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L’alcool est additionnd de 5% d’acide acetique et  de la quantit6 
convenable de reactif P (d’ailleurs trks variable suivant la richesse 
en acetone) ; aprBs une heure de chauffage a reflux, on distille l’alcool 
au bain-marie. On effectue ensuite une deuxiBme distillation, aprks 
avoir dissous un excBs de sodium pour fixer la petite quantite d’acide 
acdtique entrainee et saponifier une trace d’acktate de methyle, formbe 
pendant le premier temps de l’opkration. 

Paris, 11, Square de Port Royal. 

136. Uber Bestandteile der Nebennieren-Rinde VI I). 
Trennungsmethoden, sowie Isolierung der Substanzen F. a. H und J 

von T. Reiehstein. 
(29. VIII. 36.) 

I n  der ersten Mitteilung2) dieser Reihe wurde die Isolierung 
der Substanzen A-G sowie zweier Nebenprodukte besehrieben. 
Die hier interessierenden Inhaltsstoffe der Nebennieren-Rinde, in 
deren rohem Gemisch sich das eigentliche Rindenhormon ,,Cortin“ 
vorfindet, stellen ein Gemenge stark sauerstoff-beladener Sterin- 
abkommlinge dar, die teils recht schwer voneinander zu trennen 
sind. Fiir die Trennung wurde in ausgiebigem Masse von dem neuen 
Keton-reagens von A.  Girard3) Gebrauch gemacht, das wohl aTs 
das bequemste Reagens angesehen werden kann, das heute bekannt 
ist, welches die Abtrennung von Ketonen aus Gemischen in schonend- 
ster Weise gestattet4). Die Ausfiihrung dieser wichtigen Stufe wurde 
friiher nur schematisch angedeutet. Da Girard seine Methodik in 
diesem Heft bekanntgibt5), so sol1 im experimentellen Teil auch 
gleich die Anwendung zur TrennuEg von Cortin-Konzentraten be- 
schrieben werden. 

Trotz der an sich ungiinstigen Loslichkeitsverhiiltnisse gelingt 
es auch hier, mit Hilfe von Girard-Reagens fast quantitative Tren- 

1) V. Mitteilung siehe dieses Heft, S. 979. Die Arbeit wurde wiederum durch 
grossziigige Unterstiitzung seitens der Haeo-Gesellschaft, Giimlingen, und der N .  V .  Organon, 
Oss, Holland, ermoglicht, denen auch hier der verbindlichste Dank ausgesprochen sei. 

2, Helv. 19, 29 (1936). 
3, Franz. Patent 767464; C. 1935, I 959. Herr Dr. A. Girard hatte die Freund- 

lichkeit, uns nicht nur die Benutzung seines Reagens fur diesen Zweck zu gestatten, 
sondern auch seine speziellen Erfahrungen noch vor der Publikation in diesem Heft 
zur Verfiigung zu stellen, wofiir ihm nochmals der beste Dank ausgesprochen sei. 

4, Die Kritik yon Anchol und Sehoenheirner, J. Biol. Chem. 114, 539 (1936), ist 
bei richtiger Anwendung unberechtigt. Die leichte Spaltbarkeit der Zwischenverbindung 
ist fur die schonende Isolierung von ICetonen aus Gemischen gerade von grosstem Vorteil. 

6,  Helv. 19, 1095 (1936). 
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nungen zu erreichen. Es wurde bereits friiher angegeben, dass die 
,,Cortin-AktivitBt"l) sich vollstandig in der Ketonfraktion vorfindet. 

Nit dem Reagens lassen sich aber weiter auch partielle Tren- 
nungen von verschiedenen Ketonen bis zu einem gewissen Grade 
durchfuhren, und zwar in zweierlei Art. 

Zunachst kann unter milden Bedingungen (Zimmertemperatur) 
nur der Teil der Ketone herausgeholt werden, der leicht reagiert 
( A-Ketone) ; dann werden unter energischeren Bedingungen die ver- 
bleibenden, schwer reagierenden Ketone (B-Ketone) abgetrennt. 
Andererseits kann die Zwischenverbindung aus Keton und Girard- 
Reagens bei verschiedenen pH gespalten werden und so die A- und 
B-Ketone noch in verschiedenen Fraktionen (I, I1 usw.) in Freiheit 
gesetzt werden. Der Effekt ist etwa der folgende: Gesattigte Ketone 
reagieren je nach Subshitution (,,sterische Hinderung") verschieden 
rasch, Methyl-ketone und wenig gehinderte, z. B. Cholestanon- 
Typus, sehr rasch, Benxophenon-Typus usw. sehr schwer, die Zwischen- 
verbindung aus den gesattigten Ketonen lasst sich aber meist schon 
mit schwachen Siiuren rasch spalten. Die a, /?-ungesattigten Ketone 
vom Cholestenon-Typus reagieren sehr rasch, werden aber erst bei 
stark saurer Reaktion aus der Zwischenverbindung freigesetzt ". 

Bei der Trennung der Konzentrate ist es nun so, dass die ganze 
Cortin-AktivitHt in die A-Ketone geht und bei der fraktionierten 
Spaltung in 4 Fraktionen (I-IV) zur Hauptsache in der Fraktion I1 
gefunden wird, die bei massig saurer Reaktion freigesetzt wird. 
Fraktion I1 enthalt allerdings nicht nur gesattigte, sondern auch 
schon einen Teil a, B-ungesattigter Ketone, so dass eine definitive 
Entscheidung dariiber, ob das richtige Cortin (falls es uberhaupt 
nur einen solchen Korper gibt, der diesen Namen verdient) ein ge- 
sattigtes oder ein M, /I-ungesattigtes Keton3) darstellt, dadurch noch 
nicht definitiv ermoglicht ist4). Trotzdem stellt diese fraktionierte 
Trennung eine erhebliche Erleichterung bei der Aufarbeitung und 
bei der Isolierung von Einzelindividuen dar. 

Es sol1 zuniichst ein Schema gegeben werden, das unter Ver- 
wendung der geschilderten Arbeitsweise gestattet, die friiher er- 

6) Mit ,,Cortin-Aktivitat" ist hier und im Folgenden der Kiirze halber nur der 
positive Ausfall beim Eoerse-de-Frimery-Test bezeichnet. Definition siehe Helv. 19, 33 
(1936). 

2) Was fur einem Typus Ketone angehoren, die schwer reasieren und schwer 
wieder freigesetzt werden, wurde noch nicht gepriift. Solche bsfinden sich in den B. 11.- 
Fraktionen. 

3) Auch ein speziell gebauter Aldehyd ist nicht ausgeschlossen, wahrend normale 
Aldehyde aus der Zwischenverbindung mit Girnrd-Reagens nur ausserst schwer freige- 
setzt werden. 

*) Die Tatsache, dass auch Fraktion 111 (genauer C. 17, A. 111) noch deutliche, 
wenn auch geringere Aktivitat aufweist, deutet darauf hin, dass wenigstens ein Teil 
der Aktivitat von a, 8-ungesattigten Ketonen hervorgerufen wird. 
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wahnten Substanzen A, C, D, E, G, sowie eine Reihe von weiteren 
in reproduzierbarer Weise rein zu isolieren. Von den letzteren sollen 
vorlaufig nur die Substamen F. a., H und J besonders erwahnt 
werdenl). Ferner wurde die Aufarbeitung der Roh-extrakte auf 
Konzentrat noch etwas vereinfacht, was ebenfalls genau angegeben 
werden soll. 

Fur die erste Anreicherung wurde diesmal direkt von der Per- 
mutit-Fraktion2) ausgegangen, da es sich zeigte, dass bei der Be- 
handlung des Trockenruckstandes dieses Anteils mit Wasser ein 
erheblicher Anteil der Aktivitat (ca. 15--20%) in dm nicht wasser- 
loslichen. Resten verbleibt3). Der Trockenruckstand der Permutit- 
Fraktion wurde daher der Verteilung zwischen Pentan und 30-proz. 
Methanol unterworfen, wobei die ganzs Cortin-Aktivitat in die 
wassrige Schicht ubergefuhrt werden kann. Bus dieser wurde nach 
gehorigem Einengen aus saurer Losung in Ather getrieben und 
moglichst von Sauren befreit. Nach geniigendem Einengen der 
Atherlosung lasst sich nun nach dem Prinzip von Pfiffner und Vars4) 
durch oftmaliges Ausschutteln dic: ganze Aktivitat in Wasser treiben. 
Die im Ather verbleibenden Anteile (als ,,Atherrest" bezeichnet) ent- 
halten eine Reihe interessanter Nebenprodukte, die ebenfalls der 
Trennung mit Girard-Reagens unterzogen wurden. Bus der wassrigen 
Losung wird nach Einengen und Ansauern wieder in Ather getrieben 
und nochmals entsauert. So wird das Konzentrat C. 13 erhalten, 
das dem friiher so bezeichneten auch in bezug auf  Cortin-Aktivitat 
vollig entspricht, nur in einfacherer Weise und in etwas besserer 
Ausbeute erhalten wird. 

Permutitfraktion aus 1000 kg ganzen Rinder-Webennieren (in 3 4  Portionen 
verarbeitet), enthaltend ca. 850 g Trockenruckstand, gaben: 

740 g Pentanlosliches (fettartig) 
10,4 g Atherrest 
15,4 g Fraktion C. 13. Mit 1 Ratteneinheit in 0,s-1,05 nip5). 

Die T r e n n u n g  der F r a k t i o n  C. 1 3  mit Girnrd-Reagens 
vollzieht sich wie folgt : 

l )  Die Isolierung von H ist noch nicht immer reproduzierbar. 
2, Gewonnen nach Swingle und Pfifflaer (Lit. vgl. Pfiffner, Wintersteiner, Vars,  

J. Biol. Chem. I I I, 585 (1935)). Die Methode von Swingle und Pfifflaer zur Gewinnung 
von Rohextrakten durfte als die sicherste gelten, wenn man eine moglichst vollstandige 
Estraktion der Cortin-aktiven Bestandteile erreichen will. 

3, Dies konnte durch passende Anreicherung festgestellt werden, da die biologische 
Bestimmung sonst vie1 zu ungenau ist. Die Wasserreste wurden fur sich der Trennung 
unterzogen, wobei die oben angegebene Rlenge eines Konzentrates erhalten wurde, das 
dieselbe Aktivitat und analoge Loslichkeit zeigte wie C. 13. 

4, J. Biol. Chem. 106, 645 (1934). Vgl. ferner Pfzffner, TVi)afersteiner, Vars, J. Biol. 
Chem. I I I ,  585 (1935). 

5, Fruher waren aus 1000 kg Driise insgesamt 13,5 g von C. 13. und C. 13. a. ge- 
wonnen worden, die ungefiihr dieselbe Aktivitat zeigten. 
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Zuerst wird bei Zimmertemperatur behanclelt und aus den in 

Reaktion getretenen Anteilen bei steigender Aciditst die vier Frak- 
tionen der ,,C. 17.  A."-Ketone abgeschieden. Die A-Keton-freien 
Anteile werden d a m  in der Hitze behandelt und aus den in Reaktion 
getretenen Anteilen die , ,C. 17. B."-Ketone (in zwei Fraktionen) frei- 
gesetzt. Erhalten wurde aus den 15,4 g der Fraktion C. 13: 

- 

0,8Sg 

0,66g 

039 g 

1,20 g 

1,96 g 

L O O  g 

C. 17. B. I. Eben Kongosauer 
C. 17. B.' 11. Normal-salzsauer 

Bezeichnung der 
Fraktion 

C. 17. 9. I. 

C. 17. A. IJ. 

C. 17. 8. 111. 

C. 17. A. IV. 

~ 

Aciditat bei 
Freisetzung 

Essigsauer bis 
Lakmus rot 

Weinsauer bis 
Kongo grau 

Salzsauer bis 
Kongo eben blau 

Kormat-salzsauer 

~~ 

Cortinaktivitit bei 
3,35 mg pro Tag u. Ratte 

Inaktiv (0 von 5 Tieren 
positiv) 

Stark positiv (6 von 8 
Tieren (positiv) 

Kaum wirksam (3 von 
7 Tieren positiv) 

Inaktiv (1 von 5 Tieren 
positiv) 

Gemisch der B-Ketone 
Inaktiv bis 2 m g  pro 

Tag und Ratte 

Inaktiv auf 2 m g  pro 
Tag und Ratte 

an Sauren, die vorher 

S u b s t a n z  A lasst sich &us der ketonfreien Fraktion C. 16. 
rasch und in reichlicher Menge (ca. 1,l g roher Krystalle) gewinnen, 
wenn man diese in zwei Teilen Aceton lost, ebensoyiel Toluol und 
dam eine kleine Menge Wasser zusetzt. Weitere gringe Mengen aus 
der Mutterlauge nach Entfernung von Phenolen mit Alkali. Die 
Konstitutionen ist friiher gegeben worden2). 

S u b s t a n a  C und D werden aus den B-Ketonen gewonnen, die 
ebenfalls aus wenig feuchtem Aceton-Toluol reichlich aber langsam 
krystallisieren. Das Krystallisat ist ein Gemisch, aus dem die beiden 
Substanzen auf die fruher beschriebene muhsame Art isoliert werden. 
Die weiter darin enthsltenen Substanzen sind noeh nicht rein isoliert. 
Die voraussichtliche Konstitution ist ebenfalls fruher gegeben 
worden. 

l) Friiher waren 5,3 g ,,Ketonfraktion" erhalten worden (mit ca. 3 Rattenein- 
heiten pro mg), die unter etwas energischeren Bedingungen gewonnen, bereits etwas 
B-Ketone enthalten diirften. 

2, IV. Mitteilung Helv. 19,402 (1936). Vgl. ferner V. Mitteilung, dieses Heft S. 979. 

- 
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S u b  s t a n z  E wurde nicht neu bereitet, da der fruher angegebene 

Weg (Oxydation der Begleiter mit Silberoxyd) leicht reproduzierbar 
ist und die Konstitution rnit den verbliebenen Xaterialresten im 
Sinne der Teilformel (I) weitgehend wahrscheinlich gemacht werden 
konntel). Es zeigte sich namlich, dass Substanz E im U.V.Absorp- 
tions-Spektrum eine starke Bande bei CB. 240 rnp aufweist und somit 
ein a, j3-ungesattigtes Keton darstellt. Dementsprechend erwies sich 
des fruher2) erwahnte Abbauprodukt, das durch Oxydetion mit 
Chromsaure entsteht, als Adrenosteron 113) (Xischprobe, aussere 
Krystallform). Die Bruttoformel von Substanz E war fruher als 
C21H,,0, & H, aus dem Semicarbazon errechnet worden, die Un- 
sicherheit war aber wegen der geringen Xenge besonders gross. Da 
dem Adrenosteron mit grosster Wahrscheinlichkeit die Formel 
C,,H,,O, zukommt, so folgt, class die Formel yon Substanz E in 

abgeandert werden muss, was mit den fruher ge- 
gebenen Analysen ebenfalls noch vertraglich ist. 

(Das letzte Sauerstoffatom ist wieder unbestimmt gelassen und durch die Klammer 
lediglich als vorhanden angedeutet worden.) 

I 
Substanz E 

I1 
Adreno-steron 

OH 
-~-CO-CH,OH 

I11 
Substanz F. a. 

U. V.-Absorptions-spektren der Substanzen E, F. a. und H in Alkohol*). Es han- 
delt sich wie friiher nur um orientierende Messungen, die den Zweck hatten, festzu- 
stellen, ob uberhaupt eine Bande vorhanden ist und die mit recht geringen Material- 
mengen ausgefiihrt wurden (ca. 1 mg). Sie machen daher keinen Anspruch auf Prazi- 
sion. (Vgl. I. Mitteilung.) 

1) Danach diirfte sie zur Hauptsache in Fraktion C. 17. A. I11 enthalten sein. 
2, Helv. 19, 402, besonders 412 (1936). 

4) Ich verdanke diese wiederum der freundlichen Tiermittlung von H e m  Prof. 
Helv. 19, 223 (1936). 

R. Kuhn, Heidelberg. 
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K t /  

c in MollLit. 
d in cm 

200 mp 2-50 mp 300 m p  
- 2  

Fig. 1. 
-0-3- Subst. H c = 0,565 x (Fur 3101 318 ber.) 
-x-x- Subst. F.a. c = 1,32 x 
--4-- 6-- Subst. E c=0,504 x 

d uberall 0,121 cm. 

Die Konstitution des Adrencsterons (11) ist zwar bisher erst 
auf Grund des positiven Ausfalls des Hahnenkammtests aufgestellt 
worden. Sie hat aber durch die chemische Aufklarung des gesattigten 
Diketons (CI9H2,O, vom Smp. 178O korr.) weiter sehr an Wahr- 
scheinlichkeit gewonnen, und es sol1 versucht werden, sie durch 
Hydrierung zu diesem Diketon sicherzustellenl). 

S u b s t a n z  F. a. I n  der Fraktion C .  1 7 .  A. 111. ist auch das a,p- 
ungesattigte Diketon reichlich enthalten, dessen Disemicarbazon 
(Substanz F) friiher isoliert wurde. Durch die Trennung ist es so weit 
angereichert, dass es nunmehr leicht gelingt, das freie Diketon selber 
(als Substanz F. a. bezeichnet) in krystallisiertem Zustand abzu- 
scheiden. Nach den Verbrennungswerten und dem Abbauresultat 
kommt ihm die Formel C21H28-3005 zu. Der Schmelzpunkt ist 
nicht sehr charakteristisch und liegt bei ca. 215O korr. unter Zer- 
setzung, je nach Erhitzungsgeschwindigkeit und Krystallgrosse of t  
mehrere Grade tiefer oder hoher. [.ID = ca. +- 2000 5 5 0  (Alkohol). 
Es zeigt im U.V.-Absorptions-spektrum die typische Bande der 
a , 8-ungesiittigten Ketone (vgl. Fig. 1). Charakteristisch ist die 
Krystallform. Aus Alkohol, auch &us wmserhaltigem, werden schon 
ausgebildete, rhombisch begrenate Korner erhalten. Die Krystalle 
sind nach Mischprobe, ausserer Form und nach Impfprobe beurteilt 
identisch mit Compound F von Wintersteiner und Pfiffrzer2) und 

l) Anm. bei der Korrektur: Dies ist inzwischen geschehen, womit das Kohlenstoff- 
skelett des Adrenosterons sowie der Substanzen E und Fa als gesichert gelten kann. 

2, J. Biol. Chem. I14 (Xr. l ) ,  lxxx (1936), Vortrag in Washington. 
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geben wie dieses eine intensive griine Fluoreszenzreaktion mit konz. 
Schwefelsaurel). Sie durften vermutlich. auch identisch sein mit 
Compound E von KendaZZ und Mitarbeitern2). Die Substanz F. a. 
erwies sich an Ratten beim E.Llerse-de-Preinery-test bei einer Dosierung 
von 0,8 mg taglich als unwirksam und ebenfalls als unwirksam im 
Hahnenkamm-test an Kapaunen bei einer Dosierung von 25 y 
taglich, bei direktem Aufstreichen auf den Kamm in 0 , l  em3 61. 
(Androsteron-Einheit 0,7 7.) WiBtersteiner und Pfiffner fanden ihr 
Compound F an Hunden als unwirksam. KendaZZ und Mitarbeiter 
geben an, dass ihr Compound E eindeutige Wirkung des Rinden- 
hormons zeigt, z. B. bei Ingle's Test an der Ratte3), jedoch quanti- 
tativ in weit geringerem Grade als richtiges ,,Cortin". Leider sind 
keine Zahlen angegeben, so dass nicht entschieden werden kann, 
ob er wesentlieh hohere Dosen gespritzt hat als wir von unserer 
Substanz F. a. 

Die Konstitut,ion von Substanz F. a. kann mit grosser Wahr- 
scheinlichkeit durch die Gben gegebene Teilformel (111) ausgedriickt 
werden, die sich daraus' ergibt, dass durch 0xydat.ion mit Chrom- 
saure wieder Adrenosteron (11) gebildet wird, das auf diesem Wege 
sogar noch etwas reiner erhalten wurde als das direkt BUS der Drusc 
isolierte Material. (Selbstverstandlich gelten hier dieselben Vor- 
behalte wie bezuglich der Formel von Subshnz E.) 

KendaZZ und Mitarbeiter geben in ihrer letzten Notiz4) erstmalig 
eine provisorische Formel fur eine ihrer krystallisierten Substanzen, 
und zwar fur Compound E, namlich die. folgende (IV): 

OH 

PI-I-CO-CH~OH __f CrO, (y/y0y ' I  

O f i Y  \\/ 
(yy0Y 

OP\Y\' 
(IV) (17 

Compound E Xeutrales Oxydationsprodukt 
nach Kendall nach Kendull: 

1) Ausgefuhrt nach Privatmitteilung von Herrn Prof. 0. Winfersteiner: Kleinen 
Krystall auf Objekttrager mit Deckglas zerdriicken, einen kleinen Tropfen konz. Schwefel- 
saure dazwischengeben und auf schwarzer Unterlage beobachten. Nach knapp einer 
Minute entwickelt sich die Farbung. Das Disemicarbazon gibt dieselbe Reaktion, aber 
schwacher und erst nach langerem Stehen oder leichtem Warmen. 

a )  Mason, Xyers, Kendall, J. biol. Chem. 114 (Kr. I), lvii (1936), Vortrag in 
Washington. J. biol. Chem. I 14, 613 (1936). Proc. Staff Meetings Nay0 Clinic I I ,  350 
(Sitzung vom 27. Mai 1936). 

Proc. SOC. exper. Biol. Med. 31, 163 (1933-34); h e r .  J. PhysioI. 113, 200 
(1935). Bei dem Test wird die Arbeitsfahigkeit adrenalektomierter Ratten gemessen. 

4, Mason, Nyers, Kendall, Proc. Staff Meetings Mayo Clinic I I ,  350 (Sitzung 
vom 27. Mai 1936). 
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Sie stutzt sich VOP allem auf die Bruttozusammensetzung 
C21H2,05, die Oxydierbarkeit rnit Perjodsaure zu einer Saiure 
C20H2,0, und rnit Chromsaure zu einem Diketon C10H2403 vom 
Smp. 214-217O unkorr. (was rnit dem fur Adrenosteron 222-224 
korr. gef undenen sehr gut ubereinstimmt), das eine Kammwachstums- 
wirksamkeit an Kapaunen cntfaltet, die ca. 1/4-1/6 derjenigen von 
Androsteron betragt. Die ungesattigte Natur wurdo aus dem Spek- 
trum erschlossen, dss dem von Androsteron-dion ahnlich ist. Die 
drei Hydroxyle in (IV) wurden durch Zerewitinoff-Restimmung fest - 
gestellt, die zwei Carbonylgruppen durch Verbrauch von Grignard- 
Reagensl) sowie als Bis-dinitro-phenylhydrazon. Diese Formulierung 
stimmt weitgehend mit den in der IV. 31itteilung2) fur die g-esattigten 
Vertreter der C2,-0,-Reihe, sowie in der 11. 31itteilung3) fur Adreno- 
steron gegebenen Formeln uberein. Bsim letzteren weicht sic nur 
dsrin ab, dass eine weitere Dcppelbindung in 6-Stellung angenommen 
ist, sowie dass das unbestimmte Sauerstoff-atom als tertiares Hydro- 
syl  definiert ist. 

Beidc Unterschiede scheinen unbegrundet. Die zweite Doppel- 
bindung ist ausserst unwshrscheinlich, in dieser Lage sicher falsch, 
da ein solcher Korper nicht bei 240 mp,  sondern viel langwelliger 
absorbieren musste. Die Definition des letzten Sauerstoffatoms als 
tertiares Hydroxyl ist nicht genugend gesichert. KendaZZ stutzt sich 
dabei nur suf die Zerewitinoff-Bestimmung der Verbindung C,,HmO,. 
Diese Bestimmung, die an sich schon nur rnit grosster Vorsicht zur 
Entscheidung bei so stark sauerstoffhaltigen Verbindungen heran- 
gezcgen werden kann, ist hier besonders unsicher, KO es sich um ein 
u, /?-ungesBttjgtes Keton handelt, das durch seine erhohte Enolisie- 
rungstendenz ein weiteres Hydroxyl vortauschen kann. Kendall’s 
Resultate sind viel besser rnit Formel (111) und (11) rereinbar, wobei 
das letzte Sauerstoffatom noch unbestimmt bleiben muss4). Auch 
die Entstehung einer Siiure C,,H,,O, durch Osydation rnit Perjod- 
saure steht in bestem Einklang rnit diesen Formeln; sie durfte die 
Formel (VI )  besitzen5). 

von Kohler und Richtmyer, Am. SOC. 52, 3536 (1930). 
l) In  einer fur Mikrobestimmungen verkleinerten Apparatur nach dem Pnnzip 

z, Helv. 19, 402 (1936). 
Helv. 19, 223 (1936) 

4, Ein tertiares Hydmxyl ist nicht ausgeschlossen, nur unbewiesen ; wahrschein- 
licher ist ein Oxydring. 

5 ,  Eine analoge SLure haben wir aus Substanz C erhalten (unpubliziert). Dieser 
Verlauf der Reaktion mit Perjodsiiure kann besonders als vorliiufige Stiitze der Dioxy- 
aceton-Gruppierung der Seitenkette angesehen werden, fur deren Vorhandensein ein 
direkter Beweis bisher nicht vorlag. Dies beruht darauf, dass a-Oxysauren von Per- 
jodsaure kaum angegriffen werden (vgl. Clutterbuck, Reuter, SOC. 1935, 1467), wahrend 
sie von Bleitetracetat rasch zu Keton abgebaut werden. Glycerin-derivate 

und vermutlich such Glycerin-aldehyd-derivate RR’COH-CHOH-CHO geben daher 
RR’COH-CHOH-CHzOH 
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OH 

- 

PI-i-COOH 

AIA/V 
I I ' /  

O/' / \ / U / O  

(VI)  

S u b s t a n z  H wurde ebenfalls aus Fmktion C. 17. A. 111. iso- 
ncch nicht 
gelingt die 

liert. Ein sicher reproduzierbarer Weg ist allerdings 
gefunden. 1st man im Besitz von Impfkrptallen, so 
Krystallisation meist, aber nicht immer. Der Stoff ist niimlich sehr 
loslich in den Losugsmitteln, die in Betracht kommen. Wenig 
kalter Alkohol hat sich zur Entfernung des Syrups am besten be- 
wahrt. Die Substanz krystallisiert daraus in langcn, meist zu Biischeln 
vereinigten Nadeln. Sie werd,en bei ca. SOo opak, wobei unter dem 
Mikroskop deutlich das Entweichen von Lijsungsmitteln zu beob- 
schten ist. Bei raschem Erhitzen kann auch partielles Schmelzen 
und Wiedererstarren eintreten ; der eigentliche Schmelzpunkt liegt 
bei ca. 163--167O, anscheinend ohne Zersetzung. Sie zeigt ein starkes 
Absorptionsband im U.V. bei ca. 240 m p  (vgl. Figur) und stellt 
daher, entsprechend dem Isolierungsweg, ein a, p-ungesattigtes Keton 
dar. I m  Hochvakuum scheint sie unzersetzt destillierbar zu sein. 
Sie gibt dieselbe griine Fluoreszenzreaktion mit konz. Schwefelsaure 
wie F. a. In Wasser bzw. wassrigem Alkohol lost sie sich leichter 
als diese. Die Verbrennung einer bei 100° im Hochrakuum getrock- 
neten Probe gab Werte, die auf CI,H,,O, der C,3H320j stimmen 
wiirden. Das letztere gab Veranlassung zu der Termutung, dass 
es sich um ein Kunstprodukt handeln kanate, z. B. einen Enol- 
iithyl-ather oder ein Athyl-glucosid von F. a., denen die Formel 
c.&$&.& zukame. Das negative Resultat einer Zeisel-Bestimmung 
spricht jedoch dagegen, so dass die erste Formel wahrscheinlicher 
ist. Sie muss noch durch Derivate gestiitzt werden, sobald mehr 
'RIaterial vorhanden ist. Substanz H schmeckt nicht bitter, wahrend 
F. a. stark bitter schmeckt ; alkalische Silberlosung wird 'van beiden 
stark reduziert. Die Priifung auf Cortin-Wirksamkeit ist noch nicht 
sbgeschlossen. 

Trennitng des d'ther-Restes. 
Diese wurde ganz analog mit Girard-Reagens in A-Ketone, 

B-Ketone und Keton-freies durchgefuhrt. Die A-Ketone wurden 

sowohl mit Perjodsaure, wie rnit Bleitetracetat das Keton RRCO, wahrend Dioxy- 
aceton-derivate RR'COH-CO-CH,OH mit Perjodsaure hauptsachlich die Saure 
RRCOH-COOH, mit Bleitetracetat jedoch wieder Keton RR'CO liefern. Die Reaktion 
beginnt offenbar an dem Ende, welches das primare Hydroxyl tragt. cberschiissige 
Chromsaure baut natiirlich, alle 3 Gruppierungen zu Keton ab. 
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wieder in vier, die B-Ketone in zwei Fraktionen zerlegt. Das Keton- 
freie wurde gleich mit Alkali von Phenolen befreit. Die Tren- 
nungen sind hier wegen geringerer Wasserloslichkeit vie1 einfacher 
durchfuhrbar. Folgendes Resultat wurde erhalten. Die 10,38 g 
, ,Ather -rest " gaben 

0,36 g A-Rest A. I 
1,60 g d-Rest A. I1 
0,83 g A-Rest A. I11 
0,58 g A-Rest A. IV 
3,37 g Total an A-Rest-A-Ketonen 
0,58 g A-Rest-B. I 
0,28 g d-Rest-B. I1 
0,86 g Total an d-Rest-B-Ketonen 
5,16 g Ketonfreier-A-Rest 
0,99 g Verluste (wasserlosliche Stoffe und Sauren, beim Entsauern der 

Einzelfraktionen venvorfen) 

0,80 g Phenole (ketonfrei aus d-Rest) 
3,08 g Ketonfreier A-Rest-phenolfrei. 

Die 5,16 g ketonfreier A-Rest gaben nach Trennung mit Alkali: 

Entsprechend einem verlust von 1,28 g (wahrscheinlich zur Hauptmche an Siiuren 
aus leicht verseifbaren Estern). 

Angeregt durch die Publikation von Callow und Parkes (Proc. Physiol. SOC., 
14. Marz 1936, J. Physiol. 87, 16), welche fanden, dass in gewissen Extrakten von Neben- 
nieren sich oestrogene sowie Stoffe mit Corpus-luteum-\Virkung vorfinden, wurde die 
Phenolfraktion auf Brunstwirkung an der Maus gepriift. Die Ausfiihrung verdanke ich 
der Freundlichkeit von Herrn Prof. E. Lapueur, Amsterdam. Es zeigte sich, dass der 
rohen Fraktion in der Tat deutliche Brunstwirkung zukommt. Die Einheit lag bei 
220-330 y. Die Einheiten der drei bekanntesten natblichen Hormone dieser Gruppe 
liegen bei der verwendeten Methodik wie folgt : Oestron 0,l y ,  Oestradiol 0,05 y, Oestra- 
trio1 7-10y. 

In  obigem Rohgemisch ist die Anwesenheit von Oestron recht unwahrscheinlich, 
da es sich um eine ketonfreie Fraktion handelt. 

Die meisten der genannten Fraktionen lassen sich teilweise 
krystallisieren ; doch ist die Isolierung der Einzelindividuen noch zu 
wenig vorgeschritten, so dass dariiber spater berichtet wird. Aus 
A-Rest A. I11 und IV Iasst sich Adrenosteron gewinnen, daneben 
noch mindestens zwei weitere Ketone, Substanz K (Nzcdeln Smp. 
ca. 175O) und Substanz L (Smp. ca. 255O korr.). Es sei hier nur die 
Gewinnung von Substanz J erwahnt, da sie offenbar einer Gruppe 
angehort, die sich von den bisher isolierten etwas unterscheiden. 

S u b s  t a n  z J wird leicht aus dem ,,Ketonfreien #-Rest phenol- 
frei" als Hydrat abgeschieden, wenn diese Fraktion in Aceton- 
Toluolmischung gelost mit etwas Wasser versetzt mird. Ausbeute 
ca. 10% der Rohfraktion. Der reine Korper krystallisiert aus feuch- 
tem Aceton evtl. nach Zusatz von Ather in prachtigen flachen Nadeln, 
die meist an beiden Enden doppelseitig zugespitzt sind. Sie werden 
bei cat. 120° opak unter Wasserverlust und schmelzen bei 216-217O 
korr. unzersetzt, wobei kurz vorher Umwandlung der Krystalle (in 
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Rhomboeder) beobachtet werden kann, evtl. durch Umsublimation. 
Die Substanz ist im Hochvakuum unzersetzt sublimierbar. Die Ver- 
brennung spricht fur die Formel C21H34-3603. Es handelt sich offen- 
bar um einen (mehrwertigen) Alkohol, da rnit Chromsaure ein vie1 
tiefer schmelzendes Neutralprodukt erhalten wird. Die Fallbarkeit 
rnit Digitonin spricht dafur, dass ebenfalls ein Derivat des Cholesta- 
nols vorliegt. 

Es muss zum Schluss noch auf die ausfiihrliche Publikation von 
fWuson, Myers und Kendalll) eingegangen werden. Es wird dort die 
eingehendste Beschreibung der erhaltenen Krystallisate gegeben, die 
bisher von diesem Arheitskreis mitgeteilt wurde. Isoliert wurden : 

Compound A. Prismen, Smp. 177-179,jO (unkorr.), [c(]&~ = + 347O Benzol), 
Zusammensetzung C,6H3,0,. Oxydation mit CrO, gibt die Saure 1 der Zusammensetzung 

Compound B. Nadelrosetten, . Smp. 135-139O (unkorr.), Zusanimensetzung 
C,,H,,-,,O,. Oxydation mit CrO, gibt moglichenveise Saure 2 der Zusammensetzung 

Compound C. Nicht rein erhalten. Seine Anwesenheit wurde auf Grund von 
Abbauresultaten an Gemischen emchlossen. Zusammensetzung CZ1H3,O5, die wie folgt 
aufgelost wird : 

C20H2604. 

CzoHz,O,. 

(HO)2[0<C1,H30] >COH-CHO (HO),[O<C1,HJ>COH-COOH 
VII 4320 VIII 

CZ1H3405 Saure C,lH3,0, 

__t HO-[O< C,,HZ,] >CO 

IX 
Keton 1 

CrO, 

Es soll ein Aldehyd mit drei Hydroxylen und einem Athemauerstoff vorliegen. 
Ein tertiares Hydroxyl soll der Aldehydgruppe benachbart sein, da durch Oxydation 
mit Ag,O die Saure 3 (VIII) CzlH3,06 entsteht, die durch weitere Oxydation mit CrO, unter 
Wasserabspaltung ein ungesattigtes Keton C,H,,O, (Keton 1, Formel I X )  ergibt. 

Compound D. Hexagonale Platten aus Aceton, Smp. 214-216O unkorr. 
[a]::,, = + 29O (Aceton). Cr0,-Oxydation gibt das Keton 3, 
Cl,H,,03. Die Verbindung wird als identisch angesehen mit Compound A von Winter- 
stezner und Pfiffner sowie mit meiner Substanz A, woriiber kaum ein Zweifel herrschen 
ksnn. 

Compound E. CZ1H3005 resp. CZ1H280, nach der letztsn Publikstion. Auf diese 
wurde bereits oben eingegangen. 

Kendull hebt hervor, dass von diesen fiinf Substanzen nur sein 
Compound D rnit Compound A von Wintersteiner und Pfiffner, sowie 
rnit meiner Substanz A identisch sein durfte. Ferner weichen seine 
Abbauresultste und die darauf gegriindeten Schlussfolgerungen er- 
heblich von meinen ab. Da dies geeignet ist, in dss ohnehin kom- 
plizierte Gebiet noch mehr Unsicherheit zu bringen, so sollen einige 
Resultate kritisch verglichen werden. Dies hat lediglich den Zweck, 
zu zeigen, dass die experimentellen Daten KendaZZ’s in vielen wich- 
tigen Punkten weitgehend rnit den hier gefundenen Resultaten in 

Formel C20H,4-3605. 

1) J. Biol. Chem. 114, G13 (1936). 
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Einklang stehen, dass sie jedoch hauptsachlich in der Deutung von- 
einander abweichenl). 

Zunachst iibersehen KenduZZ und Mitarbeiter offenbar, dass ihr 
Compound E als Di-semicarbazon (Subst. F) von mir bereits isoliert 
wurde. (Inzwischen ist das freie Diketon von Wintersteiner und 
Pfiffner (Compound F), sowie hier (als Substanz F. a.) beschrieben, 
so dass auch dieser Stoff von allen drei Arbeitskreisen erhalten 
wurde.) Dass ihre Compound A und B bisher von anderer Seite 
nicht erhalten wurden, liegt voraussichtlich daran, dass sie diese 
Stoffe aus den leicht in Benzol loslichen Anteilen abgetrennt haben, 
die ungefiihr dem hier sls ,,Ather-Rest" benannten Gemisch ent- 
sprechen, welcher bisher noch nicht eingehend auf Einzelindividuen 
sbgesucht wurde2). Diesem Teil kommt auch keine Cortin-Wirkung zu. 

Compound C yon Kendull kann nicht direkt verglichen werden, 
da es nicht in Substanz isoliert, sondern nur durch Abbauprodukte 
charakterisiert ist. Sollte sich die gegebene Teilformel bewahrheiten, 
so wiirde diesem Harper ein vollig anderes Skelett zukommen sls 
den bisher in reinem Zustmd isolierten Vertretern, was wenig uber- 
zeugend ist. Falls wirklich ein Aldehyd vorliegt, so wurde die fol- 
gende Teilformel (X) 

OH OH ('-1- CH-CHO I 

(X)  
(Klammer deutet Oxydring in nicht definierter Stellung an.) 

vie1 mehr Wahrscheinlichkeit haben. Die Formel gibt zahlreiclia 
Moglichkeiten fur Umlagerungen mit Alkalien und mit Siiuren , 
welche die bisherigen Diskrepanzen in den Resultaten verursachen 
kijnnten. Sie wurde der friiher von I<endaZZ vertretenen Ansicht, 
die yon mir zitiert wurde3), besser entsprechen als die neuerdings 
gegebene Formulierung. 

1) Dass die von Wintersteiner und Pjiffizer erhaltenen Substanzen teilweise mit 
den hier beschriebenen identisch waren, trotz verschiedener Isolierungsmethoden, wurde 
schon friiher hervorgehoben. 

a )  I n  einer Bemerkung (S. 629) spricht Kendull von der Xoglichkeit, dass meine 
Substanzen C, D und E Gemische darstellen. Das ist natiirlich nicht ganz auszuschliessen, 
jedoch sehr unwahrscheinlich, denn diese Stoffe sind ja nicht nur bis zur weitgehenden 
Konstanz der Eigenschaften gereinigt, sondern auch durch Derivate (Semicarbazone} 
charakterisiert, sowie durch Abbau bis auf wenige Einzelheiten in der Konstitution 
sichergestellt. Substanz E unterscheidet sich von C und D ausserdem sehr scharf durch 
ihren ungesiittigten Charakter (Spektrum) soivie dadurch, dass sie alkalische Silber- 
salzlosung nicht reduziert. Was die Schwierigkeiten anbelangt, welche die Trennung 
der Rohkrystallisate verursacht, so sol1 gerade durch die gegebenen Daten gezeigt wer- 
den, wie sie sich teilweise durch geeignete Venvendung von Girurd-Reagens uberwinden 
Iassen. 3, Helv. 19, 32 (1936). 
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Compound D von KendaZZ ist, wie von ihm hervorgehoben wird, 

zweifellos identisch rnit Compound A von Wintersteiner und Pfiffner 
sowie mit meiner Substanz A. Er will diesem Stoff jedoch die Formel 
C20H3g-3605 zuerteilen, wahrend von mir fruher CZ1H3,.O, & H, auf- 
gestellt und inzwischen durch Abbau C21H34-3,0, gesichert wurde. 
Seine xu tiefen C-Werte durften durch die Hygroskopizitat ver- 
ursacht sein. Die durch lange Einwirkung von Nineralsaure erhal- 
tenen Krystalle konnen fur die Entscheidung nicht herangezogen 
werden, da sie nicht mehr die genuine Substanz, sondern ein Um- 
lagerungsprodukt (evtl. Gemiscb ) darstellenl). 

Es wurde fruher die Arbeitshypothese aufgestellt, dass die hier 
interessierenden Inhaltsstoffe der Nebennieren-rinde zur Haupt- 
sache die 21-Kohlenstoffatome des Pregnan- bzw. Allo-pregnan- 
skeletts aufweisen. Diese Hypothese hat sich bisher bewahrt, rnit 
der Einschriinkung, dam offenbar auch Stcffe der 19-Kohlenstoff- 
reihe (Andrustan-skelett) frei vorkommen, die also lediglich die 
Seitenkette nicht enthalten. Die Substanzen A und B von KendaZZ 
entsprechen zwar dieser Annahme nicht, da ihnen die Formeln 
C26H,,0, und C,gH3g-3@, zugeschrieben werden. Es ist aber nicht 
susgeschlcssen, dass diese Formeln nach Herstellung von Derivaten 
noch eine Revision in obigem Sinne erfahren mussen. Der Abbau 
mit Chromsaure zu den Sauren 1 und 2 (C20H,604 und Cz0Hz804) 
spricht auf jeden Fall sehr fur diese Moglichkeit. 

Unklar ist schliesslich noch, wcrin die Verschiedenheit der von 
Kendull durch Abbau erhaltenen drei KetuJe 1, 2 und 3 besteht, 
fur die verschiedene Formeln C20H3oO3, ClgH,803 uzld ClsHzgO3 ge- 
geben werden, wiihrend die Schmelzpunkte praktisch identisch sind 
(159-161O unkorr.) und die Analysenresultate nur sehr wenig von- 
einander abweichen. Nach dem Schmelzpunkt ist ubrjgens keines der 
drei Ketone weder rnit meinem Oxyketon C,gH28-3003 (Smp. ca. 236O 
korr.) noch rnit dem Diketon CIgH2,03 (Smp. 178O korr. also ca. 174O 
unkorr.) identisch. Er kommt jedoch dem als Zmischenprodukt 
erhaltenen, nicht sicher charakterisierten Diketon C;,H2,03 ( ? ) 
vom Smp. ca. 156O nah;. Moglicherweise handelt es sich aber um 
ein Umlagerungsprodukt durch Mineralsaure ; denn Keton 3 ( Cl8R2,O3) 
sol1 eine CO-Gruppe sowie ein Hydroxyl enthalten. 

l) Es wurde schon friiher mitgeteilt (Helv. 19, 38 (1936)), dass die Verbindung gegen 
Mineralsaure in der Hitze nicht bestkndig ist. Die lange Einwirkung in der Iialte nach 
XendaIZ diirfte dieselbe Wirkung haben. Dies folgt schon aus den tie1 tieferen Schmelz- 
punkten der mit Mineralsiiure behandelten Proben. Das normale Hydrat verliert sein 
Krystallwasser, wie friiher beschrieben, allmahlich unter Opakwerden, dann folgt wahr- 
scheinlich Umwandlung in eine andere Krystallform bei ca. 160°, die nicht mehr hy- 
groskopisch ist. Schmelzen erfolgt, erst bei 222O korr. in guter tfbereinstimmung rnit 
Kendull's Smp. 214-216O unkorr. fur die nicht mit Saure umgelagerte Substanz. 
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Das alkoholische Permutit-Filtrat aus 250 kg ganzen Rinder- 
Nebennieren (es sol1 leicht lakmussauer reagieren) wird filtriert, im 
Vakuum zur T r o c h e  gedampft und der Ruckstand (ca. 22.5 g) mit 
2,5 Liter reinem Pentan in einen grossen Scheidetrichter gespult. 
Drei weitere kleinere Scheidetrichter werden mit je Liter Pentan 
beschickt. Man schuttelt 25-30mal rnit je IS0 cm3 einer Mischung 
von 3 Volumen Methanol und 7 Volumen destilliertem Wasser aus, 
wobei jedesmal ca. 2 cm3 2 4 .  Salzsaure zugegeben werden zur Er- 
leichterung der Trennungl). Die klaren wassrigen (hellbraunen) 
Auszuge passieren der Reihe nach die drei weiteren Pentanschichten, 
wo sie durch energisches Schutteln vollig von fettartigen Resten 
befreit werden. Die vereinigten Pentanlosungen geben nach dem 
Trocknen uber Natriumsulfat und Abdestillieren des Pentans ca. 190 g 
,,Pentanlosliches" (fettartig), das allmiihlich kryst,allin erstarrt. 

Die wiissrigen Ausziige werden mit Soda so weit neutralisiert, 
dass Hongo nicht mehr geblaut, aber Lakmus noch deutlich gerotet 
wird, und irn Vakuum auf 90 cm3 eingeengt. Der bfaune Ruckstand 
wird rnit Salzsaure bis zur eben rein blauen Reaktion auf Kongo 
versetzt und 18mal rnit je 350 cm3 frisch destilliertem Ather aus- 
geschuttelt. Jeder Auszug wird zur Entsauerung in einen zweiten 
Scheidetrichter ubergegossen und dort rnit 30 cm3 gesattigter Halium- 
bicarbonatlosung, der einige cm3 30-prcz. Pottaschelosung zugeset,zt 
werden, energisch geschiittelt. Es wird so vie1 Pottaschelosung zu- 
gegeben, dass die wassrigo Schicht, nach dern Schutteln Phenol- 
phtaleinpapier eben deutlich rotet. Die Kaliumcarbonat-bicarbonat- 
schicht wird nicht erneuert, trotzdem sie sich allmiihlich dunkel- 
braun farbt, sondern fur alle Atherauszuge wieder verwendet, ledig- 
lich nach jeder Schuttelung einer neuen Atherportion durch Zusatz 
von Pottasche auf die notige Alkalitiit ergiinzt. Die entsauerten, 
lcicht braunlich gefarbten, zuletzt fast farblosen Atherlosungen 
werden sukzessive uber Natriumsulfat getrocknet und dann zu- 
sammen auf 300 cm3 eingeengt. Hierauf wird in e i n h  8cheide- 
trichter gespult und 24mal rnit je 100 'em3 dest'illiertem Wasser 
ausgeschuttelt. Die wassrigen Ausziige werden der Reihe nach 
noch in einem zweiten Scheidetrichter, der 50 om3 Ather enthalt, 

1) Bei Emulsionsbildung gelingt es oft, durch Zugsbe von 10 om3 Salzsaure eine 
Trennung zu erreichen, sonst muss die Emulsion durch Zentrifugieren getrennt werden, 
was sehr lastig ist. Das Zentrifugat besteht aus einer klaren wassrigen Schicht, die ab- 
getreant wird; die aufschwimmenden fetten Anteile werden f i i r  sich gut rnit 30-proz. 
Methanol aufgeschiittelt und filtriert. I n  den zweiten Scheidetrichter sollen nur ganz 
Hare Losungen kommen. Glatt gelingt die Trennung meist, wenn man weniger Pentan 
verwendet (ca. 6-fache Menge des.Trockenriickstandes, in obigem Fall also ca. 1,4 Liter). 
Dann muss aber mindestens 40mal ausgeschiittelt werden, um moglichst alles Hormon 
zu gewinnen. 
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nachgeschuttelt. (Der Ather im ersten Trichter muss ab und zu 
etwas erganzt werden.) Die verbleibenden Atherlosungen geben 
nach dem Trocknen uber Natriumsulfat und Entfernung des Athers 
durch Destillation 2,6 g ,,Atherrest". 

Die wassrigen Auszuge werden auf leicht lakmussaure Reaktion 
eingestellt und im Vakuum auf 90 em3 eingeengt. Xach Zusatz von 
Salzsaure bis zur eben kongosauren Reaktion wird 16mal mit je 
350 em3 frisch destilliertem Ather ausgeschuttelt und wie oben rnit 
Kaliumcarbonal-bicarbonat entsauert. Nach dem Trocknen und Ab- 
destillieren des Athers, zuletzt im Vakuum, verbleiben ca. 3,9 g Frak- 
tion C. 13. als hellbraune schaumige Masse (nach dem Trocknen im 
Hochvakuum). Das Produkt enthalt die Ratteneinheit in ca. 0,s bis 
1,05 mg. 

l'rennung von C .  13 rnit Girard-Rengens .  
Die Ausbeuten sind als Durchschnittswerte von drei Versuchen 

angegeben, die untereinander wenig variierten. Die Trennung wurde 
bis zur Ausschuttelung aller A-Ketone rnit Ather und Entsauerung 
stets an einem Tage durchgefuhrt, wobei man recht fruh beginnen 
muss, um sie soweit zu Ende zu bringen. 

3,9 g Fraktion C. 13 werden in einem geraumigen Rundkolben 
in 39 em3 Methanol gelost, mit 4,3 g Girard-Reagens T 

und 2 , l  em3 Eisessig versetzt. Nach kurzem Unischwenken tritt 
klare Losung ein; es wird verschlossen 1%-2 Stunden stehenge- 
lassen. Dann wird mit Kaltemischung abgekuhlt, rnit 33 em3 3-n. 
Sodalosung versetzt und das Methanol durch langeres Evakuieren bei 
O o  (ca. 30 Minuten) vollstandig entfernt. Hierauf wird Smal rnit je 
600 em3 frisch destilliertem Ather ausgesehiittelt. Der Ather hinter- 
lasst nach dem Trocknenl) 2,2 g A-Keton-freies. 

Der wassrige Teil wird rnit Salzsaure bis zur eben deutlich 
lakmussauren Reaktion versetzt nnd 6mal rnit je 470 em3 frisch 
destilliertem ;ither ausgeschuttelt. Nach jeder Schiittelung wird 
kontrolliert, ob die wassrjge Phase noch sauer reagiert und, wenn 
notig, noch Salzsaure zngetropft. Die Atherauszuge werden wie oben 
entsiiuert. Sie hinterlassen nach dem Trocknen 168 mg Fraktion 
C. 17.  A. I. (Inaktiv auf 0,35 mg pro Tag und Rntte.) 

Die verbleibende wasserige Losung wird rnit Weinsaure ver- 
setzt, bis Kongopapier eben grau angefarbt wird (ca. 6,5 em3 30-proz. 
Losung sind notig ; es fallen dadurch allmahlich reichlich feste Salze 
aus, die nicht weiter storen) und 71~a'l rnit je 470 em3 Ather ausge- 

1) Das zum Trocknen der leicht trtiben Atherlosungen vemendete Natriumsulfat 
wird zur Gewinnung kleiner Mengen mitgerissener Reste von Ketonverbindung zum 
Schluss mit Methanol ausgezogen, der Auszug im Vakuum eingedampft und der Rdck- 
stand zum wassrigen Teil gegeben. 

(( CH,',ClN-SH,-CO-~H-NH,) 

71 
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schiittelt. Diese werden wie oben entsauert und hinterlassen nach 
dem Trocknen 300 g Fraktion C. 17.  A. I1 (stark aktiv auf 0,35 mg, 
kaum aktiv auf 073 mg pro Tag und Ratte). 

Die verbleibende wassrige Losung wurde jeweils uber Mittag 
ca. 1 y2 Stunden stehengelassen und hierauf mit starker Salzsaure 
versetzt, bis Kongo eben rein blau gcfarbt wird, und wie oben 7mal 
mit je 470 mi3 Ather ausgeschiittelt. Dieser hinterlasst nach dem 
Entsauern uncl Trocknen 490 mg Fraktion C. 1iA. 111. (Kaum 
aktiv auf 0,35 mg, inaktiv auf 0,2 mg pro Tag uncl Eatte.) 

Volum konz. 
Salzsaure versetzt und 6mal mit je 470 em3 Ather ausgeschuttelt. 
Entsauert und getrocknet hinterliess sie 2.50 mg Fraktion C. 17. A. IV. 
(Inaktiv auf 0,35 mg pro Tag und Ratte.) 

Die verblejbende wgssrige Losung wurde ver-a-orfen. Nach Zu- 
gahe von noch mehr Salzsaure und leichtem V-armen lassen sich 
daraus nur noch ganz geringe Substanzmengen mit Ather ausschutteln . 

Die 2,3 g A-Keton-freies werden in 22 em3 Ilethanol gelost, 
mit 3,4 g Girurd-Reagens T und 1,3 cm3 Eisessig rersetzt und Stunde 
unter Ruckfluss gekocht. Dann wird unter starker Kuhlung rnit 
21 cm3 2-n. SodalGsung versetzt, der Methylalkohol im Vakuum ent- 
fernt  und 8mal rnit je 600 cm3 Ather (frisch destilliert) ausgeschuttelt. 
Die getrocknete Atherlosung hinterliess 1,64 g Fraktion C .  16 (Keton- 
freies). 

Der wassrige Teil wurde mit Salzsaure bis zur knapp kongo- 
sauren Realition versetzt und 5mal rnit je 400 em3 Ather ausge- 
schiittelt. Nach dem Entsauern und Trocknen hinterliess er 230 mg 
Fraktion C. 17.  B. I. 

Tolum konz. Salzsaure 
versetzt und 5mal mit je 450 em3 Ather ausgeschiittelt. Nach dem 
Entsauern und Tracknen wurden 165 mg Fraktion C. 17. B. I1 er- 
halt en. 

Ein Gemisch der zwei Ketonfraktionen C. 17. B. I. und C. 17. 
B. 11. in gleicheni Verhaltnis. wie sie gewonnen x-urden, war inaktiv 
auf 2 mg pro Ta,g nnd Ratte. 

Trennzrng des ,,Atherrestes" init G i r n  rd - Rengens. 
Diese wurde ganz analog durchgefuhrt, nur dass jeweils zum 

Ausschutteln vie1 weniger Ather (immer nur frisch destilliert ver- 
wendet) genommen wurde, ngmlich ca. der oben angegebenen 
Nengen. Die Entsauerung wurde auch jeweils zweimal rnit Pottasche- 
losung Trorgenommen. Die Ausbeuten sind bereits im theoretischen 
Teil angegeben. Die meisten der erhaltenen Fraktionen krystalli- 
sieren schon spontan oder auf Zusatz geeigneter Losungsmittel. 
Die Isolierung der Einzelindividuen wird spater mitgeteilt. Der &us 
10,38 g ,,A-Rest" (aus 1000 kg Druse) erhaltene ,,ketonfreie A-Rest" 

Die verbleibende wassrige Losung wurde rnit 

Der wassrige Rixkstand m r d e  mit 
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(.?,16 g) wurde hier auch sofort durch erschopfendes Ausschutteln mit 
eiskalter, ca. normaler Natronlauge von Phenolen befreit. Aus den 
alkalischen Auszugen wurden die Phenole rnit Srtlzsiiiure in Freiheit 
gesetzt, rnit Ather sufgenommen und mit Soda entsauert. Erhalten 
wurden 3,08 g ,!Phenolfreier, ketonfreier A-Rest", sowie 0,8 g Phenole 
(ketonfrei aus A-Rest), was einem Verlust von 1,s g entspricht. 

Die Phenole geben grune Eisen( 1II)chlorid-Reaktion, die auf 
Busatz von wenig Alkali in Rot umschlagt. Sie stellen ein kompli- 
ziertes Gemisch dar. Durch fraktionierte Destillation lasst sich in 
kleiner Menge ein krystallisierter Anteil gewinnen, der dieselbe Brenz- 
catechinreaktion gibt. Die oestrogene Wirksamkeit der Rohfraktion 
wurde bereits erwahnt. 

I s o l i e r u n g  v o n  S u b s t a n z  A. 6,56 g Fraktion C. 16 (keton- 
freies aus 1000 kg Druse) werden in 10 em3 Aceton gelost, mit 7 em3 
Toliiol und hierauf rnit 0,6 em3 Wasser versetzt, das sich beim Um- 
schutteln fast ganz lost. Die Krystallisation setzt fast sofort ein und 
wird durch Stehen uber Nacht vervollstandigt. Hierauf wird ab- 
genutscht, rnit Acetcn-Toluol, wenig reinem Aceton, Aceton-Ather, 
d a m  rnit Ather gewaschen. Ausbeute 1,l g rohe Substanz A, die 
wie fruher beschrieben gersinigt wird. Die oligen Mutterlaugen 
werden im Vakuum von Losungsmittel befreit und der Riickstand 
(ca. 5,46 g )  zur Entfernung von Phenolen mit iiberschussiger wass- 
riger Natronlauge aufgeschiittelt und 10mal mit je 500 em3 Ather 
ausgeschiittelt. Erhalten wurden 3,l g Fraktion C. 16 phenolfrei, 
aus der noch ca. 0,2 g Substanz A wie oben auskrptallisiert werden 
konnten. Aus der alkalischen Losung w-urden die ,,Phenole aus C. 16'' 
gewonnen. 

D ie  K e t o n f r a k t i o n e n  C .17 .B . I  und I1 liefern ca. 2 5 %  
ihres Gewichtes an Krystallen, wenn sie wie oben rnit wenig Aceton- 
Toluol und einer Spur Wasser mehrere Tage verschlossen stehen- 
gelassen werden (schneller beim Impfen). Die Trennung der Roh- 
krystalle ist muhmm, bisher wurden nur die bereits beschriebenen 
Ketone : Substanz C und D daraus rein abgeschieden. Weitere Kom- 
ponenten, die in Aceton leichter loslieh sind, w r d e n  noch nicht 
rein erhaltcn. 

S u b s  t a n z  H. Dies ist die einzige der beschriebenen Substanzen, 
fur die ein sicher reproduzierbarer Weg noch nicht angegeben werden 
kann, wahrscheinlich wegen der grossen Loslichkeit. 

Die Ketofraktionen C. 17. A. 111. wurden im Hochvakuum ge- 
trocknet und mit dem halben Gewicht absoluten Alkohols ver- 
flussigt gut verschlossen stehengelassen. E k e  Probe krystallisierte 
spontan iiber Nacht unter Abscheidung strahliger Nadelbuschel. 
Durch Impfen konnten die meisten anderen ProbeA, nicht alle, zur 
Krystallisation angeregt werden. Es wurde auf Willstatter-Nagel 



- 1124 - 
abgenutscht, rnit wenig kaltem Alkohol, dann rnit Alkohol-Ather, 
Benzol und ;ither gewaschen. Das Rohprodukt stellte fast farblose 
Nadeln dar, die beim Erwarmen gegen 80° opak wurden und bei 
160-167O schmolzen. Bur Reinigung wurde aus wenig Alkohol 
umkrystallisiert und wie oben gewaschen. Die farblosen Nadeln 
werden bei ca. SOo opak, wobei unter dem Nikroskop deutlich das 
Entweichen von Losungsmittel zu beobachten ist ; bei raschem Er- 
hitzen kann teilweises Schmelzen und Wiedererstarren eintreten. 
Der Schmelzpunkt blieb nicht ganz scharf bei 163-167O korr., an- 
scheinend ohne weitere ZersetzLmg. Die Substanz scheint im Hoch- 
vakuum auch unzersetzt sublimierbar zu sein. [XI: = + 205O f 3O 
( c  = 0,92 in abs. Alkohol). Die Substanz ist leicht loslich in Alkohol, 
Aceton, Chloroform und wassrigem Alkohol. Sie gibt rnit konz. 
Schwefelsiiure dieselbe grune Fluoreszenzreaktion wie F. a., schmeckt 
aber zum Unterschied von der letzteren nicht bitter. Bur Analyse 
wurde 1 Stunde bei 100-105° und 0,l mm getrocknet. Die Probe 
war d a m  nicht hygroskopisch. 

3,875mg Subst. gaben 10,12mg CO, und 2,S9mg H,O 
C,,H,,0,(318,21) Ber. C 71,55 H 8,24% 
C,,H,,0,(388,26) Ber. ,, 71,09 ,, 8,32% 

Gef. ,, 71,22 ,, 8.34% 

Das Absorptionsspektrum ist im theoretischen Teil wieder- 
gegeben. Eine Zeisel-Restimmung gab ein ganz negatives Resultat. 
Alkalische Silberlosung wird stark reduziert. 

S u b s t a n z  F. a. Diese wird aus derselben Ketonfraktion C. 17. 
A. III., sowie aus C .  17.  A. IV. gewonnen. Am einfachsten beschafft 
man sich Impfkrystalle, wenn man die im Vakuum schaumig ge- 
trocknete Fraktion in 2-3 Teilen Chloroform lost und dies lang- 
Sam eindunsten laisst. (Dies Verfahren ist von Wintersteiner und 
Pfiffnerl) angegeben worden.) Nach Ia,ngstens 2 Tagen ist reichliche 
Hrystallisation eingetreten. Man verdunnt rnit atwas Chloroform, 
saugt ab, wascht rnit demselben Losungsmittel, dann rnit Ather nach. 
Das nadelige Rohprodukt wird BUS Alkohol evtl. unter Zusatz von 
Wasser umkrystallisiert. 1st man im Besitz von Impfkrystallen, so 
gelingt die Isolierung auch leicht, wenn man die getrocknete Fraktion 
mit dem halben Gewicht abs. Alkohol verfliissigt und beimpft stehen 
lasst. Dies hat den Vorteil, dass die Mutterlaugen sich weniger stark 
braun farben als rnit Chloroform. Die Ausbeute ist etwas weniger 
gut ; man kann sie aber steigern durch vorsichtigen Wasserzusatz 
zur alkoholischen Losung und langeres Stehen bei O o .  Ausbeute ca. 
10-1,5 yo der Rohfraktionen. 

Bur Analyse wurde nochmals aus abs. Alkohol umkrystallisiert, 
mit Alkohol-&her, dann mit Ather gewaschen, wobei schon aus- 

1) J. biol. Chem. I II, 599 (1935). 
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gebildete, rhombisch (anscheinend gleichseitig) begrenzte Korner 
erhalten werden. Sie wurden 45 Minuten bei l o o o  und 0,l mm ge- 
trocknet und waren dann nicht hygroskopisch. 

3,413 mg Subst. gaben 8,72 mg CO, und 2,50 rng H,O 
C,,H,,0,(362,24) Ber. C 69,57 H S,350/, 
C,,H,,0,(360,22) Ber. ,, 69,96 ,, 7,84y0 

Gef. ,, 69,68 ,, 8,20y0 
Der Schmelzpunkt liegt bei ca. 215O korr. unter Zersetzung und 

ist stark abhangig von der Erhitzungsgesehwindigkeit, sowie von 
der Intensitat des vorhergehenden Verreibens. [a]: = ca. + 200° & So 
( c  = 1,l in abs. Alkohol). Die Substanz schmeckt bitter und gibt 
die grune Fluoreszenzreaktion rnit konz. Schwefelsaure. Alkalische 
Silbersalzlsoung wird stark reduziert. Im  Everse-cle-Premery-Test 
erwies sie sich bis zu 0,8 mg pro Tag und Ratte als inaktiv. Ebenso 
war sie unwirksam beim Hahnenkammtest (Schmiertest) bis zu 
25 y/O,1 cm3 61 taglich (Androsteron-Einheit 0,7 7). 

O x y d a t i o n  zu  Adrenos teron .  
20 mg Substanz F. a. wurden in 2 cm3 Eisessig gelost und rnit 

2,5 cm3 1-proz. Chromtrioxyd-Eisessig-Losung (=  25 mg 00,) ver- 
setzt. Es fiel wieder eine braune Fallung aus, die allmtlhlich in 
Losung ging. Nach zweitagigem Stehen bei Zimmertemperatur (22 O) 

wurde rnit Wasser versetzt, der Chromsiiureiiberschuss durch eine 
Spur Bisulfit zerstort und die Mischung im Vakuum fast zur Trockne 
gedampft. Nach Zusatz von Wasser wurde mit Ather ausgeschuttelt 
und dieser rnit verdunnter Lauge entsauert. Bus der Lauge fiel beim 
Anshuern nur eine Spur organischer Saure aus. Der Neutralteil 
krystallisierte beim Einengen der getrockneten &jherlosung und Zu- 
satz von Pentan in schonen Blattchen. Ausbeute 8 mg, Smp. 222 bis 
224O korr. Eine Probe wurde noch aus abs. Alkohol umkrystallisiert, 
wobei meist achteckige Blattchen erhalten mrden ,  die oft fast 
quadratischen Habit us zeigten mit unter 45O sbgeschnittenen Ecken. 
Der Schmelzpunkt war unverandert. Die Nischprobe mit Adreno- 
steron, das ganz analog krystallisiert, zeigte keine Depression. Aus 
der ersten Mutterlauge wurde noch eine Spu-r Nadelbiischel erhalten. 
die etwas tiefer nnd unscharfer schmolzen l). 

Eine Probe der Substanz F. a. wurde auch rnit Bleitetracetat 
(ca. 2,5 Mol) in Eisessig bei 50° (2 Stunden) osydiert. Der Neutral- 
teil krystallisierte aus Alkohol in Nadeln vom Smp. 206-215O und 
wurde noch nicht weiter untersucht. 
I d e n t i f i z i e r u n g  des  O x y d a t i o n s p r o d u k t e s  r o n  S u b s t a n z  E 

Es lag %-on fruher ca. 1 mg des neutralen Osydationsproduktes 
vor, das aus Ather umkrystallisiert wurde. Es wurden schone Blatt- 
chen vom Smp. 211-216O korr. erhalten. Da die Menge fur eine 

rnit Chromshure  a l s  Adrenos teron .  

l) Vgl. Fussnote 1, S. 1126. 
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vollige Reinigung nicht ausreichte, wurde die Ifischprobe mit einem 
Praparat von Adrenosteron ausgefuhrt, das ehenfalls nicht ganz rein 
war uncl bei 211-2P7° schmolz. Die Mischprobe zeigte denselben 
Smp. 211-217". (Schmelzpunkte gelten fur stark verriebenes Ma- 
terial, vgl. I).) 

S u b s t a n z  J. Der ,,phenol- und ketonfreie ,&-Rest" wird mit 
demselben Volum Aceton verfldssigt, mit 2 Yolum Toluol und ca. 
0 , l  Teilen Wasser versetzt. Nach Stehen uber Sacht (beim Impfen 
sofort) scheiden sich reichliche Krystallmengen ab, die, abgesaugt, 
mit Aceton-Toluol, dann mit wenig reinem liceton und schliesslich 
mit Ather gewaschen werden. Ausbeute ca. l O - l . j %  der Roh- 
fraktion. Schmelzpunkt roh ca. 200--303° nach Opakwerden bei 
ca. 120O. Zur Reinigung murde die ganze Menge zunachst im Mole- 
kularkolben im Hochvakuum (0,02 mm) sublimjert (Badtemp. 
ca. 170°, im Rijhrchen sublimiert die Suhstanz sehr langsam bei ca. 
200O Rlocktemperatur), d a m  aus feuchtem Aceton clurch Einengen 
umkrystallisiert. Es wurden lange flache Kadeln erhalten, die an 
den Enden schief abgeschnitten sink Aus den Mutterlaugen nach 
Atherzusatz noch reichliche Mengen als sehr feine wollige Nadeln. 
Die Krystalle werden beim Erhitzen bei 120-130° opak und schmel- 
Zen bei 216-217" korr. Kurz vorher kann unter dem Mikroskop 
Umwandlung in Rhomben beobachtet werden, wahrscheinlich durch 
Umsublimation. Zur Analyse wurde im Hochvakuum sublimiert , 
die Substanz ist dann nicht besonders hygroskopisch. 

2,970 mg Subst. gaben 8,15 mg CO, und 2,90 mg H,O 
C,,H,,O, (334.27) Ber. C 75,39 H 10,2876 
C,,H,,O, (336,29) Ber. ,, 75,OO ,, 10.819/, 

Gef. ,, 74,83 ,, 10,9276 
Mit l-prcz. Digitcninlosung in 90-proz. Alkohol tritt nach kurzer 

Zeit eine, auch beim Erwarmen schwer losliche Fallung auf. Eine 
Probe (11 mg) der Substanz J murde in Eisessig mit Chromshure 
(13 mg CrO,) bei Zimmertemperatur ovydiert ( 2  Tage). Die zuerst 
ausfallende orange Fallung ging schon nach wenigen Minuten in 
Losung. Nach der iiblichen Aufarbeitung Tvurde ein leicht ather- 
losliches Neutralprodukt erhalten vom Smp. ca. 1360. Es krystalli- 
siert aus atherhaltigem Pentan oder wassrigem Methanol. 

Die Analysen wurden von H .  Gysel ausgefuhrt. 
Hahnenkammteste, sowie Priifung auf Brunstwirkung an der Maus verdanke ich 

der Freundlichkeit von H e m  Prof. E. Laquem, Amsterdam, die Durchfiihrung der 
Everse-de Frdmery-Teste den Herren Dr. de Fre'mery und Spanhoff im Laboratorium der 
N. V. Organon, Oss. 

Laboratorium fur organische Chemie, Eidg. Techn. 
Hochschule Ziirich. 

I) Der Schmelzpunkt des Adrenosterons ist stark von der Brt des vorherigen Ver- 
reibens abhangig. Sehr stark verriebene Proben schmolzen unter dem Mikroskop 
(Ir'ofler'scher Block) schon bei 215-220" korr., die wiedererstarrte Schmelze bei 214 bis 
218O korr. 




