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experimentally to he proportional to  c1,z4 in the case of a shielded 
electrode and cl,pO in the case of a not shielded electrode (c = concen- 
tration). This agrees well with the theoretical relationship between 
limiting current density and concentration under conditions of 
natural convection. The current density of powder formation was 
also compared with the absolute value of the limiting current density 
as calculated from the viscosity, the concentration, the proportionality 
factor betwcen concentration and density, the diffusion coefficient 
and the transference number. Both values agreed reasonably well. 

The influence of the height was studied with a composite elec- 
trode. When the current density was successively increased t o  the 
value at which the deposit becomes powdery, the Cu powder was always 
formed first in the upper parts of the electrode. This may be explained 
by a hydrodynamic effect, the concentration at the interface being 
smaller in the upper parts of the electrode because of the upward 
convective flow. 

On the whole tho boundary layer theory of natural convection 
was found to fit the experimental data well within the concentration 
range from 0,Ol M to 1 M. The height of the electrodes used was 0,4 cm 
and 3 em. 

The possibility of application to technical problems is briefly 
discussed. The powder formastion in the case of other metals than Cu 
is also considered. 

Laboratorium fur physikalisclie Chemie und Elektrochemie 
der Eidg. Techn. Hochschule, Zurich. 

138. Aldosteron. Isolierung und Eigenschaften. 
ober Bestandteile der Nebennierenrinde und verwandte Stoffe. 

91. Mitteilung1)2) 

voii S. A. Simpson, J. F. Tait, A. Wettstein, K. Neher, J. v. Euw, 
0. Schindler und T. Reichstein. 

' 

(26. IV.  54,.) 

Uber die Isolierung a )  und Konstitutionsermittlungb) eines neuen 
k is t .  Corticoids mit besonders hoher Wirksamkeit auf, den Mineral- 
stoffwechsel ist in zwei vorlaufigen Mitteilungen kurz berichtet 
worden (fruhere Literatur siehe daselbst). Das Hormon wurde zuerst 
provisorisch als Elektrocortin bezeichnet e ) ,  nach Aufklarung der 

l) 88. Mitteilung: A. Lardon & 1'. Reichstein, Hclv. 37, 443 (1954), die zwei folgcn- 

2, Dio init Buchstaben bezeichneten Fussnoten siehe bei den Formeln. 
den entspr. ") und b). 
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Konstitution ist als definitiver Name die Bezeichnung Aldosteron 
vorgeschlagen worden, die den international gebriiuchlichen Nomen- 
klaturregeln besser entspricht. Derselbe Stoff ist inzwischen auch von 
Mattoz und Mitarbeiternc) in Kristallen erhalten worden. Hier werden 
die Einzelheiten uber die Bestimmung, die Isolierung und die wich- 
tigsten Eigenschaften des Aldosterons bekanntgegeben. Die Belego 
fur den Honstitutionsbeweis entspr. Formel (I) finden sich in der 
nachsten Mitteilung. 

Bes t immung des Aldosterons:  Die Bestimmung des Aldo- 
sterons in Nebennierenextrakten sowie im Blut geschah auf halb- 
quantitativem Wege durch Papierchromatographie wie folgt : Die 
Nebennieren resp. die Blutproben wurden wie im exp. Teil beschrieben 
extrahiert und die Extrakte durch Verteilung zwischen wasserigem 
Alkohol und Petrolather etc. gereinigt. Falls notig erfolgte eine weitere 
Anreicherung durch grobe Adsorptionschromatographie an Silicagel. 
Das so gereinigte Material wurde auf 1-2 Rogen Filtrierpapier zu- 
nachst im C-System von Bush1) (Toluol-Essigester-Methanol-Wasser) 
chromatographiert, wobei Aldosteron fast dieselbe Laufstrecke eeigt 
wie 17-Oxycorticosteron (XIII) und einige andere in geringer Menge 
vorhandene Corticoide, z. B. 3,8,17,21-Trioxy-allopregnandion-( 11,20) 
("Subst. D")2), wiihrend Cortison (XII) merklich schneller wandert 
und sich sauber abtrennen lasst. Zur genauen Lokalisierung der 
Banden wurden die UV.-absorbierenden Zonen durch direkte Photo- 
kopie3) ermittelt. Zu diesem Zweck wurde das vorsichtig getrocknete 
Filterpapier im Dunkeln auf ein lichtempfindliches Papier gelegt. 
Um die Hauptmenge der Substanz vor der zerstorenden Wirkung des 
UV.-Lichtes zu schiitzen, wurde eine Schablone mit 3 schmalen 
Schlitzen (in Laufrichtung des Chromatogrammes) aufgelegt und kurz 
mit kurzwelligem UV.-Licht (vorwiegend254-mp-Region) belichtet. Die 
entwickelte Photokopie zeigte dann an den im UV. absorbierenden 
Stellen. weisse Flecke auf schwarzem Grund (vgl. Fig. 1). Die dem 
17-Oxycorticosteron (XIII) entsprechende Bande (gestrichelt in Fig. 1) 
wurde auf dem Filterpapier hierauf sauber ausgeschnitten und mit 
20-proz. Methanol eluiert. Dieses Material wurde nun auf Filter- 
papierstreifen im System Propylenglykol-Toluo14)5) erneut 24 Std. 6 ,  

chromatographiert, wobei man zum Vergleich Cortison (XII) in ver- 
1) I .  E.  Bush, Biochem. J. 50, 370 (1952). 
a) Busser ,,Subst. D" kann diese Bande bei hohem 17-Oxycorticosterongehalt auch 

noch die folgenden Stoffe enthalten: 3~,11~,17,21-Tetraoxy-allopregan-on-(20) (,,Subst. 
V"), 3~,17,20,8,21-Tetraoxy-allopregnan (,,Subst. K") und 17,20a, 21-Trioxy-pregnen-(4)- 
dion-(3,20) (,,Subst. U"). Yon diesen zeigen die drei erstgenannten keine UV.-Absorption, 
,,Subst. K '  und ,,Subst. U" kein Reduktionsvermogen. 

3) Zur Methodik vgl. W. J .  Haines & N .  A .  Drake, Fed. Proc. 9, 180 (1950). 
4, A.  Zaffaroni, R. B .  Burton & E. H.  Keutmann, Science I I I, 6 (1950). 
-7 R. B. Burton, A .  Zaffaroni & E.  H .  Keutrnann, J. Biol. Chem. 188, 763 (1951). 
6,  R. Neher & A .  Wettstein, Helv. 34, 2278 (1951). 
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schiedenen Mengen parallel chromatographierte. I n  diesem System 
wandert Aldosteron fast gleich (ein wenig schneller) als Cortison, 
wird aber gut von 17-Oxycorticosteron und den Substanzen U, V, I( 
und D getrennt, die alle merklich langsamer wandern. - Bum Nach- 
weis diente : a)  Die UV.-Absorption (Photokopie ohne Schablone), 

20 om 

t Start 

-4ldosteron (I) 
17-Oxycorticoste- 
ron (XIII) usw. 

- I + -  

Fig. 1. 
Erstes Chromatogramm (Blatt), UV.-Photokopie durch Schablone mit 3 Schlitzen. Auf- 
getragen 20 mg gereinigter Extrakt aus 165 g Schweine-Nebennieren. System C von Bush, 

2y2 Std., 22O. Eluat der Bande mit I + X I I I :  2,4 mg. 

b) Die Bestimmung des Reduktionsvermogens mit ,,Blautetra- 
zolium"1)2) (vgl. Fig. 2), sowie c) Die gelbe Fluoreszenz3) nach Er- 

l) R. B. Burton, A .  Zaffaroni & E .  H .  Keutmann, J. Biol. Chem. 188, 763 (1951). 
2, 3,3-Dianiaol-bis-4,4'-(3,5-diphenyl)-tetrazolium-chlorid, W. J .  Mader & R. R. 

Buck, Anal. Chem. 24, 666 (1952); A .  Zaffaroni, Recent Progress in Hormone Research 
8, 77 (Academic Press Inc., New York 1953). 

7 1. E. Bush, Biochem. J. 50, 370 (1952). 
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hitzen der mit Alkali behandelten Streifen. Die Intensitat der Flecken 
wurde mit derjenigen der Cortisonflecken von bekanntem Gehalt ver- 
glichen und erlaubte eine gute Schatzung, mit einer Fehlergrenze von 

'LO yo (bei mehr als 5 y )  und CB. & 407" bei 1-5 y Aldosteron. 

17-Oxycorticosteron (XIII) 
-9 

Alclosteron (I) --f 
t Cort~ison (XlI)  

Fig. 2.  
Zweites Chromatogramin, schematisiert. System : Propylenglykol/Toluol, 24 Std., 22O. 
Indikator : Blautetrazoliurn. a = 0,5 mg Eluat der Bande mit I + XI11 aus erstem Chromato- 
gramm (Fig. 1) ; b = 5 7' ('ortison : c -- 1 0  y Cortison ; d = 15 y Cortison ; e : 20 y Portison. 

Xlution des chromatographierten Materials und spektrographische 
Bestimmung gab hei Alerigen von 2 - 15 y pro Fleck keine grossere 
Genauigkeit. Falls genugend Material vorhanden ist, kann zur Identi- 
fizierung such noch zusiitzlich das Absorptionsspektrum in konz. 
H,SO, herangezogen werdenl). Fig. 3 zeigt das Absorptionsspektruni 
von Aldosteron (50  y pro 4 em3) in konz. H,SO, nach 2 Std. (war nach 

l )  Methodik vgl. AJaf iaroni ,  Am. SOC. 72, 3828 (1950); 8. Bernstein & R. H .  Len- 
hard, J. Organ. Chem. 18, 1146 (1953). 
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3 Std. gleich) und Fig. 4 dieselbe Losung naeh zusiitzlichem einstiin- 
digen Erhitzen auf 900. Mit dieser Rlethode crgaben sieh u. a, die in 
Tab. 1 wiedergegebenen Resultste : 

Tabellc 1. 
G e h a l t  a n  Aldos te ron  i n  Nebennieren l )  n n d  R i n d e r b l u t .  

Rinder-Nebennieren, friache . . . . . .  84 22 
Schweine-Nebennieren, 3-4 Tage bpi On 

aufbewahrt . . . . . . . . . . . .  60 480 
Rinderblut . . . . . . . . . . . . .  ca. 6 ca. 2 - 

Mat>erinl 

38 

766 590 

- 

Aldosteron in y pro kg 
Nummern tler Probrn 
a l b l c l d  

--- - .- 2 0 1 -  - 
2s 

__- _ _ ~  - 

40 

Absorptionsspektrum von 50 y Aldosteron in 4 om3 konz. H,SO,, naeh ansiitzlich 1 Std. 
hci 90n. 

25, - - - - -  -~ ___ ___ __ 

- 
I -I---- 7-V-T 

Es wurden drei versclriedene Proben schlaclitfrischer Rinder-Nebennieren sowie 
vier verschiedene Proben von Schweine-Nebennieren analysiert, die sofort nach der 
Schlachtung entnommen und anschliessend in Dewar-Gefhssen mit Eis verpackt 3-4Tage 
aufbewahrt wurden. Vgl. A .  Wettstein, F .  W .  Kahnt & R .  Neher, Ciba Foundation Colloquia 
on Endocrinologie 8 (1954) im Druck. 

'4,s 

03 
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P r a p a r a t i v e  I so l i e rung :  Obwohl der Gehalt in frischen 
Schweine-Nebennieren erheblich hoher ist I) mussten fiir die pr&- 
parative Isolierung aus technischen Grunden2) in erster Linie ge- 
frorene Rinder-Nebennieren verwendet werden. Sie wurden nach dem 
Verfahren von Cartland & Xhl.1~ixenga~) extrahiert4), wobei die Original- 
vorschrift aber nur bis zum Ausschutteln mit 1,2-Dichlor&than ver- 
folgt wurde. Fur zwei Hauptversuche wurden zwei solche Extrekte 
aus je 500 kg Drusen verwendet, die uns eigens fur diesen Zweck 
von der N .  7. Organon hergestellt wurden5). Der erste dieser Roh- 
extrakte (NN 111) wog 167 g, der zweite (NN V) sogar 1592 g, das ist 
erheblich mehr, als die Originalvorschrift von Cartland & Kuixenga 
erwarten lasst6). Durch die im exp. Teil beschriebene weitere Reinigung, 
die sich eng an eine fruhere Vorschrift') anlehnt, liess sich aber leicht 
eine weitgehende Anreicherung erzielen. Bum Schluss konnte noch 
eine merkliche Menge relativ fluchtiger Verunreinigungens) durch 
Destillation im Vakuum bei 0,Ol Torr und 500 entfernt werden. Aus 
den zwei Extrakten wurden so 27 g bzw. 26,5 g Konzentrat erhalten. 

In  Vorversuchen wurde festgestellt, dass zur Anreicherung von 
Aldosteron das Reagens T von Girard & 8andulesco9) verwendet werden 
kannl0), doch wurde auf diese Reinigungsmoglichkeit in den zweiHaupt- 
versuchen verzichtet. Die oben genannten Konzentrate wurden daher 
direkt einer Verteilungschromatographie in der kiirzlich beschriebenen 
Ausfuhrungsformll) unterworfen. Dabei diente Wasser auf gereinigtem 
Kieselgur als ruhende und Petroliither-Benzol, dann Benzol, als beweg- 
liche Phase. Dieses System lieferte bei sauberen Losungsmitteln prak- 

I) Vgl. auch ahnliche Befunde bei biologischer Priifung von Rohextrakten im tfber- 
lebenstest an  Ratten durch G.  F. Cartland & M .  H.  Kuizenga, Am. J. Physiol. 117, 678 
(1936), sowie s). 

2, In  Europa sind grossere Mengen frischer Schweine-Nebenniereu kaum erhlltlich. 
3, a. P. Curtlund & N .  H. Kuizenga, J. Biol. Chem. 116, 57 (1936). 
4) Das Verfahren von W.  W .  Swingle & J .  J. Pfiffner, Proc. Soc. Exper. Biol. Med. 

28, 510 (1931); Am. J. Physiol. 98, 144 (1931); Medicine I I ,  371 (1932); Proc. exper. Biol. 
Med. 29, 998, 1267 (1932), scheint fiir die Gewinnung von Aldosteron weniger giinstig zu 
sein, obwohl eine genaue quantitative Kontrolle nicht angestellt wurde. Die in einem Ver- 
such erhaltene vie1 schlechtere Ausbeute kann aber daran liegen, dass Aldosteron gegen 
sauren Alkohol besonders empfindlich ist. 

5 )  Wir mochten auch hier der Direktion der N .  V.  Organon, Oss, Holland, fiir dieses 
Material unseren besten Dank aussprechen. 

6 ,  Die Gewichte der Rohextrakte schwanken sehr stark, je nach Qualitkt des Driisen- 
materials. 

') 5". Reichstein, Helv. 19, 1107 (1936). 
*) Bei NN V wurden daraus 23 g reiner Diacetonalkohol (= 4-Methyl-4-oxy-2- 

pentanon) erhalten, der durch Kondensation des zur Extraktion verwendeten Acetons 
entstanden sein diirfte. 

ff) A .  airard 1 G. Sundulesco, Helv. 19, 1095 (1936). 
lo) Es ist dabei vorteilhaft, unter etwas anderen Bedingungen zu arbeiten, als sie 

friiher (Helv. 19, 1095 (1936)) bei der Isolierung von Corticosteron usw. beniitzt wurden. 
11) H.  Hegedus, Ch. Tamm & IT. Reichstein, Helv. 36, 357 (1953). 
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tisch keine Blindwerte. Die Trennung jedes Konzentrats benotigte ca. 
70 Tage, lieferte aber ausgezeichnete Resultate. Die Kontrolle geschah 
durch Papierchromatographie.Vielc Fraktionen kristallisiertcn spontan, 
undeine Reihe der bereits bekannten Corticoide wurden direkt rein in 
Kristallen erhalten. Auch einige wahrscheinlich neue Stoffe konnten 
teilweise in Kristallen erhalten, teils durch Papierchromatographie 
charakterisiert werdenl). Aldosteron wurde in dieser Saule kurz nach 
Cortison und unmittelbar vor 17-Oxycorticosteron eluiert. Diese 
Fraktionen gaben spontan hochstens Spuren von Kristallen. Obwohl 
sich nach Impfen teilweise bereits in dieser Stufe etwas Aldosteron 
erhalten liess, erwies es sich als zweckmassiger, hier auf eine Kristalli- 
sation zu verzichten. Die genannten Fraktionen aurden daher ver- 
einigt und nach Vorreinigung (Faillung von wenig dunklen Verun- 
reinigungen aus wenig Aceton mit vie1 Ather) einer zweiten Verteilungs- 
chromatographie unterzogen. Fur das Material aus NN I11 (324 mg) 
diente dazu eine kleine Saule aus gereinigter Cellulose und das B2- 
System von Bush2), wobei gegen den Schluss zur Beschleunigung der 
Eluierung das Verhaltnis Toluol-Petrolather von 2 : 1 auf 3 : 1 erhiiht 
wurde. Trotz sehr grundlicher Reinigung der Cellulose sowie der ver- 
wendeten Losungsmittel gelang es bei diesem System nicht, die Blind- 
werte ganz aus~uschalten~),  unter den notigen Vorsichtsmassregeln 
erwies es sich aber als brauchbar. Fur N N V  (675 mg) wurde daher 
ein modifiziertes System (Benzol- Petrolsther - Methanol - Wasser 
1 : 1 : 1 : 1) verwcndet, wobei das Mischungsverhaltnis nach einiger Beit 
auf 1,2 : 0,8 : 1 : 1 und gegen den Schluss auf 2 : 0 : 1 : 1 umgestellt wurde. 
Dieses System gab eine fast gleich gute Trennung, lieferte aber prak- 
tisch gar keinen Blindwert und daher zuverlassigere Resultate. 

Beide Chromatogramme gaben zunachst amorphes Material, 
teilweise auch Kristalle von wahrscheinlich neuen Stoffen, die noch 
nicht weiter untersucht wurden. Die mittleren Fraktionen gaben am 
bcsten aus wenig feuchtem Aceton mit Ather bei O o  entweder spontan, 
sonst nach Impfen krist. Aldosteron-hydrat, das bereits fast analysen- 
rein war. Aus den letzten Fraktionen konnten wieder andere Stoffe 
teilweise in Kristallen erhalten werden. Die Ausbeuten an krist. 
Aldosteron-hydrat betrugen 22 mg (aus NN 111)4) bzw. 35 mg (aus 
NN V)4). I n  ahnlicher Weise wurden aus 22,8 kg 1 - 3  Tage bei O o  
gelagerten Schweine-Nebennieren 5,s mg krist. Aldosteron isoliwt. 

l )  Uber Versuche zu deren Isolierung wird spater berichtet. 
I .  E.  Bush, Biochem. J. 50, 370 (1952). 666 om3 Toluol (frisch gereinigt), 333 cms 

Petrolather (frisch gereinigt), 400 cm3 Wasser und 600 cm3 Methanol geschuttelt und 
abtrennen lassen. Die schwere Schicht diente als stationare Phase zum Impragnieren der 
Cellulose, die leichte Schicht diente als bewegliche Phase. 

Autoxydation des Toluols diirfte die Hauptursache sein. 
4, Bei NN I11 wurden diejenigen Fraktionen der ersten Verteilungschromatographie, 

die nur sehr wenig Aldosteron enthielten, nicht fiir die zweite Verteilung benutzt, wahrend 
bei NN V auch solche Randfraktionen mitverwendet wurden. 

74 
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Die Mutterlaugen enthielten nach Papierchromatographie noch ca. 
1 mg. 

O H  CH,OH CH,OH O H  CH,OH CH,OH 
I I I 1  I 

0-CH b0 H O  OCH CO 0- -CH CO OH OCH CO 
\Al--l 

I t '  v' 
I d  

IV (Nr. 870) F. 216-224O a )  

Ia  Aldosteron (Nr. 865) Ib 
F. ca. 112O/164O 
[ + 152,2 Anla-<$) 

O H  CH,OAc AcO CH,OAc 0-CH, 
I 

\Al--! 
O---CH CO 

1 1  
0 -CH CO 

Q I 1  
0--CH CO 

1 ' 1  

(-)APJ 
I (Nr.867) I11 (Nr. 869)d)e) V (Nr. 871) 
F. 198O [+ 122,7 Chfp)  F. ca. 70" F. ca. l96Od) 

CH,OAc HC/OCH3 CH,OAc 

co co 
I 1 \OCH3 I 

VIII F. 152O 
[+ 170,3 An]') [+148 Chflll)k) 

0 
VI P. 151" 9 VII F. 86O 

[+110Al]f-h) 

CH,OAc 

' 'J 
IS (nicht beschricben) X F. 164O X I  F. 238O 

[ + 214 An]m)n) [ + 116,3 Anlp) 

XI1 
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X 

CH,OH 
I 

XI1 Cortison XI11 17-Oxycorticosteron XIV F. 133O [+ 219 Chfld) 
F. 215O [ + 209 Al]g)r) F.207O [+ 167,2 Alp) 
Ac = CH,CO-. Die ZahIen in eckigen Klammern geben die spez. Drehung fur Na- 

Licht in folgenden Losungsmitteln an: An = Aceton, Al = Athanol, Chf = Chloroform. 

E ig  en s c h af t en u n  d A b s o r p  t i o n s sp e k t r en : Aldosteron kri- 
stallisierte aus feuchteml) Aceton-Ather als Hydrat. Resonders schone 
Kristalle (vgl. Photo")) wurden aus Aceton-Wasser erhalten. Der Smp. 
war je nach Kristallgrosse und Erhitzungsart, aber auch von Praparat 
zu Praparat, etwas verschieden. Meistens zeigten die Kristalle einen 
Doppel-Smp. Sie schmolzen zunachst bei ca. 108 - 1 1 2 O ,  die Schmelze 
erstarrte bei langsamem Erhitzen dann langsam wieder vollstandig, 
und das Praparat schmolz definitiv bei ca. 155-160°. Es wurden aber 

") S. A. Simpson, J .  F. Tait, A. Wettstein, R. Neher, J .  v. Euw & T. Reichstein, 

b) S. A. Simpson, J .  F. Tait, A. Wettstein, R. Neher, J .  v. Euw, 0. Schindler & 

C )  V. R. Mattox, H. L. Mason & A. Albert, Proc. Staff Meet. Mayo Clinic 28, 569 

d)  Exper. Teil dieser Arbeit. 
e )  S. A. Simpson & J .  F. Tait, Memoirs of the Soc. for Endocrinol., Memoir No. 2, 

f )  H. Hirschmann, F. B. Hirschmann & G. L. Farrel, Am. Soo. 75, 4862 (1953). 
g )  E. Vischer, J .  Schmidlin & A. Wettstein, Helv. 37, 321 (1954). 
h) W. Cole& P. H .  Julian, J .  Organ. Chem. 19, 131 (1954). 
1) H. Reich & T.  Reichstein, Helv. 22, 1124 (1939). 
k) G. Ehrhart, H. Ruschig & W. Haede, D.B.P. 897704; Prioritat Deutschland vom 

27. Juli 1951. Anmeldung bekannt gemacht am 2. April 1953. 
m) V.  R. Mattox & E. C. Kendall, J .  Biol. Chem. 188, 287 (1951). 
n) V.  R. Mattox, Am. SOC. 74, 4340 (1952). 
p) T .  Reichstein & J .  v. Euw, Helv. 21, 1197 (1938); 23, 1258 (1940); T .  Reichstein, 

Helv. 21, 1490 (1938). 
4) 0. Wintersteiner & J .  J .  Pfiffner, J .  Biol. Chem. I I I, 599 (1935) ; I 14, lxxx (1936) ; 

116, 291 (1936). 
1) E. C. Kendall, H.  L. Mason, G. S. Myers & W. I). Alters, J. Biol. Chem. 114, lvii 

(1936); H. L. Mason, G. S. Myers & E. G. Kendull, J. Biol. Chem. 114, 613 (1936); 116, 
267 (1936); 119, Ivi (1937). 

Exper. 9, 333 (1953). 

T. Reichstein, Exper. 10, 132 (1954). 

(1953); V.  R. Mattox, H. L. Mason, A. Albert & C. F. Code, Am. SOC. 75, 4869 (1953). 

9 (1953). 

8 )  T. Reichstein, Helv. 20, 953 (1937). 

l) Ebenso aus trockenem Aceton-Ather an gewohnlicher (feuchter) Luft bei Oo. 
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auch Kristalle erhalten, die zwischen ca. 115-135O nur opak wurden 
und erst bei 164 -170O schmolzen. Im  Papierchromatogramm er- 
wiesen sich alle cliese Kristalle als vollig einheitlich und identisch, 
sie waren auch idontisch mit den von Mattoz u. Mitarb.c) inzwischen 
beschriebenen Kristallenl). Sie waren frei von Halogen, S und N. 
Lufttrockenes Rldosteron gab bei der Trocknung (konstant nach 
8 Std. bei 0,Ol Torr und 50O) einen Gewichtsverlust, der eiiiem Mol 
Kristallwasser entspricht. Die Analysenwerte des so getrockrieten 
Materials passten auf die Formel C,,H,,O, H,, wobei sich durch 
Abbaub),) die Konstitution I und somit die Bruttoformel C,,H,80, 
ableiten liess. Der Stoff ist deninach isomer mit Cortison. Das 1JV.- 
Absorptionsspektrum des Aldosterons in Alkohol ist bcrcits fruher 5) 

publiziert worden. Die Hohe des starken Maximums (bei 240,O 
0,25 mp, log 8 = 4,20 ber. auf C,,H,80,, H,O) stimmt mit dem fur ein 
d4-3-Ketosteroid erwarteten Wert ausgezeiclinet uberein. Nach 
Antomucci u. Mitarb. 3, zeigen d 4-3-Ketosteroide mit zusatzlicher 
Ketogruppe in 11-Stellung ein Maximum bei ca. 238 mp und d4-3- 
Heto-11 /?-oxy-steroide ein solches bei ca. 242 mp4). Das lllaximum 
des Aldosterons liegt also gerade dazwischen ; moglicherweise kommt 
dies dahcr, dass Aldosterori in Losung vorwiegend als Cyclohalb- 
acetalform I a  vorliegen durfte, die keine freie 11 /?-Oxygruppe besitzt. 
Andererseits zeigt Altlosteron im UV. auch noch eine deutlich ausge- 
pragte Vorbande mit einem Maximum bei 308,O & 2 mp (log& = 1,92), 
wahrcnd Cortexon5), Cortison (XII )  5, und 17-Oxycorticosteron 
(XIII)a)5) bei ca. 300 mp nur eine starke Inflexion aufweisen. Es ist 
nicht ausgeschlossen, dass in Losiing cine gewisse Menge des Aldo- 
sterons in dcr Aldehydform I b  vorliegt und dass dieser Teil zur Aus- 
bildung der genannten Vorbande beitriigt 6) .  Weitere Schlussfol- 

1) Wir danken Herrn Dr. H. L. Mason auch hier fiir die Ausfuhrung des direkten 
Vergleichs. Die Laufstrecken im Papierchromatogramm (Propylenglykol-Toluol- sowie 
Formamid-Benzol-System) waren gleich. Dasselbe traf zu fur die Diacetate und 21-Mono- 
acetate (im Formamid-Benzol-Cyclohexan-(1 : 1)-System). Auch die biologische Wirksam- 
keit war innerhalb der Fehlergrenze dieselbe. 

2) Vgl. folgende Mitteilung. 
3) R. Antonueci, S. Bernstein, M .  Heller, R. H. Lenhard, R. Littell & J .  H .  Williams, 

J. Org. Chem. 18, 70 (1953), sowie S. Bernstein, R. H .  Lenhard & J .  H .  Williams, J. Org. 
Chem. 18, 1166 (1953). 

4, Wir fanden im Unicam-Quartz-Spectrophotometer SP 500 in Alkohol fur 17-Oxy- 
corticosteron (XIII) das Maximum bei 242,5 & 0,25 m p ,  log& = 4,20a), fur Cortison (XII) 
bei 238,5 f 0,25 mp, log E = 4,20 und bei Acetyl-cortexon bei 241,O + 0,25 mp, logs = 4,23. 

5)  Der Kurvenverlauf ist in diesem Gebiet bei allen drei Stoffen fast gleieh, bei 
Cortison liegt die Inflexion nur ganz wenig hoher. 

6 ,  Die Aldehydgruppe im Cymarin zeigt ein Maximum bei 308 mp, loge = ca. 1,45, 
W. D. Paist, E .  R. Blout, F.  C .  Uhle & R. C. Elderfield, J. Org. Chem. 6, 280 (1941); 
J .  Fried, R. G. Linville & R. C. Elderfield, J. Org. Chem. 7, 365 (1942). I m  Corotoxigenin 
und seinen Derivaten wurde ein Maximum bei 310 & 2 m p ,  log 8 = ca. 1,5 gefunden, 
0. Schindler & T. Reichstein, Helv. 35, 730 (1952); A .  Hunger & T .  Reichstein, Helv. 35, 
1073 (1952). 
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gerungen iiber die in Losung bevorzugte Form lassen sich aus den 
1R.-Spektrenl) (vgl. Fig. 5 sowie c ) )  ziehen. Das in Chloroform auf- 
genommene Absorptionsspektrum zeigt nach Angaben von Herrn Dr. 
E. Ganx folgende wichtige Befunde : 

IR.. 
Fig. 5. 

. Spektrum von Aldosteron (Nr. 865) in Chloroform, kompensiert mit reinem Losungs- 
mittel, 0,lO-molar. Schichtdicke 0,216 mm 2). 

1. Eine relativ scharfe Bande bei 2,77 ,u (entspr. einer freien HO- 
Gruppe). Cortexon, Corticosteron und 17-Oxycorticosteron zeigen 
eine solche bsi 2,85 ,u. 

2. Eine breite Bande bei 2,85-3,05 p, die auf HO-Gruppen mit 
H-Bindung3) dcutet. Eine solche Bande fehlt bei Cortexon, Corti- 
costeron und 17-Oxycorticosteron7 ist aber beim y-Oxyvaleraldehyd 
(XV) in konzentrierter CHCl,-Losung (vgl. Fig. 6c) sehr ausgepriigt. 

~ 

XVa XVb x v c  XVd 

l) Wir danken den Herren Dr. E .  Ganz (Basel) und Dr. A.  E .  Kellie (London) auch 
hier beatens fiir die Ausfuhrung und Interpretationen der 1R.-Spektren, sowie Frl. 
R. Xchenker fur technische Hilfe. 

2) Die Spektren von Fig. 5-9 wurden aufgenommen mit einem Perkin-Elmer- 
Xpectrophotorneter, Model1 21, mit NaC1-Prisma; Auflosungsgrad (resolution) 4, Ansprech- 
geschwindigkeit, (response) l/l, Registriergeschwindigkeit (speed) 2 min/p, Dampfung 
(suppression) 1. 

s, K .  Dobriner, E .  R. Katzenellenbogen & R. N .  Jones, Infrared Absorption Spectra 
of Steroids, p. XV, New York 1953. 
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Bei hoherer Verdiinnung (Fig. 6d)  wird sie schwaeher, bei noeh 
starkerer Verdiinnung verschwindet sie ganz und es bleibt nur die 
Bande des freien Hydroxyls bei 2,76 p iibrig. Im 1R.-Spektrum des 
y-Oxy-valeraldehyds ist im Bereich von 5,78 -5,80 ,u keine Bande er- 
heblicher Intensitat zu beobachten. Bei diesem Stoff durfte daher in 
sehr verdunnter Losung die monomolekulare Cyclohalbacetalform 
XV b vorherrschen, wahrend bei zunehmender Konzentration in 
steigendem Masse Assoziation durch H-Briicken (z. 13. wie in XVc 
oder XVd) eintritt. Auch beim Aldosteron ist die Intensitat der Bande 
bei 2,85 -3,05 ,u von der Konzentration abhangig (vgl. Fig. 6 a und 6 b), 
aber weniger stark als bei XV. Dies spricht dafiir, dass im Aldosteron 
ausser intermolekularen auch intramolekulare H-Briicken vorliegen, 
beispielsweise wie in den Teilformeln I c  und Id.  

4546 ' 

4000 3000 
I I 

2,5 I75 3 3.25 

Fig. 6. 
1R.-Spektrum in Chloroform, kompensiert mit reinem Losungsmittel. a = Aldosteron 
(Nr. 865), 0,lO-molar, Schichtdicke 0,216 mm; b = Aldosteron (Nr. 865), 0,047-molar, 
Schichtdicke 0,216mm; c = y-Oxy-valeraldehyd (XV), 0,23-molar, Schichtdicke 0,216 mrn; 

d = y-Oxy-valeraldehyd (XV), 0,046-molar, Schichtdicke 1,0 mm. 

3. Die der A 4-3-Ketogruppe entsprechende starke Bande bei 
5,98 p zeigt Andeutungen einer Doppelstruktur. Diejenige bei 5,86 ,LA 

(entspr. unkonjugierter Carbonylgruppe) ist auffallenderweise relativ 
schwach. Berechnet man das Verhaltnis der maximalen Intensitaten 
dieser zwei Banden, so ergeben sich fur Aldosteron und vier weitere 
Corticoide die in Tab. 2 wiedergegebenen Zahlen. 
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Cortexon . . . . . . . . . . .  
Corticosteron . . . . . . . . .  
17-Oxycortexon (,,Substanz S") . 
17-Oxycorticosteron (XIII) . . .  

1 Aldosteron (I) . . . . . . . . .  

Tabelle 2. 
R e l a t i v e  I n t e n s i t t i t e n  d e r  d4-3-Keto-  z u r  2 0 - K e t o - B a n d e  i m  1 R . - S p e k t r u m .  

Substanz log Jo/J (d4-3-Keto) 
log J o / J  (20-Keto) 

Bei Aldosteron ist dieses Verhiiltnis also merklich hoher als bei 
den 4 anderen Stoffen. 

Die Bestimmung der integrierten Intensitiitenl) (Fig. 7)  dieser 
beiden CO-Banden ergab beim Aldosteron (in CHC1,) einen Wert von 
Ah2) = 1,97.1.04 l/g Mol. cm2. Die d4-3-Ketogruppe besitzt nach 
Literaturl) in CS, einen Wert von 1,6 .lo4 und die ungestorte 20-Keto- 
gruppe einen solchen Ton 0,s - lo4. Da der gemessene Wert beim Aldo- 

Fig. 7. 
1R.-Spektrum von Aldosteron (Nr. 865) wie in Fig. 5, aber speed 6 min/p. Wiedergabe 

der integrierten Intensitgten der 3- und 20-Ketobanden. 

l) R. Norman Jones & K.  Dobriner, Vitamins and Hormones 7,293 (Academic Press 
Inc., New York 1949). Weitere Literatur daselbst. 

1 J o  
2, A* = Cm.d/ log,, ( 3-) dv . 
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steron kleiner ist als die Summe der beiden Teilbetrage, muss ge- 
schlossen werden, dass das grosse Intensitatsvorhaltnis von 3,l auf 
eine Schwachung der Intensitat der 20-Ketobande zuruckzufiihren 
ist. Grossere Mengen der Aldehydform (Ib, wahrscheinlich auch I d )  
sollten die 20-Ketobande verstarken. Die Schwachung dieser Bande 
ware aber mit der Cyclohalbacetalform (I a) gut vertraglieh, wcnn man 
annimmt, dass in dieser noch eine intramolekulare H-Brueke (wie in 
Formel I c) vorliegt. 

Zusammenfassend ergibt sich somit, dass die 1R.-Spektren am 
besten mit der Annahme ubereinstimmen, dass Aldosteron in vcr- 
dunnter Chloroformlosung vorwiegend als Cyclohalbacetalform mit 
H-Brucke (Ic)  enthalten ist, wahrend bei hoheren Konzentrationen 
einc zusatzliche Assoziation durch intermolekulare H-Brucken ein- 
tritt. Fur die Cyclohalbacetalform ( I a  oder I c )  sprechen auch einige 
rein chemische Reaktionenl). 

Ace ty l i e rung :  Aldosteron gab bei der Acety1.ierung mit uber- 
schussigem Acetanhydrid in Pyridin ein Diacetat ( I I I ) c ) b ) ,  das sich 
durch Papierchromatographie reinigen und charakterisieren liess. Es 
wurde bisher nur in kleinen Mengen bereitet und nicht umkristalli- 
siert, konnte aber als kristalline Masse vom Smp. ca. 70°  erhalten 
werdena). Der genaueste Beweis, dass tatsachlich ein Diacetat vor- 
liegt, liess sich im MikromaBstab erbringen, indem Proben von Aldo- 
steron und Cortison mit l4C-Carboxy1-Acetanhydrid von bekannter 
Radioaktivitat acetyliert und das Verhaltnis der Aktivitaten der zwei 
chromatographisch gereinigten Acetylderivate bestimmt wurdeejo). 
Eine colorimetrische Bestimmung der Acetylgruppen nach Zaffaroni2) 
gab ebenfalls Werte, die am besten auf ein Diacetat passten, doch 
ist die Methode woniger gcnau. Das 1R.-Spektrum des Diacetats 
(Nr. 869, vgl. Fig. 8) zeigte keine HO-Bande, was in nberoinstimmung 
mit der vorgeschlagenen Formel I11 steht. Die Bildung dieses Di- 
acetats ist allerdings kein Beweis dafur, dass Aldosteron selbst vor- 
wiegend die Cycloform I a  besitzt. Da die 118-Oxygruppe unter den 
angewandten Bedingungen nicht acetylierbar ist, konnte I11 auch 
quantitativ entstehen, wenn in Losung neben vie1 I b  auch nur sehr 
wenig I a vorhanden ist. Durch partielle Acetylierung von Aldosteron 
gelang es leicht, ein gut krist. Monoacetat xu bereiten (Nr. 867, TR.- 
Spektrum vgl. Fig. 9), das Formel I1 besitzt, da es mit Na-Wismutat3) 
keinen Formaldehyd gab3), wiihrend aus freiem Aldosteron unter 
gleichen Bedingungen ein Mol Formaldehyd gebildet wurde 4). So- 

l) Vgl. folgende Mitteilung. 
2, A. Zaffaroni, Recent Progress in Hormone Research 8, 78 (Academic Press Inc., 

3, R. W. H. Edwards 6. A. E. Kellie, Biochem. J. 56, 207 (1954). 
*) Diese Bestimmung wurde von Herrn R. W. H. Edwards im MikromaBstab aus- 

New York 1953). 

gefiihrt, wofur auch hier bestens gedankt sei. 
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wohl aus Diacetyl-aldosteron (111) wie aus 21-Monoacetyl-aldosteron 
(11) gelang es, gegen alle Erwartung, durch Verseifung mit KHC03 
in waaserigem Methanol1) relativ glatt freies Aldosteron wieder zu 
regenerieren. Diese Reaktion ist bisher in guter Ausbeute nur auf 
enzymatischem Wegez)e)c) durchgefuhrt worden. 

Fig. 8. 
1.R-Spektrum von Aldosteron-diacetat (111, Nr. 869), ca. 500 y in 2 Tropfen CS,, kom- 

pensiert mit reinem Losungsmittel, Mikrozelle, Schichtdicke 0,2 mm. 

cm" 

Fig. 9. 
1R.-Spektrum von Aldosteron-monoacetat (11, Nr. 867), ca. 200 y in 2 Tropfen CHCl,, 

kompensiert mit reinem Liisungsmittel, Mikrozelle, Schichtdicke 0,2 mm. 

l) T .  Reichsteilz B J .  v. Euw, Helv. 21, 1181 (1938). 
2, H. M .  Crundy, S. A .  Simpson, J .  F .  Tait & W .  Woodford, Acta endocrinol. I I ,  

199 (1952). 
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E i n w i r k u n g  v o n  Saure :  Aldosteron ist gegen Sauren relativ 
empfindlichl), und zwar wird es dabei in alkoholischer Losung offenbar 
rascher zerstort als in wasseriger. Eine orientierende Priifung gab die 
in Tab. 3 zusammengestellten Werte. Piir jeden Versuch wurden 

Einwirkung 

Zeit Temp. 
Losung (je 5 cm3) 

in Std. 

a) Wasser. . . . . . . . . . .  20 20° 
b) Methanol. . . . . . . . . .  20 20° 

d) Methanol+ 0,05 cm3 konz. HC1 20 20° 
e) 40-proz. Essigsaure . . . . .  20 20° 
f)  40-proz. Essigsaure . . . . .  6 20° 

h) 40-proz. Essigsiiure . . . . .  6 90° 

c )  Wasser + 0,05 cm3 konz. HC1 . 20 20° 

g) 40-proz. Essigsaure . . . . .  6 60° 

0,02 

Verbleibendes 
Aldosteron in % 

100 
100 
80 
5 

80 
90 
60 
2 

I n  einem praparativ durchgefiihrten Versuch wurde Aldosteron 
rnit l-proz. HC1 in Methanol 1 Std. gekocht. Es entstand ein Gemisch, 
aus dem sich durch Chromatographie an A1,0, geringe Mengen von 
zwei krist. Stoffen (Nr. 870 und Nr. 871) isolieren liessen. Subst. 
Nr. 871 konnte vielleicht die Formel V besitzen. Im  1R.-Spektrum 
{vgl. Fig. 10) zeigte sie keine HO-Bande. Nach Papierchromatogramm 
scheint dieselbe Substanz als Hauptprodukt gebildet zu werden, wenn 
Aldosteron rnit HC1 in Wasser bei 20O stehengelassen wird. Eber 
Versuche zur Konstitutionsermittlung wird spater berichtet. Der oben 
genannte Versuch ist unternommen worden, bevor die Bruttoformel 
und Konstitution des Aldosterons erkannt war. Damals wurde noch 
rnit der Moglichkeit gerechnet, dass es ein 16-Oxycortexon (entspr. 
VIg)h) oder IX)  oder ein Derivat eines solchen sein konntee). Nach 
&fattoan) liefert Cortison (XII )  mit HC1 in Methanol das l l-Heto- 
21,21-dimethoxy-progesteron (X). Analoge Ketoacetale wurden unter 
gleichen Bedingungen auch aus anderen Steroiden mit Dioxyaceton- 
seitenkette, deren Acetaten sowie aus dla-21-0xy-20-keto-steroiden 
(z.  B. VIII)  erhalten. Wir konnten uns uberzeugen, dass sowohl aus 
VIII wie aus X I  unter standardisierten Bedingungen (1 Std. Kochen 
rnit l-proz. HC1 in Methanol) das Acetal VII sehr glatt gebildet wird 
und auch bei Anwendung kleiner Mengen leicht isolierbar ist. Aus 
Cortison (XII)  entstand das erwahnte X und aus 17-Oxycorti- 
costeron (XIII) wurde ein nicht reduzierender, gut krist. Stoff ge- 

1) H .  M.Grundy, S. A .  Sim.pson, J . F .  Tuit & W Woodford, Acta endocrinol, l l, 
199 (1952). 
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bildet, dessen Analysen auf das Acetal XIV passten; es ist also keine 
Abspaltung der 11 p-Oxygruppe erfolgt. 

Es war daher naheliegend, anzunehmen, dass die zwei isomeren 
16-Oxycortexone und ihre Acetate (VI und I X )  bei dieser Reaktion 
ebenfalls in guter Ausbeute das Acetal VII liefern wiirden. Fur das 
16~-Derivat VI ist dies inzwischen von Vischer, Xchmidlin & Wett- 
steing) bewiesen worden. Aus Aldosteron konnte jedoch in dieser 
Weise keines der leicht isolierbaren Acetale VII, X oder XIV erhalten 
werden, was stark gegen die 16-Oxy-Hypothese sprach. 

Biologische W i r k s a m k e i t :  Wie fruher erwiihnt, war Aldo- 
steron im Test nach #impson & Tait2) etwa 100mal starker wirksam 
als Cortexon. I n  Na-, K- und H,O-Ausscheidungsversuchen an neben- 
nierenlosen Ratten3) fanden Desaulles u. Mitarb. 4, im Vergleich xu 
Cortexon eine 25mal stiirkere Na-Retention und eine 5mal grossere 
K-Ausscheidung. Insbesondere verursachte aber Aldosteron keine 
Anderung der H,O-Ausscheidung und unterschied sich dadurch auch 
qualitativ von Cortexon. Im  Lebenserhaltungstest am Hund5) war 

l) Aufgenommen mit Perkin-Elmer-Spectrophotometer, Modell 21, Ser. 235, mit NaC1- 
Prisma ; Auflosungsgrad (resolution) 4, Ansprechgeschwindigkeit (response) 1/1, Registrier- 
geschwindigkeit (speed) 5 und 2 minly, Diimpfung (suppression) 0. 

a )  S.  A.  Simpson & J .  F.  Tuit, Endocrinol. 50, 150 (1952). Die Zahlenbelege siehe 
im exper. Teil dieser Arbeit. 

3, Unter teilweiser Benutzung der Methodik yon C .  M .  Kuguwu, E .  S. Shipley & 
R. K .  Meyer, Proc. SOC. exp. Biol. u. Med. 80, 281 (1952). 

4, P .  Desaulles, J .  Tripod & W .  Schuler, Schweiz. med. Wschr. 83, 1088 (1953). 
5, G. A. Harrop, J .  J .  Pfiffner, A .  Weinstein& W. W.  Swingle, Proc. SOC. Exp. Biol. 

Med. 29, 449 (1932); J. J. Pfiffner, W .  W. Swingled2 H .  M. Vars, J. Biol. Chem. 104, 701 
(1934); F. Goss, Recent Progress Hormone Res. 9, 1953 (im Druck). 
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es nach Gross d? Gysell) etwa 25-30mal starker wirksam als Acetyl- 
cortexon. Nach vorliiufigen Versuchen2) erwies es sicli erwartungs- 
gemass auch bei der klinischen Prufung an zwei Addison-Patienten 
als gut wirksam. Die Erhaltungsdosis war ca. 20-30mal kleiner als 
bei Acetylcortexon. Dariiber hinaus waren aber auch qualitative 
Unterschiede feststellba,r. Aldosteron zeigte ausgesprochenc Wirkung 
auf den Kohlehydratstoffwechsel, verursachte keine anormale Wasser- 
retention und erhohte den arteriellen Blutdruck nicht uber das physio- 
logische, Nass. Als einzigcr bisher bekannter Stoff zeigte es ausserderri 
eine deutliche Verminderung der Yigmentierung. Uberraschentler- 
weise3) zeigte es aber auch deutliche Wirksamkeit im Leberglykogen- 
test 4 ) 5 )  (ca. 1/3 Cortisonwirkung resp. 2Sfache Cortexonwirkung)6) 7)7 im 
Eosinophilentest8) (ca. 1/2 Cortisonwirkung 9)10)) und im Kiiltetest 11} 
(ca. 1/2 CortisonwirkunglO)). Uber diese Prufungen wird yon den 
genannten Forschern gesondert berichtet. 

Im Test von Ximpson & Tait war 21-Monoacetyl-aldosteron (11) 
fast glcich (1,25mal schwacher) und Diacetylaldosteron (111) 136 ma1 
schwacher wirksam als freies Aldosteron. Fur das Diacetat I11 
fanden Mason u. Mitarb.c) den sehr ahnlichen Faktor von ca. 1:lOO. 

Wir danken Sir Charles Dodds fur sein Interessc an dieser Arbeit und die Fiirderung 
des Kontaktes zwischen unsercn Arbeitsgruppen in London und in Basel. Die Londoner 
Vertreter unserer Arbeitsgemeinschaft (8. A.  S. und J .  F .  T . )  danken ihm und Herrn 
Prof. J .  E .  Roberts noch besondcrs fur ihr Wolilwollen und wertvolle Ratschlage. 

Experimentel ler  Tei l .  

Alle Smp. sind auf dem Xofler-Block bestimmt und korrigiert. Fehlergrenze in be- 
nutzter Ausfuhrungsform bis 200O etwa * 2 O ,  dariiber etwa * 3O. 

l) F. Gross & H.  G?ysel, Acta endocrinol. 15, 199 (1954). 
2, R. 8. Mach, J .  Fabre, A .  Duckert, R. Borth & P. Ducommun, Schweiz. med. 

Wschr. 84, 407 (1954). nber weitere unter der Leitung von G .  W .  Thorn (Boston) sowie 
P. Forsham (San Francisco) durchgefiihrte Versuche werden diese und ihre Mitarbeiter 
spater berichten. 

3, Bei amorphen Konzentraten aus Nebennierenextrakten mit hoher Wirksamkeit 
auf den Mineralstoffwechsel wurde bisher keine oder nur sehr geringe ,,Kohlehydrat- 
wirkung" gefunden. Vgl. E. C .  Kendall, J. Am. Med. Assoc. 116, 239 (1941); R. E.Knauff, 
E. D. Nielson & W .  J .  Haines, Am. Soc. 75, 4868 (1953). 

4, E. H .  Venning, E. Kazmin  & J .  C. Bell, Endocrinol. 38, 79 (1946); vgl. auch 
M .  L. Pabst, R. Sheppard & M .  H.  Kuizenga, Endocrinol. 41, 55 (1947). 

5 ,  M .  Sprechler, Acta Endocrinol. 6, 133 (1951). 
O )  W .  Schuler, P. Desn?Llles & R. Meier, Exper. 10, 142 (1954). 
7, Nach Versuchen von Herrn Dr. G. A .  Owerbeek ( N .  8. Organon, Privatmitteilung). 

R. S. Speirs & R. H .  Meyer, Endocrinol. 45, 403 (1949). 
9 R. 8. Speirs, J .  F.  Tait  & S. A .  Simpson, Endocrinol. 54, 1954 (im Druck). 

lo) R. Gaunt, A. S. Gordon, A .  A. Renzi, J .  Padawer, G.  J .  Fruhman & M .  Gilmnn, 

11) H .  Selye & V.  Schenker, Proc. SOC. Exp. Biol. u. Med. 39, 518 (1938). 
Endocrinol. 54, 1954 (im Druck). 
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B e s t  i m m u n g  v o n  A1 d o  s t e r  on  (Beispiele). 
1. I n  R i n d e r - N e b e n n i e r e n .  250 g Rinder-Nebennieren (schlachtfrisch) wurden 

nach Cartland & Kuizengal) extrahiert. Von dem erhaltenen dthylenchlorid-Extrakt (ca. 
150 mg)2) wurde ein aliquoter Teil (ca. 40 mg) auf zwei 19-20 cm breiten Filtrierpapier- 
blattern (Whatman Nr. 1, gewaschen mit wasserigem Methanol und Chloroform) auf der 
Startlinie aufgetragen und im C- System nach Bush3) (Toluol-Pithylacetat-Methanol- 
Wasser 45: 5 :  25 :25) ca. 2 '/2 Std. bei 20° chromatographiert. Each vorsichtiger Trocknung 
wurde mit Schablone (3 je 5 mm breite Schlitze und schmaler Rand bleiben frei) photo- 
kopiert. Lichtquelle: General Electric Germicidal Lamp 8 W ,  95% der Lichtemission in der 
253,7-mpu-Region. Belichtungszeit : 4 Sek. bei einem Abstand von 30 cm. Ilopierpapier : 
Foto-Dokumentenpapier F .  49 der Kopit A.G., Bern. 

Auf der entwickelten Photokopie waren imnier mehrere UV.-absorbierende Banden 
sichtbar (vgl. Fig. 1). Die dem 17-0xycorticosteron (XIII) entsprechende Bande wurde 
ausgeschnitten, wobei besonders darauf zu achten war, dass die darunter befindliche 
Bande des Cortisons (XII) sauber abgetrennt wird. Der ausgeschnittene Papierstreifen 
wurde dreimal mit je ca. 4 om3 Methanol-Wasser (1 : 5 )  eluiert, das Eluat im Vakuum auf 
ca. 2-3 cm3 eingeengt und sechsmal mit demselben Volumen frisch dest. Chloroform-Ather 
(1 :3) ausgeschiittelt. Die iiber wenig Na,SO, getrockneten Ausziige wurden eingedampft. 
Vom Riickstand (0,5-4 mg) wurden 0,5-1 mg auf 1,5 cm breitem Filtrierpapierstreifen 
im Propylenglykol-Toluol-System 24 Std. lang bei ca. 20° chromatographiert, wobei 
parallel Cortison in bekannten Mengen (5,  10, 15 und 20 y )  auf gleichem Streifen chroma- 
tographiert wurde. (Laufstrecke des Cortisons ca. 12 cm.) Nach vorsichtiger Trocknung 
wurde zuerst eine Photokopie bereitet, dann wurden die Streifen durch eine Mischung von 
1 Vol. 0,l-proz. Blautetrazolium in Wasser mit 9 Vol. wasseriger 2-n. NaOH gezogen. Die 
a-Ketole gaben dabei so f o r t  starke blaue Flecken, wahrend A4-3-Ketosteroide ohne redu- 
zierende Gruppierung sich erst nach langerer Zeit schwach blauviolett farbten. Als positive 
Reduktionsprobe wurde daher nur eine sofortige Blaufarbung bezeichnet. - Die nassen 
(alkalischen) Streifen wurden hierauf ca. 10-15 Min. auf ca. 80° erw&rmt( bis sie eben 
trocken waren) und dann im UV.-Licht auf gelbe Fluoreszenz gepriift. 

Der Nachweis des Aldosterons galt als gesichert, wenn im zweiten Chromatogramm 
ein Fleck mit einem RF-Wert wie Cortison oder wenig grosser auftrat, der die folgenden 
Reaktionen zeigte : 

a) UV.-Absorption: positiv. 
b) Reduktionsprobe (Blautetrazolium) : sofortige Blaufiirbung. 
c) Gelbe Fluoreszenz nach Erhitzen: positiv. 

Als Kontrolle dienten in einem Parallelchromatogramm noch folgende Farbreaktionen : 
Phosphorsa~re~) ,  SbC1, und Jod-Kaliumjodid6). Fur Aldosteron miissen diese bis 30 y 
vollig negativ ausfallen. 

Fur die halbquantitative Bestimmung wurden die Intensitaten des Aldosteronflecks 
in den drei genannten positiven Reaktionen (a- c) mit den Cortisonflecken bekannten 
Gehalts (5,10, 15 und 20 y )  visuell verglichen und der Durchschnitt der nach a-c gefun- 
denen Einzelwerte berechnet. Diese Einzelwerte sollten nicht mehr als 20y0 voneinander 
abweichen, andernfalls wurden die zu hohen Extremwerte fur  die Berechnung nicht vcr- 
wendet. Wenn der Wert nach a) z. B. 10 y betrug, derjenige nach b) aber nur 5 y, so 
war dies ein Hinweis dafiir, dass der Aldosteronfleck noch eine UV.-absorbierende Verun- 

I )  G.  F .  Cartland & M .  H.  Kuizenga, J. Biol. Chem. 116, 57 (1936). 
2, Ubersteigt das Gewicht dieses Extraktes 300 mg, so ist eine Entfettung einzu- 

schalten durch Verteilung zwischen Petrolather (50-70°) und Athanol von zunehmendem 
Wassergehalt (bis 50%). Falls notig, wird dabei etwas gesiittigte NaC1-Losung zugesetzt, 
um Emulsionen zu brechen. 

3, I .  E .  Bush, Biochem. J. 50, 370 (1952). 
4, R. Neher & A.  Wettstein, Helv. 34, 2278 (1951). 
5 ,  A.  Zaffaroni, R. B. Burton & E .  H .  Keutmann, Science I I I, 6 (1950). 
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reinigung enthielt, die fur die Aldosteronbestimmung nicht beriicksichtigt werden darf. 
Umgekehrt wiire bei einem kleinen UV.-Wert (a) und einem grossen Reduktionswert (b) 
letzterer wegzulassen. Dieser Fall ist bisher allerdings nie beohachtet worden. 

2. B e s t i m m u n g  in Schweine-Nebennieren.  Es wurden 250 g Schweine- 
Nebennieren verwendet, die 3-4 Tage bei Oo aufbewahrt waren. Die Bestimmung geschah 
genau wie im Beispiel 1. 

3. B e s t i m m u n g  v o n  Aldos te ron  i n  R i n d e r b l u t .  1,s 1 frisches Kuhblut wurden 
unmittelbar nach der Schlachtung rnit 200 cm3 2-proz. Ammoniumoxalat-Losung von 00 
vermischt. Eine Std. spater wurde rnit 2 1 Wasser vermischt und bei ca. 20° dreimal mit 
je 3 1 frisch dest. Athylacetatl) ausgeschiittelt. Es liessen sich total 8 1 Essigesterlosung 
ahtrennen, die mit 125 cm3 0,2-n. Sodalosung und zweimal rnit je 125 cm3 Wasser ge- 
waschen wurden. Dann wurde iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum bei 35O einge- 
dampft. Der Riickstand (679,4 mg) wurde in 40 cm3 Petrolather und 40 om3 95-proz. 
Athanol gelost und dann mit 7,5 cm3 Wasser vermischt. Die sich abtrennende obere Phase 
wurde verworfen. Die untere Phase wurde zunachst mit 11 cm3 Wasser und 5 cm3 gesiit- 
tigter NaC1-Losung versetzt und zweimal rnit je 100 cm3 Petroliither ausgeschiittelt (Aus- 
ziige verworfen). Die schwere Phase wurde nun nochmals mit 7,5 cm3 Wasser und 5 cm3 
gesiittigter NaC1-Losung versetzt und erneut zweimal mit je 100 cm3 Petrolather aus- 
geschiittelt. Die verhleibende wiisserig-alkoholische Phase wurde im Vakuum auf 20 om3 
eingeengt und fiinfmal mit je 20 cm3 Chloroform-Ather (1 :3) ausgeschiittelt. Die uber 
Na,SO, getrockneten Ausziige hinterliessen beim Eindampfen im Vakuum 8,0 mg Riick- 
stand. Dieser wurde auf einem 10 cm breiten Blatt wie im Beispiel 1 beschrieben chroma- 
tographiert und weiter behandelt. In zwei Versuchen wurde ein Aldosterongehalt von 
5 y und 2 y pro 1 Blut gefunden. 

4. B e s t i m m u n g  v o n  Aldos te ron  i n  ol iger  Losung.  Eine Losung von 10 y 
Aldosteron in 0 , l  om3 Sesamol wurde rnit 10 em3 Methylenchlorid verdiinnt und durch 
eine Siiule von 1 g Silicagel (Davison, commercial grade, mesh size ,,through 200")2) in 
Methylenchlorid filtriert. Durch Nachwaschen mit 30 cm3 Methylenchlorid liess sich das 
01 vollstandig entfernen. D a m  wurde rnit 10 cm3 Methylenchlorid-Aceton (Fr. 1) und 
dreimal mit je 10 cm3 reinem Aceton nachgewaschen (Fr. 2-4). Der Gehalt in den 4 Frak- 
tionen wurde papierchromatographisch nach Beispiel 1 bestimmt. Gefunden wurde : 

1 
2 

4 
3 

I Fraktion I Aldosterongehalt I 
4 Y  I 
5 Y  

O Y  
0,3 Y 

Bemerkungen:  Sind sehr kleine Aldosteronmengen zu erwarten, so kann es vor- 
teilhaft sein, auch bei Nebennierenextrakten eine Chromatographie an Silicagel einzu- 
schalten. 

Beispiel: 200 mg Athylenchloridextrakt aus 250 g Rinder-Nehennieren wurden in 
10 cm3 Methylenchlorid gelost, an 6 g Silicagel adsorbiert, dreimal mit je 10 cm3 Methylen- 
chlorid und viermal mit je 10 om3 Chloroform gewascheu. Dann wurde dreimal rnit je 
10 cm3 Chloroform-Aceton (9: l )  und fiinfmal mit je 10 cms Chloroform-Aceton (1 :I) 
eluiert. Diese Eluate gaben beim Eindampfen im Vakuum 20-50 mg Ruckstand, der auf 
Cellulose-Blattern nach Beispiel 1 chromatographiert wurde. E r  enthielt das gesamte im 
rohen Extrakt vorhandene Aldosteron, Cortison und 17-Oxycorticosteron. 

l) 1. E. Bush, J. Endocrinol. 9, 95 (1953). 
2) The Davison Chemical Corp., Baltimore, U.S.A. 
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W e i t e r e  F a r b r e a k t i o n e n :  Alle Versuche zur Auffindung einer empfindlichenund 
spezifischen Farbreaktion fur Aldosteron blieben bisher erfolglos. Ausser den oben ge- 
nannten wurden noch folgende Reagentien gepriift (mit je 5 y Aldosteron auf Whatman- 
Papier Nr. 1): Chlor-SbC1,l): gelbe Fluoreszenz (sehr schwach). SbC1,Z): briiunlich mit 
gelber Fluoreszenz (sehr schwach). ZnC1,-Benzoy1ch10rid3) : hellblau, mit hellblauer Fluo- 
reszenz (sehr schwach). Anisaldehyd-H,S044) : gelbbraun (sehr schwach). H,SO,+ 15% 

: briiunlich rnit gelblicher Fluoreszenz (sehr schwach). 60-proz. HCIO,s) : blaue Fluo- 
reszenz (sehr schwach). Millon's Reagens5) : blaue Fluoreszenz (sehr schwach). m-Dinitro- 
benzol+ Alkali (Z immerm~nn)~)  : blauviolett mit gelber Fluoreszenz (sehr schwach). 2,4- 
Dinitrophenylhydrazin in methanol. HC18) : gelb, nach Zusatz von NaOH braun (schwach, 
weniger deutlich als bei XI1 und XIII). Dianilinoathan + Kaliumjodplatinatg) : blauviolett 
(schwach, wie mit XI1 und XIII). Ganz negativ waren: konz. HZSO,l0), Trichloressigsaure'l) 
in CHCl, oder in H,SO,, Dimethyls~lfat~), Jodtrichlorid12), Jod in HJ7), Phenols~lfonat~) 
in H3P0,, Hydrazin13), DianilinoLthan-hydro~hloridl~), 3,5-Dinitroben~oesiiure~~), Anilin- 
phtalatla), 2, 6-Dichlorphenolindopheno117), Ninhydrinls), SnC141s), FeCl,Zo), FeC1,- 
K,Fe(CN),21) Nitroprussidnatrium + Alkali (Legal) ,), Kieselwolframs&ure22), Phosphor- 
molybd&nsa~re~~) ,  Kaliumjodplatinat 23),  Kali~mjodwismutat~~) ,  Berylliumchloridz4), Lan- 
t h a ~ m i t r a t ~ ~ ) .  

P r t i p a r a t i v e  I so l ie rung  v o n  Aldos te ron  BUS Rinder-Nebennieren .  500kg 
gefrorene Rinder-Nebennieren wurden nach Cartland & Kuizenga (1. c.) extrahiert und 
gaben 167 g rohen &hylenchloridextrakt (NN 111) als dunkelbraunen Sirup. Eine weitere 
Charge von 500 kg Driisen gab in gleicher Weise 1692 g analogen Extrakt (NN V)zC). 

Vorreinigung: Diese geschah in 5 Scheidetrichtern, iihnlich wie fruher beschriebenz'). 
Die 167 g Extrakt NN I11 wurden mit 2 1 reinstem Pentan und 200 om3 30-proz. Methanol 

l) G.MShul1, J .  L.Sardinas & R.C. Nubel, Arch.Biochem.Biophys. 37, 186 (1952). 
,) J .  M .  McMahon, R. €3.  Davis & G. Kalnitsky, Proc. SOC. Exp. Biol. Med. 75, 799 

,) R. Neher & A .  Wettstein, Helv. 35, 276 (1952). 
4, R. Neher & A .  Wettstein, Helv. 34, 2278 (1951). 

L. R. Axelrod, J. Biol. Chem. 201, 59 (1953). 
6, Tauchen, dann bei SOo trocknen; H. Tauber, Anal. Chem. 24, 1494 (1952). 

L. R. Axelrod, J. Biol. Chem. 205, 173 (1953). 
8 ,  G. T .  Bassi1 & R. J. Boscott, Biochem. J. 48, xlviii (1951). 
g, Reagens: 5,3 g Dianilinoathan in 100 cm3 Methanol+ 1,2 om3 5o-proz. Essigsaure. 

Spritzen, trocknen, mit H,O waschen, trocknen, dann mit Kaliumjodplatinat spritzen wie 
dort angegeben. 

(1950). 

lo) H .  Reich, D. H .  Nelson & A .  Zaffaroni, J. Biol. Chem. 187, 414 (1950). 
11) A .  B .  Svendsen & K .  B .  Jensen, Pharmac. acta Helv. 25, 241 (1950). 
12) J .  Green, Biochem. J. 47, 1 (1950). 
13) 2% Hydrazinhydrat in Wasser. Tauchen, dann bei 900 trocknen. 
14) 2% in n. HCI. Spritzen, dann bei 80" trocknen. 
15) I .  E .  Bush & D .  A .  H .  Taylor, Biochem. J. 52, 644 (1952). 
la) S. M .  Partridge, Nature 164, 443 (1949). 
17) L. W .  Mapson & 8. M .  Partridge, Nature 164, 479 (1949). 
la) 0,274 in n. Butanol. Spritzen, dann 9-10 Min. auf 90° erhitzen. 
19) 30% in CHCl,. Tauchen, dann 20 Min. auf 90° erhitzen. 
2 0 )  1% in Wasser. Spritzen, dann 9 Min. auf 900 erhitzen. 
21) D. H. R. Barton, Nature 170, 250 (1952). 
z 2 )  D .  Kritchevsky & M .  R. Kirk, Arch. Biochem. Biophys. 35, 346 (1952). 
9 A .  Zaffaroni, R. B. Burton & E.  H. Keutmann, J. Biol. Chem. 177, 109 (1949). 
24) Gesattigte Losung in 2-n. HCl. Spritzen, dann 5 Min. auf 90" erhitzen. 
2s) Gesiittigte Losung in Wasser. Spritzen, dann 5 Min. auf 90° erhitzen. 
36) Diese zwei Extrakte wurden uns von der N .  V.  Organon, Oss (Holland), zur Ver- 

2 7 )  Vgl. T .  Reichstein, Helv. 19, 1107 (1936). 
fiigung gestellt. 
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in einen grossen Scheidetriuhter gespiilt und energisch durchgeschiittelt. Nach moglichst 
vollstandiger Trennung wurde die wasserig-methanolische Phase, in der etwas unlosliches, 
fast schwarzes Pulver swpendiert war, filtriert und in einen weiteren Scheidetrichter mit 
1 1 Pentan abgelassen, wo sie wieder energisch geschiittelt wurde. Sie passierte dann analog 
noch 3 weitere Scheidetrichter mit je 1 1 Pentan. Anschliessend wurde in gleicher Reihen- 
folge noch siebenmal mit je 200 em3 30-proz. Methanol ausgeschiittelt. Die vereinigten 
Pentanausziige hinterliessen beim Eindampfen 60 g dunkles, fettartiges Material (ver- 
worfen). 

Die vereinigten klaren 30-proz. Methanolphasen wurden im Vakuum bei 35O Bad- 
temperatur auf 150 cm3 eingeengt, wobei sich etwas unlosliches Material ausschied. Dieses 
Konzentrat wurde sechsmal mit je 400 cm3 frisch dest. Chloroform-Ather (1 :3)l) kraftig 
ausgeschiittelt. (Das verwendete Losungsmittel wurde zuerst zum Ausspiilen des Kolbens 
beniitzt, an dessen Wanden sich unlosliches Material befand, wobei dieses bis auf Spuren 
in Losung ging.) Die 6 Ausziige wurden in 6 Scheidetrichtern belassen, im Kaltraum auf 
30 abgekiihlt und bei dieser Temperatur der Reihe nach (beginnend mit erstem Auszug) 
zweimal rnit je 20 cm3 Wasser, zweimal rnit je 20 om3 0,5-n. HC1, einmal rnit 25 cm3 
Wasser, fiinfmal mit je 20 cm3 20-proz. KHC0,-Losung und zweimal mit je 15 cm3 Wasser 
gewaschen, wobei sehr starke Aufhellung eintrat. Dann wurde der Reihe nach iiber NaL,SO, 
getrocknet, filtriert und im Vakuum bei 35O eingcdnmpft. Aus dem braunen Riickstand 
liess sich bei 0,02 Torr und 40° Badtemperatur noch eine merkliche Menge fliichtiger 
Anteile abdestillieren. Das verbleibende braune Konzentrat wog 27 g und diente zur Ver- 
teilungschromatographie. 

Die mit Chloroform-Ather ausgeschuttelte wasserige Phase wurde anschliessend 
noch viermal mit Athylacetat ausgeschiittelt, wobei 1,35 g schwarzbrauner Extrakt er- 
halten wurde (nicht untersucht). 

Aus den KHC0,-Ausziigen liessen sich nach Ansauern 0,87 g dunkle saure Anteile 
ausschiitteln (nicht untersucht). 

Die 1592 g Extrakt NN V wurden ganz analog vorgereinigt. Hier wurden nur 4 
Scheidetrichter verwendet, wobei fur den ersten 4 1 Pentan, fur die drei weiteren 1,5, 1,0 
und 0,s 1 benutzt wurden. Der grosseren Fettmenge entsprechend wurde 20mal niit je 
200 om3 30-proz. Methanol ausgeschiittelt. Erhalten wurde 26,5 g braunes Konzentrat. 
Die vorher beim Erwarmen im Hochvakuum (0,02 Torr und 40") fliichtigen Anteile 
(23 g) wurden bei diesem Versuch in einer Kaltefalle (bei - 80°) aufgefangen. Redestilla- 
tion dieses Anteils bei 80 Torr gab 18 g einer farblosen, scharf bei 98-99'' siedenden 
Fliissigkeit, die sich als Diacetonalkohol erwies. 
C,H,,O, (116,16) Ber. C 62,04 H 10,43% Gef. C 62,33; 62,04 H 10,57; l0,86% (Gy) 

d = 0,9395. Halogenfrei, N-frei. Leicht loslich in Wasser, Alkohol und Ather, un- 
loslich in Pentan. 

T r e n n u n g  v o n  K o n z e n t r a t  N N  111. Erste Berteilungschromalogaphie: Ausfiih- 
rung und Bereitung der Saule wie beschrieben,). Es wurde Saule Nr. 4 beniitzt. Sie wurde 
mit 1,4 kg gereinigtem Kieselgur, das mit 1,4 kg Wasser befeuchtet und in reinem Petrol- 
ather suspendiert war, gefiillt und 2 Tage mit reinem Petrolather laufengelassen, wobei 
die Eluate beim Eindampfen keinen wagbaren Riickstand hinterliessen. 

Die 27 g Konzentrat (aus NN 111) wurden in 50 cm3 Aceton gelost, rnit 25 g Kiesel- 
gur-Wasser (1 : 1) vermischt und von Aceton im Vakuum vollstandig befreit. Dann wurde 
in Petrolather suspendiert., auf die Saule gegeben und nach Absitzen und Festpressen rnit 
passenden Filterpapierscheiben gedeckt. Zum Schluss wurde noch eine Gchicht (25 g) 
frisches Kieselgur-Wasser analog aufgetragen und wieder mit einigen Filtrierpapier- 
scheiben gedeckt. Anschliessend wurde bei 200 chromatographiert, Laufgeschwindigkeit 
ca. 100 cm3 pro Std. Meistens wurden taglich 2 Fraktionen gewonnen, die mit einem auf 
das gewiinschte Gewicht einstellbaren Fraktionensammler abgetrennt wurden. I m  ganzen 
wurden 140 Fraktionen erhalten (vgl. Tab. 4). 

l) Verhaltnis der Volumina; dies gilt fur alle audern Verhiiltniszahlen. 
2, H .  Hegedus, Ch. Tamm & T .  Reichstein, Helv. 36, 357 (1952). 
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Tabelle 4. 
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Erste Verteilungschromatographie von NN 111. 

17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 

75 

I 3 5 4 9  gaben insgesamt 184mg 
reines Corticosteron 
(Mutterlauge 1,2 g) 

Losungsmittell) 

Art 

Pe (rein) 
Pe (rein) 
Pe (rein) 
Pe (rein) 
Pe (rein) 
Pe (rein) 
Pe (rein) 
Pe (rein) 
Pe (rein) 
Pe (rein) 
Pe (rein) 
Pe (rein) 
Pe (rein) 
Pe (rein) 
Pe (rein) 

Pe (rein) 

Pe (rein) 
Pe-Be (95:5) 
Pe-Be (95:5) 
Pe-Be (95:5) 
Pe-Be (95:5) 
Pe-Be (90: 10) 
Pe-Be (90: 10) 
Pe-Be (90: 10) 
Pe-Be (9O:lO) 
Pe-Be (90: 10) 
Pe-Be (90: 10) 
Pe-Be (90: 10) 
Pe-Be (85: 15) 
Pe-Be (85: 15) 
Pe-Be (85:15) 
Pe-Be (85:15) 
Pe-Be (85:15) 
Pe-Be (80:20) 
Pe-Be (80:20) 
Pe-Be (80: 20) 
Pe-Be (80 : 20) 
Pe-Be (80:20) 
Pe-Be (80:20) 
Pe-Be (80:20) 
Pe-Be (80:20) 
Pe-Be (80:20) 
Pe-Be (80:20) 
Pe-Be (80:20) 
Pe-Be (80:20) 
Pe-Be (80:20) 
Pe-Be (80:20) 
Pe-Be (80:20) 
Pe-Be (80: 20) 

Menge 
in cm3 

700 
700 
700 
700 
700 
700 
700 
700 
700 
700 
700 

1400 
1400 
1400 
1450 

1640 

1450 
1400 
1600 
1600 
1550 
1600 
1400 
1550 
1600 
1450 
1500 
1500 
1550 
1500 
1500 
1500 
1500 
1550 
1500 
1500 
1650 
1450 
1600 
1500 
1600 
1500 
1500 
1700 
1700 
1450 
1400 
1400 
1400 - 

Menge 
in mg 

99 
280 
200 
268 
283 
266 
258 
229 
184 
145 
180 
540 
895 

1590 
406 

139 

58 
61 
50 
85 

106 
152 
184 
169 
189 
352 
578 
384 
136 
81 
97 
73 
63 

123 
157 
123 
136 
119 
141 
167 
164 
101 
102 
111 
129 
113 
82 
66 
60 

Eindampfiiickstand 

Habitus und prgparatives 
p-ch 2, 1 Resultata) 
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- 
Nr . 

_- 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 
77 
78 
79 
80 
81 
82 
83 
84 
85 

86 
87 
88 
89 
90 

91 
92 
93 
94 
95 
96 

HELVETICA CHIMICA ACTA. 

Tabelle 4 (Fortsetzung). 

Losungsmittell) 

Art 

Pe-Be (77 : 33) 
Pe-Be (77 : 33) 
Pe-Be (70:30) 
Pe-Be (70:30) 
Pe-Be (70:30) 
Pe-Be (70:30) 
Pe-Be (70:30) 
Pe-Be (70: 30) 
Pe-Be (70:30) 
Pe-Be (70:30) 
Pe-Be (68:32) 
Pe-Be (68 : 32) 
Pe-Be (68:32) 
Pe-Be (68: 32) 
Pe-Be (64:36) 
Pe-Be (62 : 38) 
Pe-Be (54:46) 
Pe-Be (52 : 48) 
Pe-Be (51 : 49) 
Pe-Be (51 :49) 
Pe-Be (50: 50) 
Pe-Be (50:50) 
Pe-Be (50: 50) 
Pe-Be (50: 50) 
Pe-Be (49:51) 
Pe-Be (49 : 51) 
Pe-Be (47 : 53) 
Pe-Be (46: 54) 
Pe-Be (45: 55) 
Pe-Be (45: 55) 
Pe-Be (45: 55) 
Pe-Be (45 : 55) 
Pe-Be (42:58) 
Pe-Be (40:60) 
Pe-Be (38:62) 
Pe-Be (38 : 62) 

Pe-Be (35: 65) 
Pe-Be (27 : 73) 
Pe-Be (26: 74) 
Pe-Be (25:75) 
Pe-Bc (25:75) 

Pe-Be (25:75) 
Pe-Be (25:75) 
Pe-Be (25:75) 
Pe-Be (25:75) 
Pe-Be (25:75) 
Pe-Be (25: 75) 
Pe-Be (23 : 77) 
Pe-Be (22: 78) 
Pe-Be (7 : 93) 

Menge 
in em3 

1450 
1300 
1300 
1300 
1300 
1350 
1500 
1300 
1320 
1330 
1330 
1330 
1330 
1330 
1330 
1470 
1270 
1270 
1220 
1270 
1240 
1410 
1240 
1260 
1250 
1250 
1290 
1290 
1100 
820 

1000 
1180 
1100 
1250 
1250 
1250 

1230 
1210 
1100 
1350 
1500 

850 
1350 
1430 
1400 
1400 
1430 
1420 
1420 
1300 

Menge 
in mg 

60 
53 
67 
76 
70 
72 
71 
59 
79 
66 
66 
60 
53 
62 
64 
70 
92 
88 
82 
96 

100 
112 
96 
86 
82 
69 
76 
69 
63 
45 
45 
54 
56 
59 
52 
50 

60 
69 
68 
81 
79 

56 
97 
91 
87 
69 
50 
40 
39 
72 

Eindampfriickstand - 
P-Ch 

-1- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + + 
+ + + + + 
+ + 

- 

Habitus und priiparatives 
Resultat3) 

amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
Spur Nadeln F. 300-320° 
5 mg Nadeln 
Spur krist. 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
Spur krist. 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
Spur krist. 

86-90total357 mi 
Spur krist. Aus 86-88 ca. 2 mi 
Spur krist. Krist. (subl. ab 22( 
Spur krist. bis ca. 270°), von 
amorph Rest 324 mg fii 
amorph 2.Verteilungschro 

SDur Krist. XIII 
I matographie. 

w k i g  Krist. XIII 
vie1 Krist. XIII 
Krist. XI11 
Krist. XIII 
Krist. SmD. 219-238O 
amorph, d r a m  
amorph, braun 
amorph, braun 
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Tabelle 4 (Schluss). 

1187 

Nr. 

- 
100 
101 
102 
103 
104 
105 
106 
107 
108 
109 
110 
111 
112 
113 
114 
115 
116 
117 
118 
119 
1 20 
121 
122 
123 
124 
125 
126 
127 
128 
129 
130 
131 
132 
133 
134 
135 
136 
137 
138 
139 
140 

Losungsmittell) 

Art 

Pe-Be (3:97) 
Be (rein) 
Be (rein) 
Be (rein) 
Be (rein) 
Be (rein) 
Be (rein) 
Be (rein) 
Be (rein) 
Be-Chf (91 : 9) 
Be-Chf (88 : 12) 
Be-Chf (88 : 12) 
Be-Chf (88 : 12) 
Be-Chf (88:12) 
Be-Chf (80:20) 
Be-Chf (80 : 20) 
Be-Chf (77 : 23j 
Be-Chf (73 : 27) 
Be-Chf (73:27) 
Be-Chf (73 : 27) 
Be-Chf (68: 32) 
Be-Chf (53 :47) 
Be-Chf (53 :47) 
Be-Chf (50 :50) 
Be-Chf (35: 65) 
Be-Chf (30:70) 
Be-Chf (14:86) 
Be-Chf ( 3:97) 
Be-Chf ( 3:97) 
Be-Chf ( 1 :99) 
Chf (rein) 
Chf (rein) 
Chf (rein) 
Chf (rein) 
Chf (rein) 
Chf (rein) 
Chf (rein) 
Chf (rein) 
Chf (rein) 
Chf (rein) 
Chf (rein) 

-- 
Menge 
in cm3 

1360 
1570 
1570 
1550 
1580 
1580 
1600 
1600 
1600 
1520 
1330 
1470 
1450 
1450 
1400 
1400 
1350 
1350 
1350 
1350 
1330 
1450 
1190 
1170 
1180 
1120 
lo00 
950 
950 

1050 
1130 
1130 
800 

1530 
1560 
1350 
1520 
1520 
1520 
1520 
1520 

Menge 
in mg 

79 
102 
101 
87 
62 
48 
34 
33 
33 
49 
49 
36 
38 
25 
39 
40 
46 
48 
52 
54 
50 

144 
79 
52 
30 
40 
88 
60 
35 
41 
45 
39 
30 
58 
33 
28 
25 
16 
12 
9 
6 

Eindampfriickstand 

'-Ch 
7 

Habitus und praparatives 
Resultat3) 

amorph, braun 
amorph, braun 
amorph, braun 
amorph, braun 
amorph, braun 
amorph, braun 
amorph, braun 
amorph, braun 
amorph, braun 
wenig Kugeldrusen 
wenig Kugeldrusen 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
wenig krist. 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 

l) Pe = Petrolather 
Be = Benzol 
Chf = Chloroform 

1 Alle in reinster Form, fein dest. Gemische jeweils mit 
Wasser gesattigt. 

2) Prufung im Papierchromatogramm. Resultate siehe Tab. 5 und 6. 
3, Bei diesem Extrakt wurden bisher nur wenige der vor und nach Aldosteron 

eluierten Fraktionen genauer untersucht. 
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Die in der vorletzten Kolonne bezeichneten Fraktionen wurden im Papierchromato- 
gramm in Mengen von ca. 0,l mg im C-System von Bztsh sowie im Propylenglycol-Toluol- 
System orientierend gepriift. trber das Ergebnis orientiert Tab. 5. 

Tabelle 5. 
Prufung einiger Fraktionen von NN 111, Tab. 4, im Papierchromatogramm. 

Frak- 
tions-Nr. 

50 
53 
56 
59 
62 
65 
68 
71 
74 
77 
80 
83 
84 
85 
86 
87 
88 
89 
90 
91 
92 

Zahl der 
Fleckc 

2 
3 
4 
4 

3 4  
3 4  
3 4  

1 
3 
2 
2 
3 
42) 
4 2) 

4? 

~~ _ _ _ _ _ _ _ ~ ~ ~  ~ 

Ergebnis : 

Bezeichnung der nachgewiesenen Stoffel) 

Corticosteron, hoher polare Substanz 
Corticosteron, hoher polare Substanz, Spur Nr. 857 
wenig Nr. 857, 3 schwacher polare Stoffe 
wenig Nr. 857, 3 schwacher polare Stoffe 
Spur Nr. 557, 2-3 schwiicher polare Stoffe 
Spur Nr. 857, 2-3 schwacher polare Stoffe 
3-4 unbek. Stoffe, relativ schwach polar 
S 71 
S 71, wenig Cortison, S 74 
Cortison, S 74 
viel Cortison, S 74 
Cortison, Spur S 74, S 83 
wenig Cortison, S 83, S 84, S 85 
Spur Aldosteron, Spur Cortison, wenig S 83, S 85 
Aldosteron (ca. 2%), Spur Cortison, Spur XIII, wenig S 83 
Aldosteron (ca. 3-4%), Spur Y, Spur XIII, S 85, S 87 
Aldosteron (lo%), wenig Y, Spur XIII, S 85, S 87 
Aldosteron (10-15%), wenig Y, wenig XIII, S 85 
Aldosteron (4-5%), XIII, S 85, S 87, S 90 
Aldosteron (1-2%), viel XIII, S 85, S 87, S 90 
viel XIII, S 85, S 90 

ifber die nicht identifizierten, nur mit Nummern bezeichneten Stoffe sol1 spSiter 
berichtet werden. 

Priiparativ wurden aus dieser Verteilungschromatogaphie bisher u. a. die folgenden 
Kristalle gewonnen: 

Die Fraktionen 2-11 (total 2,263 g) gaben aus Ather-PetrolLther lange Nadeln. 
Das ganze Material dieser Fraktionen wurde im Molekularkolben bei 0,Ol Torr his 1900 
Badtemperatur destilliert (Ruckstand 280 mg). Das Destillat gab aus k h e r  470 mg rohe 
bzw. 380 mg reine Subst. Nr. 864 (vgl. spatere Mitteilung). 

Die Fraktionen 12-14 (total 3,025 g) enthielten viel Phenol3). Das vereinigte Mate- 
rial (3,025 g) wurde im Molekularkolben bei 0,Ol Torr destilliert. Bis 70° wurden 1,4 g 
reines Phenol erhalten. Bis 150° destillierten dann ca. 175 mg Material und von 150-2200 
420 mg. Letzteres gab aus Aceton-Ather 5 mg Adrenosteron, Smp. 213-217O; Ruckstand 
ca. 100 mg. 

l) Die nicht identifizierten Stoffe sind mit Nummern bezeichnet. Eigenschaften 

z, Die Fraktionen 84-89 enthielten ausserdem noch kleine Mengen einer reduzieren- 

3) Solches war wiihrend der Extraktion zur Desinfektion zugegeben worden. 

bzw. Farbreaktionen vgl. Tab. 6. Romische Zahlen entsprechen den Formeln. 

den Substanz, die sich noch etwas polarer verhielt als XIII. 
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Die Fraktionen 26-29 (zusammen 1,45 g) gaben aus Methanol-Ather 100 mg 11- 
Dehydro-corticosteron, Smp. 172-180O. 

Die Fraktionen 35-49 (zusammen 1,65 g) gaben aus Aceton-Ather ca. 0,2 mg 
Nadeln, die sich beim Erwiirmen bei ca. 200-260° in lange, diinne Nadeln umwandelten, 
Smp. 3OO-32Oo. 

Die Fraktionen 91-95 (zusammen 400 mg) gaben aus Aceton-Ather 39 mg rohes 
17-Oxycorticosteron (XIII). Die Mutterlaugen von Fr. 91 enthielten noch ca. l -Z% 
Aldosteron und diejenigen von 92 noch Spuren davon (Gewicht dieser zwei zusammen 
98 mg). 

Die weiteren Fraktionen enthielten Gemische der Substanzen D, C, V, E,  A usw. 
und wurden noch nicht getrennt. 

Die verwendete Kieselgursaule konnte nach Riickwaschen mit gleichen Losungs- 
mitteln in umgekehrter Reihenfolge, zuletzt mit Petroliither, gleich wieder fiir eine neue 
Charge Extrakt verwendet werden. Lediglich die oberste Schicht, in der das Konzentrat 
aufgebracht worden war, wurde entfernt. 

Zweite Verteilungschromatographie: Fur diese diente Cellulosepulver als Triger und 
das B 2-System vom Bush1), teilweise unter Erhohung des Toluolzusatzes. 

CeZlulosepuZwer : Das kiiufliche Material ( Whatman-Cellulosepulver) wurde heiss mit 
folgenden Losungsmitteln gewaschen, bis diese farblos abliefen und beim Abdestillieren 
keinen Ruckstand mehr hinterliessen : Chloroform, Athanol, Wasser, Athanol, Chloroform, 
Aceton. Es wurde dann im Vakuum getrocknet. 

PetrolLither: Wurde wie fruher gereinigt2). 
ToZuoZ: Kiiufliches, reines (S-freies) Toluol wurde mehrmals mit konz. H,SO,, dann 

rnit starker NaOH-Losung ausgeschiittelt und iiber Na destilliert. Wenn es iilter als 8 Tage 
war, musste es frisch iiber wenig Na destilliert werden. 

MethnoZ: Kiiufliches Methanol puriss. wurde frisch destilliert ; es konnte mehrere 
Wochen lang aufbewahrt werden. 

Liisungsmittelsystem: 666 cm3 Toluol, 333 cm3 Petroliither, 400 om3 Wasser und 
600 em3 Methanol wurden im Scheidetrichter gemischt. Die schwere Schicht wurde als 
ruhende und die leichte Schicht als bewegliche Phase verwendet. Fiir die Fortsetzung der 
Chromatographie wurde die leichte Schicht aus 750 cm3 Toluol, 250 em3 Petrolather, 
400 cms Wasser und 600 em3 Methanol verwendet. Es hat sich als unumganglich erwiesen, 
diese Gemische jeden Tag frisch herzustellen, da sonst vie1 zu hohe Blindwerte resultierten. 

Bereitung der Slide: Es wurde Saule Nr. 1 2, verwendet. 60 g gereinigtes Cellulose- 
pulver wurden mit 30 em3 schwerer Phase vermischt und auf einer Glasplatte mit breitem 
Spate1 gut verrieben, bis alle Knollchen gleichmiissig verteilt waren, und in geeigneter 
Menge leichter Phase energisch aufgeschiittelt, in die Saule eingefullt und gut eingepresst. 
Die Liinge der Schicht betrug dann 26 cm. Dann wurde mehrere Tage mit der leichten 
Phase laufengelassen (Geschwindigkeit ca. 5 cm3 pro Std.), bis pro 10 cm3 Filtrat beim 
Eindampfen nicht mehr als 0.3 mg Ruckstand verblieben. Es gelang nicht, diesen Blind- 
wert noch weiter herabzudriicken. Liinge der Schicht 26 em, Durchmesser 26 mm. 

Chromatographie: 324 mg der vereinigten Fraktionen 86-90 von Tab. 4 wurden in 
2 om3 schwerer Phase gelost (eine kleine Menge Material blieb ungelost) und mit 4 g 
gereinigtem Cellulosepulver vermischt auf die Siiule aufgetragen. Der kleine ungeloste 
Rest wurde nun noch mit 1 em3 schwerer Phase und 2 em3 Cellulosepulver aufgenommen 
und ebenfalls auf die Saule gegeben. Nach Auflegen einer Filterpapierscheibe wurden noch 
2 g Cellulosepulver mit 1 em3 schwerer Phase vermischt aufgegeben, gut gepresst und mit 
der leichten Phase chromatographiert. Laufgeschwindigkeit 8-9 cm3 pro Std., Temp. 20°. 
Alle Fraktionen wurden im Vakuum bei 35O Badtemperatur eingedampft. Fiir die Frak- 
tionen 34-44 wurde das Gemisch mit hoherem Toluolzusatz verwendet und von Fraktion 
45 an die leichte Phase eines Gemisches aus 10 Teilen reinem Benzol, 4 Teilen Wasser und 
6 Teilen Methanol. 

l) I .  E .  Bush, Biochem. J. 50, 370 (1952). 
*) H .  Hegediis, Ch. Tamm & T .  Reiehstein, Helv. 36, 357 (1952). 



Frak- 
tions- 
Nr. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 

26 
27 
28 
29 
30 

31 
32 
33 -+ 
34 
35 
36 
37 
38 

___ 

HELVETICA CHIMICA ACTA. 

Tabelle 6. 
Zwei te  Verteilungschromatographie y o n  NN 111. 

Jolumen 

15 
14,3 
16 
8 
12 
12 
16 
16 
16 
15 
13,5 
15,3 
17 
21 
22 
22 
22 
43 
42,5 
38 
42 
42 
44 
44 
45 

46 
47 
41 
41 
46 

46 
40 
30 

35 
38 
40 
35 
28 

Zeit 
in Std. 

2,5 
2 
2 
1 
1,5 
1,5 
2 
2 
2 
2 

2 
2 
2,5 

235 

5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 

5 
5 
5 
5 
5 

5 
5 
5 

5 
5 
5 
5 
5 

25 

23 

2 3  

2ewicht 
in mg 

Eindampfriickstand 

Papier- 
chromatogramm 

S 85 

S 85 

S85+S36 

s 85 

S 85 + wenig hoher 
polare Stoffe 

Spur I+ 
Spur XI1 ( ? )  

I + 3 weitere Stofft 

Habitus bzw. priiparatives 
Resultat 

amorph braun 
amorph braun 
amorph braun 
amorph braun 
amorph braun 
Korner (S 85 rein) 
Korner (S 85 rein) 
Spiesse 
amorph+ Spur krist. 
amorph zunehmend hellei 
amorph zunehmend hellei 
amorph zunehmend hellei 
amorph zunehmend hellei 
amorph zunehmend hellei 
amorph zunehmend hellei 
amorph zunehmend hellei 
amorph zunehmend hellei 
amorph zunehmend hellei 

19-21 wenig Nadeln, 

Krist. 
amorph + Spur krist. 
amorph+ Spur krist. 
Gallerte 

subl. 235-255" 

Gallerte 
amorph 
wenig kugelige Drusen 
amorph 
amorph 

amorph 
krist. nach Impfen 
krist. I 

k is t .  I 
krist. I 
krist. I 
krist. I 
krist. I 
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Tabelle 6 (Schluss). 

Frak. 
tione. 

39 
40 
41 
42 
43 
44 
-f 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 

tolumen 

30 
35 
37 
41 
36 
28 

41 
45 
45 
48 
49 
29 
42 
44 
44 
38 
28 
80 

100 
-- 

Zeit 
in Std. 

5 
5 
5 
5 
5 
5 

5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 

10 
14 

Gewicht 
in mg 

Eindampfriickstand 

Papier- 
chromatogramm 

I + 3 weitere Stoffe 

Habitus bzw. priiparative 
Resultat 

kkist. nach Impfen 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 

amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
kugelige Drusen 

Spur krist. 
amorph 
amorph 

F. 220-235' 

-f = Wechsel des Losungsmittels. 

Die in der vorletzten Kolonne bezeichneten Fraktionen wurden a18 Stichproben in 
Mengen von ca. 0,l mg im PapierchromatogSamm gepriift. 

Die Fraktionen 6-7 gaben aus Aceton-Ather ca. 6 mg farblose Korner, nach Papier- 
chromatogramm lag reine Subst. 85 vor (vgl. spatere Mitteilung). 

Die Fraktionen 19-21 gaben aus Aceton-Ather ca. 3 mg farblose Nadeh, die beim 
Erhitzen bei ca. 235-255' fortsublimierten, ohne zu schmelzen. UV.-Absorption: negativ, 
Reduktionsvermogen : negativ, NaOH-Reaktion : negativl). 

Die Kristalle aus den Fraktionen 53 - 54 erwiesen sich nach Papierchromatographie 
als unreine ,,Substanz C". 

Die Fraktionen 33-38 gaben aus Spur feuchtem Aceton mit Ather nach mehrstiin- 
digem Stehen bei 00 spontan Kristalldrusen. Die Fraktionen 32 und 39 gaben in gleicher 
Weise nach Impfen gleiche Kristafle. Smp. 104-107°, dann bei vorsichtigem weiteren 
Erhitzen langsam erstarrend mit zweitem Smp. bei 154-157O. Nach Papierchromato- 
gramm einheitliches Aldosteron. Die Hauptmenge war farblos. Die vereinigten Mutter- 
laugen (32-39) gaben wie oben nochmals eine reichliche Menge von Kristallen, die aber 
leicht gelblich gefarbt waren. Die Reinigung gelang am besten wie folgt: Die Rohkristalle 
wurden in Spur Aceton, das 10% Wasser enthielt, gelost, mit ca. 5facher Menge Ather 
versetzt und durch eine kleine Schicht gepresster Watte (ca. 3 mm dick und 5 mm lang) 
filtriert, die vorher gut mit Aceton-Ather gewaschen war. Dann wurde gut mit demselben 
Losungsmittel nachgewaschen. Das klare farblose Filtrat wurde auf ein kleines Volumen 
eingeengt und vorsichtig rnit Ather verdiinnt. Nach Impfen setzte die Kristallisation spfort 
ein. Sie wurde durch mehrstiindiges Stehen bei 0' und allmahlichen Zusatz von Ather 

1) I .  E.  Bush, Biochem. J. 50, 376 (1952). 
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vervollstiindigt. Dann wurde mit wenig Aceton-Ather (ca. 1 :lo), reinem Ather und Pentan 
gewaschen. Ausbeute an  Rohkristallen 22,5 mg. Diese wurden nochmals analog filtriert 
und umkristallisiert und gaben 21,8 mg analysenreines Material, Smp. wie oben. Die ver- 
bleibenden Mutterlaugen von Fr. 32-39 (27 mg) wurden mit Fr. 29-31 (7 mg) und 
40-41 (8 mg) vereinigt. Dieses Material diente zum Abbau mit NaJO, (siehe folgende 
Mitteilung). Die amorphen Fraktionen 42-45 dienten ebenfalls zum Abbau mit NaJO,. 

Trennung y o n  K o n z e n t r a t  a u s  NN V. Erste Verteilungschromatographie: Die 
26,5 g Konzentrat wurden auf derselben Kieselgursiiule genau gleieh chromatographiert 
wie NN 111. I n  Tab. 7 wird nur der Teil des Chromatogramms wiedergegeben, der fur die 
Gewinnung von Aldosteron wichtig war. 

Tabelle 7. 
Teil  d e s  e r s t e n  Ver te i lungschromatogramms von NN Vl). 

i'rak- 
'ions- 
Nr. 

64 
65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 

77 
78 
79 
80 

- 

- 

Losungsmittel 

Art 

Pe-Be (40:60) 
Pe-Be (38:62) 
Pe-Be (35 : 65) 
Pe-Be (35: 65) 
Pe-Be (35:65) 
Pe-Be (35:65) 
Pe-Be (35:65) 
Pe-Be (35 : 65) 
Pe-Be (35:65) 
Pe-Be (35: 65) 
Pe-Be (30: 70) 
Pe-Be (28:72) 
Pe-Be (28:72) 

Pe-Be (27 : 73) 
Pe-Be (25: 75) 
Pe-Be (20:SO) 
Pe-Be (20:SO) 

Menge 
in cm3 

1240 
980 

1480 
1170 
1155 
1145 
1135 
1160 
1010 
1140 
1150 
1145 
1140 

1140 
1140 
1125 
1120 

Menge 
in mg 

215 
147 
187 
93 
75 
68 
72 
42 
82 
90 
90 
80 
59 

70 
74 

118 
131 

Eindampfriickstand 

R8esultat nach Papier- 
chromatogramm 

-~ 

Cortison+ Subst. 5612 

Cortison, I ,  Y, hoher polare 

Cortison, I,Y, hoher polare 

I, Y, hoher polare (UV.-) 

I ,  Y, hoher polare (UV.-) 

wenig I, XIII, Y, hoher 
polare (UV.-) 

Prii- 
parativ 

Cortison 
Cortison 
Cortison 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 

Spur XI1 
XI11 
XI11 
XI11 
-- 

Bei diesem Chromatogramm wurden priiparativ bisher die folgenden Kristalle isoliert : 
Fr. 1-12 gaben Gemische, die noch nicht fertig getrennt sind. 
Die Fraktionen 15-23 (total 1,37 g) gaben aus Aceton-Ather 163 mg reines 11-Dehy- 

dro-corticosteron, Smp. 176 ~- 179O. 
Die Fraktionen 24-36 (total 1,71 g) gaben aus Aceton-Ather 222 mg reines Corti- 

costeron, 47 mg Kristallgemisch sowie 18 mg Nadeldrusen (noch nieht identifiziert). Die 
Mutterlauge (1,4 g) kristallisierte noch weitgehend ... 

Die Fraktionen 38-43 gaben aus Methanol-Ather 36 mg krist. ,,Subst. R". 
Die Fraktionen 59-66 (total 1,476 g) gaben aus Aceton-Ather 80 mg krist. Cortison. 
Die Fraktionen 78-81 (inkl. wenig Kristalle BUS Fr. 77) gaben aus Aceton-Ather, 

Die Fraktionen 82-84 gaben weitere 102 mg Kristalle von XIII ,  die aber bereits 
Methanol-Ather und Wasser 135 mg analysenreines 17-Oxycorticosteron (XIII). 

,,Subst. D" enthielten. 

l)  Abkiirzungen wie bei Tab. 4. 
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Die weiteren Fraktionen gaben wieder die schwer trennbaren Gemische von C, D, 
E, V usw. 

Auch die Fraktionen 44-58 gaben teilweise Kristalle, die aber noch nicht getrennt 
wurden. 

Nach Abtrennung einer kleinen Menge Krist. XI11 aus Fr. 77 wurde die Mutterlauge 
davon mit den amorphen Fraktionen 68-76 vereinigt (770 mg). Dieses braune Material 
wurde zur Vorreinigung in ca. 2-3 om3 Aceton gelost und mit ca. 100 cm3 abs. Ather 
(frisch dest.) versetzt, wobei eine geringe dunkelbraune, pulverige Fallung entstand, die 
abfiltriert und mit Aceton-Ather nachgewaschen wurde. Sie war frei von Aldosteron. Die 
klaren Losungen wurden bei 30° eingedampft und gaben 675 mg hellbraunes Harz, das 
wieder an der Cellulosesaule chromatographiert wurde. 

Zweite Chrmatographie von N N  V :  Fur diese diente eine gleiche Saule wie bei 
NN 111, aber folgendes System: Benzol-Petrolather-Methanol-Wasser (1 :1:1: 1)') wurde 
geschuttelt. 

Zur Bereitung der Saule wurde trockene gereinigte Cellulose rnit ihrem halben Ge- 
wicht an schwerer Phase impragniert. Weiter wurde genau gleich verfahren wie dort. Zur 
Elution der ersten 11 Fraktionen diente die leichte Phase des obigen Gemisches, fur  die 
Fraktionen 12-25 die leichte Phase eines Gemisches aus 1,2 Benzol, 0,s Petrolather, 
1 Methanol und 1 Wasser, fur die Fraktionen 26-42 die leichte Phase des Gemisches 
1,4:0,6:1:1 und fur die Fraktionen 43-50 die leichte Phase des Gemisches Benzol- 
Methanol-Wasser (1: l : l ) .  

Die Fraktionen 28-37 (zusammen 167 mg) gaben aus feuchtem Aceton-Ather wie 
oben 35 mg krist. Aldosteron. Die farblosen BlLttchen wurden bei ca. 115-125O opak und 
schmolzen erst bei 164-170O. Sic waren nach Papierchromatogramm mit dem Material 
aus NN I11 identisch. 

Die Mutterlaugen von 28-37 (132 mg) wurden rnit den teilweise kristallinen Frak- 
tionen 24-27 (34,5 mg) und Fr. 38 (28,5 mg) vereinigt. Dieses Material (195 mg) diente 
zum Abbau mit NaJO, (vgl. spiitere Mitteilung). Auch die amorphen Fraktionen 39-42 
wurden fiir sich mit NaJO, abgebaut, gaben aber nur Spuren Lacton Nr. 874. 

Die Fraktionen 43-44 waren amorph. Die Fraktionen 45-48 gaben Kristalle, die 
noch nicht untersucht wurden. Und die letzten Braktionen 49-50 gaben noch 10,3 mg 
amorphes Material. 

Aldos te ron:  Die aus feuchtem Aceton-Ather erhaltenen Blattchen zeigten, wie 
erwahnt, entweder einen Doppel-Smp., ca. 104-108O und nach langsamem Wiedererstar- 
ren ca. 154--158O, oder sie wurden bei ca. 115-125O nur opak und schmolzen dann erst 
bei ca. 164-170O. Zur Drehung und Analyse wurde einige Std. im Exsikkator ohne Va- 
kuum uber CaC1, getrocknet. [MI: = + 145,OO f 2O (c = 0,9896 in Aceton). 

9,902 mg Subst. zu 1,0006 em3; 1 = 1 dm; c.iz = + 1,435O & O,0Zo 2) 

Fur die wasserfreie Substanz berechnet sich daraus [a] := + 152,2O 2O in Aceton. 
3,286 mg Subst. 9 Std. bei 0,02 Torr und 50° uber P,O, getrocknet und im Schwein- 

chen eingewogen gaben 0,135 mg Gewichtsverlust. Das Gewicht blieb innerhalb der letzten 
Stunde innert 0,002 mg konstant. ( A .  P.). 

C,,H,,O,,H,O (378,45) Ber. H,O 4,76% Gef. H,O 4,11y0 
3,151 mg Subst. (trocken) gaben 8,046 mg CO, und 2,361 mg H,O (A .  P.)  

Das Praparat war aschefrei, S-freis) und N-frei3). 
C,lH,oO, (362,45) Ber. C 69,58 H S,34y0 Gef. C 69,68 H 8,39% 
C,,H,,O, (360,43) Ber. ,, 69,97 ,, 7,84% 

l) Verhaltnis der Volumina. 
,) Auf zwei Apparaten, Schmidt und Haensch, sowie Hilger, Standard- Polarimeter 

N K  111 gemessen, wobei derselbe Wert erhalten wurde. 
3, Quantitative Bestimmung. Wir danken Herrn Dr. H .  Gysel, CIBA Aktiengesell- 

schaft, Basel, auch hier fur diese Prufung, die mit 0,630 und 0,735 mg Kristallen ausge- 
fuhrt wurde. 
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Das Hydrat kristallisiert besonders schon aus wenig Aceton-Wasser (vgl. Photo)3.) 
in zu Drusen vereinigten flachen Nadeln oder langgestreckten Blattchen. Solche Kristalle 
zeigtcn bisher stets den Doppel-Smp. ca. 110-114° und dann ca. 153-157", wobei aber 
bei langsamem Erhitzen bei der tieferen Temperatur nicht immer vollstandiges Schmelzen 
eintrat. In  solchen Falle war der obere Smp. oft etwas hoher, die letzten Reste verschwan- 
den erst bei ca. 165O. 

Absorptionsspektren siehe theoret. Teil und Farbreaktionen bei Bestimmung von 
Aldosteron. 

21-Monoace ty l -a ldos te ron  (Nr. 867)  (11): 10,8 mg Aldosteronhydrat (rein) 
wurden bei 0,Ol Torr und 400 gut getrocknet, in 80mm3 abs. Pyridin gelost, rnit 53 mm3 
10-proz. Acetanhydridlosung in abs. Benzol versetzt und 17 Std. bei 20° stehengelassen. 
Dann wurde im Vakuum bei 200 eingedampft, der Riickstand in 3-4 cm3 frisch dest. 
Chloroform-Ather (I : 3) gelost und je einnial mit je 0,3 cm3 0,5-n. HCI, Wasser, 2-n. Soda- 
losung und zweimal mit Wasser gewasphen. Alle Waschlosungen passierten einen zweiten 
Scheidetrichter mit 2 cm3 Chloroform-Ather (1 : 3), wo sie nochmals ausgeschiittelt wurden. 
Die iiber Na,SO, getrockneten Chloroform-Ather-Losungen gaben beim Eindampfen 
13,4 mg Riickstand. Aus wenig Chloroform (ca. 0,2 em3) rnit Ather (ca. 0,4 em3) 6,3 mg 
reinstc Kristalle, Smp. 108-1990 aus den Mutterlaugen noch 1 , l  mg vom. Smp. 191- 
19P.  Die Mutterlaugen (6,O mg) enthielten nach Papierchromatographie neben wenig 
Diacetyl-aldosteron (111) und weiterem 11 vor allem freies Aldosteron. Der Stoff kristal- 
lisiert auch aus Aceton-Ather sehr gut in flachen Nadeln, Smp. 198-199", [K]: = + 121,7" 
f 3O (c = 0,7105 in Chloroform). 

7,11 mg Subst. zu 1,0006 em3; I = 1 dm; a: = +O,865O 
Bestimmt im Polarimeter von Schmidt & Huensch. Im Hilger-Apparat wurde ein merklich 
hoherer Wert (+ 136,70 f 3") gefunden, doch halten wir deli ersteren fur genauer. 

Tm Papierchromatogramm (Propylenglykol-Toluol) wandert 21-Monoacetyl-aldo- 
steron nur wenig rascher als 21 -Acetyl-cortison. 

D i a c e t y l - a l d o s t e r o n  (Nr. 8 6 9 )  (111): Praparativer Versuch. 3,8 mg Aldosteron- 
hydrat (reinst) wurden in 60 mm3 abs. Pyridin und 40 mm3 Acetanhydrid gelost (kurz 
auf 35O erwiirmt) und 16 Std. bei 22O stehengelassen. Aufarbeitung wie bei 11 gab 4,6 mg 
Rohprodukt, das an 250 mg alkalifreiem A1,03 chromatographisch in 28 Fraktionen zer- 
legt wurde. 

Die Fraktionen 1-12 (eluiert mit Petrolather-Benzol [2: 13, [l : 11 und [l : 21) gaben 
nur wenig achmierigcn Riickstand (= Verunreinigungen, verworfen). 

Die Fraktionen 13-14 (eluiert mit reinem Benzol) hinterliessen gar keinen Ruck- 
stand. 

Die Fraktionen 15--23 (eluiert mit reinem Benzol sawie Benzol-Ather [1:1]) gaben 
zusammen 2,7 mg Diacetyl-aldosteron (111) als farbloses !!as (Praparat Nr. 869). 

Die Fraktionen 24-27 (ca. 1,2 mg eluiert mit reinem Ather sowie Ather-Athylacetat 
(1 : 1)) gaben aus Spur Chloroform rnit Ather noch 0,7 mg reines 21-Monoacetyl-aldosteron, 
Smp. 193-195O. 

Diacetyl-aldosteron zeigte im Papierchromatogramm (Propylenglykol-Toluol) eine 
Wanderungsgeschwindigkeit etwa wie 11-Dehydro-corticosteron-acetat. Versuche, gut 
ausgebildete Kristalle zu erhalten, scheiterten. Beim Eindampfen des in wenig Methanol 
gelosten Materials ohne Warmemfuhr im Vakuum, wobei Abkiihlung voriibergehend auf 
ca. - loo eintrat, wurde der Riickstand kristallin erhalten. Er zeigte einen Smp. ca. 70°. 
1R.-Spektrum siehe theoret. Teil. 

Verseifung rnit KHCO,: 0,832 nig Diacetyl-aldosteron (Nr. 869) (111) wurden in 
kleiner Ampulle in 130 211111, reinstem Methanol gelost, mit der Losung von 1 mg KHCO, in 
35 mms Wasser versetzt, im Vakuum eingeschmolzen, 48 Std. bei 20° stehengelassen. Dann 
wurde im Vakuum bei 20° dasMethanol entfernt und zweimal mit je 3 cm3frisch dest. Chloro- 
form-Ather (1 : 3) ausgeschiittelt. Die zweimal mit je 0,2 em3 Wasser gewaschenen und iiber 
Na,SO, getrockneten Ausziige hinterliessen beim Eindampfen im Vakuum 0,62 mg Riick- 
stand. Aus Spur feuchtem Aceton-Ather (Impfen) ca. 0,3 mg reine Kristalle (flache Nadeln, 

0,03O 
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in Drusen), bei 1210 nur sinternd, dann wieder ganz fest mit Smp. 166-168O. Nach Papier- 
ehromatogramm (beide Systeme und 5 Farbreaktionen) identisch rnit Aldosteron. 

Die Verseifung von 21 -Monoacetyl-aldosteron gelang in gleicher Weise mit fast quanti- 
tativer Ausbeute. 

B e s t i m m u n g  d e r  Acety lgruppen  i n  Diaee ty l -a ldos te ron  d u r c h  Veres te -  
r u n g  m i t  CH,14COOH: l*C-CarbozyZ-Acetanhydrid: 0,3 cm3 Acetanhydrid und 100 mg 
wasserfreies 14C-Carboxyl-Na-Acetat1) mit 1 mC per mMol wurden im Einschlussrohr 
6 Std. auf 140O erhitzt. Dann wurde das Acetanhydrid im Vakuum abdestilliert. Es wurcle 
dabei ein ca. 60proz. Austausch erreicht, wie durch Messung der Aktivitiit von Acetyl- 
cortison festgestellt wurde, das mit 98% Ausbeutc mit dieser Probe Acetanhydrid be- 
reitet war. 

Messmethoden: Die Radioaktivitat wurde an praktisch unendlich diinnen Substanz- 
proben (< 0,l mg pro om2) rnit einem Zahlrohr rnit Glimmerfenster gemessen, unter An- 
wendung der ublichen Untergrund- und Koinzidenzkorrekturen. 

Die UV.-Absorption wurde in einem Hilger-Uvispek-Spectrophotometer in Quarz- 
zellen von 0,5 cm Schichtdicke und 1,5 cm3 Inhalt gemessen. Bei Acetylcortison wurde 
die Intensitat bei 238 mp und bei Aldosteron diejenige bei 240 mp verwendet. 

Die Tetrazoliumreaktion wurde in geringer Modifikation nach der Methode yon 2Madev 
& Buck2) ausgefuhrt. Die Absorptionen wurden nach 45 Min. bei 510 mp gemessen, wofur 
der obige Apparat verwendet wurde. Der bei reinem Alkohol erhaltene Blindwert wurde 
abgezogen. 

Verteilungschromatographie: Hiefur diente 15 g Kieselgur (Celite 545) mit 7,5 01113 

Methanol-Wasser (4:1) als ruhende Phase. Es wurde in eine Saule von 1 cm Durchmesser 
und 30 cm Lange gepackt. Benzol-Petrolather (Sdp. 80-100O) (1: 1 )  diente als bewegliche 
Phase zur Abtrennung von Diacetyl-aldosteron und Benzol-Petrolather (2: 1) fiir Acetyl- 
cortison. Zur Markierung der Front wurde den Steroiden eine Spur Sudanrot I11 zugesetzt. 
Nach Erscheinen der Front wurden mit einem mechanischen Fraktionensammler Frak- 
tionen von je 3 cm3 abgetrennt. I n  beiden Fallen erschien die Hauptmenge des Acetyl- 
derivats ca. 24 cm3 nach der Front. 

Ausjiihrung: 2 mg Cortison in 0,1 cm3 abs. Pyridin und 0,05 cm3 14C-Carboxyl- 
acetanhydrid 15 Std. bei 20O stehengelassen. Dann im Vakuum bei 0,001 Torr getrocknet. 
Ein kleiner Teil wurde im Papierchromatogramm gepruft, ob vollige Acetylierung ein- 
getreten sei. Es war weniger a18 2% Cortison anwesend. Das verbliebene Material wurde 
in  1 cm3 beweglicher Phase gelost, nach Zugabe von Sudanrot chromatographiert. In 
einem kleinen aliquoten Teil jeder Fraktion wurde die Radioaktivitat bestimmt. Die 
Fraktion rnit hochster Aktivitat sowie die vorherige und die anschliessende wurden ver- 
wendet. Diese 3 Fraktionen, welche die Hauptmenge des reinsten Acetats enthielten, 
wurden vereinigt und der Ruckstand auf einer Glasplatte unter dem Glimmerfenster- 
Zahler ausgewertet. Dann wurde es abgespult und aliquote Teile zur Messung der UV.- 
Absorption sowie Formazanfiirbung bei 510 mp verwendet. 

0,2 mg Aldosteron3) in 0,1 om3 abs. Pyridin und 0,05 cms 14C-Carboxyl-acetanhydrid 
wurden genau wie oben behandelt. 

Die Resultate wurden als Zahl der Stosse pro Absorptionseinheit berechnet. Da fur 
beide Acetylderivate genau dasselbe Verfahren benutzt wurde, ist das Verhaltnis dieses 
Wertes massgebend fur  die relative Anzahl von Acetylgruppen in beiden Stoffen. Dieses 
Verfahren ist moglieh, weil Diacetyl-aldosteron und Acetylcortison nahezu gleiche UV.- 
Absorption zeigen und auch die molekulnren Extinktions-Koeffizienten der Formazan- 
farbstoffe fast gleich sind. 

Reaultate: Gefunden wurde als Verhaltnis: Zahl der Stosse pro Einheit dcr opt. 
Dichte (E). 

l) Erhalten vom Radiochemical Centre, Amersham. 
a) W.  J .  Mader & R. R. Buck, Anal. Chem. 24, 666 (1952). 
3, Hiefiir diente das friihere) beschriebene amorphe Praparat. 
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Auf Grund der UV.-Messung: 
Diacetyl-aldosteron = 1750 f 150 (S.D.)l) 
Acetylcortison = 1012 400 
Relative Zahl der Acetylgruppen = 1,7 & 0,2 

Diacetyl-aldosteron = 1948 & 130 
Acetylcortison = 1025 & 20 
Relative Zahl der Aeetylgruppen = 1,90 & 0,l 

Obgleich die auf Grund der UV.-Absorption erhaltenen Werte etwas tief sind und ziemlich 
schwanken, ist es doch deutlich, dass Aldosteron zwei Acetylgruppen enthalten muss. Es 
ist moglich, dam der zu tiefe Wert durch Spuren von UV.-absorbierenden Verunreinigun- 
gen hervorgerufen wird. Die Formazanmethode liefert nach unseren Erfahrungen fast stets 
etwas geringere Blindwerte. 

Auf Grund des Reduktionsvermogens (Formazanbildung) : 

opt 
Dichtt 

Fig. 11. 
3 = Standardkurve fur Mo no-aeetoxysteroide (Cortexon-aeetat). 
2 = Standardkurve fiir Di-aeetoxysteroide ( l l a ,  2l-Diaeetoxy-l'i.a-oxy-pregnen-(4)-dion- 

3 = Standardkurve fiir Tri-acetoxysteroide (3a, 12~(,21-Triacetoxy-pregnanon-(20)). 
a = Amorphes Diaeetat 111, roh, 375 y ,  ber. auf Mo1.-Gew. 444,5. 
b = Amorplies Diacetat 111, chromatographiert, 409 y ,  ber. auf Mo1.-Gew. 444,5. 
c = Krist. Monoacetat 11, 200 y ,  ber. auf Mo1.-Gew. 402,5. 

(3,20) und 3.a, 21-Diacetoxy-pregnanon-(ll)). 

Kolor imet r i sche  Bes t immunga)  d e r  Acety lgruppen  i m  Monoace ty l -  u n d  
Diace ty l -a ldos te ron:  200-500 y Steroidester wurden in 1 em3 abs. Methanol mit 
2 em3 frisch bereitetem Hydroxylaminreagens 5 Min. stehengelassen, sodann mit 1 cm3 
verd. Salzsaure und 0,l em3 Ferrichloridlosung versetzt. Anschliessend wurde im Lumetron- 
Colorimeter bei 540 mp die Transmission gegen eine Blindlosung gemessen. I n  Fig. 11 

l) S.D. (Standard deviation) = mittlerer Fehler der Einzelmessung 

2) A. Zaffuroni, Recent Progress in Hormone Research 8, 78 (Academic Press Inc., 
New York 1953). 
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sind die Standardkurven 1, 2 und 3 von Mono-, Di- und Tri-acetoxysteroiden in molarer 
Konzentration gegen die opt. Dichte wiedergegeben. Die gefundenen Werte, b fur das 
amorphe, chromatographierte Acetat I11 und c fur das krist. Acetat 11, passen gut auf ein 
Diacetoxy- bzw. Monoacetoxy-Derivat. 

Tabelle 8. 
Verhalten von Aldosteron und  21 -Monoacetylaldosteron gegenuber Na-  

Wismutatl) .  

5 
10 
8 
8 

r Substanz 

13,85 0,246 13,5 
27,77 0,492 27,O 
19,s 0,003 0 s  
19,8 0,027 1,4 

Aldosteron (I) . . . . . . . . I 
21-Monoacetyl-aldosteron (11) . 

Cortison (XI) . . . . . . . . 
Acetylcortison . , . . . . . . i 

abziiglich 

4,43 1 11,7,) 1 0,217 11,9 
0,430 23,6 

4 
8 I 19.9 I 0 l o  

21,21-Dimethoxy-progesteron ( V I I )  aus  V I I I  und  aus  X I :  Fur diesen 
und die folgenden Versuche bewahrten sich folgende Bedingungen : 15 mg 21-Acetoxy- 
pregnadien-(4,16)-dion (VIII)3) vom Smp. 147-149O wurden mit 1 cm3 1-proz. HC1 in 
Methanol 1 Std. unter Ruckflus8 gekocht. Dann wurde mit 1 om3 Wasser versetzt, das 
Methanol im Vakuum abdestilliert und mit Chloroform-Ather (1 : 4) ausgeschiittelt. Die 
mit wenig Na,C03-Losung und Wasser gewaschenen und iiber Na,SO, getrockneten Aus- 
zuge wurden eingedampft. Der Ruckstand (14 mg, langsam kristallisierend) wurde zur 
Hydrolyse von Ketalgruppen mit 1 cm3 80-proz. Essigsaure 1 Min. leicht gckocht. Auf- 
arbeitung wie oben gab 14 mg Rohprodukt. Aus Ather-Petrolather 8 mg 21,21-Dimethoxy- 
progesteron (VII), Smp. 80-84O, Esch-Smp. mit authentischem Material bei 82-86O. 

15 mg 21-Acetyl-17-oxy-cortexon (,$-acetat") wurden wie oben behandelt und 
gaben neben wenig 17-Oxycortexon 7 mg Dimethoxy-progesteron (VII). Aus 50 mg Cor- 
tison wurden in gleicher Weise 30 mg reines ll-Keto-21,21-dimethoxy-progesteron (X) 
vom Smp. 160-163O erhalten. 

21 ,21-Dimethoxy-1  I/?-oxy-progesteron ( X I V ) :  60 mg 21-Acetyl-17-oxy- 
corticosteron wurden in 5 cm3 1-proz. HC1 in Methanol wie oben behandelt und gaben 
61 mg neutrales Rohprodukt. Aus Aceton-Ather 22 mg 17-Oxg-corticosteron (XIII), 
Smp. 217-221O. Die Mutterlauge (39 mg) wurde an 1,2 g A&O, chromatographiert. Die 
mit Benzol-Ather und reinem Ather eluierten Anteile (30 mg) gaben aus Aceton-Petrol- 
ather 27 mg farblose, viereckige Prismen, Smp. 133--134,5O, [E]: = + 219,OO 2O (c = 

0,9497 in Chloroform). 
9,63 mg Subst. zu 1,014 cm3, 1 = 1 dm; = + 2,08O 0,02O 

3,846 mg Subst. gaben 9,944 mg CO, und 3,095 mg H,O (OAB) 
C2zH3405 (390,50) Ber. C 70,74 H 8,78% Gef. C 70,56 H 8,89% 

Zur Analyse Trocknung 3 Std. bei 60° uber P,O,. 

I) Diese Versuche wurden von Herrn R. W. H .  Edwards (London) ausgefiihrt, dem 
auch hier bestens dafiir gedankt sei. 

a) Auf Monohydrat berechnet. 
s, Wir dankenHerrnDr. W. Yoser, CIBA-AktiengadZschaft, Basel, fiirdieses.Prilparat. 



1198 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

Die Substanz reduzierte alkalische Silberdiamminlosung nicht, gab aber mit konz. 
H,SO, wie 17-Oxycorticost,eron eine gelbe Losung, die grun fluoreszierte. 

Subs t .  Nr. 870 u n d  Subs t .  Nr. 871  a u s  Aldos te ron:  3 mg Aldosteronhydrat 
wurden mit 1 em3 1-proz. HCl in Methanol eine Stunde gekocht. Die Aufarbeitung wie 
oben gab 2,66 mg neutrales Rohprodukt. Auch nach Impfen mit VII, X und XIV trat  
keine Kristallisation ein. Es wurde an 100 mg alkalifreiem A1,0, in 5 Fraktionen zerlegt. 

Tabello 9. 

Petrolather-Benzol (1 : 1) 
Benzol 

&her 
Pithylacetat 

Benzol-lfther (1 : 1) 

k'rak- 
tions-Nr. 

Spur 194-210O Drusen 
+ +  185-210° Nadeln 
+ 
Spur 196-222" Nadeln 
+ +  196-206° Drusen 

Losungsmittel 
I Eindampfriickstand 

1~ I Smp. der Rohkristallc I Me 

*) + + bedeutet ca. 0,5-1 mg, + bedeutet ca. 0,l-0,5 mg. 

Die Eindampfruckst,aiide waren zuerst amorph. Nach ca. 4 Wochen hatte sich in 
Fraktion 1 und in Fraktion 5 je eine Kristalldruse gebildet. Impfen der Fraktionen 2-4 
mit dem Kristallkeim aus Fr. 1 gab aus Ather Kristalle. Sie waren im Vakuum unzersetzt 
sublimierbar. Daher wurden alle Kristalle ails den Fr. 1-4 vereinigt und im Molekular- 
kolben bei 0.03 Torr und 160° sublimiert. Das Sublimat gab aus Ather zucrst ca. 0,2 mg 
Subst. Nr. 870 in farblosen, zu Drusen vereinigten Nadeln, Smp. 216-222O, und aus der 
Mutterlauge noch Nadeln (Smp. 222-226O) und Drusen (Smp. 180-192O). Die vereinigten 
Kristallmutterlaugen aus Fr. 1 -4 wurden ebenfalls bei 0,03 Torr destilliert. Das Destillat 
gab noch etwas Kristalle, Smp. 168-172". 

Die in Fraktion 5 abgeschiedene Druse wurde mit Aceton-Ather, dann rnit Ather 
gewaschen (Smp. 196-206O). Auch diese Rohkristalle liessen sich bei 0,03 Torr und ca. 
165O sublimieren. Das Subliniat gab aus Ather durch Einengen eine aus gerade abgeschnit- 
tenen Stiibchen gebildete Druse, ca. 0,2 mg, Smp. 192-196" (Nr. 871). Daneben wurden 
wenige grobe Prismen, Smp. I 94-200°, erhalten. Auch die Mutterlauge dieser Kristalle 
liess sich bei 0,03 Torr und 165O praktiseh vollstandig dcstillieren. 

E i n w i r k u n g  v o n  HC1 o d e r  Ess igsaure  auf  Aldos te ron:  Fur die in Tab. 3 
(theoret. Teil) erwahntcn Versuche wurden je 20 y Aldosteron in 5 em3 des angegebenen 
Losungsmittels gelost. Nach beendeter Einwirkung wurde in den Versuchen b) und d) je 
5 em3 Wasser zugegebeu und das Gemisch dreimal mit Chloroform ausgeschuttelt. I n  den 
anderen Versuchen wurde direkt ausgeschiittelt. Die klarzentrifugierten Chloroform- 
losungen wurden im Vakuum eingedampft und der Ruckstand auf Papier im B5-System 
von Bush1) chromatographiert. Alle durch die Saurewirkung entstandenen Produkte 
(ausser Spuren) wanderten in diesem System fast mit der Front, sie zeigten UV.-Absorp- 
tion und gelbe Fluoreszenz, nach Erhitzen mit NaOH, aber kein oder schwaches Reduk- 
tionsvermogen. Die Summe der UV.-Absorptionen von unverandertem Aldosteron + Zer- 
setzungsprodukte entsprach jeweils ungefahr der eingesetzten Menge von 20 y. 

I n  vier weiteren Versuchen wurden noch je 20 y Aldosteron wie folgt behandelt : 
i) Gelost in 0,25 em3 Chloroform, 0,9 em3 Methanol, 0,08 em3 Wasser und 0,05 em3 

konz. HCI und 48 Std. bei 20" stehengelassen. Dann im Vakuum rasch eingedampft und 
Ruckstand im B5-System chromatographiert. 

k) Gelost in 1 em3 Methanol, 0,l em3 Wasser und 0,05 em3 konz. HCl. Weiter wie i). 

l) I .  E. Bush, Biochem. J. 50, 370 (1952). 
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m) Gelost in 1 cm3 Wasser, 0,05 cm3 konz. HC1,4 Std. bei 20° stehengelassen. Dann 
zweimal mit Chloroform ausgeschiittelt, Chloroformlosung im Vakuum eingedampft und 
Ruckstand im B5- System chromatographiert. 

n) Gelost in 0,5 em3 Wasser und 0,025 em3 konz. HCl, weiter wie m). 
Als Vergleich wurden je 20 y Cortison (XII) entsprechend den Versuchen h), k) und 

m) angesetzt. 
Nach der angegebenen Zeit war in allen vier Versuchen nur noch ca. 10% unver- 

andertes Aldosteron nachweisbar. 
E i g e n s c h a f t e n  des  H a u p t p r o d u k t e s ,  das m i t  HCl i n  Wasser  e n t s t e h t :  

0,45 mg Aldosteronhydrat wurden in 5 ema Wasser gelost, mit 0,5 om3 konz. HC1 versetzt 
und 72 Std. bei 200 stehengelassen. Dann wurde im Vakuum eingedampft und der Riick- 
stand fur  papierchromatographische Trennungen verwendet. Zum Nachweis des Haupt- 
produktes war das B3-System von Bush (1. c.) gut brauchbar. Das oben genannte Reak- 
tionsgemisch gab in diesem System ausser einem schwachen Fleck an der Startlinie (un- 
verandertes Aldosteron) nur einen gut sichtbaren Hauptfleck ; dessen Wanderungs- 
geschwindigkeit zwischen Acetylcortison und Acetyl-17-oxycortexon (,,&Acetat") betrug 
ca. 0,5 vom letzteren. Dieser Hauptfleck zeigte positive UV.-Absorption, aber kein Re- 
duktionsvermogen. Er hemmte sogar die Bildung des hellblauen Hintergrundes, der mit 
alkalischer Blautetrazoliumlosung irnmer langszm entsteht, und war dann als weisser Fleck 
auf hellblauem Grund gut sichtbar. Auf Grund dieser Farbreaktionen und der genau 
gleichen Laufstrecke diirfte der Hauptfleck mit Nr. 871 identisch sein. Nr. 870 zeigte eine 
vie1 grossere Laufgeschwindigkeit (ca. 0,9 von Acetylcortexon), aber ebenfalls positive 
UV.-Absorption ohne Reduktionsvermogen. 

Biologische W i r k s a m k e i t  v o n  Aldos te ron  (I), 21  -Monoace ty la ldos te ron  
(11) u n d  Diace ty la ldos te ron  (111) ,im 24Na-42K-Tes t  n a c h  Simpson & Tui t ' ) .  
Die Resultate von 6 ausgewogenen Versuchen mit steigenden Dosen von Cortexon und 
Aldosteron werden in Tab. 10 wiedergegeben. 

Tabelle 10. 

~ 

1,5; 3,O 0,015; 0,030 
1,O; 2,O; 4,O 
1,25; 2,50; 5,OO 
1,25; 2,50; 5,OO 
2,O; 4,O 0,Ol ;  O,02; 0,04 

0,Ol; 0,02; 0,04 
0,0125; 0,025; 0,050 
0,0125; 0,025; 0,050 

Verabreichte Dosis in y pro Ratte 
Cortexon 1 Aldosteron 

107 
102 
108 
145 
117 

90-133 
61-172 
69-174 
83-319 
81-162 

1,O; 2,O; 4,O 0 , O l ;  0,OZ; 0,04 146 
arithmet. Mittel 

0,21 I 
0,35 
0,32 
0,41 
0,21 

I 1  -- 

I 
I I 
I 

90-301 0,42 
-10,32 * 0,0375d 

21-Monoacetylaldosteron (11) wurde mit 0 , 0 1 5 ~  und 0,03 y pro Ratte an je 8 Tieren analog 
gepriift, rnit freiem Aldosteron zum Vergleich in denselben Dosen ebenfalls an je 8 Tieren. 
Es ergab sich, dass 1 y freies Aldosteron 1,25 y 21-Monoacetylaldosteron entsprach (FLs) 
(P=0,05) : (0,88--2,14). Das Verhaltnis ist somit ahnlich bei Acetylcortexon und Cortexon 
(dort wurde 1,35 gefunden)l) sowie bei Acetylcortison und Cortison (lJ4). 

l) S. A .  Simpson & J .  3'. Tuit, Endocrinol. 50, 150 (1952). 
2, Verhaltnis der Wirksamkeit in y Cortexon entspr. 1 y Aldosteron. 
.) Fiducial Limits (P = 0,05) = Fiduzialgrenzen in-y Goitexon entspr. 1 y Aldosteron. 
4)  Index of precision = Prazisionsindex = 

Streuung = 
b Winkel der Regressionslinie * 

5, (SE) = Standard Error = mittlere Streuung = ~ 

v n  . 



1200 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

Diacetylaldosteron wurde in Dosen von 0,3 und 0,6 y an je 8 Ratten gepriift im 
Vergleich zu freiem Aldosteron in Dosen von 0,Ol; 0,02 und 0,04 y an je 8 Ratten. Es 
war in beiden Dosen wirksam. 1 y Aldosteron entsprach 136 y Diacetylaldosteron (FL') 
(P = Ox05j:73-2O0). Dies stimmt gut mit dem von Mason u. Mitarb.cj gefundenen Wert 
von 100 uberein. 

Die Mikroanalysen wurden im Mikrolabor der Organisch-chemischen Anstalt, Basel 
(Leitung E. Thornmen) (OAB), bei Herrn A .  Peisker, Brugg (A.P. )  sowie im Mikrolabor 
der Cf BA-AktiengeseElsehaft (Leitung Dr. H. CyseE) (Gyj ausgefuhrt. 

Z u s a m  men f a s sung. 

und seine Eigenschaften werden beschrieben. 
Die Bestimmung von Aldosteron, Reine Isolierung in Kristallcn 

The Middlesex Hospital Medical School, London W. I, 
Forschungslaboratorien der CIBA-AktiengeseZEsc~u~t, Basel, 

Orgsnisch-chemische Anstalt der Universitat, Rasel. 

139. Die Konstitution des Aldosterons. 
n e r  Bestandteile der Nebennierenrinde und verwandte Stoffe. 

92. M i t t e i l ~ n g ~ ) ~ )  

von S. A. Simpson, J. F. Tait, A. Wettstein, R. Neher, J. v. Euw, 
0. Schindler und T. Reichstein. 

(26. IV. 54.) 

Uber die Isolierungb)") und Konstitutionsermittlungd) des Aldo- 
steronsd)e) ist in vorlaufigen Mitteilungen berichtet worden. Einzel- 
heiten iiber die Isolierung, die Eigenschaften und einige Derivate 
dieses Hormons sind in der 91. Mitteilung dieser Reihe angegeben 
worden. Hier wird iiber die Resultate der Konstitutionsermittlung 
eingehender berichtet. 

Die Analysee) des Aldosterons passte auf die Formel C,,H,,O, -f 
H,, wobei sich C,,H,,O, durch Abbau als richtig erwies4). Aldosteron 
zeigte im UV. die fi ir  A 4-3-Ketosteroide typische 
Ausserdem besass es stark reduzierende Eigenschaften und lieferte mit 
Na-Wismutat ein Mol Formaldehyda)e), was fur das Vorliegen einer 
Ketolgruppe - CO - CH,OH spricht. Die Porter-Silber-Reaktion 5 ,  fie1 

l) Fiducial Limits (P = 0,05) = Fiduzialgrenzen in y Cortexon entspr. 1 y Aldosteron. 

3, Die mit Buchstaben bezeichneten Fussnoten siehe bei den Formeln. 
*) Wegen der Kostbarkeit des Materials konnten von den hier genannten Stoffen 

nur wenige der Verbrennungsanalyse unterzogen werden. Aus demselben Grunde musste 
von Doppelbestimmungen abgesehen werden. 

2) 91. Mitt.q. 

5,  C. C.  Porter L R. H.  Silber, J. Biol. Chem. 185, 201 (1950). 




