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Die wiaflrige Ldsung der Ketonanteile wurde mit verd. Schwefelsidure an-
gesiuert und nach 1-stdg. Stehenlaslen mit Ather extrahiert. Es wurden
50 mg unverindertes Testosteron zuriickgewonnen.

2) Androsteron und Iso-androsteron aus Androstandion.

140 mg Androstandion wurden wie oben mit 200 ccm des Stierhoden-
extraktes behandelt. Die nach der Aufarbeitung erhaltene Mischung wurde
ebenfalls einer Trennung mit Girards Ketonreagens T%) unterworfen. Die
ketonfreien Anteile enthielten nur wenige mg Substanz, die nicht untersucht
wurden. Die Trennung der Ketone (95 mg) geschah auf folgende Weise:

a) 60 mg dieses Gemisches wurden mit 2 ccm Essigsdureanhydrid
20 Min. gekocht. Das Essigsiureanhydrid wurde entfernt und der Riickstand
aus Methanol umkrystallisiert. ¥Es wurden 17 mg Androsteron-acetat
vom Schmp. 160—161° erhalten. Aus der Mutterlauge konnten keine weitere-
Krystallisate erhalten werden.

b) 35 mg wurden durch Digitoninfillung getrennt, wobei 13 mg Iso-
androsteron vom Schmp. 170—171° und 12 mg Androsteron vom Schmp.
1780 erhalten wurden.

450. Luigi Mamoli: Bakterielle Dehydrierung von Pregnenolon
zu Progesteron.
[Aus d. Xaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem.]
(Eingegangen am 23. November 1938.)

L. Mamoli und A. Vercellonel) haben kiirzlich aus Mailinder Hefe
ein Bakteriengemisch isoliert, das auf glatte Weise Dehydro-andro-
steron (I) zu Androstendion (II) dehydriert. Damit wurde die Moglich-
keit aufgezeigt, in seitenkettenlosen Steroiden Alkoholgruppen awf enzy-
matischemn Wege zu Ketogruppen zu dehydrieren.

Bei Versuchen zur biochemischen Hydrierung?) von Steroid-Derivaten
durch girende Hefe wurdé¢ festgestellt, daBl die am C, befindliche Keto-
gruppe des Cholestanons — im Gegensatz zur C,-stindigen Carbonylgruppe
in seitenkettenlosen Vertretern dieser Gruppe — nicht hydriert wird. Der
aus diesem Befund ersichtliche Einflu@ der Seitenkette macht sich auch bei
der biochemischen Hydrierung von Vertretern der Pregnanreihe bemerkbar,
‘die als Seitenkette am C,, eine COCH,-Gruppe aufweisen: allo-Pregnandion
bzw. Pregnandion werden von girender Hefe nicht reduziert.

Angesichts dieser Befunde war es von Interesse, den Einflul} der Steroid-
Seitenkette auf die dehydrierende Wirkung der oben genannten Bakterien-
mischung zu studieren. Als Substrate fiir diese Versuche wihlte ich Choleste-
tin und Pregnenolon (III). Pregnenolon erschien von besonderer Wichtig-
keit, weil es als Zwischenprodukt in der Corpus-luteum-Hormon-Synthese
von A. Butenandt und U. Westphal3) auftritt und durch Dehydrierung
der am C; befindlichen alkoholischen Gruppe zur Ketogruppe unter gleich-
zeitiger Verschiebung der Doppelbindung Progesteron (IV) liefern mubBte.

1) B. 71, 1686 [1938]. %) L. Mamoli u. A. Vercellone, B. 70, 470 [1937].
3) B. 67, 1611, 1903, 2085 [1934].
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Meine Versuche haben ergeben, dafl die Seitenkette auch einen EinfluB
auf den Verlauf der Dehydrierung durch Bakterien ausiibt; wihrend unter
den von mir angewendeten Bedingungen Cholesterin vollkommen un-
verindert bleibt, wird Pregnenolon (III) zu Progesteron (IV) de-
hydriert. Diese Oxydation verliuft jedoch weniger glatt als die Dehydrie-
rung des seitenkettenlosen Dehydro-androsterons (I) zu Androstendion (IT),
denn sie ist immer nur an einem Teil des Substrates durchfiihrbar gewesen.

(8] (8]
CH| CHy|
S \‘/ AN i \(/ N
CH3‘ ¥} - CH31 /_.
/NN ‘/ NN
HO/\/\/ I O/\/\/ 1L
CH, CH,
co Cco
cH,| )
NN AN
NN I/\\/ \}/
‘HO/\/\ LI 0/\/ \\/ Iv.

Ich fiigte fein pulverisiertes Pregnenolon (III) zu sterilem und ge-
puffertem Hefewasser hinzu, infizierte mit dem dehydrierenden Bakterien-
gemisch!) und schiittelte zunichst 48 Stdn. unter Sauerstoff bei 32°. Bei
dieser Versuchsanordnung konnte ich neben unverindertem Ausgangsmaterial
nur geringe Mengen an Progesteron (IV) isolieren. Nach 6-tdgiger Ein-
wirkung desselben Bakteriengemisches konnte ich jedoch ein Reaktions-
gemisch erhalten, das sich durch Umsetzung mit Chlorsulfonsiure nach der
Methode von Butenandt und Westphal%) in 409, Progesteron und
40 9%, unverandertes Pre gnenolon zerlegen lieB. Die Umwandlung von Preg-
nenolon zu Progesteron beschrinkte sich auch auf insgesamt 409, als ich
das aus einer ersten Dehydrierung erhaltene Gemisch von Pregnenolon und
Progesteron einer erneuten Einwirkung eines Bakteriengemisches unterwarf.

Butenandt ist der Auffassung, daBl Pregnenolon eine Vorstufe bei der
Entstehung von Progesteron im Organismus darstellen kdnnte. Die prin-
zipielle Maglichkeit einer Umwandlung von Pregnenolon zu Progesteron auf

biochemischem Wege ist durch die vorstehend mitgeteilten Ergebnisse er-
wiesen.

Ich danke Hrn. Prof. A. Butenandt fiir die Férderung dieser Arbeit
und fiir die mir am Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie gewdhrte Gast-
freundschaft. Frl. H. Teschen ist fiir wertvolle Mitarbeit und der Schering
A.-G., Berlin, fiir die Unterstiitzung der Untersuchung zu danken.

Beschreibung der Versuche.
60 ccm steriles Hefewasser wurden durch Zugabe von 10 ccm m /g -sek.
Natriumphosphat und 10 ccm m/g-prim. Kaliumphosphat gepuffert, mit
200 mg fein pulverisiertem Pregnenolon (III) versetzt und 1 Stde. im Dampf-

9 B. 69, 443 [1936].
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topf sterilisiert. Nach dem Erkalten wurde mit einigen Tropfen der frisch in
Hefewasser geziichteten dehydrierenden Bakterienmischung!) infiziert.
Das Reaktionsgemisch wurde dann bei 32° unter Sauerstoff 6 Tage geschiittelt.
Danach wurde der Versuch unterbrochen und die Suspension filtriert. Das
Reaktionsprodukt wurde dem auf dem Filter verbliecbenen Riickstand durch
Auskochen mit Aceton entzogen und zur Krystallisation gebracht; es stellte
ein Gemisch von Pregnenolon und Progesteron dar. Die Trennung dieses
Gemisches wurde nach Butenandt und Westphal%) auf folgendem Wege
durchgefiihrt:

Das Gemisch wurde in 3 ccm Chloroform und 1Y/, ccm absol. Pyridin
gelost. Nach dem Abkiihlen der Ldsung auf 0° wurde eine ebenfalls gekiihlte
Mischung von 0.5 ccm Chlorsulfonsiure und 2 ccm Chloroform langsam
hinzugegeben. Das Reaktionsgut wurde erwirmt und 1/, Stde. auf dem
Wasserbade zum Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten wurden etwa 40 ccm
Ather und 20 ccm 2-n. Sodalésung. hinzugefiigt und kriftig geschiittelt. Das
Natriumsalz des sauren Pregnenolon-sulfates fiel aus und wurde mit Ather
gewaschen. Die gesamten 4therischen Lésungen wurden vereinigt, mit verd.
Schwefelsdure und Wasser gewaschen, getrockmet und eingedampft. Der
Riickstand wurde in verd. Alkohol geldst und ergab 80 mg Progesteron
(A*-Pregnendion). Das Natriumsalz wurde durch Behandlung mit einem
Gemisch dus 2 Tln. Alkohol und 1 T1. 5-n. Schwefelsiure gespalten; es lieferte
80 mg Pregnenolon zuriick.

45]. Otto Neunhoeffer und Johannes Weise: Uber die Einwirkung
von Diazoniumverbindungen auf 2-Oxy-naphthochinon-(1.4).

[Aus d. Organ.-chem. Institut d. Universitdt u. Techn. Hochschule Breslau.]

(Eingegangen am 17. November 1938.)

In dem Dtsch. Reichs-Pat. 508395 der I.-G. von Fritz Giinther!) ist
ein Verfahren beschrieben, nach dem bei der Umsetzung von Chinonen mit
Diazoniumverbindungen unter Austritt von Stickstoff arylsubstituierte
Chinone erhalten werden nach folgendem Schema:
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Das Verfahren arbeitet in alkoholisch wiBriger L6sung mit iiberschiissigem
Natriumacetat und gibt gute Ausbeuten. Fiir Benzochinon ist eine gréere
Anzahl von Anwendungsbeispielen beschrieben, fiir das Naphthochinon-(1.4)
eines.

Es ist erstaunlich, daB in einem derartig viel bearbeiteten Gebiet, wie es die Diazo-
niumverbindungen und die Chinone darstellen, diese glatt verlaufende Reaktion erst
so spat aufgefunden wurde. Vielleicht wire es niitzlich, wenn diese Umsetzung auch in
den Lehrbiichern erwihnt wiirde, die ja meist den Ersatz der Diazogruppe durch andere
Reste mit erschopfender Ausfiihrlichkeit behandeln.

1) C. 193011, 137; 1981 1, 1675; Frdl., Fortschr. Teerfarb.-Fabrikat. 17, 557 [1930).





