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(Eingegangen a m  15. November 1968) 

Die komplexen Prothorakal-Wehrdriisen des 12 mm groBen I .  fenestratus produzieren eine 
waRrige EmulsIon, in der nebeii 28 pg M-Androstenol-( 17P)-on-(3) (Testosteron) nun auch 
16 pg Al.4-Androstadienol-(I 7P)-on-(3) und 1 v g  A4-Pregnenol-(20P)-on-(3) nachgewiesen 
werden. 

Aus dem proteinfreien Prothorakal-Wehrdriisensekret isolierten wir durch Gel- 
chromatographie die Hauptkomponente: 8-Hydroxy-chinolin-carbonsaure-(2)-me- 
thylester2). Die Begleitsubstanzen erhielten wir daneben nur als Gemisch ; durch 
mehrfache Diinnschichtchromatographie aber konnten wir daraus drei reine Steroide 
gewinnen. Eine vierte Zone enthielt eine Mischung mehrerer polarer Substanzen, 
die wir noch nicht untersucht haben. 

Die farblose, kristalline Substanz der Zone I absorbiert bei 241.5 m p  (log E = 

4.22). Die Absorptionswerte lassen sich dem x-x*-Ubergang eines a.P-unge- 
sattigten Ketons zuordnena. Eine schwachere Absorptionsbande bei 312 mp 
mit E -= 76 wird durch den n-x*-Ubergang der Carbonylgruppe hervorgerufen, 
ebenso wie der negative Cottoneffekt mit einem Maximum bei h = 331 mp und 

= - 1.32. Nicht nur das Circulardichrogramm (Abbild. 3 )  spricht fur ein 
A4-3-Keto-steroids), sondern auch das Massenspektrum. 

Fur solche Steroidstrukturen sind intensive Spitzen bei mje 124 charakteristisch 6) ,  

wie sie unser Spektrum auch zeigt (Abbild. 2). AuBerdem fragmentieren derartige 
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Abbild. 1. Circulardichrogramm der Substanz der Zone I;  aufgenommen in Dioxan mit dem 
Dichrograph der Fa. Roussel-Jouan, Paris 

Steroide durch Abspalten von Keten aus dem Ring A; damit ist auch die zweite 
charakteristische Spitze bei M - 42 = 274 erklart. Beriicksichtigt man nun noch, 
da13 sich aus dem Intensitatsverhaltnis M/M + 1 eine maximale C-Atomzahl von 21 
errechnen la& so darf man aus den bisherigen Daten bereits schlieRen, daB ein 
(221-Steroid mit der Struktur eines A4-Pregnenons-(3) vorliegt. Das Ketosteroid mu13 
aber noch hydroxyliert sein; das geht aus dem Mo1.-Gewicht von 316 hervor und 
aus der Spitze bei m/e 298, die durch Eliminierung von Wasser aus dem Molekul-Ion 
entsteht. Diese Annahme wird durch ein metastabiles Ion mit m* = 281.5 und 
aul3erdem durch die Bildung eines Acetats erhartet. Auch uber die Stellung der 
Hydroxylgruppe lassen sich aus dem Massenspektrum noch einige Hinweise ent- 
nehmen: Steroide zerfallen haufig unter Spaltung der Bindung zwischen C-13 und 
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Abbild. 2. Massenspektrum der Substanz der Zone I; aufgenommen mit dem Massen- 
spektrometer CH 4 der Atlaswerke MAT 
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C-17 sowie zwischen C-14 und C-15. Bei A4-3-Keto-steroiden mit unsubstituierten 
Ringen A bis C findet man also charakteristische Spitzen bei m/e 230 und 2297). 
Nachdem auch in unserem Massenspektrum diese Spitzen mit der erwarteten Inten- 
sitat auftreten, kann die Hydroxylgruppe nur noch an den C-Atomen 15, 16 und 17 
oder 20 und 21 sitzen. Mit Hilfe des IR-Spektrums laRt sich davon lediglich C-21 
ausschlieRen, da die Bande fur die vc-oH-Schwingung bei 1112/cm liegt und damit 
keine primare Alkoholgruppierung vorliegen kann. Aus biogenetischen Grunden ist 
schliefilich am wahrscheinlichsten die Substitution an C-20; die meisten natiirlich 
vorkommenden Pregnanderivate haben hier eine funktionelle Gruppe. Ein Vergleich 
der IR-Spektren von authentischem A4-Pregnenol-(20P)-on-(3) und der Substanz 
aus Zone I, sowie der entsprechenden Acetate, beweist dann auch die Identitat der 
beiden Verbindungen. 

7H3 

HO-CH 

0 C P  
Neben dem bereits aufgefundenen3) C19-Steroid Testosteron der Zone I1 kommt 

demnach in dem Prothorakal-Wehrdriisensekret von Zlybius fenestratus auch das 
Czl-Steroid 1 vor. Zone 111 aber enthielt - nach Vorversuchen zu schliefien - wieder 
ein C19-Steroid, das bei 244mp mit E 14900 absorbiert. Neben diesem Maximum 
zeigt das UV-Spektrum nur noch eine Inflexion bei etwa 300 mp. Demnach konnte 
sowohl ein A4-3-Keto-steroid, als auch ein Al.A4-3-Keto-steroid vorliegen ; denn 
fur beide Strukturen hat man A,,, = 244 m p  errechnetg). Da aber fur A4-3-Keto- 
steroide meist um 2 -6 mp  kleinere Absorptionswerte gefunden werden, miissen 
wir eher ein Dienon annehmen. Dafur aber haben wir eine weitgehende Veranderung 
der Circulardichroismuskurve im Vergleich zu A4-3-Keto-steroiden zu erwarten. 
Bei gekreuzt konjugierten Dienon-Systemen ist sowohl die erste als auch die zweite 
Sphare symmetrisch ; wir diirfen hier also die normale Oktantenregel anwendens), 
nach der wir fur einfache Al.A4-3-Keto-steroide einen negativen Cottoneffekt fordern 

m I  
Abbild. 3. Oktantenprojektion eines Al.A4-3-Keto-steroids 

(Nur die Ringe A und B sind gezeichnet) 
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Abbild. 4. Circulardichrogramm der Substanz aus Zone 111; aufgenommen in Dioxan mit 
dem Dichrograph der Fa. Roussel-Jouan, Paris 

miissen (Abbild. 3). Ferner ist zu erwarten, dab der Absolutwert dieses Cotton- 
effektes kleiner ist als bei einfachen &-3-Keto-steroiden, weil durch die Einfiihrung 
der zweiten Doppelbindung auch die zweite Sphare symmetrisch geworden ist (inharent 
symmetrischer Chromophor mit dissymmetrischer Storung) 10). In Ubereinstimmung 
damit zeigt das Circulardichrogramm der Substanz der Zone It1 (Abbild. 4) einen 
negativen Cottoneffekt mit A,,, = 346mp und AE,,, = -0.35; diese Werte 
stimmen sehr gut mit den bereits veroffentlichten fur einfache Al.h4-3-Keto-steroide11) 
uberein. 

Das IR-Spektrum der Substanz aus Zone 111 ahnelt in den Schliisselbanden sehr 
dem Spektrum von Testosteron, wenn man davon absieht, daR hier nur eine vo- H- 

Bande bei 3420jcm auftritt. Auffallend ist jedoch eine neue Bande bei 1600/cm, 
die wir der Valenzschwingung der C=C-Bindung zwischen C-1 und C-2 zuordnen. 

Durch das Massenspektrum (Abbild. 5 )  wird die Struktur eines Al.A4-3-Keto- 
steroids ebenfalls bestatigt. Charakteristisch ist hier die ausgepragte Spitze bei 
mje 122 - entsprechend der Spitze bei mje 124 der A4-3-Keto-steroide ~ wie sie 
unser Spektrum zeigt (vgl. Abbild. 5). Da das Mo1.-Gew. gerade um zwei Massen- 
einheiten kleiner ist als bei Testosteron, lag die Vermutung nahe, daR die Substanz 
der Zone 111 A1 4-Androstadienol-(l7P)-on-(3) (2) ist. Ein Vergleich rnit einer Probe, 
die wir durch Dehydrierung von Testosteron hergestellt haben, bestatigt dies. Die 
IR-Spektren der synthetischen und der aus dem Kafer isolierten Verbindung stimmen 
uberein, ebenso die IR-Spektren der entsprechenden Acetate, 

0 

10) A.  Moscowitz, Tetrahedron [London] 13, 48 (1961). 
11) L. Velluz, M .  Legrand und M. Grosjean, Optical Circular Dichroism, S. 222, Verlag 

Chemie GmbH, WeinheimiBergstr. und Academic Press, New York 1965. 
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Abbild. 5 .  Massenspektrum der Substanz der Zone 111; aufgenommen mit dem Atlas CH 4 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Fonds der Chemischen lndustrie und der 
Dr. Otto Rohm-Gedachtnisstifiung danken wir fur die Unterstiitzung dieser Arbeit durch 
Geld- und Sachmittel. 

Beschreibung der Versuche 
Gewinnung der Steroide 

Die frisch praparierten Prothorakal-Wehrdriisen des Ilybius fenestratus werden - wie 
beschrieben 2) - zerdruckt, rnit Methanol extrahiert und der Extrakt durch Gelchromato- 
graphie an Sephadex LH-20 in farbstoffhaltige und steroidhaltige Fraktionen getrennt. 
Eine Auftrennung des Steroidgemisches gelingt durch praparative Dunnschichtchromato- 
graphie rnit 250 p. dicken Schichten aus Kieselgel GF254 (Merck); RF-Werte s. Tab. 

RF-Werte der Substanzen der Zonen 1-111 

Substanz 
RF-Wert im Laufmittel 

Cyclohexan/Essigester Essigester/ 

1 ma1 entw. 2mal entw. 1 ma1 entw. 
(1 : 1 )  k h a n o l  (6 : 1) 

A4-Pregneno1-(20@)-on-(3) (1) 0.32 0.48 . -  

Testosteron 0.25 0.38 0.65 
A1.4-Androstadienol-(l7~)-on-(3) (2) 0.16 0.26 0.58 

Aus den drei Zonen, die man unter UV-Licht rnit der Wellenlange A = 254 m p  markiert 
hat, lassen sich die Steroide isolieren, indem man das abgeschabte Adsorbens in Mikrosaulen 
rnit Methanol extrahiert. Zur Entfernung von gelostem Kieselgel werden die Losungen 
eingedampft ; der Riickstand wird rnit athanolfreiem Chloroform aufgenommen und dic 
Losung in Mikrosaulen iiber Glaswolle und Sand filtriert. Nach dem Verdampfen des Lo- 
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sungsmittels im Stickstoffstrom erhalt man die Steroide zunachst als farblose Ole, die aber 
meist nach einigen Stunden kristallin erstarrten. Aus den Prothorakal-Wehrdriisen von 
450 Kafern lieBen sich bei dieser Arbeitsweise 400 pg A4-Pregnenol-(2~~)-on-(3/ (l), 12 rng 
Testosteron und 7 rng A1 4-Androsfadienol-(l7/3)-on-(3) (2) gewinnen. 1 schmjlzt bei 168.5 bis 
170.5", 2 bei 163.5-166.5". 

Darstellung der Acetate von 1 und 212): Jeweils etwa 200 pg der Steroidalkohole 1 und 2 
wurden in etwa 0.5 ccm einer Mischung von trocknem PyridinlAcetanhydrid (5 : 3) gelost 
und 16 Stdn. bei Raumtemp. stehengelassen. Nach Entfernung des Lijsungsmittels rm Stick- 
stoffstrom wurde der Ruckstand durch praparative Dunnschichtchromatographie auf 
Kieselgel GFz54 (Merck) mit Cyclohexan/Essigester (1 : 1 )  als Laufmittel gereinigt. Die Um- 
setzungen verliefen praktisch quantitativ. 

12) T. Reichstein und K.  Gutzi, HeIv. chim. Acta 21, 1189 (1938) 
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