelt. 
Itl~~rlttfilir~~lrrI(/ 1’011 Mcttrholit I ‘I (~-C/I/or-Y~.l7p- 

dih~tl~o\-~~-4-trr~rhostrr~-~-or,). Die XIS Methanol erhal- 
tenen Giulenfiirmigen Kristallc hattcn cinen Schmelz- 
punkt von 307~205 C. Die U.V.- und I.R.-Spektrcn 
zeigten die gleichen Charakteristika. welche fiir Meta- 

bolit III festgestellt wurdcn. Die im Massenspektrum 
aufgetretenen Massenrahlen liegen. bcdingt durch das 
Fehlen der I7z-Methqlgruppe. jeweils um I4 Massen- 

zahlen niedrigcr als bci Metabolit 111. Diese Daten 
und die mikrobiellc Umwandlung /LI Metabolit VII 
sprcchcn fiir tin 9%-hydroxyliertcs 4-Chlortestostcron. 

Idrrltjfiric~~lrq 1‘011 +~rtrrho/ir 1 I I (‘Khlor-IO- 
rm~tk~~l-~/~.l7/~-rli/1~rlro.\-~~-Y.l O-\c’c’o- I.3 .i( IO)-ij.str0- 
frierl-Y-o/l). Das I.R.-Spektrum bestgtigte durch das 
Vorliegen der Banden bei 15X I und 1620 cm.- ’ das 
aromatische System. Die Verbindung stellt damit die 
durch 1 -Dehydrierung mit ,Y. o/ltrccl und P. tc~ostw 
mi aus dcm 9x-Hydroxymctaboliten (VI) entstandene 
Seco-Verbindung VII da-. 

DISKL’SSIOS I’ND ERGERllSSE 

Nocardia-Spezies wandcln Tcstosteron und 
17~-Methyltcstosteron durch Abspaltung eines Ring 
A-Fragmentes in entsprechende Perhydroindansluren 
urn [9. IO]. Als Intermediarprodukte entstehen durch 
9x-Hydroxylicrung und I -Dchydrierung 9.lO-Seco- 
Verbindungen. Bei Steroiden mit Chlor-Substituentcn 
in 4-Stellung dagegen. wit sie bei ciner Reihe von 
Pharmaka vorliegen. war bishcr wedcr eine I -Dehy- 
drierung noch tine 9r-Hydrox-ylierung und damit 
such kein wciterer Abbau bekannt. Bci Einsatz von 
4-Chlortestosteron (V) konntc von uns kcine I -Dehy- 
drierung bcobachtet werdcn. die Verbindung wurde 
lediglich in gcringer Ausbeutc (unter 5”,,) in Yx-Stel- 

lung hydroxyliert (VI). Durch Zugatx von &tradiol 
bzw. &tron konnte die Bildung des Hydroxylierungs- 
produktes (VI) auf 30”,, gestcigert wacrden, aul3erdem 

entstand durch nachfolgende 1 -Dchydrierung und 
Dienon-Phenol-Umlagerungdie Scco-Verbindung VII. 
Da &tradiol wlhrend der Fermentation ZLI W',, in 
bstron umgewandelt wird. ist anzunchmen. da0 die 
erhiihte Metabolisierung auf &tron zuriickzufiihren 
ist. Ob einc Enzyminduktion vorliegt. bleibt 7u 

kllren. 
Bei der Fermentation dcr I7r-methylsubstituierten 

Vcrbindungen. Oral-Turinabol (I) und 4-Chlorme- 
thyltcstosteron (II), wurde ohne Zupabc von &tron 

eine Ausbeutc (2%brw. -IO 50 “&e) des 9+Hqdroxq- 
mctaboliten (III) erzielt. Die Ausbcutc diescs Metabo- 

liten bzw. der Scco-Verbindung (IV) konntc durch 
Zugabt: \;on &tron nicht gesteigert werden. Dcr 
17x-Methylsubstitucnt begiinstigt offenbar die 

Umwandlungsreaktionen b/w. die Induktion der ent- 
sprechcnden Enzyme. Die Vcrsuchsanordnung 

crlaubt nicht die Entscheidung. ob-ausgehend von 
Oral-Turinabol(I)-eine direkte Einfiihrung der 9x- 
Hydroxygruppc erfolgen kann oder zuniichst eine 
1 -Hydrierung erforderlich ist. In dcr Fermentationslii- 
sung liegen neben der Scco-Verbindung (IV) die 
I-hydrierten Metaboiiten II und III var. Das hierbei 
als Metabolit auftretendc 4-Chlormethyltestosteron 

(II) wird gegeniiber Oral-Turinabol (I) bevorzugt in 
9%-Stellung hydroxyliert. Auf cinen mijglichen Zusam- 
menhang zwischen I -Hydrierung und Hydroxylierung 

in den Nachbarpositionen bei 17x-substituierten Ste- 
roidcn weisen such Ergebnisse der mikrobicllen Hy- 
drierung des aromatischen Systems von 17r-;drthinylii- 
stradiol durch .4spe~gil/us fla~~us hin [I I]. Begiinstigt 

durch die I72-Athinylgruppe wurde hierbei gleichzei- 
tig mit einer Hydrierung in I-Stellung eine Hydroxy- 
gruppe in IOILStellung eingcfiihrt. Der Abbau der 4- 
chlorsubstituierten 9.10~Seco-Verbindungen ist Gegen- 

stand weiterer Untersuchungen. 
Trotz umfangreicher Erkenntnisse auf dem Gebiet 

der Umwandlung von Steroiden durch Mikroor- 

ganismen. die im wesentlichen praktische Aspekte 
betreffen, ist bis jetzt wcnig iiber die biologischen 
Grundlagen bekannt. Die dargestellten Ergebnisse 
weisen auf Beziehungen zwischen Steroidstruktur, der 
induktiven Bildung, den Aktivitlten und dem Zusam- 
menwirken mikrobieller Enzymsysteme bei der 

Umwandlung und dem Abbau von Steroiden hin. 
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