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filtriert, das Filtrat eingedampft (Badtemperatur hochstens 50%) und in einer geeigneten
Menge 70-proz. Alkohol aufgenommen. Ein aliquoter Teil, entsprechend ca. 1000
counts per min., wurde ohne weitere Reinigung papierchromatographiert!). Auf den ent-
wickelten und getrockneten Papierchromatogrammen wurden mittels eines speziell kon-
struierten Geiger- Miller-Zihlrohres die radioaktiven Flecken quantitativ ausgewertet?).
Bs soll speziell noch einmal darauf hingewiesen werden, dass bei der Herstellung von
Homogenaten, mit denen diese Hydroxylierung ausgefihrt werden soll, jede Anwendung
von Druck irgendwelcher Art (Gewebepresse, dicht sitzender Homogenisator) vermieden
werden muss.

SUMMARY.

The capacity of rat liver homogenates for the metabolism of
different free bile acids has been established. The inhibition by dif-
ferent substances is discussed. Some conditions for the 7a-hydroxy-
lation of tauro-desoxycholic acid have also been investigated.

Ich danke Herrn Prof. Dr. Sune Bergstrom fiir die Unterstiitzung und die wert-
vollen Anregungen und Diskussionen zu dieser Arbeit.

Diese Arbeit ist von ,,Statens Medicinska Forskningsrad‘’, ,,Knut och Alice Wallen-

bergs Stiftelse’ und ,,Magn. Bergvalls Stiftelse’* unterstiitzt worden, wofiir auch an dieser
Stelle bestens gedankt sei.

Medizinisch-Chemisches Institut der Universitit Lund,
Schweden.

227. Die Isolierung von 3a,17a,21-Trioxy-pregnanon-(20)
(THS) aus menschlichemm Harn
von J.P. Rosselet, L. Overland, J. W, Jailer und S. Lieberman.
(7. IX. 54.)

Tm Verlauf unserer Untersuchungen iiber die Ausscheidung von
Nebennierenrinden-Hormonen und ihrer Umwandlungsprodukte im
Urin wurde in solchem von zwei Patientinnen mit Cushing’s Syndrom
ein neues reduzierendes Steroid isoliert und als 3«,17«,21-Trioxy-
preguanon-(20), das Tetrahydro-Derivat von Reichstein’s Substanz S
(THS), charakterisiert. Uber die Isolierung dieser Substanz aus
menschlichemm Harn ist kiirzlich von zwei verschiedenen Arbeits-
gruppen berichtet worden.

Nach oraler Verabreichung von 2,4 g (800 mg/Tag) 17a,21-Dioxy-pregnandion-
(3,20) (Dihydro-Derivat von Substanz 8) isolierten Unrgar und Mitarbeiter?) aus dem
Urin einer 66jahiigen Frau mit Gelenkrheumatismus 1,5 mg THS. Auf die Anwesenheit
dieser Substanz im Urin einer Patientin mit Nebennieren-Carcinom wurde von Touchstone

1) J. Sjévall, Acta Chem. Scand. 8, 339 (1954).

2y 8. Bergstrom & U. Gloor, Acta Chem. Scand. 8, 1373 (1954).

3) F. Ungar, J. W. Davis, H. Rosenkrantz & R. I. Dorfman, J. Biol. Chem. 207, 375
(1954).
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und Mitarbeitern!) hingewiesen. Auf Grund papierchromatographischer Untersuchungen
schétzten sie die tagliche Ausscheidungsmenge an THS auf 12 mg. Diese Autoren fanden
ferner diese Verbindung im menschlichen Harn nach oraler Verabreichung von Sub-
stanz S%).

Extraktion und Isolierung, die zur Konstitutionsermittlung die-
ser Substanz fihrten, geschahen wie folgt: 24-Std.-Harn beider Pa-
tientinnen wurde mit f-Glucuronidase versetzt und die dabei frei-
gesetzten Steroide mit Chloroform extrahiert. Die neutralen Riick-
stande der Chloroformextrakte wurden acetyliert und das so erhaltene
Acetat-Gemisch an Al,O, nach der Methode von Lakshmanan & Lie-
berman®) chromatographiert. Jede der 150 Fraktionen wurde mit
,,Blautetrazolium‘4)®) (BT) auf mogliches Reduktionsvermogen ge-
priift. Die Farbintensititen BT-positiver Fraktionen wurden auf die-
jenigen von Cortexonacetat von bekanntem Gehalt bezogen und die
so berechneten Mengenwerte graphisch gegen Fraktionsnummern auf-
gezeichnet. Die beiden acetylierten Extrakte gaben dabei vergleich-
bare Kurven. In beiden Fillen konnten zwei Hauptbanden (I und II)
beobachtet werden, welche in den Chromatogrammen gleiche oder
dhnliche Fraktionsnummern besetzten. Solche Fraktionen wurden
dann weiter durch Farbreaktionen, IR.- und H,SO,-Spektren, physi-
kalische Eigenschaften und chemische Abbaureaktionen charakteri-
siert.

Die erste Patientin, K. §., war eine 49jihrige Frau mit erwiese-
nem Cushing’s Syndrom auf Grund eines Nebennieren-Carcinoms.
Thre Ausscheidung an 17-Ketosteroiden gab bei der Aufnahme in das
Spital zwischen 6,7 und 10,4 mg/Tag variierende Werte (Zimmermann-
Reaktion®)). Die Werte fiir 17-Oxycorticoide schwankten zwischen
7,6 und 17,7 mg/Tag (Porter-Silber-Reaktion?)). Chromatographie des
acetylierten Extraktes lieferte fiir Bande I 11,2 mg BT-reduzierendes
Material und fiir Bande 11 16,7 mg.

Die zweite Patientin, M. §., war eine 37jihrige Frau mit einem
durch Nebennieren-Carcinom verursachten klagsischen Cushing’s Syn-
drom. Die Ausscheidungswerte an Steroiden betrugen bei der Aut-
nahme 57,5 mg/Tag an 17-Ketosteroiden und 16,5 mg/Tag an 17-
Oxycorticoiden. Chromatographie des acetylierten Urin-Extraktes
ergab fiir Bande I 3,4 mg BT-reduzierendes Material und fiir Bande 11
4,4 mg.
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In beiden ¥Fallen deutefe die TR.-spektroskopische Analyse des
Materials in Bande II auf ein Gemisch der Diacetate von 3a,17«,21-
Trioxy-pregnandion (11,20) (THE) und 3«,118,17«,21-Tetroxy-preg-
nanon-(20) (THF).

IR.-Analyse des Materials in Bande I beider Chromatogramme
wies auf ein und dieselbe Substanz hin. In der ,,Fingerprint-Region*‘
jedoch schien das Spektrum dieser Substanz von unseren Standard-
Spektren bekannter Harncorticoide verschieden zu sein, so dass eine
IR.-spektroskopische Identifizierung unméoglich war. Absorptions-
banden bei 1750—1756 em—! und 1729-—-1732 cm~! deuteten auf die
Anwesenheit einer 21-Acetoxy-20-Keton-Gruppierung. Die Hydro-
xylbande bei 3600 cin—! deutete auf eine unacetylierte OH-Gruppe,
wahrscheinlich in C-11 oder C-17. Die Abwesenheit der charakteristi-
schen Bande bei ca. 1675 cm—! bewies, dass kein «,f8-ungesittigtes
Keton vorlag. :

Das in Bande I beider Chromatographien vorgefundene Material
kristallisierte aus Ather-Ligroin in farblosen Nadeln vom Smp. 201
bis 203° (K. 8.) bzw. 199—203° (M. §.). Ein Gemisch beider schmolz
bei 201 —205°. Beide gaben positive Formaldehyd-1) und Porter-Silber-
Reaktionen. Da letztere Reaktion nur fiir solche Substanzen positiv
ist, die am C-17 des Corticoidgeriistes eine OH-Gruppe tragen, war
die Anwesenheit einer solchen Gruppierung somit bewiesen. CrOj;-
Oxydation der unbekannten krist. Substanz gab ein 17-Keton, 3a-
Acetoxy-atiocholanon-(17), welches durch IR.-Spektren, Smp. und
Misch-Smp. mit authentischem Material identifiziert wurde.

Obige Befunde erlaubten, auf ein Pregnanderivat mit einer 3a-
Acetoxygruppe (CrO,;-Oxydation und IR.-Spektren), einer 17«-Hy-
droxylgruppe (Porter-Silber-Reaktion und IR.-Spektren), einer o-
Ketolgruppierung (BT-, Formaldehyd-Reaktionen und IR.-Spektren)
und keiner weiteren Sauerstoffunktion im Steroidgeriist (CrO,-Oxy-
dation), zu schliessen. Es lag somit nahe, anzunehmen, dass die aus
dem Harn isolierte und in Bande I beider Chromatogramme gefun-
dene, unbekannte Substanz das Tetrahydro-Derivat von Reichstein’s
Substanz S war.

Diese Substanz wurde kiirzlich von Ungar & Dorfman?) be-
schrieben, welche sie durch in-vitro-Reduktion von 17«,21-Dioxy-
pregnandion-(3,20) (DHS) in Leberhomogenaten herstellten. Fiir das
Diacetat ihrer Substanz fanden diese Autoren einen Smp. von 201
bis 206°, Drs. Ungar und Dorfman sandten uns in freundschaftlicher
Weise eine Probe ihres in-vitro-Reduktiongproduktes. Ferner wurde
THS durch NaBH,-Reduktion von DHS2?) nach der Methode von

1) W.H, Daughaday, H.Jaffe & R. H. Williams, J. Clin. Endocrinol. and Metabolism
8, 166 (1948).

2) F. Ungar & R. I. Dorfman, Am. Soc. 76, 1197 (1954).

3) Von Dr.@Q. Rosenkrantz, Syntex 8. 4., Mexico City, in freundlicher Weise {ihergehen.
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Solovey und Mitarbeitern?) dargestellt. Beide, das in vitro bioche-
misch und das chemisch dargestellte Reduktionsprodukt, waren nach
Acetylierung untereinander und mit der von uns aus dem Harn iso-
lierten Substanz in Smp., Misch-Smp., IR.- und H,SO,-Spektren
identisch.

Die Vermutung, dass das im Urin ausgeschiedene THS ein Um-
wandlungsprodukt von Reichstein’s Substanz S sein konnte, wurde
in einem in vivo durchgefiihrten Experiment gepriift. Zu diesem
Zweck wurde einer dritten Patientin, V. D., einer bilateral adrenal-
ektomierten 29jdhrigen Frau mit vorgeschrittenem Brustkrebs, wih-
rend drei Tagen 400 mg/Tag Reichstein’s Substanz S per os verab-
reicht. Der gesamte wihrend diesen drei Tagen und den folgenden
zwei ausgeschiedene Urin (21,2 1) wurde zunichst vier Tage mit f-
Glucuronidase hydrolysiert und mit KEssigester ausgeschiittelt. Der
verbliebene wisserige Anteil wurde hierauf mit H,S0O, versetzt und
bei kontinuierlicher Extraktion 48 Std. hydrolysiert. Die neutralen
Riickstéinde beider Ausziige wurden vereinigt und acetyliert. 1/; des
so erhaltenen Materials wurde an Al,O; nach der ,,gradient‘‘-Eluie-
rungsmethode?} chromatographiert. Es wurden dadurch 12 mg BT-
reduzierendes Material erhalten, welches durch Smp., Misch-Smp.,
IR.- und H,S80,-Spektren als THS-Diacetat identifiziert wurde.
CrO;-Oxydation lieferte wie erwartet 3u-Acetoxy-dtiocholanon-(17).
Die insgesamt ausgeschiedenen Mengen THS liessen sich auf Grund
von BT-Werten und der durch Kristallisation tatsichlich erhaltenen
Menge zu 60 bzw. 50 mg (b9, Ausbeute) berechnen.

Die Isolierung relativ bedeutender Mengen THS aus dem Urin der
Patientinnen K. 8. und M. 8. gibt Anlass zu folgenden Uberlegungen.
Auf Grund bekannter Tatsachen liber den Katabolismus der Steroid-
Hormone ist es logisch, anzunehmen, dass diese Substanz ein Um-
wandlungsprodukt von Reichstein’s Substanz S ist, einer Verbindung,
die aus Nebennierenextrakten3)?) isoliert wurde und vermutlich auch
im venésen Blut der Nebenniere vorkommt?). THS ist ebenfalls nach
Verabreichung entweder von Substanz S oder von DHS®) aus dem
Urin isoliert worden. Die Ausbeuten an dabei ausgeschiedenem THS
waren im Vergleich zu den verabreichten Mengen der genannten Vor-
laufer sehr gering. Obwohl es unméglich ist, aus den fiir THS gefun-
denen Werten jene der Vorlidufer zu berechnen, ist anzunehmen, dass

S und/oder DHS in diesen Patientinnen durch die kranken Neben-
1 A. H. Solovay, A. 8. Deutsch & T. F. Qallagher, Am, Soc. 75, 2356 (1953).
) 7. K. Lakshmanan & 8. Lieberman, L. c.
3) 1. Reichstein & J. v. Buw, Helv. 21, 1197 (1938).
4} W.J. Haines, Recent Progress in Hormone Research 7, 255 (Academic Press
Inc., New York 1952).
5) Q. 1. Farrell & B. Lamus, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 84, 89 (1953).
8) F. Ungar, J. W. Davis, H. Rosenkrantz & R.I. Dorfman, loc. cit.
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nieren in ausserordentlichen Mengen gebildet werden. Da Reichstein’s
Substanz 8, soweit bekannt, nur geringe biologische Wirksamkeit be-
sitzt, sind die physiologischen Folgen einer aussergewohnlich hohen
Produktion dieser Substanz durch die Nebennieren schwer zu beur-
teilen. Im Kohlenhydrat- und Proteinstoffwechsel wurde diesem Be-
standteil der Nebenniere keine biologische Aktivitit zugeschrieben.
Obwohl Fajans und Mitarbeiter!) im Mineralstoffwechsel bei gesun-
den Minnern nach intramuskulirer Injektion von 200 —400 mg Sub-
stanz S keine Wirksamkeit beobachteten, berichten Olinton & Thorn?)
und Masson und Mitarbeiter3) iiber eine solche Wirksamkeit. Ferner
hat Selyet) gefunden, dass Substanz S in ihrer Fahigkeit, in Ratten
neben toxischen Wirkungen auf die Nieren und das kardiovasku-
lare System auch Odeme hervorzurufen, dem Cortexon #dhnlich ist.
Diese beobachtete Wirksamkeit auf den Mineralstoffwechsel kann mit
dem klinischen Befund bei den Patientinnen X. 8. und M. 8. in Ver-
bindung gebracht werden. Beide zeigten zur Zeit der Versuche allge-
meines Odem. Das Erscheinen eines Odems kann natiirlich nicht nur
der Anwesenheit aussergewohnlicher Mengen von Reichstein’s Sub-
stanz S zugeschrieben werden, da unbekannte Mengen Aldosteron,
das auf den Mineralstoffwechsel wirksamste Hormon, wahrscheinlich
auch ausgeschieden worden sein diirften. Wie einerseits aus dem
klinischen Bild und anderseits aus den im Urin ausgeschiedenen
Mengen an THE-THF-Gemisch ersichtlich ist, diirfte Hydrocorti-
son, dessen schwach wirksame Eigenschaften auf den Mineralstoff-
wechsel bekannt sind, ebenfalls in bedeutenden Mengen gebildet
worden sein. Diese Werte (16 mg fir K. 8. und 4 mg fir M. S.)
iiberschreiten jedoch die beobachteten Normalwerte (1—6 mg/Tag)
nur wenig?®).

Moglicherweise ist das Auftreten aussergewdhnlicher Mengen
gebildeter Substanz S bei diesen Patienten auf eine Stérung der
biosynthetischen Prozesse innerhalb der Carcinome zuriickzufiihren.
Der Uberschuss an vorritigen Vorldufern (Pregnenolon, Progesteron
usw.) bewirkt vielleicht, dass die zur Bildung von Hydrocortison
notige Hydroxylierung an den Kohlenstoffatomen 11, 17 und 21
nur unvollstindig vor sich geht®) und dass somit Endprodukte wie
17x-Oxy-progesteron, 118-Oxy-progesteron oder wie in unserem Fall
17«,21-Dioxy-progesteron (Substanz S) gebildet und von dem Carci-
nom abgesondert werden.

1) 8. 8. Fajans, L. H. Lovis & J. W. Conn, J. Lab. Clin. Med. 38, 911 (1951).
2y M. Clinton & G. W. Thorn, Science 96, 343 (1942).
3) G. M. C. Masson, A.C. Corcoran & I. H. Page, Endocrinol. 46, 441 (1950).
4) H. Selye, Symposium on Steroids in Experimental and Clinical Practice (Editor
A. White), p. 15, 1951 ; Philadelphia, Pa., The Blakiston Co.

5) B. Baggett, J. H.Glick jr. & R. A. Kinsella jr., J. Clin. Invest. 31, 615 (1952).
) Cf. 8. Lieberman & 8. Teick, J. Clin. Endocrinol. and Metabolism {3, 1140 (1953).
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Experimenteller Teil.

Alle Smp. sind auf dem Kofler-Block bestimmt worden und korrigiert. Substanz-
proben zur Drehung wurden 1 Std. bei 0,1 Torr und 659, zur Analyse 10 Std. bei 0,1 Torr
und 100° getrocknet. Al,O, zur Chromatographie wurde von Alkali befreit!) und 4 Tage
einer konstanten relativen Feuchtigkeit von 649, - 1% ausgesetzt?). Der H,0-Gehalt des
so behandelten Al,O; betrug 7,5% 4 0,5%. Die IR.-Spektren wurden von Frau William
M. Furman auf einem Perkin-Elmer-Spektrophotometer ,,double-beam‘‘, Modell 21, auf-
genommen. H,SO,-Spektren wurden nach der Methode von Zaffaront?®) aufgenommen.

Extraktion der Urinproben. Urin K. 8. 1000 cm?® einer taglichen Ausscheidung
von 1600 cm® wurden mit Acetat-Pufferlésung auf pH 4,5 gebracht, mit 300000 E.4)
eines aus Leber bereiteten B-Glucuronidase-Priiparates®) versetzt und 48 Std. bei 37°
stehengelassen. Das Gemisch wurde hierauf dreimal mit dem halben Volumen CHCI,
ausgeschiittelt und die CHCl;-Extrakte der Reihe nach zweimal mit je 50 cm3 H,0, 50 cm?
kalter 1-n. NaOH und schliesslich mit Wasser neutral gewaschen. Uber Na,SO, getrocknet
und im Vakuum eingedampft, lieferten die vereinigten Extrakte einen braunen Riick-
stand, der 284 mg wog. Die Zimmermann-Reaktion deutete auf einen Gesamtwert von
21,3 mg Ketosteroiden, die Porter-Silber-Reaktion auf einen solchen von 23,0 mg 17-
Oxycorticoiden.

Urin M. S. Diese Probe wurde in genau gleicher Weise wie fiir Urin K. S. beschrie-
ben, aufgearbeitet. Der Harn von 24 Std. (1070 cm3) lieferte in diesem Fall 247 mg
dunkelbraunen Extrakt, der gemiss Zimmermann-Reaktion 83 mg Ketosteroide, nach
Porter-Silber-Reaktion 16,5 mg 17-Oxycorticoide enthielt.

Urin V. D. 21,21 Urin (Gesamtausscheidung von 5 Tagen; siehe Theoretischer Teil)
wurden mit Acetat-Pufferlssung auf pH 5,0 gebracht, mit 750000 E. f-Glucuronidase-
Priparat versetzt, 4 Tage bei 379 stehengelassen und hierauf dreimal mit dem halben
Volumen Essigester ausgeschiittelt. Die Essigester-Losungen wurden der Reihe nach mit
H,0, kalter 1-n. NaOH und schliesslich mit H,O neutral gewaschen (diese Waschlésungen
wurden mit dem ausgeschiittelten Urin zur Weiterverarbeitung vereinigt; siehe weiter
unten). Uber Na,SO, getrocknet, lieferten die vereinigten Extrakte nach Eindampfen
im Vakuum 2,16 g dunkelbraunen, ¢ligen Riickstand (Extrakt V. D. I). Die Zimmermann-
Reaktion deutete auf einen Gehalt von 98,5 mg Ketosteroiden, die Porter-Silber-Reaktion
auf einen solchen von 96,2 mg 17-Oxycorticoiden hin.

22,6 1 Urin-Gemisch aus obiger Enzymspaltung wurden mit 2500 cm? einer 50-proz.
H,S0,-Losung (1/9 Vol.) versetzt, worauf der Sauregehalt einer ca. 1,8-n. Losung ent-
sprach. Das Gemisch wurde hierauf im Kutscher-Steudel-Extraktionsapparat kontinuier-
lich mit Ather extrahiert. Die mit H, 20, kalter 1-n. NaOH und schliesslich mit H,O neutral
gewaschenen vereinigten Ausziige lieferten nach Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen
im Vakuum 1,21 g braunes Ol, das gemass Zimmermann-Reaktion 34,2 mg Ketosteroide
und geméss Porter-Silber-Reaktion 21,4 mg 17-Oxycorticoide enthielt (Extrakt V. D. II).

Die verbliebene wiisserige Phase aus der Séurespaltung wurde mit obigen Wasch-
l6sungen vereinigt, 30 Min. unter Riickfluss erhitzt und mit dem halben Volumen Ather
ausgeschiittelt. Die wie oben gewaschenen und getrockneten Ausziige lieferten nach Ein-
dampfen 138 mg Riickstand, der nach Zimmermann-Reaktion noch 7,7 mg Ketosteroide
enthielt (Extrakt V. D. III).

Acetylierung der gespaltenen Urinextrakte. Extraki K.S. 284 mg roher
Extrakt wurden viermal mit 20 cm® Benzol getrocknet, im CaCl,-Exsikkator iiber Nacht
stehengelassen und hierauf mit 2 em?® abs. Acetanhydrid in 4 cm?® abs. Pyridin acetyliert.

1) J.v. Buw, A. Lardon & T. Reichstein, Helv. 27, 1292 (Fussnote 2) (1944).

2y T. K. Lakskmanan & 8. Lieberman, loc. cit.

3) A. Zaffaront, Am. Soc. 72, 3828 (1950); siche auch 8. Bernstein & R. H. Lenhard,
J. Org. Chem. I8, 1146 (1953).

4y Fishman Einheiten; cf. P. Talaly, W. H. Fishman & C. Huggins, J. Biol. Chem.
166, 757 (1946).

5) Praparat von Warner-Chilcott Laboratories, New York, N. Y,
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Nach 30stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde das Gemisch bei 30 im Vakuum
zur Trockene eingedampft, in Essigester aufgenommen und je zweimal mit wenig 2-n.
HCl, 2-n. Sodalésung und H,0 gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft
(iibliche Aufarbeitung). Das so erhaltene rohe, dunkelbraune Acetat-Gemisch wog 262 mg.

Extrakt M. 8. 247 mg Extrakt wurden wie oben getrocknet und acetyliert. Ubliche
Aufarbeitung lieferte 255 mg dunkelbraunen Riickstand.

Eaxtrakt V. D. 637 mg Rohextrakt (1/; der vereinigten Extrakte V. D. Iund V. D. II)
wurden mit 3,5 cm? abs. Acetanhydrid in 6 cm3 abs. Pyridin acetyliert und nach 30stiindi-
gem Stehen in iiblicher Weise aufgearbeitet. Dabei wurden 576 mg rohes, dunkelbraunes
Acetat-Gemisch erhalten.

Chromatographische Trennung obiger Acetat-Gemische. Acetat-Gemisch
K. 8. 262 mg rohes Gemisch wurden in 10 em?® Benzol-Ligroin-(1:1)-Gemisch, das 0,2%,
Alkohol enthielt, gelést und an 10 g Al,O; nach der ,,gradient'-Eluierungsmethode chro-
matographiert, wobei V, = 800 cm® Benzol-Ligroin-(1:1)-Gemisch, 0,2%, Alkohol ent-
haltend; ¢, = 69 Alkohol in Benzol-Ligroin-(1:1)-Gemisch; R, == 0,33 cm®Min.; R, =
2,50 cm®/Min. Es wurden 150 Fraktionen zu je 5 cm?® gesammelt, wovon je 1 cm?® zur
Priifung auf Reduktionsvermégen gegeniiber ,,Blautetrazolium®* entnommen wurde.

Die Fraktionen 16—26 (bei einer Alkoholkonzentration von 0,38 —0,40%, eluiertes
Volumen von 55 cm?) enthielten BT-reduzierendes Material, das einer Menge von 6,9 mg
entsprach. Die Substanz wurde aus Ather-Ligroin kristallisiert und lieferte 6,5 mg Na-
deln vom Smp. 201 —205%; Porier-Silber- und Formaldehyd-Reaktionen positiv.

Die Fraktionen 36--51 (bei einer Alkoholkonzentration von 0,43—0,479%, eluiertes
Volumen von 75 cm?) enthielten gemiss ,,Blautetrazolium‘‘-Reaktion 10,1: mg reduzieren-
des Material. Die Porter-Silber- und Formaldehyd-Reaktionen deuteten auf 9,4 mg bzw.
12,6 mg Material. In Vergleichschromatogrammen mit bekannten Nebennieren-Hormo-
nen und ihren Umwandlungsprodukten wurde festgestellt, dass die Diacetate von 3e,.
174,21-Trioxy-pregnandion-(11,20) (THE) und 3a,118,17a,21-Tetroxy-pregnanon-(20)-
(THF) bei entsprechenden Alkoholkonzentrationen eluiert wurden. Die IR.-Spektren
deuteten in Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung darauf hin, dass das eluierte Mate--
rial in der Tat ein Gemisch von THE und THF war.

Die Fraktionen 96--110 und 118132, in welchen sich Cortison und Hydrocorti-
son, falls anwesend, hatten befinden miissen, gaben negative BT-Reaktionen.

Acetat-Gemisch M. S. 255 mg Gemisch wurden in 10 cm?® des oben beschriebenen
Losungsmittelgemisches gelést und unter denselben Bedingungen chromatographiert.

Die Fraktionen 16—26 (bei einer Alkoholkonzentration von 0,38—0,40%, eluiertes
Volumen von 55 cm?) enthielten gemiss ,,Blautetrazolium®-Reaktion 3,2 mg reduzieren-
des Material, welches, aus Ather-Ligroin kristallisiert, 3 mg farblose Nadeln vom Smp.
2022059 lieferte. Porter-Silber- und Formaldehyd-Reaktionen waren positiv.

Die Fraktionen 40—53 (bei einer Alkoholkonzentration von 0,45—0,499, eluiertes
Volumen von 70 cm?) enthielten nach ,,Blautetrazolium‘‘-Reaktion 4,1 mg reduzierendes
Material. Die Porier-Silber- und Formaldehyd-Reaktionen deuteten auf 4,6 bzw. auf 5,8 mg
Material. Das aus diesen Fraktionen erhaltene Material wurde durch IR.-Analyse eben-
falls als ein Gemisch der Diacetate von THE und THF identifiziert.

Kristalle der Fraktionen 16—26 beider Chromatogramme wurden, da Smp., Misch-
Smp., IR.- und H,S0,-Spektren identisch waren, vereinigt und aus Ather-Ligroin um-
kristallisiert. Frhalten wurden 9,5 mg farblose Nadeln vom Smp. 201--2069°; [oz]2D5 =
4+789 4- 30 (¢ = 0,882 in Methanol)!).

8,82 mg Subst. zu 1,000 em?, I = 1 dm; o% = +0,54° - 0,02°

Diese Substanz konnte mit dem Diacetat von 3e,17u,21-Trioxy-pregnanon-(20)
(THS) durch direkten Vergleich (Smp., Misch-Smp., IR.- und H,S0,-Spektren) einerseits
mit der von Drs. Ungar und Dorfman zur Verfiigung gestellten Substanzprobe und ander-
seits mit dem aus DHS durch NaBH,-Reduktion erhaltenen Produkt identifiziert werden..

1) F. Ungar & R.I. Dorfman, L c., fanden einen Drehungswert von +77° (in
Methanol).
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CrO,-Oxydation. 6 mg des isolierten Materials vom Smp. 201 —206° wurden in 1 cm?®
Eisessig gelost, portionenweise mit insgesamt 0,2 ecm?® einer 1-proz. CrO;-Eisessig-Losung
(2 mg Cr0,) versetzt und 12 Std. bei 20° stehengelassen. Das Gemisch wurde hierauf im
Vakuum eingedampft, in Chloroform-Ather (1:3) aufgenommen, mit 2-n. H,80,, 2-n.
Sodaloésung und H,0 gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Es wurden
dabei 4,5 mg gelbes, dliges Oxydationsprodukt erhalten, das nach Filtrieren durch wenig
ALO, farblos war. Kristallisation aus Ather-Ligroin lieferte nach Impfen mit authenti-
schem 3a-Acetoxy-atiocholanon-(17) 3 mg Kristalle. Umkristallisation aus demselben
Losungsmittelgemisch gab 2,5 mg Kristalle vom Smp. 91 —93°. Misch-Smp. mit authen-
tischem Material keine Depression. Die IR.-Spektren beider Substanzen bewiesen ihre
Identitat.

Acetat-Gemisch V. D. 576 mg Acetat-Gemisch wurden in 10 cm® Benzol-Ligroin-
(1:1)-Gemisch, das 0,29, Alkohol enthielt, gelost und an 10 g AL,O, unter den fiir Extrakt
K. 8. angegebenen Bedingungen nach der ,,gradient’‘-Eluierungsmethode chromatogra-
phiert und in 150 Fraktionen zu je 5 cm® getrennt.

Die Fraktionen 21 —28 enthielten 7,8 mg ,,Blautetrazolium‘‘-reduzierendes Mate-
rial, das nicht weiter untersucht wurde.

Die Fraktionen 33—39 gaben einen ,,Blautetrazolium“-Wert von 12,5 mg rohes
THS-Diacetat, Smp. 198 —201°. Umbkristallisieren aus Ather-Ligroin lieferte 10 mg Na-
deln vom Smp. 201—2059; Misch-Smp. mit authentischem Material ebenso; die IR.-
und H,S0,-Spektren waren identisch mit denen des authentischen Materials. Cr0O,-Oxyda-
tion lieferte wie erwartet 3a-Acetoxy-atiocholanon-(17) vom Smp. 92—94°, das ebeufalls
noch mittels TR.-Spektrum identifiziert wurde.

Reduktion von21-Acetoxy-17a-oxy-pregnandion-(3,20) (DHS-Acetat)
mit NaBH,. 500 mg (1,34 mMol) DHS-Acetat wurden in 36 cm? reinstem Methanol
gelost. Zu dieser Losung wurde unter Stickstoff ein Gemisch von 12 cm® Methanol,
0,4 cm® 2-n. NaOH und 1,2 cm? einer 0,06-m. NaBH,-Losung in Pyridin unter sténdigem
Riihren zugegeben. Die Reaktion wurde nach genau 10 Min, durch Zugabe von 3 em?
konz. HCI gestoppt. '/, des Methanols wurde im Vakuum abdestilliert und das Gemisch
einmal mit 250 cm3? und zweimal mit je 100 cm?® Egsigester ausgeschiittelt. Die der Reihe
nach mit 2-n. HCl, 2-n. Sodalésung und mit H,O gewaschenen Essigesterlosungen hinter-
liessen nach Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen im Vakuum 382 mg kristallinen
Riickstand, der mit 3 cm3 Acetanhydrid in 4,5 cm?® Pyridin 27 Std. acetyliert wurde.
Ubliche Aufarbeitung gab 392 mg Kristallgemisch, das an 20 g AL,O, chromatographiert
wurde. Zum Nachwaschen dienten fiir jede Fraktion je 10 cm® Benzol- und Benzol-
Alkohol-Gemische. :

Die mit 0,6% Alkoholgehalt eluierten Fraktion=n lieferten 122 mg kristallines Ma-
terial, das bei 198 —203° schmolz. Umkristallisieren aus Ather-Ligroin lieferte 104 mg
farblose Nadeln, Smp. 201 —206°; [a]zg = +74% + 2° (¢ = 1,12 in Methanol).

11,2 mg Subst. zu 1,000 cm®; I = 1 dm; o5 = +0,83° - 0,02°
CpsH, O (434,8)  Ber. C 69,09 H 8819%  Gef. C 69,03 H 9,03%

CrO4-Ozydation. 50 mg des obigen Reduktionsproduktes v.m Smp. 201 —206° wur-
den in 2 cm?® Eisessig gel6st, portionenweise mit 0,7 cm? einer 2-proz. CrOs-Eisessig-
Losung (14 mg Cr0,) versetzt und 20 Std. bei Zimmertemperatur stehengelassen. Ubliche
Aufarbeitung lieferte 28 mg farbloses 01, das durch wenig Al,0, filtriert 25 mg farbloses
0l gab, welches aus Ather-Ligroin nach Impfen mit authentischem 3«-Acetoxy-itiocho-
lanon-(17) sofort kristallisierte. Die 19 mg reine Substanz schmolzen bei 92939, Misch-
Smp. mit authentischem Material ohne Depression. Das IR.-Spektrum bestitigte die
Identitdt mit der Vergleichssubstanz.

Die Analyse wurde im Mikroanalytischen Laboratorium (Leitung: Mr. L. M. Fran-
cone), Research Division, American Cyanamid Co., Pearl River, ausgefiihrt.

Diese Arbeit wurde zum Teil vom US. Public Health Service (grant no, A-110 C)
und durch ein Institutional Grant der American Cancer Society unterstiitzt.
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SUMMARY.

The isolation of a new adrenocortical metabolite from the urine
of two women suffering from Cushing’s syndrome due to adrenal
carcinoma has been described. The substance has been characterized
as 3a,17a,21-trihydroxypregnane-20-one (tetrahydro Compound $S;
THS). Since it was isolated after f-glucuronidase hydrolysis of the
urines, this metabolite was apparently excreted in the form of its
glucuronoside conjugate. The possible relationship between the oc-
curence of THS in the urine of these patients with Cushing’s syn-
drome and the excessive edema they exhibited has been noted. In
addition THS has been isolated in 59, yield from the urine of a
bilaterally adrenalectomized patient to whom Reichstein’s Compound
S was administered orally.

Departments of Biochemistry
and of Obstetrics and Gynecology,
College of Physicians and Surgeons,
Columbia University, New York, N.Y.

228. Zur Kenntnis des Dampfdrucks von Quecksilber(II)-chlorid
von R. Ruf und W. D. Treadwell.
(11. IX. 54.)

Der Dampfdruck von Salzen mit Molekelgittern beansprucht
vom physikalischen Standpunkt aus besonderes Interesse als Mass
fiilr die Gitterkrifte. Energetisch relativ einfache Verhé#ltnisse sind
beim Quecksilber(II)-chlorid zu erwarten, da hier die lineare Struktur
der Molekel des Gaszustandes!) auch im Bau des XKristalls?) vor-
kommt. Der Dampfdruck dieses Salzes ist bereits von mehreren
Autoren im Temperaturbereich von t = 60 — 300° (entsprechend
1/T = 0,003 —0,0017) bestimmt worden. Eine Zusammenstellung von
einigen besonders wichtigen Werten im log p, 1/T-Diagramm zeigt
Fig. 3.

Altere Messungen von K. Stelener und G. Niederschulted), die
statisch und durch Bestimmung des Gewichtsverlustes bei Mit-
fithrungsversuchen im Bereich von 60-300° gewonnen wurden,
passen gut in die Gerade von Fig. 3, ebenso wie die statisch gewon-

1) Vgl. L. Pauling, The Nature of the Chemical Bond, 2. Ed., S. 89 (1940).
2) Vgl. A. F. Wells, Structural Inorganic Chemistry, S. 148 (1945).
3) K. Stelzner & Q. Niederschulte, Verh. d. D. Phys. Ges. 7, 159 (1905).





