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men, daf} dies auf de novo-Synthese und nicht auf Aus-
schiittung schon in der Driisc vorhandener Steroide zu-
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fihig sind. Weitcre Beweise fiir das Vorhandensein dieser
Fermente werden in dem Abschnitt iiber Homogenate

riickzufiihren sei.

Ferner wurde Reichsteins Substanz
S (V) zu 17-Oxy-corticostcron (Reich-
steins Substanz M; Kendalls Sub-
stanz I) (II) oxydicrt und 4¢-Andro-
sten-3,17-dion (VI) zu 4¢-11 B-Oxy-
androsten-3,17-dion (VII)und kleinen
Mengen ciner teilweise rcduzierten
Substanz, 11 B-Oxy-androstan-3,17-
dion (VIII)S. Die Isolierung dieser
letzteren Verbindung zeigte erstinalig
die Gegenwart eincs reduktiven En-
zymsystems in der Nebennierenrinde,
wiahrend die Fahigkeit anderer Or-
gane, den Ring A des Steroidgeriistes
zu reduzicren, schon linger bekannt
ist’. - Vinyl-tcstostcron und A4
17¢,20,21-Trioxy-pregnen-3-on wur-
den durch Perfusion nicht in die ent-
sprechenden 11 B-Oxy-derivate umn-
gewandclt, Weitere Beispiele, die die
Selektivitat der Nehennierenfermente
illustrieren, werden in dem Abschnitt
iiber Homogenate bchandelt werden.

Interessante Einblicke in den Me-
chanisimnus der Hormonsynthese ge-
wihrten die Durchstromungsversuche
mit Progesteron (IX), 17-Oxy-pro-

gegeben werden.
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gesteron (X) und Pregnenolon (XI)2,
Aus Progesteronperfusaten wurde 17-
Oxy-progesteron (X), Corticosteron
(IV), 17-Oxy-corticosteron (II) und N
11 B-Oxy-progesteron (XII) isoliert. (
Pregnenolon (XI) gab Progesteron /\/O
(IX); 17-Oxy-progesteron (X) lieferte
17-Oxy-corticosteron (II). Die Um-

wandlung von Pregnenolon (XI) in

Progesteron (IX) demonstricrte erstmalig die Anwesen-
heit eincs ermentsystems in der Nebennicre, das die
Hydroxylgruppe in 38-Stellung zu einer Carbonyl-
Gruppe mit gleichzeitiger Wanderung der Doppelbin-
dung aus der 5,6- in die 4,5-Stellung oxydierte. Dies
wurde vor knrzemn durch Umwandlung von Dehydroepi-
androsteron in 44-I1§-Oxy-androsten-3,17-dion (VII)
mittels Perfusion bestitigt®. Dic Umwandlung von Pro-
gestcron (IX) in Corticosteroide vomn Typus der a-Ke-
tolseitenkette (Corticosteron) und der Dioxy-accton-
Scitenkette (17-Oxy-corticosteron) deuten die Anwesen-
heit zweier weitercr Fermentsysteme in der Nebenniere
an, die der Oxydation an Kohlcnstoffatomen 17 und 21

¢ R.JEANLOZ, H.LEVY, R.JAcCOBSEN, O. HECHTER, V.SCHENKER,
und G.Pincus, J.Biol.Chem. 203, 453 (1953).

7 Vgl. J. J.ScnnEIDER, J. Biol. Chem. 199, 235 (1952).

8 A.MeYER, R.Jranroz und G.Puvcus, J.Biol.Chem. 203, 463
(1953).

Vil

Perfusion von Desoxy-cortieosteron (III) durch Rat-
tenlcber und menschliche Placenta crgab keine Um-
wandlung in Corticosteron (IV)2,

Inkubation mit Gewebsschnitten und -homogenaten

In einer vorldufigen Mitteilung nahmen Hayvano,
DorFmaN und Prins® 11 5-Hydroxylierung von Desoxy-
corticosteron (III) durch Inkubation mit Nebcunieren-
schnittcn und -homogenaten an. SAvARD, GREEN und
Lewis!® konnten die Umwandlung von Desoxy-corti-
costeron (III) in Corticosteron (IV) und von Reichsteins
Substanz S (V) in 17-Oxy-corticosteron (TI) durch Ne-
bennicrenhomogenate papierchromatographisch nach-

8 M. Havano, R, DonrrMAN und D. PRins, Proc. Soc. Exp. Biol.
Med. 72,700 (1949).

10 K. SavaBD, A.A.GReEeN und L,A.Lewis, Endecrinology 47,
418 (1950).
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weisen, Dies wurde auch von McGINTY und Mitarbei-
tern!'! bestiitigt.

Dic crste ausfiihrliche Versffentlichung dieser Art ist
dic Arbeit von KAnNT und WETTSTEIN!2, Diesc Autoren
henutzten die Hydroxylierung von Rcichsteins Sub-
stanz S (V) als Testsystem zum Studium der optimalen
Inkubationsbedingungen. Sic wiesen besonders darauf
hin, da3 Zusatz von Fumarsiure oder andcrer Siuren
des Knensschen Zitronensiiurezyklus und dic weitere
Zugabe von Bausteinen der Cozymase I, wic z. B. Nico-
tinsiiureamid, die Ausbecute wesentlich erhohte. Es war
ihnen ferner méglich, aus grofieren Ansiatzen 17-Oxy-
corticosteron kristallisiert zu crhalten. Homogenate von
Leber (Kalb, Kaninchen) oder Niere (Kalb) wurden als
wirksam gefunden, wenn auch in geringerem Mafle als
Ncbennierenhomogenate.

Dic Oxydation von Steroiden durch Schweinsneben-
nicrenhomogenatc wurde von HAINES' untersucht.
Scine Mcthode war die folgende: Tiefgefrorene Schweins-
nchennieren wurden im gefrorenen Zustand homogeni-
siert. Den in Knens-RiNGER-Bicarbonat-Puffer (pH
7,4) suspendierten Homogenaten wurde Stcroidsubstrat
(ungefdhr 100 mg per 100 g gefrorene Nehennieren) und
Nicotinsiureamid zugesctzt. In dic Mischung wurde unter
Riihren zwei Stunden lang Sauerstoff eingeleitet. Dann
wurde das Homogenat mit Accton extrahiert. Das nach
weiterer Reinigung crhaltene neutrale Hormonkonzen-
trat wurdec an Silikagel chromatographicrt und dic Eluate
papicrchromatographisch auf Einheitlichkeit gepriift. Als
Hauptumwandlungspredukt von Desoxy-corticostcron
(III) wurde wieder Corticosteron (IV) gefunden. Eines
der Nebenprodukte, das HAINES in 3,6prozentiger Aus-
beute isolicrte, schien auf Grund der Analyse cin Isomer
von Corticostcron zu sein. Der Identifizierung dieses
Steroids kam ein gliicklicher Umstand zu Hilfe. Do-
BRINER und Humrnries (Sloan-Kcttering Institut, New
York) fanden, dal das Infrarotspektrum des Diacctates
identisch war mit dem des Diacetates von 6 f-Oxy-11-
desoxy-corticostcron (XII1), das gerade auf teilsynthe-
tischem Wege von Herzic und EHRENSTEIN'® herge-
stcllt worden war. Durch Mischschmelzpunkte und Ver-
glciche der physikalischen Konstanten wurde die Iden-
titit der synthetischen und biosynthetischen Priparate
von 68-Oxy-11-desoxy-corticostecron (XITI) und seines
Diacetates streng bewiesen!®. 33, Die Anwesenheit einer
6f-Hydroxylase wurde kiirzlich auch von Havawo,
WieNER und LINDBERG!® im Corpus luteum von Kuh-
ovaricn dcmonstriert.

Haings® fand 17-Oxy-corticosteron (II) und Corti-
son (I) als dic Hauptumwandlungsprodukte der Inku-

11 D, McGinty, G.SMiTit, M. WiLsoN und C.Worrel, Science 112,
506 (1950).

12 . W. KannT und A. WiTTSTEIN, Helv. Chim. Acta 34, 1790
(1951).

1B W.J.HAINES, Recent Progr. Hormone Res. 7, 255 (1952).

14 P.T. Henzic und M. EuRENSTEIN, J.Org. Chem. 16, 1050 (1951).

13 M.Ilavano, M. WiENER und M.C.Linbberc, Federation Proc.
12, 216 (1953).
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bation von Reichsteins Substanz S (V) mit Schweins-
nebennicrenhomogenaten. Er nahm allerdings an, daf3
dic Bildung von Cortison, das aus der Inkubations-
mischung in wechselnder Ausbeute isoliert wurde, auf
unspezifische Oxydation zuriickzufithren sei, wic es
iiherhaupt cine noch zu klirende Frage ist, ob Cortison
in der Nchenniere durch dirckte Oxydation von 17-Oxy-
corticosteron oder auf anderem Wege entsteht. In den
Perfusionsexperimenten wurde nicht heobachtet, dafl
118-hydroxylierte Stcroide weiter zu den entsprechenden
11-Carbonyl-Verbindungen oxydicrt wurden. HaiNes
fand ferner, daBl aus Schweinsnehennierenhomogenaten
nach Inkubation it radioaktivem Acetat isolicrtes Cor-
tison ungefihr dic doppelte spezifische Radioaktivitat
wie 17-Oxy-corticosteron besafl. Da der Unterschied in
spezifischer Radioaktivitit aufierhally der Fehlergrenze
zu liegen schien, konnte dies als Beweis fiir cinen ge-
trennten Weg der Biosynthese von Cortison gedcutet
werden.

HayvAno und DorFrmAN!® erbrachten den Nachweis ciner
21-Hydroxylase in Rindernchennierenhomogenaten. So
wurde Progesteron (IX) in Corticosteron (IV), 17-Oxy-
progesteron (X) in 17-Oxy-corticosteron (II) und 21-Des-
oxycortison in Cortison (I) umgcwandeclt. Dies ist in
guter Ubereinstimmung mit den Resultaten von Per-
fusionscxperimenten.

Der Sitz der IHydroxylicrungsfermente in der Zcll-
struktur wurde in drei Labhoratorien untcrsucht?,18, 19,
SwEeAT! fand 11-Ilydroxylascaktivitit nur in der gra-
nularen Fraktion von Homogenaten, dic der Differen-
tialzentrifugicrung nach ScnNEIDER und Hocrsoop 20
unterworfen worden waren. Die losc gepackte Schicht
itber den Granula und dic iiberstchende Fliissigkeit zeig-
ten nur Spuren von LEnzymaktivitit. Dem Testsystem
mufite Fumarsiaurc zugegehen werden. .

118-Hydroxylasepriiparaten, dic von IJayaNo und
DorrmaN'® durch Zentrifugicrung gewaschener Rinder-
ncbennierenhomogenate erhalten worden waren, muf3-
ten Fumarsiure und Magnesiumionen unbedingt zuge-
sctzt werden. Adcnosintriphosphat hatte cine stimulic-
rende Wirkung. Wenn Nebennicren langere Zeit in ge-
frorcnem Zustandc aufbewahrt worden waren, so muf3te
den daraus hergestellten Priiparaten zur Reaktivierung
Cozymase 1 (DPN) zugegeben werden. Kiirzlich'® wurde
gefunden, daB3 Cozymase IT (TPN) nicht nur Cozymasc I
(DPN), sondern auch ATP und Magnesiumionen voll
ersctzt. Obwohl cine ganze Reihe von Steroiden, wie
z. B. Allopregnan-21-0l-3,20-dion, A*-Androstcn-3,17-
dion und Testosteron, in 10-40prozentiger Ausbheute von
dicsen Priparaten 11f-hydroxyliert wurden, so wurde
maximale (92prozentige) Umwandlung nur mit Sub-
straten von cchter Nebennierenrindenhormonstruktur

1¢ M. Havano und R. Doreman, Arch. Biochem. 36, 237 (1952).

17 M.SwEAT, J. Amer.Chem.Soc. 73, 4056 (1951).

18 M. HAvaNo und R.Donesan, J.Biol. Chem. 201, 175 (1953).

18 J.E.PLAGER und L.T.SAMUELSs, Arch. Biochem, 42, 477 (1953).

80 W, C. Scu~EIDER und G. Hocepoowd, J. Biol. Chem, 183, 123
(1950).
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von PETErRsON und Mitarbeitern fiir diese Substanz
vermutete Struktur cines 68-Oxy-derivates von Reich-
steins Substanz S wurde von FLOREY und ENRENSTEIN¢®
durch chemische Partialsynthese bhewiesen.
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Rhizopus nigricans wic auch Rhizopus arrhizus oxy-
dierten 17a-Oxy-progesteron (X) in 75- bzw. 2-prozen-
tiger Ausheute zu 1la,17a,Dioxy-progesteron (XXIII).
AuBlerdem wurde in Spuren bzw. 45prozentiger Aus-
heute eine isomere Verbindung erhalten, die als 64,17a-
Dioxy-progesteron (XXIV) bezcichnet wurde®. Dic
Richtigkeit dieser Annahme wurde von FLOREY und
FHRENSTEIN 4 durch chemische Partialsynthese von 64,
17a-Dioxy-progesteron (XX1V) sichergestellt.

6-Dehydro-progesteron (XXV) wurde durch Rl;izo-
pusnigricanszu1ly-Oxy-6-dehydro-progesteron (XX VI)
fermentiert®,
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In den bhisher beschrichenen Fermentationen waren
die Steroidsubstrate 4,5-ungesattigte 3-Keto-Verbindun-
gen. Dic Oxydation von Pregnan-3,20-dion und Allo-
pregnan-3,20-dion zu den entsprechenden 11a-Oxy-deri-
vaten®” durch Rhizopus nigricans beweist, dafl auch im
Ring A gesiittigte Steroide in Ilu-Stellung hydroxylicrt
werden. Allerdings wurde keine Hydroxylicrung in 6-
Stellung bevbachtet.

Bis jetzt sind nur zwei Mikroorganismen in der Li-
teratur beschrichen worden, die Steroidsubstrate in der
fiir die 17-Oxy-corticosteron-Synthese so wichtigen 11f-
Stellung hydroxylicren. Streptomyces fradiae WAKSMAN
3535 fermentierte Desoxy-corticosteron (II1) zu Corti-
costeron (IV) und ferner Reichsteins Substanz S (V) zu
17-Oxy-corticosteron (II) in wngefihr 1,5prozentiger
Ausheutett. Cunninghamella blakesleeana, ein Schimmel-
pilz der Klasse Mucorales, fermenticrte Reichsteins Sub-

10 K, Fronky und M. Ennknsteiv, J. Org. Chem. 19 (1954), im
Druck.

41 D. H.CosLincswonTil, J. KARNEMAAT, I*. HANSON,M. BRUNNER,
K.MANN und W. HaInNgs, J. Biol. Chem. 203, 807 (1953).
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stanz S (V) in 35prozentiger Ausheute zu 17-Oxy-corti-
costeron (1I)42,
Hydroxylicrungen an den Kohlenstoffatomen 7 und
16 sind chenfalls beschrichen worden. Die Fermentation
von Cholesterin zu 7-Oxy-cholesterin® wur-
?"3 de bereits erwahnt. Kaunt, MEYSTRE, NE-
C=0 HER, VisCHER und WETTSTEIN® berichten
L-on dic Oxydation von Allopregnan-3f, 21-

|| diol-20-onc (XXVII) zu Allopregnan-343,78,

/ 21-triol-20-on (XXVIII) durch Fermen-

tation mit Rhizopus «rrhizus. Ein unbe-
kanntes Actinomyces fermenticrte Progeste-
ron (IX) zu 16a-Oxy-progesteron?” (XX X).

Dic im Patent von PETERSON und MURRAY?® erwihn-
ten Hydroxylicrungen in 8- und 14-Stellung sind ex-
perimentell noch hesser zu belegen, che sie voll akzep-
ticrt werden kénnen.
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Nachtrag

In ciner vorliufigen Mitteilung berichten PETERsON
und Mitarbeiter®® iiber den mikrobiologischen Abbau
von C,-Steroiden zu C,g-Ketonen und Testololacton.
Gleichzeitig wurde Hydroxylierung beobachtet. Unter
der Einwirkung verschiedener Mikroorganismen wurde
Progesteron (IX) in Testololacton (XXXI), A4-Andro-
sten-3,17-dion (VI) und A4-64-Oxy-androsten-3,17-dion
(XXXII) iibergefiihrt. Die Struktur der letzteren Ver-
bindung wurde durch Vergleich mit cinem auf teilsyn-
thetischem Wege crhaltenen Priparat™ sichergestellt,

Weiterhin wird in ciner Arbeit aus dem Laboratorium
von PETERSON* heschrichen, dafl dic androgenen Wirk-

@ F.Hanson, K.MANN, E. N1ELSON, H. ANDERSON, M. BRUNNER,
J.KarneEsmaaT,D.H. CorLingswonrti und W. HAINES, J. Amer. Chem.
Soc. 75, 5369 (1953).

13 D. H. PETERSON, S. I, ErrsTiiv, P.1D. Mrister, H.C.Munnay,
II.M. Leici, A. WEINTRAUD und [..M. REINEKE, J. Amcr. Chem.
Soo. 75, 5768 (1953).

W C.P.BaArLANT und M. EuRENSTEIN, J. Org. Chem, 17, 1587 (1952).

46 S, H, EresTEIN, P. D, MEISTER, H. M. Litcir, D. H. PETERSON,
H. C. Munray, L. M. REiNeke und A. WrEINTRAUD, J. Awer.
Chem. Sue. 76 (1951), im Druck,
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stofle A'-Androsten-3,17-dion, Testosteron und «-Me-
thyl-testosteron unter der Einwirkung verschicdener
Stimme der Gattung Rhizopus sowohl in der 1la- als
auch in der 6/}-Stellung hydroxyliert werden kannen.

ViscHEr, ScumiprLin und WETTSTEIN*® erhielten 16¢-
Oxy-11-desoxy-corticosteron bei der acroben Einwir-
kung von Schiittelkulturen eincr Anzahl von Strepto-
myces-Stammen auf 11-Desoxycorticosteron.

Der Verfasser ist Herrn Prof. Dr. M. InRENSTEIN fiir
wertvolle Auregungen hei der Abfassung des Manuskrip-
tes zu groBem Danke verpflichtet.

€ I, Viscnenr, J. Scianpuan und A, WerTtstein, IHelv. Chim.
Acto 37, 321 (1954).





