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69 Verfahren zur Herstellung eines Gemisches neuer
7a-beta-Methylhexahydro-1,(5)-indan(di)on-Verbindungen.

Ein Gemisch der neuen Verbindungen der Formeln I Bedingungen in Gegenwart eines einzigen Steroids mit
bis IV o o oder ohne 17-Alkylseitenkette mit 2 bis einschliesslich
10 Kohlenstoffatomen oder in Gegenwart eines Gemischs

He @) (®) aus zwei oder mehreren Steroiden ausgewihlt aus der

i Gruppe bestehend aus Sitosterin, Cholesterin, Stigmaste-

rin, Campesterin, Androst-4-en-3,17-dion, Androsta-1,4-
d'l‘ellll-ts . 17-dion, Dehydroepiandrosteron und Testosteron
ziichtet.

(@

HO

wird erhalten, indem man einen Mikroorganismenmutan-
ten aus der Gruppe Arthrobacter, Bacillus, Brevibacteri-
um, Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Prota-
minobacter, Serratia und Streptomyces, welche sich durch
ihre Fihigkeiten zum selektiven Abbau von Steroiden mit
oder ohne 17-Alkylseitenkette mit 2 bis einschliesslich 10
Kohlenstoffatomen und zur Bildung bzw. Ansammlung
von 3aa-H-4a-[3"-Propanol]-7-af-methylhexahydro-1,5-
indan-dion - hemiketal; 3ac-H-4a-[3"-Propanol]-5¢-hydro-
xy-7aﬁ-methylhexahydro-l-indanon - hemiacetal; 3aa-H-
403 -Propionséiure]-5a—hydroxy-7;1B-methylhexahydro—
l-indanon-8-lacton und 3ac-H-4a-[3'-Propanol-5a-hydro-
xy-7af-methylhexahydro-1-indanon in der Gérbriihe aus-
zeichnen, in einem wissrigen Nihrmedium unter aeroben
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Herstellung eines Gemisches der neuen
Verbindungen der Formeln I bis 1V,

HO
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HO
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dadurch gekennzeichnet, dass man einen Mikroorganismenmu- 30 2 602 769) berichten Peterson und Murray iiber die 110-Hydro-

tanten aus der Gruppe Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium,
Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Protaminobac-
ter, Serratia und Streptomyces, welche sich durch ihre Fihig-
keiten zum selektiven Abbau von Steroiden mit oder ohne

17-Alkylseitenkette mit 2 bis einschliesslich 10 Kohlenstoffato- 35

men und zur Bildung bzw. Ansammlung von 3ao-H-4a{3'-Pro-
panol}-7-af-methylhexahydro-1,5-indan-dion-hemiketal; 3ao-H-
40.{3’-Propanal}-50-hydroxy-7af-methylhexahydro-1-indanon-
hemiacetal; 3ao-H-40.{3’-Propionsiure]-5a-hydroxy-7ap-me-

thylhexahydro-1-indanon- 8-lacton und 3ac-H-40{3'-Propanol]- 40

5a-hydroxy-7aB-methylhexahydro-1-indanon in der Girbriihe
auszeichnen, in einem wissrigen Nahrmedium unter aeroben
Bedingungen in Gegenwart eines einzigen Steroids mit oder
ohne 17-Alkylseitenkette mit 2 bis einschliesslich 10 Kohlen-

stoffatomen oder in Gegenwart eines Gemischs aus zwei oder 45

mehreren Steroiden ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus
Sitosterin, Cholesterin, Stigmasterin, Campesterin, Androst-4-
en-3,17-dion, Androsta-1,4-dien-3,17-dion, Dehydroepiandroste-
ron und Testosteron ziichtet.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man Mycobacterium fortuitum NRRL N-8128 ziichtet.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man die hergestellten Verbindungen anschliessend in die
einzelnen Verbindungen auftrennt.

4. Mittel zur Durchfiihrung des Verfahrens gemiss
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man Mycobacte-
rium fortuitum NRRL B-8128 einsetzt.

Die Umwandlung von Steroiden durch Mikroorganismen
wurde bereits recht weitgehend untersucht und in der Literatur

verdffentlicht. Die fritheste einschlidgige Arbeit stammt offen- 65

sichtlich von Mamoli und Vercellone aus dem Jahre 1937,
«Berichte» 70,470 und «Berichte» 70, 2079. AaO wird iiber die
Reduktion von 17-Ketosteroiden zu 17B-Hydroxysteroiden mit
Hilfe von Girhefe berichtet. Im Jahre 1952 (vgl. US-PS

xylierung von Progesteron mit Hilfe des Pilzes Rhizopus nigri-
cans. 1972 (vgl. US-PS 3 684 657) berichten Kraychy und Mitar-
beiter tiber den selektiven mikrobiologischen Abbau von ste-
roidischen 17-Alkylresten durch Vergéren von Steroiden mit
mindestens 8 Kohlenstoffatomen in der 17-Alkylseitenkette mit
Mycobacterium sp. NRRL B-3683 unter Bildung von Androst-4-
en-3,17-dion, Androst-1,4-dien-3,17-dion und 200-Hydroxyme-
thylpregna-1,4-dien-3-on. 1973 (vgl. US-PS 3759 791) berichten
Marsheck und Mitarbeiter iiber die selektive mikrobiologische
Darstellung von Androst-4-en-3,17-dion durch Vergéren eines
Steroids der Cholestan- oder Stigmastanreihe mit mindestens 8
Kohlenstoffatomen in der 17-Alkylseitenkette mit Mycobacte-
rium sp. NRRL B-3805.

Die Verbindung IIl gemiss der Erfindung wird von Wang
und Sih in «Biochem.» 2, 1238 bis 1243 (1963) als Zwischenpro-
dukt beim Abbau von Androst-4-en-17pol-3-on durch Nocardia
restrictus beschrieben. Die offene Ringform der Verbindung I,
namlich 7a-Methylperhydroindandion-(1,5){B-propylalkohol-
(4)], wird von Schubert und Mitarbeitern in «Steroids», 4, 581
bis 586 (1964) als Zwischenprodukt beim Abbau von Progeste-
ron durch Mycobacterium smegmatis beschrieben.

Mutanten, die durch ihre Fahigkeit zum selektiven Abbau
von Steroiden mit oder ohne 17-Alkylseitenketten mit 2 bis ein-
schliesslich 10 Kohlenstoffatomen gekennzeichnet sind und in

55 der Gérbriihe Verbindungen der folgenden Formeln:

3aa-H-40{3’-Propanol}7ap-methylhexahydro-1,5-indan-
dion, Hemiketal:

0

HO (1)

3aa-H-40-{3'-Propanal}-5a-hydroxy-7aB-methylhexahydro-1-
indanon, Hemiacetal:
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3aq-H-4a[3’-Propanol]}-50-hydroxy-7af-methylhexahydro-1-

0
indanon:
0 _
. (I1) s
0
HO Ho (Iv)
HO

3aa-H-40-[3'-Propionsdure]}-5o-hydroxy-7ap-methylhexahydro-
1-indanon- §-lacton:
anhéufen, erhilt man nach den im folgenden niher erlduterten
15 Mutationsmassnahmen oder anderen Mutationsmassnahmen
aus sterinabbauenden Mikroorganismen der Gattungen
Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Corynebacterium,
( III ) Mycobacterium, Nocardia, Protaminobacter, Serratia und
Streptomyces, vorzugsweise Mycobacterium. Beispiele fiir
2 Arten dieser Gattung sind M. phlei, M. smegmatis, M. rhodo-
chrous, M. muscosum, M. fortuitum und M. butyricum.
Das erfindungsgemisse Verfahren zur Herstellung eines
Gemisches der neuen Verbindungen der Formeln I bis IV

0
0 0
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0
0
0
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ist dadurch gekennzeichnet, dass man einen Mikroorganismen-  ein neuer Mikroorganismenmutant, ndmlich Mycobacterium
mutanten aus der Gruppe Arthrobacter, Bacillus, Brevibacte- 5o fortuitum NRRL B-8128, zum selektiven Abbau von Steroiden
rium, Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Protamino-  mit oder ohne 17-Alkylseitenketten mit 2 bis einschliesslich 10

bacter, Serratia und Streptomyces, welche sich durch ihre Kohlenstoffatomen zu Gemischen von Verbindungen der For-
Fihigkeiten zum selektiven Abbau von Steroiden mit oder meln I, I, IIf und I'V benutzt. Geeignete Steroide sind Sitoste-
ohne 17-Alkylseitenkette mit 2 bis einschliesslich 10 Kohlen- rin, Cholesterin, Stigmasterin, Campesterin und dergleichen

stoffatomen und zur Bildung bzw. Ansammlung von 3aa-H-4a- 55 mit 17-Alkylseitenketten mit 2 bis einschliesslich 10 Kohlen-
[3'-Propanol}7-ap-methylhexahydro-1,5-indandion-hemiketal,  stoffatomen und Androst-4-en-3,17-dion, Androsta-1,4-dien-3,17-

3aa-H-40{3’-Propanal}-50-hydroxy-7ap-methylhexahydro-1- dion, Dehydroepiandrosteron und Testosteron. Diese Steroid-
indanon-hemiacetal; 3ao-H-4a{3’-Propionsiurel-5a-hydroxy- substrate kénnen entweder in reiner Form oder in Rohform
7aB-methythexahydro-1-indanon- 8-lacton und 3ao-H-40[3'- zum Einsatz gelangen. :

Propanol}-50-hydroxy-7af-methylhexahydro-1-indanoninder e  Wie bereits erwihnt, erhélt man durch ihre Fahigkeit zum
Girbriihe auszeichnen, in einem wissrigen Nahrmedium unter  selektiven Abbau von Steroiden der beschriebenen Art

aeroben Bedingungen in Gegenwart eines einzigen Steroids gekennzeichnete und Verbindungen der Formeln I, II, I1I und
mit oder ohne 17-Alkylseitenkette mit 2 bis einschliesslich 10 IV in der Gérbriihe anhdufende Mutanten durch Mutation von
Kohlenstoffatomen oder in Gegenwart eines Gemischs aus sterinabbauenden Mikroorganismen der Gattungen Arthro-

zwei oder mehreren Steroiden ausgewihlt aus der Gruppe 65 bacter, Bacillus, Brevibacterium, Corynebacterium, Mycobac-

bestehend aus Sitosterin, Cholesterin, Stigmasterin, Campeste-  terium, Nocardia, Protaminobacter, Serratia und Streptomy-

rin, Androst-4-en-3,17-dion, Androsta-1,4-dien-3,17-dion, Dehy- ces.

droepiandrosteron und Testosteron ziichtet. Mycobacterium fortuitum, ATCC 6842 ist seit dem 9. April
Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird insbesondere 1937 bei der American Type Culture Collection, 12301 Park-
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lawn Drive, Rockville, Maryland 20852 USA hinterlegt und
kann dort seit dem genannten Datum auf Verlangen von jeder-
mann frei bezogen werden.

Fiir den Erfindungszweck wurde in der spéter beschriebe-
nen Weise die Art Mycobacterium fortuitum ATCC 6842 zu
einem neuen Labor-Mikroorganismusmutanten mutiert. Der
ATCC-Katalog von 1974 erldutert neben der Auflistung von
ATCC 6842 folgendes: «J.C. Cruz 2. Cold abscess. Acta Med.
Rio de Janeiro 1:1, 1936, Medium 90 37C». M. fortuitum ATCC
6842 baut Sterine nicht selektiv zu niedrigmolekularen Verbin-
dungen, beispielsweise COz + H:0, ab. Somit eignet sich dieser
Mikroorganismus nicht zum selektiven Steroidabbau.

Bei der Mutation von M. fortuitum ATCC 6842 mittels
Nitrosoguanidin erhélt man einen neuen Mutanten, der selektiv
Steroide des beschriebenen Typs zu Gemischen von Verbin-
dungen der Formeln LII, IIT und IV abzubauen vermag. Diesem
Mikroorganismenmutanten von M. fortuitum wurde durch das
Northern Regional Research Laboratory, U.S-Department of

Agriculture, Peoria, Illinois, USA (der Mikroorganismenmutant

wurde an dieser Hinterlegungsstelle in der Dauersammlung
hinterlegt), die Nummer NRRL B-8128 zugeteilt. Eine Subkul-
tur dieses Mikroorganismus ist auf Anfrage von dieser Hinter-
legungsstelle frei erhaltlich. Es sei jedoch darauf hingewiesen,
dass die Verfiigbarkeit bzw. Aushindigung der Kultur keine
Lizenz an einem etwa auf die vorliegende Erfindung erteilten
Patent begriindet.

Die Morphologie und die Chemikalien- bzw. Drogenemp-
findlichkeit von M. fortuitum NRRL B-8128 sind von den ent-
sprechenden Eigenschaften der Ausgangsart M. fortuitum
ATCC 6842 nicht zu unterscheiden. Beide M. fortuitum-Kultu-
ren stellen sdurefeste, unbewegliche, nicht-sporenbildende
Bacilli aus der Familie Mycobacteriaceae der Ordnung Actino-
mycetales dar. Nach der Runyon’s Klassifizierung (vgl. E.H.
Runyon «Med. Clin. North Americay, 43, 273[1959]) handelt es
sich um ein nicht-chromogenes, der Gruppe IV angehérendes
Mycobacterium, d.h. es wichst rasch bei niedriger Temperatur
unter Bildung nicht-pigmentierter Kolonien auf relativ einfach
zusammengesetzten Medien.

M. fortuitum ATCC 6842 und M. fortuitum NRRL B-8128
lassen sich hinsichtlich ihrer Wirkung auf Steroidmolekiile ein-
deutig voneinander unterscheiden. Wie bereits ausgefiihrt,
kommt es beim Einsatz von M. fortuitum ATCC 6842 zu einem
nicht-selektiven Abbau von Steroiden, bei Einsatz von M. for-
tuitum NRRL B-8128 erfolgt dagegen ein selektiver Steroidab-
bau. Diese Eigenschaft von M. fortuitum NRRL B-8128 stellt
eine in hohem Masse wertvolle Eigenschaft dar.

Die Mutation von M. fortuitum ATCC 6842 zu M. fortuitum
NRRL B-8128 erfolgt mit Hilfe von Nitrosoguanidin. Die Ein-
zelheiten der Mutationsmassnahmen werden im folgenden
noch niher erldutert werden. Obwohl Mutationsverfahren all-
gemein bekannt sind, gibt es auf dem einschlégigen Fachgebiet
keine Lehren oder sogar Vermutungen beziiglich der
moglicherweise bei Durchfiihrung der im vorliegenden Falle
eingehaltenen Mutationsmassnahmen erhiltlichen Arten von
Mutanten. Die im folgenden naher erlduterten Mutations- und
Umwandlungs- bzw. Transformationsmassnahmen werden
zwar im einzelnen fiir ein Mycobacterium beschrieben, es ist
jedoch ohne weiteres moglich, dhnliche oder dquivalente Mass-
nahmen bei Mikroorganismen der anderen genannten Gattun-
gen anzuwenden,

Die selektive Umwandlung lésst sich in einer wachsenden
Kultur von M. fortuitum NRRL B-8128 entweder durch Zugabe
des jeweiligen Steroidsubstrats zu der Kultur wahrend der
Inkubationsdauer oder durch Zusatz des jeweiligen Steroidsub-
strats zu dem Nahrmedium vor dem Beimpfen bewerkstelligen.
Das Steroid kann entweder alleine oder in Kombination mit
einem anderen Steroid zugesetzt werden. Der bevorzugte,
jedoch nicht zwingend erforderliche Konzentrationsbereich
fiir das Steroid in der Kultur betrigt etwa 0,1 bis etwa 100 g/l.

Die Kultur wird in einem Ndhrmedium mit einem Kohlenstoff-
lieferanten, beispielsweise einem assimilierbaren Kohlen-
hydrat, und einem Stickstofflieferanten, beispielsweise einer
assimilierbaren Stickstoffverbindung oder einem eiweissarti-

5 gen Material, wachsen gelassen bzw. geziichtet. Bevorzugte
Kohlenstofflieferanten sind Glucose, brauner Zucker, Rohrzuk-
ker, Glyzerin, Stirke, Maisstirke, Lactose, Dextrin, Melasse
und dergleichen. Bevorzugte Stickstofflieferanten sind Mais-
einweichfliissigkeit, Hefe, autolysierte Brauhefe mit Milchfest-

10 stoffen, Sojabohnenmehl, Baumwollsaatmehl, Maismehl, Milch-
feststoffe, Pankreas-Verdauungsprodukte von Casein, Fisch-
mehl, Brennereiriickstinde, Tierpeptonfliissigkeiten, Fleisch-
und Knochenabfille, Ammoniumsalze und dergleichen. In vor-
teilhafter Weise kénnen Kombinationen dieser Kohlenstoff- und

15 Stickstofflieferanten zum Einsatz gelangen. Den Gér- bzw. Fer-
mentationsmedien brauchen keine Spurenmetalle, z.B. Zink,
Magnesium, Mangan, Kobalt, Eisen und dergleichen, zugesetzt
zu werden, da vor der Sterilisation des Mediums vorzugsweise
Leitungswasser und ungereinigte Bestandteile als Komponen-

20 ten des Mediums zum Einsatz gelangen.

Das Umwandlungsverfahren dauert normalerweise etwa
72 hbis 15 Tage. Die Inkubationstemperatur wihrend des
Umwandlungsverfahrens reicht im allgemeinen von etwa 25°
bis etwa 37 °C und betrigt vorzugsweise 30 °C. Der Inhalt des

25 Umwandlungsgefisses wird mit sterilisierter Luft beliiftet und
zum leichteren Wachstum des Mikroorganismus normaler-
weise bewegt. Auf diese Weise lasst sich der Wirkungsgrad des
Umwandlungsverfahrens erhohen.

Nach beendeter Umwandlung, ermittelt durch Diinn-

30 schichtchromatographie unter Verwendung von handelsiibli-
chen Silikagelplatten und eines Losungsmittelsystems aus 2
Volumina Athylacetat und 3 Volumina Cyclohexan, kann das
umgewandelte Steroid in iiblicher bekannter Weise isoliert
werden. So kann beispiclsweise das Gir- bzw. Fermentations-

35 oder Umwandlungsgemisch einschliesslich der Garbriihe und
der Mikroorganismenzellen mit einem mit Wasser nicht misch-
baren organischen Losungsmittel fiir Steroide extrahiert wer-
den. Geeignete Losungsmittel sind Chloroform, Tetrachlorkoh-
lenstoff, Athylenchloid, Trichlorathylen, Ather, Amylacetat,

40 Benzol und dergleichen, vorzugsweise Methylenchlorid.

Andererseits kénnen die Gér- bzw. Fermentationsbriihe
und die Zellen zunichst in {iblicher bekannter Weise, beispiels-
weise durch Filtrieren oder Znetrifugieren voneinander
getrennt und dann getrennt mit geeigneten Losungsmitteln
extrahiert werden. Die Zellen kénnen entweder mit einem mit
Wasser mischbaren oder mit einem mit Wasser nicht mischba-
ren Losungsmittel extrahiert werden. Die zellenfreie Gér- oder
Fermentationsbriihe ldsst sich mit mit Wasser nicht mischba-
ren Losungsmitteln extrahieren.

Die Extrakte konnen durch Diatomeenerde filtriert wer-
den, worauf das Filtrat im Vakuum zur Trockene destilliert
wird. Der die gewiinschten umgewandelten Steroide enthal-
tende Destillationsriickstand kann in einem 10% Chloroform
enthaltenden handelsiiblichen Hexanisomerengemisch gelost
und auf Silikagel chromatographiert werden, wobei als Ent-
wickler das handelstibliche Hexanisomerengemisch einerseits
und Mischungen desselben mit zunehmenden Mengen Athyl-
acetats verwendet werden. Bei diesen Massnahmen lassen sich
die Verbindungen L I und III eluieren. Die Verbindung I'V lasst
sich beispielsweise mit 5% Methanol enthaltendem Athylacetat
eluieren. Kristalline Produkte erhilt man mit Hilfe eines
Loésungsmittels, beispielsweise Athylacetat. Die gewiinschten
umgewandelten Steroide erhélt man auch aus der iiberstehen-
den Fliissigkeit nach dem Verdampfen des in der tiberstehen-
den Fliissigkeit enthaltenen Lésungsmittels.

Die aus dem erfindungsgemiss hergestellten Gemisch auf-
getrennten Verbindungen der Formeln I, IL, ITT und IV eignen
sich als Zwischenprodukte bei der chemischen Synthese wert-
voller Steroide. So lassen sich beispielsweise die aufgetrennten
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Verbindungen in bei dem aus der US-PS 3 880 884 bekannten
Verfahren zur Totalsynthese wertvoller 19-Norsteroide ver-
wendeten Ausgangssubstanzen {iberfiihren. Diese Umwand-
lung zu den genannten Ausgangssubstanzen ldsst sich in {ibli-
cher bekannter Weise durchfiihren, beispielsweise durch Oxi-
dation mit Chromsiure in Essigsdure und anschliessender
Nachbehandlung mit Essigsdureanhydrid und Natriumacetat
(vgl. «Biochem.» 2, 1238 bis 1243 und «J.A.C.S.» 85,2135 bis
2137).

Die folgenden Beispiele sollen das Verfahren gemiss der
Erfindung néher veranschaulichen. Sofern nichts anderes ange-
geben, bedeuten samtliche Prozentangaben «Gewichtspro-
zentey. Ferner bedeuten simtliche Mengenangaben bei
Losungsmittelgemischen, sofern nichts anderes angegeben,
«Voluminay. !

w

10

o

Beispiel 1

Herstellung des Mutanten M. fortuitum NRRL B-8128 aus
M. fortuitum ATCC 6842:

a) Nitrosoguanidin-Mutagenese:

Zellen von M. fortuitum ATCC 6842 werden bei einer Tem-
peratur von 28 °C in einem sterilen Saatmedium der folgenden
Zusammensetzung wachsen gelassen:

20

Nahrbriihe (Difco) 8¢/l
Hefeextrakt 1g1 25
Natriumpropionat 05 g/l

mit destilliertem Wasser aufgefiillt auf 11

Der pH-Wert des Mediums wird mit 1n-NaOH vor einer
20miniitigen Sterilisation bei 121 °C auf 7,0 eingestellt.

Die Zellen werden bis zu einer Dicke von etwa 5X10%ml 3
wachsen gelassen, durch Zentrifugieren in Kiigelchen iiber-
fiihrt und dann mit einem gleichen Volumen sterilen 0,1m-
Natriumcitrat eines pH-Werts von 5,6 gewaschen. Die gewa-
schenen Zellen werden in demselben Volumen Citratpuffer
resuspendiert, worauf ein aliquoter Teil zur Titerfeststellung
(d.h. zur Zellenzéhlung) abgetrennt wird. Schliesslich wird
Nitrosoguanidin bis zu einer Endkonzentration von 50 u g/ml
zugesetzt. Die Zellensuspension wird in einem Wasserbad 30
min lang bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert, worauf
erneut ein aliquoter Teil zur Titerfeststellung abgetrennt wird. 4o
Der Rest wird abzentrifugiert und mit einem gleichen Volumen
sterilen 0,1m-Kaliumphosphats eines pH-Werts von 7,0 gewa-
schen. Schliesslich werden die Zellen in einem sterilen Minimal-
salzmedium ohne Kohlenstofflieferant der folgenden Zusam-

R~

35

mensetzung: 45
NH:NO:s 1,08/

K:HPO: 0,25 g/l
MgSO04-7H20 0,25 g/l

NaCl 0,005 g/l
FeSOs.7H:0 0,001 g/l 50
mit destilliertem Wasser aufgefiillt auf 11

resuspendiert. Der pH-Wert dieses Mediums wird vor einem
20miniitigen Sterilisieren bei 121 °C mit 1n-HCl auf 7,0 einge-
stellt. Endlich werden die Zellen zur Auswahl der Mutanten
ausgebreitet.

b) Auswahl und Isolierung des Mutanten M. fortuitum
NRRL B-8128:
Die in der geschilderten Weise mutagenisierten Zellen werden
verdiinnt und auf Platten verstrichen, die ein Medium der fol-

55
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in einem Autoklaven auf eine Temperatur von 121 °C erhitzt
und dann in sterile Petrischalen gegossen. Das Wachsen bzw.
die Ziichtung auf diesem Medium eliminiert die meisten durch
das Mutageneseverfahren gebildeten Ndhrauxotrophe. So wer-
den beispielsweise Kulturen, die zum Wachsen auf chemisch
definierten Medien Vitamine, Wachstumsfakoren und derglei-
chen erfordern, eliminiert. Nach etwa 7tdgiger Inkubation bei
einer Temperatur von 28 °C werden die gebildeten Kolonien
auf zur Auswahl von Mutanten geeignete Testplatten und dann
zuriick auf das auf Glyzerin basierende Medium enthaltende
Kontrollblatt repliziert. Die Testplatten werden entsprechend
der Veréffentlichung von G.E. Peterson, H.L. Lewis und J.R.
Davis «Preparation of uniform dispersions of cholesterol and
other water-insoluble carbon sources in agar media», J.Lipid
Research 3, 275 bis 276 (1962) hergestellt. Das Minimalsalzme-
dium auf diesen Platten ist unter (a) von Beispiel 1 beschrieben.
Nach Zugabe von 15 g/l Agar und 1,0 g/l eines geeigneten Koh-
lenstofflieferanten werden Steroide, wie Sitosterin oder Andro-
stendion (AD), zugesetzt, worauf die erhaltene Suspension 30
min lang bei 121 °C im Autoklaven erhitzt wird. Das sterile,
heisse Gemisch wird hierauf in ein steriles Mischgefiiss gegos-
sen, mehrere min lang durchgemischt und schliesslich in sterile
Petrischalen gegossen. Bei diesen Massnahmen kann es infolge
Schaumbildung zu Schwierigkeiten kommen, diese lassen sich
jedoch durch Durchmischen des heissen Gemischs und durch
Abflammen der Oberfliche der geschmolzenen Agarplatten
verringern. Auf diese Wise erhilt man gleichmaissige Dispersio-
nen wasserunldslicher Kohlenstofflieferanten, wodurch die
Herstellung sehr homogener, jedoch opaker Agarplatten
erleichtert wird.

Die auf den Kontrollplatten gewachsenen Kolonien, jedoch
nicht die auf den AD als einzigen Kohlenstofflieferanten ent-
haltenden Testplatten gewachsenen Kolonien, werden durch
Ausstreichen auf Nihragarplatten gereinigt. Nach dem
Wachsen bei einer Temperatur von 28 °C werden mit Hilfe ste-
riler Zahnstocher Einzelklonen von den Nihragarplatten
gepfliickt und durch Beimpfen netzartig gemusterter Platten
mit AD als Kohlenstofflieferanten erneut getestet. Gereinigte
Isolate, die noch einen von der Mutterkultur unterschiedlichen
Phenoiypus aufweisen, weden dann in Schiittelflaschen ausge-
wertet,

c) Schiittelflaschenauswertung:

Es werden 500 ml fassende Schiittelflaschen mit 100 ml eines
Biotransformationsmittels der folgenden Zusammensetzung

verwendet:

Glyzerin 10,0 g/l
Na:HPOs 84 g/l
KH:PO4 45l
NH.CI 20¢g/l
MgS04-7H20 03¢l
FeCl;-6H:20 0,05 g/l
mit destilliertem Wasser aufgefiillt auf 11

Hierauf werden in das Medium 1 g/l Sojamehl und dann 10
g/l Sitosterin eingemischt. Nach 20miniitigem Erhitzen der Fla-
schen in einem Autoklaven auf 121 °C werden sie auf 28 °C
abgekiihlt und dann mit 10 ml eines wie folgt hergestellten Saat-
guts beimpft:

Die gereinigten Isolate aus Stufe (b) werden bei einer Tem-
peratur von 28 °C auf geneigtem Agar wachsen gelassen. Zum

genden Zusammensetzung enthalten (modifiziert nach Fraser e0 Beimpfen einer 500 ml fassenden Flasche mit 100 ml eines steri-

und Jerrel, 1963 «]. Biol. Chem.», 205, 291 bis 295):

len Saatmediums der folgenden Zusammensetzung:

Glyzerin 10,0 g/l Nihrbriihe (Difco) 8gl

Na:HPOa 84 gl Hefeextrakt 1g/

KH2PO4 45g/l Glyzerin 5/

NH.4Cl 2,0g/ 65 mit destilliertem Wasser aufgefiillt auf 11
MgS0s-7H20 03g/l wird eine von einem geneigten Agar entnommene Ose voll Zel-
FeCl;-6H20 0,05 g/1 len verwendet.

mit destilliertem Wasser aufgefiillt auf 11
Nach Zugabe von 15 g/l Agar wird das Medium 30 min lang

Der pH-Wert des Saatmediums wird vor dem 20miniitigen
Erhitzen der Flaschen auf 121 °Cin einem Autoklaven mit
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1n-NaOH auf 7,0 eingestellt. Die Saatflaschen werden72 hlang  durch Campesterin erhilt man ebenfalls die Verbindungen L 11,
bei einer Temperatur von 28 °C inkubiert. Ilund IV.

Wie bereits erwihnt, werden 10 ml gewachsene Saat zum L
Beimpfen samtlicher 500-ml-Flaschen mit jeweils 100 ml steri- Beispiel 6 ) o Lo .
len Transformationsmediums verwendet. Hierauf werdendie 5  Durch Zusatz einer Kombination aus beliebigen Steroiden
Flaschen bei einer Temperatur von 28° bis 30 °C auf einem der Beispiele 2 bis 5 zu dem Sitosterin in Eelsplel 2 odc?r durch
Drehriittler inkubiert, wobei von Zeit zu Zeit aliquote Proben  Verwendung einer beliebigen Kombination der Steroide der
entnommen werden. Diese Proben umfassen jeweils 10 ml und Beispiele 2 bis 5 anstelle des Sitosterins in Beispiel 2 erhilt man
werden nach dem Austragen durch Schiitteln mit 3 Volumina ebenfalls die Verbindungen der Formeln L, I, T und IV.
Methylenchlorid extrahiert. Teile der Extrakte werdendurch 10~
Diinnschichtchromatographie unter Verwendung von Silikagel BelSpl?l 7 ] ' '
und des beschriebenen Lésungsmittelsystems, d.h. 2 Volumina Bei Ersatz von Mycobacterium fortuitum ATCC 6842 in
Athylacetat und 3 Volumina Cyclohexan, sowie durch Gas/ Beispiel 1 durch einen Mikroorganismus der Gattung Arthro-
Flﬁssig.chromatographie analysiert_ Ein Nachweis der Anwe- bacter, BaCIIIUS, BreVIba(;terlum, COFynebaCterlum, Nocardla,
senheit der Verbindungen der Formeln I, II, Il und IV bestitigt 15 Protaminobacter, Serratia und Streptomyces erhalt man
den selektiven Abbau von Sitosterin durch den neuen Mutan-  Mikroorganismenmutanten, die sich durch ihre Fahigkeit zum

ten aus dem Muttermycobacterium M. fortuitum ATCC 6842. selektiven Abbau von Steroiden mit oder ohne 17-Alkylseiten-
ketten mit 2 bis einschliesslich 10 Kohlenstoffatomen und zur

Beispiel 2 Bildung von Verbindungen der Formeln L, II, Il und IV in der

Umwandlung von Sitosterin zu einem Gemisch der Verbin- 20 Gérbrithe auszeichnen.
dungen der Formeln I, IL, I und I'V und anschliessende Auf-
trennung in die einzelnen Verbindungen: :

Das verwendete Medium entspricht dem Medium von Bei-
spiel 1 (c). Dieses Medium wird durch 30miniitiges Erhitzen auf
121 °C sterilisiert, dann auf 30 °C abgekiihlt und schliesslich mit 25
10 Teilen einer Saatkultur des Mutanten-Mycobacterium M.
fortuitum NRRL B-8128, die entsprechend Beispiel 1 (¢c) herge- g eispiel 9
stellt worden war, beimpft.. Das beimpfte Gemisch wird unter Durch Ersatz des M. fortuitum ATCC 6842 in Beispiel 1
Bewegung 336 h lang bei einer Temperatur von 30 °C zur durch einen sterinabbauenden Mikroorganismus der Gruppe

Begiinstigung eines submersen Wachstums inkubiert. Nach der 30 Mycobacterium phlei, M. smegmatis, M. rhodochrous, M.
Inkubation wird das Gemisch mit Methylenchlorid extrahiert.  ycosum und M. but};ricum erhalt man Mikroorganis,menmu-
Der Extrakt wird durch Diatomeenerde filtriert, worauf das Fil- =, +o die sich durch ihre Fahigkeit zum selektiven Abbau von
trat im Vakuum zur Trockene destilliert wird. Der hierbei ange- Steroiélen mit oder ohne 17-Alkylseitenketten mit 2 bis ein-
fallene Destillationsriickstand wird mit einem handelstiblichen, ¢ hliesslich 10 Kohlenstoffatomen und zur Bildun ¢ bzw. Anhéiu-
10% Chloroform enthaltenden Hexanisomerengemisch aufge- 35 fung von Verbindungen der Formeln I, IL, I und IV in d'e r Gir-
nommen und auf Silikagel chromatographiert, wobeials Ent-  piihe auszeichnen. Y

wickler das handelsiibliche Hexanisomerengemisch und

Mischungen desselben mit zunehmenden Mengen an Athylace-  Beispiel 10

tat verwendet werden. Hierbei lassen sich die Verbindungen [, Durch Ersatz des Mutanten M. fortuitum NRRL B-8128 in
1 und III eluieren. Die Verbindung IV ldsst sich aus der Séule 40 den Beispielen 2 bis 6 durch die gemiss Beispiel 9 hergestellten

mit 5% Methanol enthaltendem Athylacetat eluieren. Die Rei-  Mutanten erhilt man ebenfalls Verbindungen der Formeln I, I1,
henfolge des Eluierens der betreffenden VerbindungenistI > [IJund IV.

II — I — IV. Die R-Werte dieser Verbindungen auf einem

Beispiel 8

Durch Ersatz des Mutanten M. fortuitum NRRL B-8128 in
den Beispielen 2 bis 6 durch die gemiss Beispiel 7 hergestellten
Mutanten erhilt man ebenfalls die Verbindungen der Formeln
L IL Il und IV.

Diinnschichtchromatogramm unter Verwendung eines Beispiel 11
3:2-Cyclohexan/Athylacetat-Gemischs sind: 1 = 037,11 = 0,28, 45 Dyrch Ersatz des Sitosterins im Beispiel 2 durch Androst-4-
[II'=0,16,IV = 0,05. ) . en-3,17-dion, Androsta-14-dien-3,17-dion, Dehydroepiandroste-
f‘\Uf dunnsch}chtchromatographlSChem Wege ermittelte ron oder Testosteron erhilt man ebenfalls die Verbindungen
geeignete Fraktionen werden gesammelt und zur Trockene der Formeln I, IL, [1I und IV.
eingedampft, wobei die Verbindungen I, I1, IIT und IV in guter T
Ausbeute erhalten werden. 50 Beispiel 12
Beim Umkristallisieren aus Athylacetat erhalt man die Ver” Durch Ersatz des Sitosterins Im Beispie] 2 durch eine Kom-
bindung I in Form eines 1:1-Epimerengemischs eines Fp. von bination aus zwei oder mehreren Sterinen, bestehend aus Sito-

100° bis 112 °C; die Verbindung II stellt ein Ol dar; die Verbin-  sterin, Cholesterin, Stigmasterin, Androst-4-en-3,17-dion,

dung Il besitzt einen Fp. von 122° bis 124 °Cund die Verbin- Androsta-1,4-dien-3,17-dion, Dehydroepiandrosteron und

dung IV besitzt einen Fp. von 148° bis 150 °C. 55 Testosteron, erhilt man ebenfalls die Verbindungen der For-
meln L, IL, ITTund IV.

Beispiel 3 :
Beim Ersatz des im Beispiel 2 verwendeten Sitosterins Beispiel 13
durch Cholesterin erhilt man ebenfalls die Verbindungen [, I, Durch Ersatz des Mutanten M. fortuitum NRRL B-8128 in
MTund IV. 60 den Beispielen 11 und 12 durch die gemass Beispiel 7 hergestell-
ten Mutanten erhilt man ebenfalls die Verbindungen der For-
Beispiel 4 meln L, IL, IITund IV.

Beim Ersatz des im Beispiel 2 verwendeten Sitosterins
durch Stigmasterin erhilt man ebenfalls die Verbindungen LI,  Beispiel 14

TundIV. 65 Durch Ersatz des Mutanten M. fortuitum NRRL B-8128 in
den Beispielen 11 und 12 durch die gemass Beispiel 9 hergestell-
Beispiel 5 ten Mutanten erhilt man ebenfalls die Verbindungen der For-
Beim Ersatz des im Beispiel 2 verwendeten Sitosterins meln I, II, If und IV.
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