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Das Thebain-Chinon-Addukt geht beim UbergieBen und Umriihren mit
etwas konz. Bromwasserstoffsiure leicht in Lédsung. Nach kurzer Zeit
krystallisiert jedoch das gelbe Hydrobromid der Anlagerungsverbindung
aus. Es ist leicht 16slich in Wasser. Durch Zusatz von Ammoniak wird daraus
wieder das gelbe Chinon-Addukt vom Schmp. 247—249° frei.

Umlagerung des Thebain-Chinon-Adduktes: 0.1g Chinon-
Addukt wird in 5 cem Athylalkohol Y/, Stde. am RiickfluBkiithler auf dem
Wasserbade erwidrmt. Allmihlich geht die Substanz in Lésung, und die gelbe
Farbe verschwindet. Beim Abkiihlen erhilt man schone weile Krystalle.
Schmp. 247—2499 nach Briaunung bei 2209.

3.439 mg Sbst.: 9.078 mg CO,, 1.833 mg H,0. — 4.635 mg Sbst.: 0.137 cem N
(22° 750 mm). ’

CysH,;OsN. Ber. C 71.6, H 6.01, N 3.34. Gef. C 71.99, H 5.96, N 3.30.

Verbindung mit 1.4-Naphthochinon: 0.1g Thebain wird zu-
sammen mit 0.06 g 1.4-Naphthochinon 10 Min. in 6 cem Athylalkohol
auf dem Wasserbade erhitzt. Die ausfallenden weillen Nadeln schmelzen
nach dem Umkrystallisieren aus Methanol bei 239—2400.

Verbindung mit Maleinsdureanhydrid: Sie wird durch kurzes
Kochen einer Benzol-Losung von 0.1 g Thebain und 0.04 g Maleinsiure-
anhydrid in einer Ausbeute von 0.08 g erhalten. Die derben Krystalle
farben sich bei 260° braun und schmelzen bei 263—264°.

Auch an dieser Stelle danke ich Hrn. Dr. O. Arrhenius fiir seine stete
Hilfsbereitschaft.

103. Alberto Ercoli: Enzymatische Umwandlung des A*-Testo-
sterons in Atiocholan-ol-(17)-on-(3) und Epi-itiocholan-diol -(3.17)
durch einen Hengsthodenextrakt.

[Aus d. Istituto Sieroterapico Milanese, Mailand.]

(Eingegangen am 19. Februar 1938.)

Vor kurzem?!) wurde die hydrierende Wirkung eines frisch bereiteten
enzymatischen Hengsthodenextraktes beschrieben, durch welche das A¢-
Androstendion in Atiocholan-dion-(3.17) umgewandelt wurde.

In dieser Arbeit wird iiber die Wirkung des Hengsthodenextraktes auf
At-Testosteron (I) berichtet. Zur Anwendung gelangte derselbe schon
frither!) benutzte enzymatische Auszug, der durch 48-stdg. Autolyse des
fein zerkleinerten Organs mit chloroformgesittigtern Wasser bei 37° und
nachfolgende Filtration gewonnen und 65 Tage im Eisschrank aufbewahrt
worden war,

Es wurden 3 Parallelversuche angesetzt; bei dem ersten (A) wurde dem
enzymatischen Auszug Androstendion zugefiigt, bei den anderen (B und C)
Testosteron. A diente zur Kontrolle der enzymatischen Wirksamkeit des
alt gewordenen Auszugs. Die drei Proben wurden bei 37° stehen gelassen.
Nach Ablauf von 10 Tagen wurden A und B filtriert, die Riickstinde mit '
Aceton zerrieben und das in Aceton Geloste im Hochvakuum destilliert.

1) A Ercoli u. L. Mamoli, B. 71, 156 [1938].
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Aus A gewann man fast das ganze Androstendion unverdndert wieder:
der Auszug hatte also im Vergleich zu dem {frilheren Versuch!) den gré8ten
Teil seiner Wirksamkeit verloren?). Durch die gleiche Behandlung gewann
man aus B ein Gemisch, das infolge seiner schweren Trennbarkeit acetyliert
und aus verd. Methanol fraktioniert krystallisiert wurde. So konnte neben
Testosteron-acetat das erwartete Atiocholanol-(17)-on- (3)-acetat
{Schmp. 143% gewonnen werden, das durch Verseifung das entsprechende,
schon von Butenandt3) dargestelite Atiocholanolon (II) (Schmp. 138.5°
bis 139.5°, unkorr.) ergab. Die Substanz 16st sich unter gelindem Erwdrmen
in konz. Schwefelsiure mit hellgelber Farbe und griiner Fluorescenz. Aus
den Mutterlaugen konnte, auch nach Behandlung mit Girardschem Keton-
reagens T9), kein nichtketonartiger Anteil erhalten werden.

Nach 20 Tagen wurde C filtriert und in iiblicher Weise aufgearbeitet.
Umkrystallisieren aus Ather und Aceton lieferte eine Substanz vom Schmp.
232—233° (unkorr.), [a]y: - 24.8° (in Alkohol), die durch ihr Diacetat (Schmp.
121—1229% weiter charakterisiert wurde. Der Mischschmelzpunkt mit dem
durch Reduktion und gleichzeitige Verseifung des bei B gewonnenen Atio-
cholanolon-acetates erhaltenen Epi-atiocholan-diols-(3.17)" (III) war
ohne Depression. Es handelte sich also um das von Butenandt?) aus
Minnerharn isolierte, und von Ruzicka®) und von Butenandt3®) auch
kiinstlich hergestellte Diol *).

Die vereinigten Mutterlaugen wurden, nach dem 7Trocknen, mit T-
Reagens behandelt: aus dem ketonfreien Anteil konnté noch eine kleine
Menge des Diols erhalten werden; der Ketonanteil lieferte durch Krystalli-
sation aus verd. Methylalkohol unverindertes Testosteron, aus den Mutter-
laugen davon konnte durch Acetylierung und nachfolgende Krystallisation
Atio-cholanolon-acetat gewonnen werden.

Aus dem wiaBrigen Filtrat von C endlich konnte durch Ausschiitteln
mit Ather, Hochvakuumdestillation, Umlésen aus Aceton-Petrolither und
aus verd. Alkohol noch eine kleine Menge Epi-dtiocholandiol erhalten werden.

AuBler Atio-cholandion!) wurden also auf enzymatischem Wege noch
2 Vertreter der Atiocholangruppe gewonnen, die der minnliche Organismus
wahrscheinlich auch ausscheidet®) und Inaktivierungs- und Ausscheidungs-
formen des Testishormons darstellen. Diese enzymatische Wirksamkeit ist
an den Zustand der Sexualreife gekniipft. Versuche mit Hoden von mehr
als 15-jahrigen Hengsten verliefen ohne Erfolg.

Aus den Versuchen geht hervor, dafl das Testosteron von Testishydrase
anscheinend leichter als Androstendion angegriffen wird, und dafl zuerst die
Hydrierung der Doppelbindung und hierauf die der Ketogruppe erfolgt.

2) Im Vergleich zu dem friiheren Versuch war die Reaktionszeit nur halb so lang,
wihrend die Menge des enzymatischen Extraktes verdoppelt wurde.

3 A.Butenandt, K. Tscherning u. H. Dannenberg, Ztschr. physiol. Chem.
248, 205 [1937].

4) A.Girard u. G.Sandulesco, Helv. chim. Acta 19, 1095 [1936].

5) L.Ruzicka, M. W.Goldberg u. W.Bosshard, Helv. chim Acta 20, 541 [1937].

*) Anmerkung bei der Korrektur. — Der Stoff zeigt im Allen-Doisy-Test
an kastrierten weiblichen Miusen eine betrichtliche &strogene Wirkung. Die physio-
logischen Versuche sind moch im Gange.

) Zur Frage, ob das Epi-dtiocholandiol als solches oder in Form einer Keton-
Vorstufe im Harn vorkommt, s. Butenandt, Tscherning u. Dannenberg (L c.).
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Auf diesem Gebiet sind noch Arbeiten im Gang; vorliufig sei nur gesagt,
daB die Testishormon-Hydrase (aus Hengst- und Stierhoden), welche, die
seitenkettenlosen Steroide mit androgener Wirksamkeit (einschlieflich De-
hydroandrosteron) angreift, keine nachweisbare Wirkung auf die entsprechenden
seitenkettentragenden Sterine und Sterinderivate auszuiiben scheint.
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Beschreibung der Versuche.

Zur Bereitung des enzymatischen Hodenextraktes s. A. Ercoli und
L. Mamolil).
Versuchsansatz:

A) 200 cem des Auszuges wurden 200 mg feinpulverisiertes Andro-
stendion hinzugefiigt.

B) 200 ccm des Auszuges wurden 200 mg feinpulverisiertes Testo-
steron hinzugefiigt.

C) 250 ccm des Auszuges wurden 250 mg feinpulverisiertes Testo-
steron hinzugefiigt.

Die drei Proben wurden gleichzeitig in den Brutschrank bei 37° gebracht.

Nach Ablauf von 10 Tagen fiir A) und B), von 20 Tagen fiir C), wurde
filtriert, die Riickstinde nach Trocknen mit heiflem Aceton zerrieben, die
Acetonlésungen filtriert, eingeengt und im Hochvakuum destilliert.

Bearbeitung von A: Die nach Hochvakuumdestillation erhaltene
Substanz (etwa 140 mg) lieferte, aus verd. Aceton umkrystallisiert, 110 mg
reines Androstendion.

Bearbeitung von B: Das Hochvakuumdestillat (etwa 150 mg) erwies
sich beim Umkrystallisieren aus verschiedenen LGsungsmitteln als schwer
trennbares Gemisch, so da alle erhaltenen Krystallfraktionen wieder ver-
einigt, mit 1 ccm Essigsdureanhydrid !/, Stde. gekocht und aus verd. Methanol
fraktioniert krystallisiert wurden. Aus der ersten und dritten Krystall-
fraktion erhielt man im ganzen nach Umldsen aus verd. Methylalkohol etwa
40 mg reines Atiocholanol-(17)-on-(3)-acetat, Schmp. 143° (unkorr.).

4.974 mg Sbst.: 13.830 mg CO,, 4.300 mg H,0.

CyH,,0,. Ber. C 75.85, H 9.70. Gef. C 75.83, H 9.67.

Aus der zweiten Fraktion (30 mg) erhielt man nach Umkrystallisieren
aus verd. Aceton 10 mg reines Testosteron-acetat, Schmp. 138° (unkorr.)
(Mischprobe).

Alle vereinigten Mutterlaugen wurden mit 2 cem Methanol, 0.2 ccm
Essigsdure, 400 mg Girard-Reagens T zum Sieden erhitzt. Nach Abkithlung
mit Kaltemischung wurden 3.3 ccm n-Natronlauge hinzugefiigt, mit eis-
gekiihltem Wasser verdiinnt und mit Ather 4-mal erschépfend extrahiert.
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Nach Trocknen und Verdampfen der dtherischen Lésung erhielt man nur
10 mg eines schmierigen, nicht krystallisierbaren Ols.

Verseifung des Atiocholanolon-acetates: 9 mg des acetylierten
Oxykeétons wurden mit 2.5 cem n-methylalkohol, Kalilauge %/, Stde. ver-
seift, mit Wasser verdiinnt und mit Ather ausgeschiittelt. Aus der iiber
Na,SO, getrockneten atherischen Lésung konnten nach Einengen und Um-
16sen aus Aceton-Petrolither und aus verd. Alkohol 4 mg Atio-cholanol-
(17)-on-(3), Schmp. 139—1409°, erhalten werden.

Verseifung und gleichzeitige Reduktion des Acetates des
Atiocholanol-{17)-on-(3): 23 mg des acetylierten Oxyketons wurden
in 6 ccm Isopropylalkohol gelést und unter Sieden mit kleinen Stiickchen
Natrium versetzt, bis das Metall sich nicht mehr léste. Nach kurzem Ein-
engen wurde mit etwa 12ccm heilem Wasser verdiinnt. Der nach Ab-
kiithlen erhaltene krystallinische Niederschlag wurde aus verd. Alkohol um-
gelést: 15 mg Epi-dtiocholan-diol-(3.17), Schmp. 231° (unkorr.); [e]}:
+ 24.8° (Alkohol).

4.658 mg Sbst.: 13.220 mg CO,, 4.610 mg H,0.

CyH,,0,. Ber. C78.01, H 11.04. Gef. C 77.42, H 11.07.

Bearbeitung von C: Das Hochvakuumdestillat (etwa 180 mg) wurde
aus Ather, Aceton und verd. Alkohol umkrystallisiert: 20 mg, Schmp. 231°
bis 2329 (unkorr.). Ein Mischschmelzpunkt mit oben bereitetem Epi-dtio-
cholan-diol-(3.17) ergab keine Depression. Die vereinigten Mutterlaugen
wurden nach Trocknen mit 2ccm Methanol, 0.2 ccm Essigsiure und mit
400 mg Girard-Reagens T behandelt und 1 Stde. zum Sieden erhitzt. Nach
Abkiihlen mit Kailtemischung wurden der Lésung 3.3 ccm #-NaOH hinzu-
gefiigt, mit eisgekiihltem Wasser verdiinnt und mit Ather 4-mal extrahiert
(ketonfreier Anteil). Die willrige Lésung wurde mit Salzsiure kongosauer
gemacht und 4-mal mit Ather extrahiert (Keton-Anteil).

Aus dem Nichtketon-Anteil konnte man nach Abdampfen und Trocknen
des Athers und Umlésen des Riickstandes aus Aceton-Petrolither und verd.
Aceton noch 14 mg reines Diol, aus dem Keton-Anteil nach Umkrystalli-
sieren aus verd. Methanol 43 mg Testosteron gewinnen. Die Mutterlaugen
dieser Krystallfraktion wurden zur Trockne gebracht, mit 4 ccm Essigsdure-
anhydrid 30 Min. gekocht und nach Entfernung des Essigsiureanhydrids
aus verd. Methanol umkrystallisiert: 21 mg Atiocholanolon-acetat,
Schmp. 143° (Mischprobe).

Epi-dtiocholandiol-diacetat: 11 mg Epi-dtiocholandiol wurden
30 Min. mit 1cem Essigsiureanhydrid gekocht. Das Diacetat wurde aus
verd. Methanol umgeldst: 10 mg. Schmp. 121—122° (unkorr.).

Epi-atiocholan-diol-(3.17) aus filtrierter enzymatischer wa-
riger Reaktionslésung: Der filtrierte enzymatische Auszug von C wurde
mit Ather extrahiert, nach Abdampfen des Athers der Riickstand im Hoch-
vakuum destilliert. Die gewonnenen 30 mg wurden aus Aceton und aus
verd. Alkohol mehrmals umkrystalliSiert: 4 mg. Epi-dtiocholan-diol-
(3.17), Schmp. 2329 (unkorr.) (Mischprobe).





