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98. Untersuehungen von Extrakten aus Testes. 
(1. Mitteilung). 

Zur Kenntnis der Lipoide &us Sehweinetestes 
von L. Ruzicka und V. Prelog. 

(31. 111. 43.) 

Extrakte aus Testes sind besonders zu Beginn der chemischen 
Forschungen uber Sexualhormone vie1 untersucht worden, doch war 
diesen Arbeiten zuerst kein Erfolg beschieden. Die experimentellen 
Schwierigkeiten bei der Isolierung sehr kleiner Hormonmengen aus 
den stark fett- und eholesterinhaltigen Gonadenextrakten waren so 
gross, dass es ir. P. Gallagher und P. G. Kochl), sowie A .  Butenandt 
und P. HiZdebrandt2) nicht gelang, daraus die Wirkstoffe oder andere 
Steroide in krystallisierter Form zu isolieren. Die ersten chemisch 
definierten Hormone mit androgenen Eigenschaften wurden vielmehr 
von Butenandt aus Harn gewonnen, worin eine wesentlich geringere 
Menge Ballaststoffe enthalten ist. Durch Anwendung eines ungc- 
wohnlichen Verfahrens ist es dann K.  David3) im Laboratorium von 
E. Laqueur im Jahre 1935 gelungen, aus Stiertestes-Extrakten eine 
stark androgene Verbindung, das Testosteron, zu erhalten4). Seitdem 
lag die Annahme sehr nahe, dass Testosteron allgemein das mannliche 
Testikelliormon der SBugetiere und des Menschen ist 5 ) .  Es ist dagegen 
hervorzuheben, dass Testosteron bisher nur aus Stierhoden in Sub- 
stanz isoliert worden ist, und dass genauere chemische Untersuch- 
ungen nur noch an Schweinehoden durchgefuhrt wurden, in denen 
aber bis jetzt kein Testosteron naehgewiesen werden konnte. 

Andere chemisch gut definierte Verbindungen mit androgener 
Wirksamkeit wurden aus Testesextrakten bisher nicht erhalten. Eine 
aus wasserigen Stierhodenextrakten von B. Prattini und M .  ,Wnino 6, 

isolierte androgene Verbindung, sowie eine Ton A. Ogata und 
8. Hirano ') beschriebene Verbindung aus den Lipoiden der Schweine- 
hoden wurden nicht genugend chemisch charakterisiert ; ihr Vor- 
kommen wurde von andern Autoren nicht bestBtigt. 

l) J. Biol. Chem. 84, 495 (1929). 
2, Vgl. A. Butenandt und K .  Tsehernzng, Z. physiol. Ch. 229, 173 (1934). 
') K. Davzd, E. DAngePnanse, J .  Freud und E. Laqusur, Z. physiol. Ch. 233, 281 

(1935). 
") Vgl. die zuaammenfasqenden Darstellungen von X .  W.  Goldberg in ,,Ergebnisse 

der Vitamin- und Hormonforsrhung" I, 371 (1938), 0. R7tnterstetner und P. E. Smth ,  
in Ann. Review Biocliem. 7, 266 (1938), und F. C. Koch, Physiological Reviews 17, 153 
(1937). 

b, Arch. 1st. Bioch. Ital. 2, 639 (1930); Z. angew. Ch. 45, 324 (1932); B. 68, 677 
(1935). 

') Vgl. z. B. Lehnarta, Chemische Physiologie, 5 .  Aufl., S. 217, 219. 

') J. Pharm. Soc. Japan 54, 199 (1934). 
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Sehr interessant ist der verhiiltnismassig hohe Gehalt der Testes 
einiger Tiere an oestrogenen (,,weiblichen") Verbindungen, wie 
Oestron und a-Oestradiol, die sich als Phenole verhiiltnismassig leicht 
isolieren liessen 1). 

Aus den Lipoiden der Schweinetestes wurden weiter von 
8. Hira.no2) vier krystallisierte Praparate erhalten, die sich nach 
gebrauchlichen Testmethoden gepruft, als unwirksam erwiesen haben. 
Erwahnt sei besonders das Testalolon CZ1H,,O,, ein gesattigtes 
Steroid mit einer Hydroxyl- und zwei Carbonylgruppen, fiir 
welches dieser Autor ohne Beweis die Konstitution des Allo-pregnanol- 
(3p)-on-( 20)-ah-( 21) vorgeschlagen hat. Neben Testalolon wurden 
von Hirccno das Propandiol-1,3-monopalmitat, ein gesattigter Alkohol 
(&,H4003 und eine nicht naher charakterisierte Verbindung 
C,,-,,H,4-,,0, isoliert. 

Die kiinstliche Herstellung des Te~tosterons~) hat das Interesse 
fur die muhevolle chemische Untersuehung der Testesextrakte viel- 
leicht herabgesetzt ; in der letzten Zeit wurden wenigstens keine 
Arbeiten uber dieses Thema mehr veroffentlicht. Eine eingehendere 
Bearbeitung des Gebietes war jedoch aus mehreren Griinden gerecht- 
fertigt. I n  erster Linie war es erwunscht, die biologisch wichtigen 
Fragen des Vorkommens, des Entstehens und der Umwandlung der 
miinnlichen Testeshormone im Tierkorper auf eine breitere, experi- 
mentelle Grundlage zu stellen. Andererseits erlauben heute die in- 
zwischen ausgebildete verbesserte Isolierungstechnik, besonders die 
Anwendung der Methode des sog. Durchlauf -Chromatogramms, sowie 
die Fortschritte der Steroidchemie eine leichtere Isolierung und Auf- 
klarung der Honstitution der in kleinen Mengen vorkommenden 
Verbindungen, als es bei den fruheren Bearbeitungen moglich war. 

Die Fortschritte der Isolierungstechnik und die Erfahrungen 
uber das Verhalten der Steroide bei Isolierungsoperationen haben 
es uns auch ermoglicht, auf die konsequente Verwendung eines bio- 
logischen Testverfahrens bei unseren Versuchen xu verzichten. Die 
Isolierung der in kleinen Mengen vorkommenden Wirkstoffe mit 
Hilfe eines biologischen Testverfahrens ist fur die moderne bio- 
chemische Forschung geradexu charakteristisch. Wenn wir die biolo- 
gischen Testverfahren absichtlich nicht herangezogen haben, so taten 
wir dies u. A. auch deswegen, weil gerade auf dem Gebiet der Hoden- 
extrakte die quantitativen Ergebnisse der Testverfahren infolge ver- 
schiedener Umstande mit einer betrachtlichen Unsicherheit behaftet 
sind. I n  dieser Beziehung ist besonders der Gehalt der Testesextrakte 

1) D. Beall, Biochem. J. 34, 1293 (1940), fand in Hengsthoden 0,21 mgikg wOestra- 

2, J. Pharm. SOC. Japan 56, 122 (1936), vgl. Am. SOC. 60, 1728 (1938). 
3) L. Ruzicka und A. Weitstein, Helv. 18,1264 (1935); A. Butenandt und G. Hanisch, 

diol und 0,36 mg/kg Oestron. Vgl. auch Anm. 2, S. 979. 

B. 68, 1859 (1935); Z. physiol. Ch. 237, 89 (1935). 
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an synergistisch wirkenden sog. X-Stoffenl) und antagonistisch wirken- 
den Oestrushormonen2) zu nennen. Es ist auch moglich, dass die 
androgenen Wirkstoffe der Testes grosstenteils in einer ,,gebundenen" 
bzw. ,,inaktiven" Form vorliegen, wie es z. B. fur die Androgene des 
Blutes und des Harnes des Menschen von D. B. XcCuZZagh und 
W. 0. Osborn3) behauptet wird. Ob Testosteron in den Stierhoden 
,,frei" vorkommt, oder ob es erst wahrend der Isolierungsvorgange, 
z. B. durch eine Hydrolyse, gebildet wird, lasst sich wegen der schwie- 
rigen Isolierung der kleinen Mengen des Wirkstoffes vorerst nicht ent- 
scheiden, besonders wenn man bedenkt, dass das Testosteron von 
K.  David4) durch Extraktion der angereicherten Hodenextrakte mit 
75-proz. Schwefelsaure isoliert wurde. M .  W. GoZdberg5) hat in 
unserem Laboratorium xwar dais Testosteron 8us Stierhodenextrakten 
ohne Anwendung von Schwefelsaure oder anderer energisch hydro- 
lysierend wirkender Agentien isoliert, doch schliessen auch seine Ver- 
suche die Bildung des freien Testosterons durch milde hydrolytische 
Prozesse (wie Alkoholyse) wahrend der langwierigen Verarbeitung 
der Extrakte nicht aus. 

Ausserdem muss man sich die berechtigte Frage stellen, ob 
die gebrauchlichen Testverfahren, der Kapaunenkammtest und der 
Samenblasentest, wirklich alle mannlichen Sexualhormone erfassen. 
A l s  mannliche Sexualhormone definiert man vom physiologischen 
Standpunkt alle Stoffe - unabhangig davon, ob dieselben in Form 
definierter chemischer Verbindungen isoliert worden sind oder 
nicht -, welche fur das Wachstum, die normale Entwicklung und 
die Funktion des mannlichen Geschlechtsapparates, sowie fur die 
Ausbildung der sekunda)ren Geschlechtsmerkmale und des Ge- 
schlechtstriebes verantwortlich sind. Diese Stoffe werden von ver- 
schiedenen Geweben, besonders den Gonaden und der Hypophyse, 
erzeugt. Ungeachtet dieses ,,physiologisch" breit definierten Hormon- 
begriffs bezeichnet man praktisch als mannliche Sexualhormone 
die aus dem Korper isolierten Verbindungen, welche bei den schon 
genannten Testverfahren eine relativ eng umschriebene Teilwirkung 
zeigen. Die pharmakologischen und klinischen Erfahrungen zeigen, 
dass dem bisher einzig aus Testes isolierten mannlichen Sexual- 
hormon, dem Testosteron, zum mindesten ein sehr grosser Anteil an  
dem Zustandekommen der gesamten mannlichen Hormonwirkung im 

Vgl. J .  Freud, E. Dingemanse und H. Polak, Arch. intern. pharmacodynamie 
57, 369 (1937). 

2, Vgl. J .  Alorato-Manaro und A. Albrieur, Endocrinology 24, 518 (1939). 
J. Biol. Chem. 126, 299 (1938), vgl. auch D. R. McCuZZagh, Endocrinology 24, 

4, K.  Daaid, E. Dingemans~, J .  Freud und I?. Laqueur, Z. physiol. Ch. 233, 281 

6, Ergebnisse der Vitamin- und Hormonforschung I ,  388 (1938). 

326 (1939). 

(1935), U. S. A. Patent 2 175 963. 

62 
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S h e  der physiologischen Definition zukommt. Andererseits bestehen 
Hinweise darauf, dass die mannigfaltigen und komplizierten biolo- 
gischen Aufgaben der miinnlichen Sexualhormone doch nicht durch 
e in  e Verbindung bewiiltigt werden. Die Grunde, welche zur Annahme 
mehrere miinnlieher Sexualhormone der Testes fuhren, wurden schon 
von D. R. MacCuZZagh diskutiertl). Wenn aber von den Testes mehrere 
Verbindungen erzeugt werden, die nach der physiologischen Defini- 
tion die Bezeichnung ,,miinnliehe Sexualhormone" verdienen, so 
brauchen nicht alle die Teilwirkungen zu zeigen, welche den ublichen 
Testverfahren zugrunde liegen. 

Wir hofften deshalb, bei einer genauen, rein chemischen Unter- 
suchung der Inhaltsstoffe und besonders der Steroide der mann- 
lichen Gonaden auch auf solche biologisch wichtige Verbindungen zu 
stossen, welche im Kapaunenkammtest und im Samenblasentest 
zwar wenig wirksam oder ganz unwirksam sind, aber doch gewisse 
andere mannliche hormonale Teilwirkungen zeigen und daher als 
mannliche Hormone im weiteren Sinne zu bezeichnen waren. Diese 
Hoffnungen erfiillten sich in einem Falle schon am Anfang unserer 
Arbeit, was uns zu einem Bericht uber die noch lange nicht abge- 
schlossenen Untersuchungen veranlasst. 

N s  Ausgangsmaterial dienten uns Lipoide &us Schweinehoden, 
welche durch Acetonextraktion der Frischhoden (weiter bezeichnet 
als Ac-Extrakt) oder durch Benzolextraktion der im Vakuum getrock- 
neten und gepulverten Hoden (weiter bezeichnet als Bz-Extrakt) 
erhalten wurden. Durch Anwendung eines Isolierungsverfahrens, 
welches im experimentellen Teil ausfuhrlich beschrieben ist, erhielten 
wir daraus eine Reihe von krystallinen Fraktionen, deren Bearbeitung 
grosstenteils noch im Gange ist. 

Zuerst konnten wir aus diesen Krystallisaten zwei bekannte Ver- 
bindungen aus der Steroidreihe mit 21 Kohlenstoffatomen isolieren 
und identifizieren. 

Verb indung A. i15-Pregnen-01-(3~)-on-(20). Die erste 
von den Verbindungen erwies sich als identisch mit dem schon seit 
lgngerer Zeit bekannten A 5-Pregnen-ol-(3p)-on-( 20)'7. Diese bisher 
in der Natur nicht gefundene Verbindung verdient ein besonderes 
Interesse. H .  SeZye3) fand unlangst bei seinen Untersuchungen uber 
die pharmakologischen Wirkungen verschiedenster Steroide, dass 
dem il 5-Pregnen-ol-(3p)-on-(20) eine stark kurative Wirkung auf die 
Veranderungen der miinnlichen Geschlechtsorgane zukommt, die 
durch Oestrushormone oder durch Hypophysektomie hervorgerufen 

l) Endocrinology 24, 326 (1939). 
2, A.  Rutenandt, U .  Westphal und H .  Cobler, B. 67, 1611 (1934). 
3) Endocrinology 30, 437 (1942); Kevue canadienne de Biologie I ,  577 (1942). 
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werdenl). Die Versuche von Xelye wurden auf unser Ersuchen im 
Wissenschaftlichen Laboratorium der Gesellschaft fur Chemisehe I n -  
dastrie in Basel durch die Herren Prof. XchuZer und Dr. Gasche nach- 
gepruft und bestatigt. Die Ergebnisse der physiologischen Prufungen 
sollen in einem andern Zusammenhang mitgeteilt werden. Es lasst 
sich aber schon jetzt sagen, dass d 5-Pregnen-ol-(3/?)-on-(20), o b wo h l  
es i m  K a p a u n e n k a m m t e s t  u n d  Samenb lgsen te s t  u n w i r k -  
s a m i s t , neben anderen Verbindungen wahrscheinlich eine gewisse 
Rolle in der Biologie der miinnlichen Geschlechtsorgane spielt ; es 
kann demnach, entsprechend unseren obigen Ausfuhrungen, a1 s e in  
mann l i ches  Sexua lhormon  im weiteren Sinne betrachtet werden. 

Es sei in diesem Zusammenhange nochmals auf den uber- 
raschend hohen Gehalt der Hoden einiger Tiere an oestrogenen Ver- 
bindungen hingewiesen, welche, von aussen zugefuhrt, eine atrophie- 
rende Wirkung auf wichtigste mannliche Geschlechtsorgane aus- 
uben. Wir haben uns bisher bei unseren Arbeiten uber Schweine- 
hodenextrakte vorlaufig nur auf die biologische Auswertung der in 
50-proz. Methanol loslichen, schwach sauren Fraktion IV beschrankt 
(siehe S. 984), welche nur einen Teil der Oestrogene enthielt. Die 
Fraktion IV aus Ac-Extrakt enthielt z. B. 370 R.E. pro 1 kg Hoden 
(entsprechend 0,15 mg Oestradiol oder 0,4 mg Oestron)2). Die Gegen- 
wart von d 5-Pregnen-ol-(3p)-on-(20) in Testes, welches der inhibieren- 
den Wirkung der Oestrushormone auf eine der wichtigsten Funktio- 
nen, die Spermatogenesis, entgegenwirkt, gewinnt bei dieser Sachlage 
an Bedeutung. 

I m  Anschluss an das Vorkommen in den Schweinehoden sol1 noch erinnert werden, 
dass das d5-Pregnen-ol-(3P) on-(20) schon fruher bei den theoretischen Erwagungen uber 
den Steroidabbau als ein hypothetisches Bindeglied zwischen Cholesterin nnd Steroidhor- 
monen angesehen wurde3). 

Ve rb indung  B. Allo-pregnanol-(3/?)-on-(20). Die zweite 
aus den Schweinehodenextrakten isolierte bekannte Verbindung war 
Allo-pregnanol-( 3/?)-on-( 20). Allo-pregnanol-( 3p)-on-( 20) wurde schon 
oft in der Natur gefunden. Es kommt im Corpus luteum4), in der 

l) Set ye betrachtet diese Wirknng als eine unabhangige pharmakologische Teil- 
wirkung der ,,St.eroidhormone" (naturlicher und kiinstlicher) und nennt sie ,,spermato- 
genic action". 

2, Zum Vergleich sei erwahnt, dass in  den weiblichen Geschlechtsdrusen, in Schwei- 
ne-Ovarien, von W. W.  Westerfeld und Mitarbeitern (J. Biol. Chem. 126, 181 (1938)) ins- 
gesamt 240 R.E. pro kg Ovarien gefunden worden sind. 

3, L. Ruzicka, Helv. 19, E 8? (1936). Eine dominierende Stellung, als Mutter- 
substanz der natiirlichpn Steroidhormone, wird dem A5-Pregnen-ol-(3,t?)-on-(20) von 
Selye zngewiesen. R. E. Jlarker (Am. SOC. 60, 1725 (1938)) betrachtet es als ein nicht 
isoliertes Zwischenprodukt beim obergang von Progesteron in 3 B-Oxy-allo-pregnan- 
Derivate. 

4, 0. Wintersteiner und W.  LM. Allen, J. Biol. Chem. 107, 321 (1934); A. Butenundt 
und M .  Westphal, B. 67, 1440 (1934); K. H .  Slotta, H .  Ruschig und E. Fels, B. 67, 1270 
(1934); M .  Hartmum und A. Wettstein, Helv. 17,1370 (1934); A. Butenandtund L. Mamoli, 
B. 67, 1897 (1934). 
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Nebennierenrinde ’) und in Harn 2, trachtiger Tiere und Schwangerer 
Tor. Da es sich nach gebrauchlichen Testverfahren als wirkungslos 
erwiesen hat, wissen wir bisher nichts uber seine biologische Aufgabe. 

Die Trennung kleiner Mengen der beiden nahe verwandten Ver- 
bindungen A und B war rnit gewissen experimentellen Schwierigkeiten 
verbunden. Das d 5-Pregnen-ol-(3p)-on-(20) liess sich zwar als Acetat 
durch Chromatogrwhieren und Umlosen rein erhalten, die Isolierung 
des einheitlichen gesattigten Steroids gelang aber auf diesem Wege 
nicht. Wir oxydierten deshalb das Gemisch der beiden Verbindungen 
rnit Osmiumtetroxyd in Gegenwart von Pyridin. Das Pregnen-o1-(3p)- 
on-(20) ging dabei in das von M .  Ehre.nstein3) zuerst beschriebene 
Pregnan-triol-(S@, 5,6)-on-(20) uber, wahrend Allo-pregnan-o1-(3/3)- 
on-( 20) unverandert blieb. Beide Verbindungen unterscheiden sich 
stark durch ihr Adsorptionsvermogen an aktiviertem Aluminium- 
oxyd und liessen sich durch Chromatographieren gut trennen. Die 
Oxydation rnit Osmiumtetroxyd, verbunden rnit der chromato- 
graphischen Analyse der Reaktionsprodukte ist die sauberste Methode, 
urn kleine Mengen gesattigter Steroidc aus dem Gemisch rnit un- 
gesattigten xu isolieren, wie wir uns durch Modellversuche uberzeugen 
konnten, und kann in ahnlichen Fallen wie den unseren empfohlen 
werden. 

Verb indung  C, C2,H3,03. Neben den in ihrer Konstitution 
aufgeklarten Verbindungen isolierten wir einen weiteren Vertreter 
der C,,-Reihe, dessen Konstitution noch nicht aufgeklart ist. Die 
Verbindung C ist wahrscheinlich identisch mit dem schon erwahnten 
Testalolon von 8. Hirano4). Es handelt sich um eine durch Digitonin 
fallbare, gesattigte Ketoverbindung der Formel C,&&3, der von 
Hirano und Marker die Konstitution eines Allo-pregnanol-(3~)-on- 
(20)-als-(21) zugeschrieben wurde. Eine Synthese dieser letzten Ver- 
bindung, uber die wir nhhstens berichten werden, zeigte jedoch, dass 
Testalolon eine andere Konstitution besitzen muss. 

Mit der Aufklarung der Konstitution der Verbindung C sind wir 
beschaftigt. 

Das Vorkommen dieser drei Steroide der C,,-Reihe in Testes 
fuhrt zu der Annahme, dass dieses Organ als ein Ursprungsort fur 
die aus Harn mannlicher Individuen isolierten Steroide mit 2 1  C- 

1) D. Beall und IT. Reichstein, Xature 142, 479 (1938); D. Beall, Biochem. J. 32, 
1957 (1938); J. Endocrinology 2, 81 (1940). 

z ,  I m  Harn trachtiger Stuten: R. R. Marker und Mitarb., Am. Soc. 60, 1559 
(1938); R. D. H. Heard und B . F .  HeKuy ,  J. Biol. Chem. 131, 371 (1939). Im Harn 
trlichtiger Saue: R. E. M a r k u  und E. llohrmann, Am. SOC. 61, 3476 (1938). I m  Harn 
der Schwangeren: SY. H .  Pearlman, 0. Pineus und A’. T.  Werthessen, J. Bid. Cheni. 
142, 649 (1942). 

9 J. Org. Chem. 4, 506 (1939). 
4, J. pharm. SOC. Japan 56, 122 (1936); Am. SOC. 60, 1728 (1938). 
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Atomen in Betracht kommtl). Als ein weiterer Hinweis konnen die 
Untersuchungen von R. E. Harker und Mitarbeiter,) dienen, welche aus 
Harn geschlechtsreifer Stiere grossere Mengen Pregnandiol-(3 a , 20 CI), 

Allo-pregnandiol-(3 CI , 20 a)  und Allo-pregnandiol-(3 p , 20 CI) neben den 
Steroiden der C,,-Reihe isolierten, wahrend im Harn von Ochsen die 
Steroide der C,,-Reihe nicht aufgefunden werden konnten. 

V e r b i n d u n g  D .  C h o l e s t a n - t r i o l - ( 3 p ,  5 ,  6 t r a n s ) .  Die 
Verbindung D, welche mit Girard-Reagens T3) nicht reagierte, war 
mit Digitonin fallbar und gegen Tetranitromethan gesattigt. Die 
Elementaranalyse stimmte auf die Formel C27H4803, mit Pyridin und 
Acetanhydrid gab die Verbindung D ein Diacetyl-Derivat c31H5205 
vom Smp. 166O. Der Vergleich rnit einem synthetisch hergestellten 
Cholestan-triol-(3/?, 5 ,  6 t r a n ~ ) ~ )  bestatigte die Vermutung, dass die 
beiden Verbindungen identisch sind. Entgegen den Angaben von 
E. PernnhoZx5) ist Cholestan-triol-(3B, 5,6 trans) unter den von uns an- 
gegebenen Bedingungen fallbar mit Digitonin. Cholestan-triol-(3j3, 5,6 
trans) wurde schon einmal aus einem Organextrakt, und zwar aus 
Leber, von G .  A .  D. Haslewood'j) erhalten. 

Verb indung  E. C,,H,,O,N,( ? ). Neben den Verbindungen der 
Steroidreihe isolierten wir aus Schweinehodenextrakten in kleinen 
Mengen auch eine Stickstoffverbindung vom Schmelzpunkt 270°, 
deren Elementaranalyse auf die einfachste Formel C13H,,0,N, 
stimmte. Die Verbindung E ist optisch inaktiv oder sehr schwach 
rechtsdrehend und gibt keine Ninhydrin-Beaktion. Wegen der ge- 
ringen Mengen, die uns zur Verfiigung standen, mussten wir von 
einer eingehenderen Untersuchung vorlaufig absehen. 

~ l ~ , ~ - C h o l e s t a d i e n - o n - (  7 ) .  Das in unserem Laboratorium 
auch in anderen Organextrakten festgestellte Vorkommen dieser 
Verbindung ist moglicherweise auf eine Wasserabspaltung bei der 
Verseifung von 7-Keto-cholesterin-Estern zuriickzufiihren. Ob 7-Keto- 
cholesterin selbst in den Organen vorkommt, oder ob es sich erst bei 
der Verarbeitung durch Autoxydation des Cholesterins gebildet hat, 
ist nach den Erfahrungen von Wintersteiner und Bergstrom7) uber 

l) Ausserdein werden bekanntlich auch im miinnlichen Organismus die C,,-Steroide 

2, Am. SOC. 60, 2931 (1938); 61, 1287 (1939). 
3, A. Girard und G. Sanduleseo, Helv. 19, 1095 (1936). 
4, R. H. Pzckard und J .  Yates, SOC. 93, 1678 (1908); !!'. WesiphaZen, B. 48, 1064 

von den Nebennieren produziert. 

(1915); B. Ellis und V .  A.  Petrow. SOC. 1939. 1078. 
1 -  

' 5 )  Z. physiol. Ch. 232, 97 (1935); vgl. T. Kawasaki, J. pharm. SOC. Japan 57, 281 
(1937); C. 1938, 11. 2944. 

6 ,  Biochem. J. 35, 708 (1941). 
7, 0. Wintersteiner und ,C. Bergstrom, J. Biol. Chem. 137, 785 (1941); S. Berg- 

strain und 0. Wiiztersteiner, J. Biol. Chem. 141, 597 (1941); S. Rergstrom, Naturwiss. 30, 
684 (1942); Arkiv Kemi, Mineral, Geol. 16A, Heft 10 (1942). 
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die Oxydation des Cholesterins in wasserigen Suspensionen an der 
Luft schwer zu entscheiden. Das Vorkommen von 7-Oxy- und 
7-Keto-cholesterin-Derivaten sol1 deswegen spater im Zusammen- 
hang mit anderen in unserem Laboratorium durchgefiihrten Arbeiten 
uber Organextrakte diskutiert werden. 

F r i e  delin.  Eine weitere, nicht nur aus Schweinehoden-Extrak- 
ten, sondern auch aus anderen Organextrakten in unserem Labora- 
torium isolierte Verbindung verdient eine Erwahnung lediglich aus 
analytischen Grunden. Es ist dies ein in geringen Mengen isoliertes 
Keton C,oH,oO, das sich als identisch erwies mit dem Triterpen 
Friedelin aus Korkl). Die Isolierung dieser Verbindung kann als ein 
Hinweis .auf den hohen Stand der Arbeitstechnik dienen, mittels 
welcher sich so geringe Mengen einer Verbindung isolieren lassen, die 
bisher der Aufmerksamkeit entgangen ist, obwohl sie offenbar eine 
bei der Benutzung von Korkstopfen in minimalen Mengen vorkom- 
mende, weitverbreitete Verunreinigung vorstellt. 

Der Rockefeller Foundation in New York und der Gesellschaft f i ir Chemisehe Industrie 
in Basel danken wir fur die Unterstutaung dieser Arbeit. 

E x p e r i m en t e 11 e r T e i 1 2). 

H e r s t e l l u n g  d e r  E x t r a k t e .  
Das Ausgangsmaterial fur unsere Untersuchung wurde durch 

Acetonextraktion frischer Schweinehoden von den WiZson Labova- 
tories Inc., Chicago, U.S.A. (Ac-Extrakt) und durch Benzolextraktion 
getrockneter und gepulverter Hoden von der Gesellschaft fur Ghemische 
Ilzdustrie in Basel hergestellt (Bz-Extrakt). 

Die Ace t one  x t r a k t i o n der frischen Organe wurde in der 
Kiilte mit immer neuen Mengen trockenem Aceton durchgefuhrt. 
Die wasserig-acetonischen Auszuge wurden im Vakuum zur Trockne 
eingedampft und der Ruckstand nochmals mit trockenem Aceton 
extrahiert, um die acetonunloslichen Korper zu entfernen. Nach 
dem Abdestillieren des Acetons und Trocknen im Vakuum blieb der 
Ac-Extrakt zuruck. 

Die B e n  z ole x t r a k t e wurden durch warme Extraktion des im 
Vakuum getrockneten und gepulverten Organmaterials erhalten. 
Aus den klaren Benzolauszugen wurde zuerst das Benzol bei gewohn- 
lichem Druck abdestilliert. Der Ruckstand wurde in Ather-Aceton 
gelost, bei -75O ausgefroren und abgenutscht. Die Filtrate wurden 
eingedampft, nochmals aus Ather-Aceton bei - 75O ausgefroren und 
abgenutscht. Aus dem Filtrat wurden jetzt die Losungsmittel, zuletzt 
im Vakuum, abdestilliert, wobei das Bz-Extrakt zuruckblieb. 

1) Vgl. N .  L. Drake und R. P. Jacobson, Am. SOC. 57, 1570 (1935). 
2)  Slle Schmelzpunkte sind korrigiert. 
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Allgemeine Aufa rbe i tung .  

Insgesamt wurden bis jetzt 4,76 kg Ac-Extrakt aus 181 kg Hoden 
in einem Ansatz und 5,50 kg Bz-Extrakt aus 1119 kg Hoden in drei 
Ansatzen bearbeitet. Die wichtigsten Phasen der Aufarbeitung bis 
zu den Fraktionen, welche der chromatographischen Analyse nach 
der Methode des Durchlauf -Chromatogramms unterworfen wurden, 
sind in der schematischen Ubersicht der Aufarbeitung des Ac-Ex- 
traktes dargestellt. Die dort angegebenen Zahlen geben ein Bild uber 
die Mengenverhaltnisse der verschiedenen Fraktionen. Die Bz-Ex- 
trakte wurden auf grundsatzlich analoge Weise bearbeitet und gaben 
auch qualitativ ahnliche Ergebnisse, obwohl die Mengen der isolierten 
Zwischenfraktionen und die der Krystallisate auf verarbeitetes Organ- 
material berechnet, vie1 kleiner waren. Dies ist wahrscheinlich auf die 
weitergehende Entfernung der Fettstoffe durch Ausfrieren zuruck- 
zufuhren. 

Zu der schematischen Ubersicht (vgl. S. 984) fugen wir noch 
einige allgemeine Bemerkungen und ausfiihrlichere Angaben bei. 

Die  Vertei lung.  Die beiden Extrakte wurden zuerst durch 
Verteilung zwischen Petrolather und 70-prOZ. Alkohol in zwei Anteile 
getrennt. Der grosste Teil der Fette und des Cholesterins blieb dabei 
in der Petrolatherfraktion I, welche vorlaufig nicht weiter untersucht 
wurde, zuruck. Die noch immer stark fett- und cholesterin-haltigen, 
in 70-proz. wiisserigem Alkohol loslichen Lipoide wurden weiter 
zwischen Petrolather und 50-proz. Methanol verteilt. Bei der Be- 
arbeitung des Bz-Extraktes wurde bei zwei Ansiitzen statt des 
50-proz. Methanols reinstes Athylenglykol verwendet. Spiiter ver- 
liessen wir diese Arbeitsweise, weil die Vorteile des Athylenglykols 
durch die Schwierigkeiten, die seine Entfernung bereitet, aufgehoben 
werden. Die in 50-proz. Methanol loslichen Stoffe wurden in Ather 
zuerst mit Natriumhydrogencarbonat-Losung und dann mit Natron- 
lauge gewaschen und mit Girard-Reagens T in ketonische und nicht- 
ketonische Anteile getrenntl). 

D ie  Verseifung. Die Anteile, welche bei der Verteilung 
zwischen Petrolather und 50-proz. Methanol (bzw. Athylenglykol) 
in Petrolather gelost blieben, wurden mit methanolischer Kalilauge 
verseift. Die Verseifung musste energisch und mehrere Male durch- 
gefuhrt werden. Die schwere Verseifbarkeit von Organextrakten 
wurde auch von fruheren Forschern beobachtet ”. 

l) Bis zu diesem Punktc wurden die Vorarbeiten grosstenteils von Herrn Dr. 
M .  W .  Goldberg durchgefuhrt, der sie jedoch infolge seines ubertrittes in einen andern 
Wirkungskreis abbrechen musste. 

z, Vgl. z. R. A.  Dimter, Z. physiol. Ch. 271, 293 (1941). 
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Wir beschreiben hier als Beispiel etwas ausfuhrlicher die Isolierung 
der nach der Verseifung ubrigbleibenden Neutralstoffe aus Ac-Extrakt 
und die grobe Abtrennung von Cholesterin, welche in der schematischen 
Ubersicht nur kurz angedeutet ist. Die 297 g der erwahnten petrol- 
Ltherloslichen Fraktion aus Ac-Extrakt wurden rnit 56 g Kalium- 
hydroxyd, 50 em3 Wasser und 1 Liter Methanol 6 Stunden am Ruck- 
fluss gekocht. Zu der kochenden Losung wurden langsam 100 g 
Bariumchlorid in 200 em3 Wasser zugetropft, wobei sich ein reich- 
licher Niederschlag von ,,Bariumseifen" bildete. Der eine Teil der 
Neutralstoffe blieb in wasserig-methanolischer Losung und wurde 
daraus nach dem Abdestillieren des Methanols durch Extraktion 
mit Ather, Waschen der Atherausziige rnit verdunnter Salzsaure, 
verdunnter Natronlauge, verdunnter SalzsBure, Wasser und Ab- 
destillieren des Athers gewonnen. Man erhielt so 3,9 g halbfester 
Neutralstoffe. Der grosste Teil der Neutralstoffe schied sieh aber 
zusammen rnit den Bariumseifen aus. Die ,,Bariumseifen" wurden 
deswegen im Extraktionsapparat erschopfend rnit Ather extrahiert. 
Die Atherauszuge wurden rnit verdunnter Salzsaure, verdunnter 
Natronlauge, verdunnter Salzsaure und Wasser gewaschen, rnit 
Natriumcarbonat getrocknet und der Ather verdampft. Es blieben 
34,2 g eines krystallinen, briiunlichen Ruckstandes zuruck. Um 
Cholesterin abzutrennen, wurde dieser Ruckstand mit 50 em3 reinem 
Acetanhydrid 3 Stunden auf 100° erhitzt. Nach dem Erkalten er- 
starrte das Reaktionsgemisch zu einem Krystallkuchen. Die Kry- 
stalle wurden abgesaugt und fraktioniert aus Eisessig umkrystalli- 
siert. Es wurden so 17,3 g rein weisses Cholesterin-acetat vom 
Smp. 112-113O erhalten. -4lle Mutterlaugen von Cholesterin-acetat 
wurden im Vakuum zur Trockne eingedampft (18,s g) und zusammen 
rnit nichtkrystallisierten Fraktionen vom Chromatographieren der 
Fraktion V und VI in 250 em3 Methanol mit 14 g Kaliumhydroxyd 
in 14 em3 Wasser 24 Stunden unter Ruckfluss verseift. Nach vor- 
sichtigem Abdestillieren des Methanols wurde Wasser zugegeben und 
die Suspension rnit Ather ausgezogen. Die Atherauszuge wurden 
rnit verdunnter Natronlauge, verdunnter Salzsaure und verdiinnter 
Natronlauge gewasehen, mit Natriumsulfat getrocknet und der Ather 
abdestilliert. Der krystalline Ruckstand wog 11,5 g. Er wurde zuerst 
zusammen rnit den aus dem wiisserigen Methanol erhaltenen Neutral- 
teilen (3,92 g) aus 200 em3 Methanol bei -loo umkrystallisiert. 
Es schieden sich 7,55 g unreines Cholesterin, Smp. 139-140O (sin- 
tert ab 135O) aus. Dieses wurde rnit 15 em3 Acetanhydrid, wie be- 
schrieben, acetyliert und aus Eisessig umkrystallisiert, wobei 6,55 g 
Cholesterin-acetat, Smp. 112-112 O, erhalten wurden. Die Mutter- 
laugen von Cholesterin-acetat und die methanolischen Mutterlaugen 
von Cholesterin wurden dann wieder rnit 6 g Kaliumhydroxyd, 
6 cm3 Wasser und 100 em3 Methanol 24 Stunden am Ruckfluss ver- 
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seift. Nach der iiblichen Aufarbeitung des Verseifungsproduktes er- 
hielten wir 9,12 g cholesterinarme, nicht verseifte Neutralstoffe. 

Die Behandlung mi t  Girard-Reagens Tl). Die choleste- 
rinarmen Neutralstoffe wurden nun rnit Girurd-Reagens T in keto- 
nische und nicht-ketonische Anteile getrennt. Die Trennung wieder- 
holten wir immer dreimal nach dem folgenden Schema, urn eine mog- 
lichst vollkommene Auf teilung zu erreichen. 

I. Trennung 

+ 
4, 

nicht reagierende Anteile 

11. Trennung 

+ 
Ketone 

J. 
Ketone 

I -+ 
111. Trennung 

I + + 
Ketone nicht reagierende Anteile nicht reegierende Anteile 

Die Reaktion selbst fuhrten wir immer nach folgender allge- 
meiner Vorschrift durch: 1 Teil der betr. Fraktion wurde in 10 Teilen 
absolutem Methanol mit 1,l Teilen Girard-Reagens T und 0,6 Teilen 
reinstem Eisessig 1 Stunde unter Ruckfluss am Wasserbad erhitzt. 
Das Reaktionsgemisch wurde auf -50 abgekuhlt, mit 10  Teilen Eis 
versetzt und sofort mit einer eiskalten Losung von 0,5 Teilen Natrium- 
carbonat in 10 Teilen Wasser versetzt. Die eiskalte Losung wurde 
moglichst schnell bei -50 erschopfend mit Ather extrahiert, wobei 
die nicht umgesetzten Anteile in den Ather ubergingen. Zu der 
wasserigen Losung wurden 10 Teile 4-n. Schwefelsaure zugegcben, 
die Losung wurde mit Ather uberschichtet und etwa 20 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Die Ketone wurden dann er- 
schopfend mit Ather ausgeschuttelt. 

Aus 9,12 g cholesterinarmen, unverseifbaren Neutralstoffen aus 
Ac-Extrakt erhielten wir 0,45 g der Ketonfraktion I1 und 8,3 g 
nicht - ket onische Ant eile 111. 

Nach einer Bhnlich durchgefuhrten Verseifung der Bz-Extrakte 
erhielten wir 14,4 g cholesterinarme, unverseifbare Neutralstoffe, 
aus welchen mit Girard-Reagens T 0,96 g einer Ketonfraktion I1 
und 13,O g einer nicht-ketonischen Fraktion I11 erhalten wurden. 
Die chromatographische  Analyse de r  F rak t ionen  11, 

111, V u n d  VI. 
Die Ke ton-Frak t ionen  11 wurden einer sorgfaltigen chro- 

matographischen Analyse unterworfen. Als Beispiel sol1 das Chro- 
1) A. Girard und 0. Sanduleseo, Helv. 19, 1095 (1936). 
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matogramm der Fraktion I1 aus Bz-Extrakten dienen. 0,96 g Ketone 
wurden in 50 ern3 Petrolather-Benzol (1:l) gelost und uber 30 g 
Aluminiumoxyd nach Brockmann (Aktivitat 11) l) chromatographiert. 
Bum Eluieren wurden je 40 em3 des angegebenen Losungsmittels 
verwendet. 

Nr . 

1-2 
3 4  
5-8 
9-11 
12 

13-14 
15 

16-21 
22-23 
24-28 

31 

37-40 
4 1 4 2  
4 3 4 8  

-~ 

29-30 

32-36 

- 

Eluierungsmittel 
____ - - 

Petrolsther-Benzol (1 : 1) 
9 9  ,, 
9 ,  3 ,  

Benzol 
Benzol-&her (40: 1) 

., (20:l) 
1 ,  3 )  (10:1) 

$3 (10:l) 

1 ,  (2:l) 
,, ,, (2:3) 

Ather 
Ather-Methanol (40:l) 

,, ( 4 4  

,, (20:l) 
9 ,  (2:l) 

Methanol 

Eluat g 

0,02 
0,085 
0,05 
0,075 
0,02 
0,065 
0904 
0,19 
0,065 
0,lO 
0,Ol 
0,Ol 
0,15 
0,06 
0,035 
0,04 

Dessen Beschaffenheit 

farbloses 61 
teilweise krystallin 
gelbliches 61 

__- __- 

teilweise krystallin 
weisse Krystalle 
teilweise krystallin 
farbloses 61 

gelbliches 01 
gelbliches Harz 

,f 

Die teilweise krystallinen Fraktionen 3-4 wurden in wenig 
Benzol gelost und die Losung mit Methanol versetzt. Nach einigem 
Stehen schieden sich 4,2 mg dunner weisser Nadeln vom Smp. 
255-258O aus, welche als Fr iede l in  identifiziert werden konnten. 
Die Fraktionen 15-23 des Chromatogramms wurden BUS Methanol 
umkrystallisiert. Es wurden insgesamt 113,2 mg weisser Blattchen 
vom Smp. 182-191O erhalten, welche hauptsachlich aus einem Ge- 
misch der Verbindungen A und B bestanden. 

Durch Chromatographieren der Fraktion I1 aus Ac-Extrakten 
wurden &us dem Benzol-Ather-(10 : 1)-Eluat 79,8 mg der Verbin- 
dungen A und B vom Smp. 182-191O erhalten. 

Ke ton-Frak t ionen  V. Die Ketone aus den Anteilen, die 
durch Verteilung zwischen Petrolather und 50-proz. Methanol (bzw. 
Athylenglykol) erhalten wurden, gaben beim Chromatographieren 
ahnliche Ergebnisse wie die Fraktion 11. 

Die Fraktion V aus dem Ac-Extrakt wurde vor dem Chromato- 
paphieren mit Digitonin gefiillt und die Digitonide nach R. Xchon- 
heimer und H .  Dam2) gespalten. 1,49 g der Ketone waren durch 
Digitonin fallbar und 0,29 g durch Digitonin nicht fallbar. Aus dem 

H .  Rrockmann und H .  Schodder, B. 74, 73 (1941). 
2, Z. physiol. Ch. 215, 59 (1933). 
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Benzol-Ather (10 : 1)-Eluat der durch Digitonin fallbaren Fraktion 
(V,) erhielten wir 16,7 mg des Gemisches der Verb indungen  A 
u n d  B. 

Die durch Digitonin nicht fallbaren Ketone (V,) wurden auf 
androgene Wirkstoffe im Kapaunenkammtest gepruft, weil in dieser 
Fraktion die bekannten Androgene wie Testosteron und Androsteron 
zu erwarten waren. Es wurden nur etwa 1,2 H.K.E./kg Hoden ge- 
funden. Durch sorgfaltiges Chromatographieren gelang es nicht, aus 
dieser Fraktion krystalline Verbindungen zu erhalten. 

Fraktion V aus Bz-Extrakt (0,99 g) wurde direkt chromato- 
graphiert. Beim Auflosen in 80 em3 Petrolather-Benzol (1 : 1) blieben 
47 mg weisser schwerloslicher Krystalle ungelost zuruck, die nach 
Umkrystallisieren aus Methanol bei 268-270O schmolzen ( Verb in  - 
d u n g  C ). Aus dem Benzol-Ather (10 : 1)-Eluat nach dem Chromato- 
graphieren wurden auf ubliche Weise 25,4 mg des Gemisches der 
Verb indungen  A u n d  B erhalten. 

Die nicht krystallisierenden Anteile der Fraktionen V wurden 
alkalisch verseift (s. S. 983). 

F r a k t i o n e n  111. Die mit Girard-Reagens T nicht reagierenden 
Anteile, 8,3 g, aus dem Ac-Extrakt und 13,O g aus dem Bz-Extrakt 
wurden jeder fur sich iiber 30-facher Menge Aluminiumoxyd nach 
Brockmann (Aktivitat 11) chromatographiert. Aus mehreren Frak- 
tionen wurden Krystallisate erhalten, die vorlaufig noch grossten- 
teils nicht genauer untersucht wurden. 

Besonders leicht liess sich durch Umkrystallisieren der Petrol- 
ather-Benzol-(1 : 1)-Eluate aus Pentan das d 3,5- C holes  t ad ienon  - (7)  
isolieren. Die 7-Keto- Gruppe dieser Verbindung reagiert nicht oder 
nur schwer mit Girard-Reagens T, wie schon Wintersteiner und Berg- 
strom beobachtet habenl). Aus Ac-Extrakt wurden 114,3 mg, aus 
Bz-Extrakt 129,O mg rohes d3>5-Cholestadien-on-( 7) rnit dem Smp. 
100-1100 erhalten. 

Durch Umkrystallisieren der Ather-Methanol(10 : 1)-Eluate &us 
Essigester erhielten wir 59,5 mg der rohen V e r b i n d u n g  D mit 
dem Smp. 224-226O. 

F r a k t i o n e n  VI.  Besondere Erwiihnung verdient die Frak- 
tion VI aus Bz-Extrakt, weil wir aus ihr die V e r b i n d u n g  E iso- 
lierten. 6,42 g dieser Fraktion wurden in 80 em3 Petrolather-Benzol 
(1 : 1) gelost, wobei eine weisse krystalline Verbindung ungelost blieb. 
Nach dem Umkrystallisieren aus Essigester wurden 9,0 mg weisse, 
sehr feine Nadeln mit dem Schmelzpunkt und Sublimationspunkt 
270O erhalten (Verbindung E). Durch chromatographische Analyse 
des in PetrolBther-Benzol gelosten Anteils an 150 g Aluminiumoxyd 

l) Vgl. Bergstrdm, Arkiv Kemi, Mineral. Geol, 16A, Heft 10 (1942). 
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nach Brockmunn (Aktivitat 11) wurden aus den Ather-Methanol- 
(10 : 1)-Eluaten weitere 24,9 mg derselben Verbindung erhalten. Die 
andern, nicht krystallisierenden Anteile der Fraktionen VI wurden 
alkalisch verseift (s. S. 983). 

I so l i e rung  u n d  Re in igung  e inze lner  Verb indungen.  
A5-Pregnen-o l - (  3 ,8)-on-(  2 0 )  u n d  Al lo -p regnano l - (  3 8 ) -  

on- (20) .  Verb indungen  A u n d  B. 113 mg des Krystallisates 
aus Fraktion I1 des Bz-Extraktes vom Smp. 182-191° (s. S. 987) 
wurden aus 2 em3 Methanol und dann aus 0,5 em3 Alkohol + 2 em3 
Hexan umkrystallisiert. Es wurden 30 mg weisser Blattchen vom 
Smp. 189-190° erhalten. Diese wurde im Hochvakuum bei 0,Ol mm 
ewischen 130-1400 sublimiert ; das Produkt schmolz dann bei 190- 
1910. Es gab eine positive Reaktion mit Tetranitromethan, eine 
schwache Zimmermann-Reaktion und war fallbar rnit Digitonin. 
Die Analyse des sublimierten Produktes gab folgende Werte. 

3,807; 3,736 mg Subst. gaben 11,064; 10,861 mg CO, und 3,506; 3,462 mg H,O 
C,lH,,O, Ber. C 79,70 H 10,19% 
CZ1HZ402 3 ,  3 3  79719 ,, 10,76% 

Gef. ,, 79,31; 79,34 ,, 10,30; 10,37% 
[aID = +50° (&So); (c = 1,08 in Feinsprit) 

Die Analysenwerte und die hohe spez. Drehung deuteten auf 
ein Gemisch von A 5-Pregnen-ol-(3 /?)-on-(20) mit einer hoher dre- 
henden, gesattigten Verbindung. Um das Gemisch zu trennen, wur- 
den alle Mutterlaugen nach dem Umkrystallisieren, sowie die 25 mg 
des Gemisches vom Smp. 182-191O der Fraktion V aus Bz-Ex- 
trakten zur Trockne eingedampft. Auf diese Weise wurden 116 mg 
des Geniisches mit einem [c(]D = +39O (&lo); (c = 2,32 in Feinsprit) 
erhalten. Diese wurden rnit 4 em3 trockenem Pyridin und 3,s em3 
Acetanhydrid uber Nacht kalt acetyliert. Pyridin und Acetan- 
hydrid wurden im Vakuum abdestilliert, der Ruckstand in Ather 
aufgenommen, die atherische Losung mit verdknter  Salzsaure und 
Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen, mit Natriumsulfat ge- 
trocknet und abgedampft. Der Ruckstand (130 mg) schmolz unscharf 
von 103 bis 1 1 1 O .  

[MI= = +29,6O (&lo); (c = 2,60 in Feinsprit) 

Die Wiederholung der Acetylierung ergab 132 mg roher Acetyl- 
Derivate rnit denselben Eigenschaften. Diese 132 mg wurden in 
20 em3 Benzol gelost und uber 6,5 g Aluminiumoxyd nach Brock- 
mann (Aktivitat I) chromatographiert. Fur die Eluierung wurden 
je 20 em3 Losungsmittel verwendet. 

Die Fraktionen 7-17 wurden dreimal aus Methanol umkrystalli- 
siert und bei 0,02 mm zwischen 120-1250 sublimiert. Das Sublimat 
zeigt eine positive Tetranitromethan-Reaktion, schmolz bei 141-143 O 



- 990 - 
und gab rnit einem synthetischen d 5-Pregnen-ol-(3 ,5)-on-(20)-acetat 
vom Smp. 143-145 O keine Schmelzpunktserniedrigung. 

3,673 mg Subst. gaben 10,36 mg CO, und 3,18 mg H,O 
C,,H,,O, Ber. C 77,05 H 9,56% 

Gef. ,, 76,97 ,, 9,69% 

7 
8-11 

12-1 4 
15 
16 
17 
18 

19-20 
20-21 

, 1 ,  

2 9  ,, (50:l) 
1, (20:1) 
3 ,  (1O:l) 

,, ,, (5: l )  
,t 2, (1: l )  

Ather 
Ather-Methanol (1OO:l) 

,, (50:l) 

Eluat mg 

3 
21 
12 
28,5 
11,5 
2 
2 
2,5 
1 

29,5 
9 

Die Mutterlaugen vom A 5-Pregnen-ol-(3 b)-on-(20)-acetat und 
die Fraktionen 1-7, 18-20 des letztbeschriebenen Chromatogramms 
wurden zusammen gespult und zur Trockne verdampft. Ruckstand 
(100 mg) wurde rnit 50 mg Kaliumcarbonat in 0,5 cm3 Wasser und 
10 cm3 Methanol 1 Stunde am Ruckfluss verseift. 

Das Methanol aus dem Verseifungsprodukt wurde im Vakuum 
abdestilliert, der Ruckstand rnit Wasser versetzt und mit Ather und 
Benzol ausgeschiittelt. Das nach dem Abdestillieren der Losungs- 
mittel erhaltene Produkt wog 89,9 mg. Ein Versuch, die gesattigte 
Verbindung B vom d "Pregnen-o1-(3 B)-on-(20) durch Chromato- 
graphie abzutrennen, misslang j es ist nicht gelungen, eine Fraktion 
rnit einer negativen Tetranitromethan-Reaktion zu erhalten. Nach 
mehreren Modellversuchen rnit synthetischen Gemischen wurde die 
Oxydation mit Osmiumtetroxydl) als das beste Verfahren ange- 
wandt. Die ungesattigten Verbindungen gaben nach der Oxydation 
Glykole, welche sich von unveranderten gesattigten Verbindungen 
quantitativ durch Chromatogmphieren abtrennen liessen. 

48 mg des Gemisches wurden in 1 cm3 Methylendichlorid gelost, 
4 em3 absoluter Ather, 3 Tropfen Pyridin und 15 mg Osmiumtetroxyd 
in 1,5 em3 absolutem Ather zugegeben und 7 Tage bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Schon nach einigen Stunden schied sich 
ein braunlicher, krystalliner Niederschlag aus der Liisung aus. Das 
Losungsmittel wurde nach beendeter Reaktion verdampft j zum 
Ruckstand wurden 1,s em3 0,l-n. Kalilauge und 250 mg Mannit 

1) I?. Criegee, A. 522, 75 (1936); 550, 99 (1941). 
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zugegeben und das Gemisch 12 Stunden geschuttelt. Nach Zugabe 
von einigen ern3 Methylendichlorid, 1,8 em3 0,l-n. Kalilauge und 
250 mg Mannit wurde weitere 12 Stunden geschuttelt. Die Steroide 
wurden jetzt mit Methylendichlorid ausgeschuttelt, die Methylen- 
dichloridlosung rnit 0,l-n. Kalilauge und Wasser gewaschen und zur 
Trockne verdampft. Der etwas braunlich gefarbte Ruckstand (46 mg) 
wurde in 40 cm3 Benzol gelost und uber 2 g Aluminiumoxyd nach 
Brockmann (Aktivitat 11) chromatographiert. Fiir die Eluierung 
wurden je 20 em3 Losungsmittel verwendet. 
- 

Nr. 
~ __ 
1-2 

3 
4 

5-6 
7-5 

9-10 
11 
12 
13 
14 - 

Eluierungsmittel 
.~ 

Benzol 

Benzol-dther ( 1 O : l )  
dther-Methanol (100: 1) 

,, (20:1) 
,, (10:1) 

9 ,  

, ,, (3:1) 

+ 85O (&,ao) (c=0,493 in Chloroform) 
+ 98O (*go) (c=0,234 in Chloroform) 

+ 60° (&1,5O) (c=1,30 in Feinsprit) 

Die hochdrehenden Benzoleluate 3-4 wurden aus wenig Alkohol 
umkrystallisiert. Es wurden 5,O mg weisse Blattchen Tom Smp. 
194-198O erhalten. Fur die Analyse wurde bei 0,005 mm bei 125O 
sublimier t . 

2,969 mg Subst. gaben 8,623 mg CO, und 2,572 mg H,O 
CZfH3402 Ber. C 79,19 H 10,76% 

Gef. ,, 79,26 ,, 10,82% 

Die Verbindung gab keine Gelbfarbung rnit Tetranitromethan 
und keine Schmelzpunktserniedrigung mit Allo-pregnan-o1-(3 /I)- 
on- (20). 

Die Fraktionen 12 und 13, welche durch Osmium-Verbindungen 
etwas gefarbt waren, wurden 4-ma1 &us Essigester umkrystallisiert. 
Es wurden weisse Nadelchen vom Pregnan-triol-(3,9,5,6)-on-(20) 
mit dem Smp. 229O erhalten. Dieses war rnit einem nach N .  Ehren- 
stein1) aus d 5-Pregnen-ol-(3 /I)-on-(20) durch Oxydation mit Osmium- 
tetroxyd hergestellten Priiparat identisch. 

Zur Analyse wurde 24 Stunden bei l l O o  im Hochvakuum ge- 
trocknet. 

2,736 mg Subst. gaben 7,164 mg CO, iind 2,445 mg H,O 
C,,H,,O, Ber. C 71,96 H 9,78% 

Gef. ,, 71,46 ,, lO,OO% 

l) J. Org. Chem. 4, 506 (1939). 
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Die Isolierung dieser Verbindung ist ein weiterer Beweis fiir das 

V e r b i n d u n g  C. 
Die robe Verbindung 

- 

Vorkommen von d 5-Pregnen-o1-(3 ~)-on-(ao) .  

wurde 3-ma1 aus heissem Methanol urn- 
krYstallisiert. Sie bildete dann schon ausgebildete sechseckige Tafel- 
Chen vom SmP. 268' (Sintern ab 257O). Hirano gibt fur Testalolon 
den Smp. 258-264O an. 

Bur h a l y s e  wurde im Hochvakuum 10  Stunden bei 1300 ge- 
trocknet. 

3,574 mg Subst. gaben 9,948 mg GO, und 3,115 mg H,O 
C,lH,,O, Ber. C 75,86 H 9,70% 

Gef. ,, 75,96 ,, 9,75% 
Die Verbindung C gab keine Gelbfarbung mit Tetranitromethan 

und reduzierte langsam eine ammoniakalische Silberoxydlosung. 
Die spez. Drehung wurde wegen der Schwerloslichkeit in Pyridin 
bestimmt: [N]D = -48O (&2O)  (c = 1,065 in Pyridin), gemessen etwa 
30 Minuten nach Auflosung, nach 48 Stunden war [tc]D = -39O (k2O). 

Dioxim. 10,8 mg Verbindung C, welche von der Drehungs- 
bestimmung zuruckerhalten worden waren, wurden mit Hydroxyl- 
aminacetat aus 150 mg Hydrochlorid und 300 mg Natriumacetat in 
40 em3 Alkohol kurz erwarmt und dann uber Nacht stehen gelassen. 
Der Alkohol wurde aus dem Reaktionsgemisch im Vakuum abdestil- 
liert, der Ruckstand in Ather aufgenommen und rnit Wasser ge- 
waschen. Aus den Atherauszugen wurde 13 mg Ruckstand erhalten, 
welcher aus wenig Alkohol 2mal umkrystallisiert wurde. Die sechs- 
eckigen Blattchen schmolzen dann bei 238-239O (unter Braunfar- 
bung und Zersetzung). Hiralzo gibt fur Testalolon-dioxim einen 
Smp. 234-235O (bei 238O unter Schaumen) an. 

Verb indung  D. C h o l e s t  a n - t r i o l - (  3 / ? , 5 , 6  t r a n s ) .  
Die rohe Verbindung D schmolz um 224-226O, gab keine Gelb- 

farbung mit Tetranitromethan und zeigte eine schwache positive 
Drehung: [.ID = +3,8O (&1,9O); (c = 1,065 in Peinsprit). 

Faillung rnit  Dig i ton in .  16 mg Verbindung D in 3 em3 
Alkohol wurden rnit einer Losung von 70 mg Digitonin in 4 cm3 
Alkohol und 0,5 em3 Wasser versetzt. Nach etwa y2 Stunde setzt 
die Ausscheidung des sehon krystallisierenden Digitonids ein. Nach 
48 Stunden wurde das Digitonid zentrifugiert, mit 2 em3 Alkohol 
und 2mal mit je 10  em3 Ather gewaschen. Nach dem Trocknen im 
Vakuum wurden 54,l mg weisse Nadelchen vom Smp. um 265O 
(Zers.) erhalten. Die Zersetzung des Digitonids erfolgte durch Losen 
in 1 cm3 Pyridin und Fallen des Digitonins mit 20 cm3 Ather. Das 
Digitonin wurde abzentrifugiert und 2mal mit je 10  em3 Ather ge- 
waschen. Atherlosungen wurden mit Wasser, verdunnter Schwefel- 
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sB;ure und Wasser gewaschen, rnit Natriumsulfat getrocknet Und zur 
Trockne verdampft. Der Ruckstand wog 13,9 mg, schmolz bei 
236-241O und zeigte eine unveriinderte spez. Drehung von [ a ] ~  
= +3,2O ( f 2 , l O ) ;  (c = 0,927 in Feinsprit). 

Bur Analyse wurde 2 ma1 aus Essigester umkrystallisiert und bei 
100-1200 im Hochvakuum getrocknet. 

3,571 mg Subst. gaben 10,074 mg CO, und 3,707 mg H,O 
C,,H,,O, Ber. C 77,09 H 11,50% 

Gef. ,, 76,98 ,, 11,61% 
D i a c e t y 1 - D e r i v a t . 10 mg der aus den Mutterlaugen erhaltenen Verbindung D 

wurden mit 0,5 cm3 Pyridin und 0,4 cm3 Acetanhydrid uber Nacht kalt acetyliert. Das 
auf iibliche Weise isolierte Acetylderivat wurde aus Chloroform-Hexan zweimal um- 
krystallisiert und bei 0,Ol mm und 170° sublimiert. Es schmolz bei 166O und gab mit 
einem Vergleichspraparat keine Schmelzpunktserniedrigung. 

3,433 mg Subst. gaben 9,228 mg CO, und 3,124 mg H,O 
C,1H,,05 Ber. C 73,76 H 10,39% 

Gef. ., 73,36 ,, 10,18% 
Verbindung E. 
Die 24,9 mg der rohen Verbindung E wurden 2mal aus etwa 

3 ems Essigester umkrystallisiert. Die weissen Nadeln vom Smp. 
270-280° (sublimiert stark) wurden 10  Stunden bei 120-130O im 
Hochvakuum getrocknet und analysiert. 

3,120 mg Subst. gaben 7,496 mg CO, und 2,581 mg H,O 
1,999 mg Subst. gaben 0,209 cm3 N, (17O, 726 mm) 

C,,H,,02N, Ber. C 65,51 H 9,31 N 11,76% 
Gef. ,, 65,57 ,, 9,26 ,, 11,75% 

Die Verbindung zeigte keine Gelbfiirbung mit Tetranitromethan. 
Die spez. Drehung war [ R I D  = +3,5O (+3,5O); (c = 0,57 in Chloro- 
form). Da es sich um eine Aminosaure handeln konnte, wurde mit 
Ninhydrin gepruft, die Ninhydrin-Reaktion war aber negativ. Die 
geringen Mengen erlaubten nicht, die Verbindung E grundlicher zu 
reinigen und zu untersuchen j die Resultate der Elementaranalyse 
sind deswegen vielleicht nicht ganz zuverliissig. 

d 3>5-Cholestadien-on-(  7 ) .  
Das rohe A 3~5-Ch~le~tadien-on-( 7) wurde mehrere Male aus 

wasserigem Aceton umkrystallisiert, wobei der Schmelzpunkt auf 
114,5O stieg. Die Verbindung farbte sich mit Tetranitromethan gelb 
und gab rnit einem synthetischen ~t~3~-Cholestadien-on-( 7 )  keine 
Schmelzpunktserniedrigung. Sie besass ein sehr charakteristisches 
Spektrum im U.V. mit einem Maximum bei 280 mp, log E = 4,38. 
Die spez. Drehung war [ R I D  = -305O ( f 5 O ) ;  (c = 0,845 in Chloro- 
form). Ein nach A.  Windam und 0. Resaul) hergestelltes Vergleichs- 
praparat zeigte dasselbe Maximum der Absorption im U.V. und 
eine spez. Drehung [ K I D  = -306O (f4); ( c  = 0,974 in Chloroform). 

I) B. 48, 851 (1915). 
63 
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Zur Analyse wurde im Hochrakuum bei SOo getrocknet. 

3,708 mg Subst. gaben 11,454 mg C 0 2  und 3,574 mg H,O 
C,,H,,O Ber. C 84,75 H 11,07% 

Gef. ,, 84,30 ,, 10,79% 

Fr iede l in .  
Die 7 , 2  mg des rohen Friedelins, welche insgesamt isoliert 

wurden, gaben nach Umkrystsllisieren aus Benzol-Methanol dunne 
farblose Prismen. Fur die Analyse wurde bei 0,02 mm bei 170° 
sublimiert. Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit einem Muster 
Friedelin aus Kork war 258O. 

3,717 mg Subst. gaben 11,49 mg CO, und 3,9O mg H,O 
C,,H,,O Ber. C 84,44 H l l , S l %  

Gef. ,, 84,36 ,, 11,74% 
Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von den Herren 

Hs. Gubser und W .  Manser ausgefuhrt. 

Organisch-chemisches Laboratorium der 
Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich. 

99. ober Assimilation in vitro 
von Emil Baur und Florian Niggli. 

(1. IV. 43.) 

Wir miissen an einer Angabe in unserer kiirzlichen, gleich- 
namigen Mitteilungl) wegen eines rechnerischen Versehens eine 
Korrektur anbringen. Es ist dort ein Gasraum von 700 em3 fur die 
Berechnung der insgesamt gewonnenen Menge Sauerstoff angesetFt 
worden. Eine Nachmessung hat jedoch ergeben, dass effektiv nur 
400 cm3 Passraum in der Apparatur vorhanden waren. Damit 
werden die richtigen Werte im Versuch mit 

25 om3 Phytol mit 50 mg Chlorophyll rein 
50 cm" Glycerin mit 25 mg Methylenblau 

5,3 mg Sauerstoff 
erhalten: 8,2 mg Formaldehyd 

stochiometrisch gleich 5,0 mg Formaldehyd. 

Dies sind 62 % Sauerstoff vom Sollwert. Wahrscheinlich ist eine 
gewisse Sauerstoffzehrung durch Oxydation der beiden Farbstoffe 
die Ursache des Fehlbetrages. 

Wir haben inzwischen die Anordnung abgeandert, um uns den 
naturlichen Verhaltnissen anzuniihern. Das Gemisch der Glycerin- 
Phytol( Geranio1)-Phasen wird mit Lecithin xu einer Paste verrieben, 

1) Helv. 26, 251 (1943). 


