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side chain, the structure of which has been established by synthesis.
Pharmacological tests revealed that the introduection of a carbonyl
or hydroxy group in position 10 of the dextro series of morphinans
causes a marked decrease in the antitussive activity. The correspond-
ing derivatives of the laevo series have almost entirely lost their anal-
gesic activity.
Wissenschaftliche Laboratorien der
F. Hoffmann-La Roche & Co. AG., Basel.

239. Isolierung und Konstitutionsermittlung weiterer
Pregnanverbindungen aus Nebennieren.
Uber Steroide, 144. Mitteilung?)
von R. Neher und A. Weittstein.
(13. X. 56.)

Bis heute sind nicht weniger als 26 Pregnanderivate aus Neben-
nieren gewonnen worden?), darunter die genuinen Hormone Progeste-
ron, Hydrocortison, Cortison, Corticosteron, 11-Dehydro-corticoste-
ron, Cortexon, 17«-Hydroxy-cortexon und Aldosteron. Die fritheren
Arbeiten zur Isolierung von Aldosteron aus Nebennierend) weiter-
fithrend, haben wir nun die zahlreichen bei uns vorhandenen amorphen
Steroid-Fraktionen systematisch auf die Anwesenheit weiterer Ver-
bindungen gepriift, vorerst besonders solcher mit stéirkerer Polaritit
als Cortison. .

Im Folgenden berichten wir?) iiber die Isolierung von 9 Pregnan-
derivaten, deren Konstitution aufgeklirt werden konnte. Vier der-
selben erwiesen sich als bekannte Steroide, die bisher nicht aus den
betreffenden Nebennieren erhalten worden waren, b stellen unseres
Wissens neue Verbindungen dar. Schliesslich beschreiben wir die von
uns frither erwdhnte?) Isolierung von 44-118-Hydroxy-androstendion-
(3,17) aus Nebennieren. Mit den neuerdings gewonnenen Substanzen
steigt die Gesamtzahl der aus Nebennieren isolierten Steroide auf 41,
diejenige der Pregnanderivate auf 34.

Es standen Fraktionen aus 7 Aufarbeitungens:) von total 5,17
Tonnen tiefgefrorenen Rinder- bzw. Schweine-Nebennieren des Han-

1y 143. Mitt. s. J. Heer &> K. Hoffmann, Helv. 39, 1820 (1956).

2) Vgl. A. Wettstein, Verhandl. deutsch. Ges. innere Med. 62, 214 (1956).

3) S. A. Simpson, J. F. Tait, A. Wettstein, R. Neher, J.v. Buw & T. Reichstein,
Experientia 9, 333 (1953); dieselben Autoren mit 0. Schindler, Helv. 37, 1163 (1954).

4) Vorlaufige Mitt. s. A, Wettstein, Verhandl. Schweiz. Naturforsch. Ges., 136. Jah-
resversamml, vom 22. IX. 56 in Basel, Vortrag im Druck.

5} A. Wettstein & G. Anner, Experientia 10, 397 (1954).

53} Diese Extraktionen wurden in der Pharma-Betriebsabteilung der CIBA AG.
ausgefiihrt, wofiir wir den Herren Dr. F. Locher und Dr. M. Sutter bestens danken.
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dels zur Verfiigung, ferner Fraktionen aus vereinigten Aufarbeitungen
von Homogenaten ausinsges. etwa 100 kg frischen Rinder-und Schweine-
Nebennieren, welche mit Cortexon inkubiert worden waren®). Die
Fraktionen stammten teils von der 1. Verteilungschromatographie an
Kieselgur, wie sie bei der Isolierung von Aldosteron angewandt wur-
de?®), teils von weiteren Chromatographien an Silicagel oder Cellulose.
Die erste Sichtung erfolgte durch griindliche papierchromatographi-
sche Analyse?), die weitere Anreicherung der interessant erscheinenden
Anteile durch Silicagel- und priparative Papierchromatographie?),
wobei alle Reinigungsoperationen laufend durch analytische Papier-
chromatogramme verfolgt wurden. Die anfallenden Mengen der Rein-
substanzen waren im Allgemeinen sehr gering, d. h. etwa 1/;, oder
weniger des Aldosteron-Gehaltes.

Solange auf der Suche nach neuen Nebennieren-Stoffen diese
nicht in kristallisierter Form anfielen, war es anfangs oft schwierig zu
beurteilen, ob tatsichlich neue oder bereits bekannte Verbindungen
vorlagen. Durch Kombination ausgewihlter Loésungsmittelsysteme
und Indikatoren bei der Papierchromatographie gelang aber die Iden-
tifizierung von Mikromengen aller bisher in den Nebennieren entdeck-
ten Steroide und einigen weiteren Verbindungen dhnlicher Polaritat
mit einem hohen Grad von Wahrscheinlichkeit, ohne dass zunichst
Schmelzpunkte, IR.-Spektren oder andere Kriterien bendtigt wurden.
Es steht ausser Frage, dass diese fiir eine vollstindige Identifizierung,
wie sie jeweils mit den Reinsubstanzen vorgenommen wurde, unum-
ginglich sind.

Als papierchromatographische Systeme wurden diejenigen von
Zaffaroni®), von Bush?) und von Eberlein & Bongiovannil®) bzw. Vari-
anten davon in der bei uns {iblichen, absteigenden Ausfiihrungsform?)
verwendet. Der Nachweis der einzelnen relativ stark polaren Neben-
nieren-Substanzen erfolgte durch ihre UV.-Absorption im Bereiche
von 240 mg, durch ihr Reduktionsvermdégen gegeniiber Blautetra-
zolium?®)11) oder Silberdiammin!2), ferner durch die Fluoreszenzen
nach Natronlauge-°) und Phosphorsiure-Behandlung?)!?). Da die
iiblichen Rf-Werte trotz formal gleicher Ausfiihrung von Ort zu Ort

%) a) A. Wettstein, F. W. Kahnt & R. Neher, CIBA Found. Colloquia on Endocrinol.
8, 170 (1955); b) F. W. Kahnt, R. Neher & A. Wetlstein, Helv. 38, 1237 (1955).

) R. Neher & A. Weltstein, J. Clin. Investig. 35, 800 (1956); E. von Arx & R. Neher,
Helv. 39, 1664 (1956).

8) A. Zaffaroni, Recent Progr. Hormone Res. 8, 51 (1953); R. B. Burton, A. Zaffa-
ront & K. H. Keutmann, J. biol. Chemistry 188, 763 (1951).

%) 1. E. Bush, Brit. Med. Bull. 10, 229 (1954); Biochem. J. 50, 370 (1952).

10) W. R. Eberlein & A. M. Bongiovanni, Arch. Biochemistry 59, 90 (1955).

11y 3,3-Dianisol-bis-4,4’-(3, 5-diphenyl)-tetrazolium-chlorid, W.J. Mader & R. R.
Buck, Anal. Chemistry 24, 666 (1952).

12) A. Zaffaroni, R. B. Burton & E. H. Keutmann, Sci. 111, 6 (1950).

13) R. Neher & A. Wettstein, Helv. 34, 2278 (1951).
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oft betrichtlich variieren, stellten wir auf die relativen Wander-
geschwindigkeiten gegeniiber bekannten Corticosteroiden, wie z.B.
Hydrocortison (Reichstein’s Substanz M), ab (Ry-Werte). Die einzel-
nen Substanzen wurden dann charakterisiert durch ihre Stellung in
Chromatogrammen unter Verwendung von 6—7 verschiedenen Lo-
sungsmittel-Systemen, d.h. durch 6 -7 Ry-Werte und durch das Er-
gebnis der genannten Nachweis-Reaktionen (s. Tab. 1).

Zur raschen Identifizierung und iibersichtlichen Anordnung be-
nutzen wir mehrere graphische Schemata, welche die Nebennieren-
Verbindungen gruppenweise gemiss ihrem Reduktions- und UV.-
Absorptionsvermégen nmfassen. Darin sind die Kurven anfgezeichnet,
welche sich ergeben, wenn man die Ry-Werte jeder einzelnen Verbin-
dung in den verschiedenen LoOsungsmittelsystemen miteinander ver-
bindet. Auf diese Weise lisst sich sofort ablesen, welches System oder
welche nacheinander angewandten Systeme sich am besten fiir die
Trennung bestimmter Substanzen oder Substanzgruppen eignen. Es
gind dies diejenigen Systeme, die moglichst grosse Unterschiede in

/B DT FHU; Bs C  C4° EBW"

0A32\‘

res

19
Fig. 1.

Relative Stellung polarer, reduzierender und UV.-absorbierender Nebennieren-Steroide

bezogen auf Hydrocortison (M) = 1,0 bei der absteigenden Papierchromatographie mit

verschiedenen Losungsmittelsystemen (vgl. Tab. 1 und experiment. Teil). A 1—A 44

bezeichnen in dieser Arbeit beschricbene Verbindungen, die weiterhin durch die
romischen Zahlen ihrer Formelbilder gekennzeichnet sind.



Volumen xxx1x, Fasciculus viI (1956) - No. 239. 2067

den Ry-Werten gewihrleisten. Wegen Platzmangel wird hier nur ein
golches Schema in Fig. 1 beispielsweise wiedergegeben.

Als wertvoll erwies sich auch der Vergleich der relativen Wander-
geschwindigkeit einer unbekannten Substanz in freier und in acety-
lierter Form gegeniiber entsprechenden bekannten Verbindungen (s.
Tab. 2). Auf diese Weise konnte oft rasch beurteilt werden, ob ein
Acetoxy-, ein Hydroxy-acetoxy- oder ein Polyacetoxy-steroid vorlag,
was Folgerungen auf die Stellung der Hydroxylgruppen zuliess, ins-
bes. in Kombination mit Farbreaktionen (z. B. nach Porter-Silber)14).

Tabelle 2.
Rgoae.-Werte*)
Systeme
Verbindung F/Be-CHCL i
| | T |, |y

Cortison-acetat (XXV) . . . . . . . 0,42
S-Acetat . . . . . . . . . .. .. 0,93
Corticosteron-acetat . . . . . . . . 1,00 | 1,00 1,00 1,00 | 1,00
11-Dehydro-corticosteron-acetat . . .| 1,39 1,64
Cortexon-acetat . . . . . . . . . . 1,54
Cortexon (I) . . . . . . . .. .. 1,20
Aldosteron-21-monoacetat . . . . .| 0,51
Aldosteron-diacetat . . . . . . . . 1,27
Ays-Diacetat (XIIT) . . . . . . . -1 0,98
6/ -Hydroxy-11-dehydro-corticosteron-

diacetat (A ,-di-acetat) (XIV) . . .| 1,44 | 0,70
Agy-Diacetat (V) . . . . . . . ... 0,91
A-21-Monoacetat . . . . . . . . . 0,56
Ay-19-Monoacetat . . . . . . . . .| 122
A-Diacetat . . . . . . . .. . .| 153
A,-Diacetat (XVIII) . . . . . . . . 0,84
A;-Dibenzoat (XVII) . . . . . . . . 1,56 | 2,07
19-Hydroxy-11-dehydro- cortlcosteron

-diacetat (XIX) . . . . . . .1 1,43
14,19-Dihydroxycortexon- dlacetat

(XXI) . . . . ..o 0,84
Agp-21-Monoacetat (XXIV) . . . . .} 0,16 0,47 0,26
Ago-Diacetat (XXIIT). . . . . . . .| 0,82 0,92 0,76
U-Diacetat . . . . . . . . ... .] 0,80 0,78
A,,-Diacetat (XXVIIT) . . . . . . .] 1,39
D-Diacetat . . . . . . . . . . .. 1,17 1,70
C-Diacetat . . . . . . e e e L] 098
V-Diacetat . . . . . . . . . . .. 0,98

*) Co-ac. = Corticosteronacetat

1)y C. C. Porter & R. H. Silber, J. biol. Chemistry 185, 201 (1950).
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Mit den genannten Methoden isolierten wir erstmals aus Neben-
nieren die folgenden an sich bekannten Verbindungen:

6p4,17a-Dihydroxy-cortexon (II), intern A 33: Die Isolie-
rung erfolgte aus Rinder- und Schweine-Nebennierenhomogenaten,
welche mit Cortexon (I) inkubiert®) worden waren! Seine Figenschaf-
ten, insbes. die UV.-Absorption bei 238 my, das IR.-Spektrum mit
typischen Banden fiir Hydroxyl-, 20-Keto- und A44-3-Ketogruppen,
und der positive Ausfall der Porter-Silber-Reaktion, wiesen auf ein
Dihydroxy-cortexon hin mit Hydroxylgruppen in Stellung 17 und
eventuell 6. In der Tat ergab der Vergleich mit dem bekannten
68,17«-Dihydroxy-cortexon (I1)15), erhalten bei der 68-Hydroxylie-
rung von 17«-Hydroxy-cortexon (LLI, Reichstein’s Substanz S) mit
Trichothecium roseum?®), Ubereinstimmung im Misch-Smp., IR.-
Spektrum und papierchromatographischen Verhalten.

CH,OH CH,0H CH,OH

|

00 00 éo
OH ‘ H

Q)
/\\)\/ NS NN \)
NN** ' ‘ 64-Hydro- ‘ 1 }
7N Homogenat O/ AV \'/ xylase 0/ NS

II OH III
Cortexon 6f,17«-Dihydroxy-cortexon 17«-Hydroxy-cortexon

**) NN = Nebennieren.

17%,19-Dihydroxy-cortexon (IV), intern A 32, wurde aus
Rinder- sowie Schweine-Nebennieren gewonnen. Sein IR.-Spektrum
(OH, 20-CO und A44-3-CO), die blaugriine Natronlauge-Fluoreszenz,
die positive Porter-Silber-Reaktion und die Bildung eines Diacetats
V (Analyse) wiesen auf 17«,19-Dihydroxy-cortexon (IV) hin. Diese
Verbindung ist kiirzlich bei der Perfusion von Progesteron in Blut
durch Rinder-Nebennieren erhalten worden'?). Die dort angegebenen
Elgenschaften stimmen mit denjenigen unserer Verbindung gut tiber-
ein. Eine authentische Probels) zeigte Ubereinstimmung im Misch-
Smp. und im papierchromatographischen Verhalten.

18} D. H. Peterson, S. H. Eppstein, P. D. Meister, B. J. Magerlein, H. C. Murray,
H. M. Leigh, A. Weintraub & L. M. Reineke, J. Amer. chem. Soc. 75, 412 (1953); K. Florey
& M. Ehrenstein, J. org. Chemistry 19, 1331 (1954).
1“) Oh. Meystre, E. Vischer & A. Wettstein, Helv. 37, 1548 (1954).
17) H. Levy & St. Kushinsky, Arch. Biochemistry 55, 290 (1955); ibid. 58, 245 (1955).
18) Herrn Dr. Levy danken wir auch an dieser Stelle fiir die Uberlassung der Ver-
gleichssubstanz bestens.
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Schliesslich gelang uns die mikrobiologische Hydroxylierung von
19-Hydroxy-cortexon (V1)¢®) mittels Trichothecium roseum?€) zu iden-
tischem 174,19-Dihydroxy-cortexon (IV).

CH,0H CH,0Ac
| }
wo ., ° a0 o 00
H(Il /\;,701{ Ac,0,Py H([J /\|,,A,,, .- OH
aus Rinder- = J | 1 —_—> ?/k ! 1
> 1
oder Schweine-NN /\i/\'/\/ ]/ \L/i/ N
|
o/ VN 1y o/ N\ v
17x,19-Dihydroxy-cortexon Diacetat
17«-Hydroxylase
CH,0H
!
: co
HO
LN
H,C I

' aus Schweine-
<

l/ \/ NN h oder Rinder-NN

o’ N VI
19-Hydroxy-cortexon

19-Hydroxy-cortexon (VI1), intern A 19, fiel uns erstmals
aus Schweine-Nebennieren an. Es ist frither von Mattox aus Rinder-
Nebennieren isoliert worden!?), ferner von uns®®) aus Nebennieren-
Homogenaten nach Inkubation von Cortexon. Ganz kiirzlich konnten
wir nun VI ebenfalls aus Rinder-Nebennieren gewinnen.

118,17«,21-Trihydroxy-allopregnan-3,20-dion (Hb«-Di-
hydro-hydrocortison; VII), intern A 35, wurde aus Rinder-Neben-
nieren isoliert. Alle seine Eigenschaften stimmten mit denjenigen von
synthetischem VII iiberein. Keine Erniedrigung des Misch-Smp. Auch
die 21-Monoacetate VIII2%) wurden im Misch-Smp. verglichen, ebenso
im IR.-Spektrum.

CH,OR
CO
HO\I/\}.,,@ }OH
o
2% NS

o/ \i VI R—H
H VIII R = CH,CO
An neuen Verbindungen wurden isoliert und in ihrer Konstitu-
tion aufgeklirt:
68-Hydroxy-corticosteron (X), intern A 23: Die Verbin-
dung wurde aus Schweine-Nebennieren isoliert und in Rinder-Neben-

1%9) R. Mattox, Proc. Staff Meet. Mayo Clinic 30, 9 (1955).
29) J. Pataki, G. Rosenkranz & C. Djerassi, J. biol. Chemistry 195, 751 (1952).
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nieren nachgewiesen. Ferner entstand sie bei der aeroben Inkubation
von Cortexon mit Homogenat von Rinder-Nebennieren®s).

Von ihren Eigenschaften sind besonders bemerkenswert das Re-
duktionsvermogen,die UV.-Absorption bei der kurzen Wellenléinge von
237 mu, das Ausbleiben der Porter-Silber-Reaktion, die Bildung eines
Acetates XIIT mit freier Hydroxylgruppe. Da die neue Substanz 5
Sauerstoffatome enthielt, war danach das Vorliegen eines Dihydroxy-
cortexon mit Hydroxylgruppen in 6- und vielleicht 11 8-Stellung wahr-
scheinlich. Ein weiterer Hinweis auf die 6-Stellung ergab sich aus
dem Verhalten gegen siedende, wisserig-methanolische Kaliumhydro-
gencarbonat-Liésung: Es bildete sich, analog wie beim 68-Hydroxy-
cortexon (IX)2?), ein Umlagerungsprodukt XI von schwicherer Po-
laritdt, das noch reduzierte, im UYV. nicht mehr absorbierte, aber
trotzdem gelbe Natronlauge-Fluoreszenz zeigte.

Der eindeutige Beweis, dass die nene Substanz das 6§-Hydroxy-
corticosteron (X) darstellt, wurde dadurch erbracht, dass es gelang,
diese Verbindung auf mikrobiologischemn Wege einerseits durch 114-
Hydroxylierung (Curvularia lunata)2?) von 6 §-Hydroxy-cortexon (IX),
anderseits durch 6p8-Hydroxylierung (Trichothecium roseum)®) von
Corticosteron (XII) herzustellen. Die Identitit wurde durch die Smp.,
Misch-Smp. und das papierchromatographische Verhalten der freien
Verbindungen und der Acetate X111 bewiesen, ferner durch die IR.-
Spektren der letzteren.

Von biologischen Eigenschaften zeigte X bisher lediglich eine
schwache Na-retinierende Wirkung.

Bei der Einwirkung von Chromtrioxyd in Pyridin ging das Di-
acetat XIIT in 68-Hydroxy-11-dehydro-corticosteron-diacetat (XIV)
iiber. Dieses firbt sich am TLicht gelb und wird nach Aufbewahren
im Dunkeln wieder farblos, eine Eigenschaft, die Fhrenstein?') schon
am Diacetat des 68-Hydroxy-cortexon beobachtet hat.

63-Hydroxy-11-dehydro-corticosteron (XV), intern A
44 : Tsoliert aus Rinder-Nebennieren. Es zeigte Reduktionsvermogen,
UV.-Absorption und negative Porter-Silber-Reaktion, #hnlich wie
Subst. X. Bei der Acetylierung ging es in eine Verbindung tber, die
gich nach Smp., Misch-Smp. und IR.-Spektrum als identisch mit XIV
aus X erwies. Damit ist die Konstitution XV des neuen Nebennieren-
Steroids gesichert.

XYV fiel schliesslich neben X bei der Inkubation von Corticosteron
mit Trichothecium roseum?€) an, d.h. unter 68-Hydroxylierung und
11-Dehydrierung. Auch das so dargestellte XV lieferte ein Diacetat
X1V, das identisch war mit dem aus X erhaltenen sowie mit dem aus
XV aus Nebennieren gewonnenen Priparat.

21y P, Th. Herztg & M. Ekrenstein, J. org. Chemistry (6, 1050 (1951).
22) @, M. Shull & D. A. Kita, J. Amer. chem. Soc. 77, 763 (1955).
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19-Hydroxy-corticosteron (XVI), intern A 1: Diese Ver-
bindung wurde aus Rinder- und Schweine-Nebennieren und bei der

CH20H (EHZOH CHZOH
co CO
(\%M \/\LA
ﬁ‘/ )/ \/ h]/ \( d (\'*/ NS
| v
Y /NN o/
OH IX o xI
Cortexon 6-Hydroxy-cortexon nicht rein isoliert
Q2
) %, 118-Hy|droxylase W
OQOKA A4 CH,0H CH,OH
& 1 |
s, HO | 70 HO 00
aus Rinder- | ) 64-Hydro- [ri\)
oder Schweine-NN |/\ i N xylase (\ i
AV AN \/\)
OH X XII
6-Hydroxy-corticosteron Corticosteron

68-Hydro|xylase
Ac,0,Py 11-Dehyd rogenase
CH,0Ac CHZO Ac CHZOH
I
CcO
H
O\(\| (\l
10, Py \) Ac0,Py
I\K\/\/ ? } Y 2 /

/NN o/ /
Ac XIII OAc XIV OH XV
64-Hydroxy-11-dehydro-
corticosteron

aus Rianer-NN

aeroben Inkubation von Cortexon®), auch von radioaktivem 21-14C-
Cortexon?3) mit Rinder- oder Schweine-Nebennieren-Homogenaten
isoliert. Schliesslich wurde sie durch Behandlung von 19-Hydroxy-
cortexon (VI) (vgl. vorne) mit einer Kultur von Curvularia lunata?2?)
gewonnen. Sie zeigte die fiir A4-3-Ketone typische UV.-Absorption,
Reduktionsvermogen, gegeniiber der Norm leicht abweichende gelb-

23) F. W. Kahnt, R. Neher & A. Welltstein, Experientia 11, 446 (1955).
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griinliche NaOH-Fluoreszenz sowie intensiv blaue Fluoreszenz mit
Phosphorsidure, hingegen cine negative Reaktion nach Porter-Silber.
Im IR.-Spektrum waren teils stark assoziierte Hydroxylbanden, fer-
ner solche fiir die 20-Ketogruppe und die A%-3-Ketogruppe feststell-
bar. Bei der Perjodsidure-Oxydation bildete die Verbindung kein
5-Ring-Lacton (IR.).

Tahelle 3.
R’Cortexon'werte'
Systeme
Verbindung PIT B, F/Cly‘TBe A B,

Cortexon-acetat . . . . . . . . . . . 1,33 | 1,62 2,48
11-Dehydro-corticosteron-acetat . . . . 0,39
Corticosteron-acetat . . . . . . . . . 0,84 0,33
S-Acetat . . . . . . . . . ... 0,79 | 0,68 0,37
11-Dehydro-corticosteron . . . . . . . 0,55 | 0,15 0,13
Cortexon (I) . . . . . . . . . . .. 1,00 | 1,00 1,00 1,00 | 1,00
A, = A%11p-Hydroxy-androstendion-

GATy .o 0,56 | 0,35 0,33
A,-Diacetat (XVIII) . . . . . . . .. 0,71
Ajp-21-Monoacetat . . . . . . . . . . 0,49 | 0,12
Ajp-19-Monoacetat . . . . . . . . . . 1,00 | 0,45
A-Diacetat . . . . ... L. 1,34 | 1,19 |

Bei der Einwirkung von Pyridin-Acetanhydrid wurde ein amor-
phes Diacetat XVIII erhalten mit praktisch unverinderten Farb-
reaktionen und UV.-Absorption. Hingegen gelang die Kristallisation
des Dibenzoates XVII.

Die Analyse von XVII und die iibrigen Eigenschaften von Sub-
stanz A 1 machten fiir letztere die Formel eines Dihydroxy-cortexons
sehr wahrscheinlich, das neben der 19-Hydroxylgruppe eine schwer
acylierbare Hydroxylgruppe enthalten muss. Ein 17«-Hydroxyl kam
nicht in Frage, hingegen war die Annahme eines 118-Hydroxyls nahe-
liegend, da Curvularia lunata insbes. in dieser sowie in 14a-Stellung hy-
droxyliert. Nun entstand bei der mikrobiologischen Umsetzung von VI
ausser dem neuen Nebennieren-Steroid tatsidchlich noch eine zweite
Verbindung; es war also nachzuweisen, welches von beiden Produkten
auf Hydroxylierung in der sekundéren 115-Stellung und welches auf
tertidire 14«-Hydroxylierung zuriickgeht. Hiezu behandelten wir die
beiden Substanzen in Form ihrer Acetylderivate mit Chromtrioxyd
in Pyridin, wobei nur der Ester, der dem Nebennieren-Steroid ent-
spricht, dehydriert wurde. Dies zeigt, dass letzteres eine sekundire
(118-) Hydroxylgruppe enthélt und deshalb als XVI zu formulieren
ist, sein Diacetat als XVIII und dessen Oxydationsprodukt als XIX,
Dem nicht dehydrierbaren Ester kommt offenbar Formel XXI zu,



Volumen xxx1X, Fasciculus vi (1956) — No. 239. 2073

seiner freien Grundsubstanz, die das zweite mikrobiologische Hydroxy-
lierungsprodukt darstellt, Formel XX. Die Dibenzoate XVII, her-
gestellt einerseits aus Verbindung XVI aus Nebennieren, anderseits
aus VI iiber X VI, zeigten identische Eigenschaften (Misch-Smp., Pa-
pierchromatographie, IR.).

Das neue 19-Hydroxy-corticosteron (X VI) besitzt sowohl mineral-
als auch glucocorticoide Wirkungen, jedoch schwichere als diejenigen
von Aldosteron bzw. Cortison.

CH,0H CH,0H
f !
CcO (60)
NS , HO. AL/
[ ! l aus Schweine- H,C ’ |
£ YaVaVs oder Rinder-NN \! FaVAN
& a
o/ NN 1 D% o/ VI
Cortexon ’b% “, . 19-Hydroxy-cortexon
. i
- 4
é’e;i?’f 2 lléia-Hydroxylase
(o)
o, CH,0H
|
HO CO
HO HO
in Rinder- \2 N H\ ’/\k’ J/
oder Schweine-NN / \‘ / \/)\ e \‘/ N/ \/‘
| _ ioH
o/ N NS XX
, nicht rein isoliert
I3
A
Q’\o‘\ Ac,0, Pyridin
5
szO@O CH,04c CH,0Ac
I
— HO 'CO CcO (010
{000 NS RO NN A0 AN
= H,C \) H,C ‘ { ) H,C \
AN ( /\V\(\\ /ﬁ/wﬁ\/
| ‘ | OH
0) NN XVIIL O//\/\/ XVITIT 0///\/\/ XXI
Dibenzoat, krist. Diacetat, amorph nicht rein isoliert
CrO,, Py CrO,, Py
?HzoAC v
AcO\O\\ L /CO unverindert
H,C ‘

s -
AAAS
o/ N\ XIX

nicht rein isoliert
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A%3,11-Diketo-pregnen-17«,20«,21-triol (XXII), in-
tern A 39: Kommt in Rinder- und Schweine-Nebennieren vor und
wurde in erheblicher Menge aus Schweine-Nebennieren isoliert, ferner
aus Homogenaten von frischen Rinder- und Schweine-Nebennieren$)
nach Inkubation von Cortexon.

Die Elementaranalyse ergab die Anwesenheit von 5 Sauerstoff-
atomen, das IR.-Spektrum diejenige von Hydroxyl, der 4%3-Keto-
und einer 6-Ring-Ketogruppe. Die Substanz besitzt kein Reduktions-
vermdgen und gibt keine Porter-Silber-Reaktion. Sie lieferte mit iiber-
schiissigem Acetanhydrid in Pyridin ein Diacetat XXIII, mit der
berechneten Menge Acetanhydrid in Pyridin neben XXIII ein
Monoacetat XXIV.

Diese Iigenschaften sowie die Tatsache, dass das neue Neben-
nierensteroid in fast allen Papierchromatographie-Systemen sich sehr
dhnlich verhielt wie Reichstein’s Substanz U24), im Fingerprintgebiet
des IR. aber deutlich davon verschieden war, liess vermuten, dass es
sich um das in 20-Stellung Isomere von Substanz U handle. In der

CH,0H CH,0Ac
o H-C_OH o H-C-0Ac
NN L.or N\ L l.oH
Ac,0, Py v ' |
/\; NN - I\‘/\/\/
o/ N xxn o/ XXIIT
HJO, /
(I)H20Ac
H-C-OH
o
NN N NS
AN rHcno) Q
o/ N o/ N XXIV
Adrenosteron XXVI
Cr0,, Py
A 4 (|]H20Ac
o Co

Cortison-acetat XXV

24) T. Reichstein & J. von Euww, Helv. 24, 247TE (1941); S. A. Szpilfogel, M. S. de
Winter & W. J. Alsche, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 75, 402 (1956).
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Tat liess sich sein Monoacetat XXTV mit Chromtrioxyd und Pyridin
in eine reduzierende Verbindung iiberfithren, welche nach Smp.,
Misch-Smp. und papierchromatographischem Verhalten mit Cortison-
acetat (O-Acetylcortison XXV) identisch war. Ausserdem konnte die
Verbindung mit Perjodsdure zu Adrenosteron (XXVI), identifiziert
durch Smp., Misch-Smp. und Papierchromatographie, sowie Form-
aldehyd (Dimedon-Verbindung) abgebaut werden.

Aus diesen Umsetzungen ergibt sich fiir A 39 die Xonstitution
eines A4-3,11-Diketo-pregnen-17«,20,21-triols, und da die Verbindung
von Reichstein’s Substanz U verschieden ist, muss ihr die 20«-Kon-
figuration, also Formel XXTII zukommen. In Ubereinstimmung damit
stehen die molekularen Drehwerte von X XTI sowie seines Diacetates
XXITI: Bei der Acetylierung eines 20«x-Hydroxy-pregnans erfolgt
Verschiebung nach links, wihrend die Acetylierung einer 205-Hydro-
xylgruppe starke Rechtsverschiebung bewirkt. In Tab. 4 sind die
Werte von XXII und XXTII mit denjenigen von Reichstein’s Sub-
stanz K (A44-3-Keto-pregnen-114,17«, 208,21-tetrol) und ihres Dia-
cetates verglichen, da der [M],-Wert fiir Substanz U nicht zur Ver-
figung steht. Ferner sind zum Vergleich die beiden in 20-Stellung
isomeren A%-3-Keto-pregnen-114,17«,20-triole herangezogen 23).

Tabelle 4.
Mlp [M]p-Mono-
A4-3-Keto-pregnen-Derivate freie bzw. Di- A4
Verbindung acetat
17,20 @, 21 -triol-11-on (XXII bzw. XXIII). . + 511 + 442 - 69
118,17«,20 3,21 -tetrol (Reichstein’s E) . . . . + 317 + 567 + 250
118,17¢,20¢@-triol . . . . . . . . .. ... + 373 + 309 - 64
118,17,208-triol . . . . . . . . .. ... + 425 + 668 + 243

A44-3-Keto-pregnen-20,20,21-triol-18-gdurelacton (18
- 20)(XXVII), intern A 42: Diese Verbindung wurde aus Schwei-
ne-Nebennieren isoliert.

Sie weist einige besondere Eigenschaften auf: Blautetrazolium
reduziert sie ebenso stark wie Cortison, Silberdiammin aber nur etwa
/g so stark; im IR.-Spektrum finden sich Banden fiir assoziierte
Hydroxylgruppen, fiir ein 5-Ring-Lacton (5,656 5,67 u!) und fiir ein
A44%-3-Keton, dagegen keine solchen fiir gesittigte Carbonylfunktionen
(z.B. 20-Keton).

Bei der Behandlung mit {iberschiissigem Acetanhydrid in Pyridin
entstand eine schwach polare Verbindung, anscheinend ein Diacetat
XXVIII, sowie spurenweise ein Produkt mittlerer Polaritéit, offenbar
ein Monoacetat XXIX. Abbau des neuen Nebennieren-Steroids mit

28y (. I. Poos, J. Amer. chem. Soc. 77, 4932 (1955); vgl. auch P. Wieland & K.
Miescher, Helv. 32, 1922 (1949).
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Perjodsidure lieferte neben Formaldehyd (Dimedon-Verbindung) eine
kristallisierte Sdure mit unveridnderter A%-3-Ketogruppe aber ohne
Reduktionsvermogen. Einwirkung von Diazomethan auf diese Siure
ergab einen ebenfalls kristallinen Ester, der im IR.-Spektrum weder
OH- noch 5-Ring-Lactongruppe zeigte, hmgegen noch die 44-3-Keto-
gruppe sowie eine sehr intensive Esterbande; es sind also wohl zwei
Carbomethoxy-Gruppen enthalten.

Aus diesen Befunden kann man schliessen, dass in A 42 ein A%4-3-
Ketosteroid vorliegt mit 5-gliedrigem Lactonring, der an einer redu-
zierenden Glykol- oder «-Ketol-Seitenkette beteiligt ist. Auch die
etwas nach lingeren Wellenlingen verschobene Lactonbande (5,65 -
5,67 u gegeniiber normalerweise 5,60 5,62 ) sprach fiir Hydroxyl-
Substitution in Nachbarschaft zur Lactongruppe.

B CH,0H | /0\(‘3H20H
COOH (=0 ¢0 C—OH COOH COOH
SN N e \? /
] - - HIO, |
/ \i/ \1/\/ e \‘/ \|/ NS A‘/ \/\/ +HCHO
\ 1
| o/ VN xxxI J o xxvn oV \/ XXX
}" Ac,O, Py lCHgN2
4
0 CH,0Ac / 0 CH;04¢
C/O\C~OA0 ¢0 C—0oH HCO0C ooocm,
AN AN AN
i | o
’/ \%/ NN / \/ \‘/ N {/\j/ \]/\/
, l N
o/ NN xxvIIn o/ \/ \/ XXIX 07 VNV XXXI

nicht rein isoliert

Eine 114-Hydroxylgruppe ist sicher nicht vorhanden. Sieht man
von ganz unwahrscheinlichen Annahmen ab, so entspricht praktisch
nur eine Formel allen erwihnten Eigenschaften, diejenige ciner
Cortexon-18-sdure (XXXII), die mit ihrer 20-Ketogruppe ein cycli-
sches Halbketal, d.h. ein y-hydroxyliertes 5-Ringlacton der Formel
XXVII bildet. Bei der Perjodsdure-oxydation erhilt man daraus unter
Abspaltung von Formaldehyd und Aufspaltung des Lacton- bzw.
Siureanhydrid-Ringes die 4%-3-Keto-itien-18,20-disdure (XX X)) (Tri-
vialname Atiansiure vgl. 26).

In Ubereinstimmung damit steht das Ergebnis der Titration2?)
der Disdure XXX, wonach deren ApK*-Wert eindeutig der benach-

26) Helv. 34, 1686 (1951).
27) Ausgefiithrt von Dr. E. Heilbronner, Zirich.
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barten Stellung der beiden Carboxylgruppen entspricht und ausser-
dem die cis-Konfiguration dieser Gruppen in hohem Grad wahrschein-
lich macht.

Fir Aldosteron ist eine XXVII analoge cyeclische Halbketal-
formel (XX XIII) diskutiert worden (Sarett et al.)?8). Wir untersuchten
deshalb, ob auch dem Aldosteron das bei Verbindung XXVII beob-
achtete unterschiedliche Reduktionsvermdgen gegen Blautetrazolium
und Silberdiammin zukommt. Dies ist tatsichlich der Fall, allerdings
war der Unterschied nicht so stark: Gegeniiber Silberdiammin zeigte
Aldosteron ein um ca. 14 schwiicheres Reduktionsvermdgen als gegen-
iiber Blautetrazolium (Vergleich mit Cortison).

o CH,OH
I

L
’/\{/ \‘/ NS

Lo
o/ NS xxxmn

Das Vorkommen eines Hydroxy-lactons (18- 20) der Formel
XXVII in den Nebennieren besitzt besonderes biochemisches Inter-
esse, weist es doch darauf hin, dass die in ihnen enthaltenen Enzyme
Cortexon nicht nur, wie von uns frither gezeigt®®), am Kohlenstoff-
atom 18 zu hydroxylieren, sondern auch weiter zur 18-Siure zu oxy-
dieren vermogen. Dabei ist als Zwischenstufe eine Aldehydgruppe
anzunehmen, wie sie im Aldosteron vorkommt. Diese Umwandlungen
an C 18, die leichte Hydroxylierung in 114-Stellung sowie die oben
beschriebenen Hydroxylierungen in 6 - und 19-Stellung erkliren wohl
auch die nur geringe Menge Cortexon, diesichin den Nebennieren findet.

Experimenteller Teil.

Allgemeine Methodik.

Papierchromatographie: Es wurden Systeme von Zaffaroni®), von Bush?) und
von Eberlein & Bongiovanni'?) oder Varianten davon in der bei uns iiblichen Ausfiithrungs-
form?) verwendet, insbes. die in Tab. 5 angekreuzten Systeme.

Die Impragnierung der Papiere erfolgte bei der ersten Gruppe normalerweise durch
Eintauchen in eine 20-proz. Lésung der stationdren Phase in Aceton. Nach 5—10 Min.
Hangen waren die Papiere bereit zur Aufnahme der Substanzen. Bei Verwendung der
zweiten Gruppe von Systemen wurden die unbehandelten Papiere mit Substanzen beladen,
in das Chromatographiergefass gehéngt und 8—10 Std. equilibriert; dann wurde die
mobile Phase zugegeben.

28) E. A. Ham, R. E. Harman, N.G. Brink & L. H. Sarett, J. Amer. chem. Soc.
77, 1637 (1955).
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Tabelle 5.
Bei der Papierchromatographie verwendete Losungsmittelsysteme.

* P/T = Propylenglykol/Toluol

F/Cy = Formamid/Cyclohexan

F/Cy-Be(1:1) = Formamid/Cyclohexan-Benzol (1:1)
* F/Be = Formamid/Benzol

F/Be-CHCI, (1:1) = Formamid/Benzol-Chloroform (1:1)
* F/CHCl; = Formamid/Chloroform

* Bush C = Toluol-Essigester-Methanol-Wasser (9:1:5:5)

* Bush B; = Benzol-Methanol-Wasser (2:1:1)
BL, = Benzol-Leichtpetrol-Methanol-Wasser (7:3:5:5)
Bush B; = Toluol-Leichtpetrol-Methanol-Wasser (25:25:35:15)
Bush B, = Benzol-Leichtpetrol-Methanol-Wasser (17:33:40:10)
Bush A = Heptan-Methanol-Wasser (5:4:1)

* E,B = Igooctan-t-Butanol-Wasser (10:5:9)

*) NN = Nebennieren.

Wenn nichts anderes angegeben, wurden die Chromatogramme stets bei 22° 4 20
ausgefiihrt, sonst bei 40° + 1°; alle Chromatogramme sind absteigend auf Whatman-
Papier Nr. 1 ausgefiihrt, die analytischen Chromatogramme auf standardisierten, ausge-
stanzten Papierstreifen, die priaparativen auf standardisierten, gewaschenen Papier-
blattern oder im Chromatoblock?). Die mobile Phase wurde entweder so lange zur Ein-
wirkung gebracht, bis sie den unteren Papierrand erreichte (,,bu** = 2—3 Std.) oder,
wenn langer, abtropfen gelassen (Angabe in X mal bu oder in Std.); bei den bu-Chromato-
grammen wurde stets am Rand der Farbstoff Sudan III mitlanfen gelassen zur besseren
Kennzeichnung der Lésungsmittelfront. Die Troge waren aus Glas oder rostfreiem Stahl-
blech eigener Konstruktion?). Trocknung und Photokopie der Chromatogramme sowie
ihre Auswertung mit verschiedenen Farbreaktionen wurde auf iibliche Weise durchgefiihrt
(BT = Blautetrazolium).

Wir stiitzten uns nicht auf die {iblichen Rf-Werte,sondern auf die relativen Wander-
geschwindigkeiten, wie sie z.B. die Ry-Werte darstellen. Die angegebenen Ryr-Werte
(= Distanz Start-Mittelpunkt von Fleck X / Distanz Start-Mittelpunkt von Fleck M)
wurden unter moglichst standardisierten Bedingungen bestimmt und stellen den Mittel-
wert von mindestens 3, hiufig 10-20-Bestimmungen dar. Trotzdem miissen ca. 4- 109,
Streuung in Kauf genommen werden. Bei einer Fleckenlinge von ca. 1,5—3 cm bedingt
dies, dass R-Werte z.B. von 0,50 und 0,60 im Einzelchromatogramm oft nicht genau
unterschieden werden konnen. Ist in keinem System eine grossere Differenz realisierbar,
so hat man sich Mittelwerte aus mehreren Laufen zu beschaffen, gemischte Chromato-
gramme auszufiihren und besonders auf Unterschiede bei den Indikatoren UV., RV.,
NaOH oder H,PO, zu achten.

Tab.1 und Fig.1 zeigen, dass sich von den relativ stark polaren NN-Steroiden*)
tatsachlich fast alle bei Verwendung mehrerer Systeme papierchromatographiseh gut
differenzieren lassen. Zusitzlich sind in Tab. 1 noch einige NN-Steroid-Metaboliten auf-
gefiihrt, die bisher nicht in NN gefunden worden sind (Tetrahydro-Derivate = im Ring
A gesattigte 3«-Hydroxy-pregnan-Derivate, sowie Dihydro-Derivate = im Ring A gesat-
tigte 3-Keto-pregnan- oder -allopregnan-Derivate, von Hydrocortison, Cortison, Cortico-
steron, 17«-Hydroxy-cortexon sowie 11-Dehydro-corticosteron, die teilweise in Blut oder
Harn vorkommen). Die einwandfreie Trennung solcher Steroide, die sich nur durch Iso-
merie am C-Atom 5 oder 20 unterscheiden, ist oft ziemlich schwierig; hier kénnen aber
manchmal Farbreaktionen gute Hilfe leisten. Fiir die von System zu System stark wech-
selnden Ry-Werte gewisser Substanzen diirften wenigstens teilweise die Wasserstoff-
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briickenbindungen Substanz—stationire Phase verantwortlich sein. Dieses Verhalten kann
als Hinweis auf die Konstitution einer Verbindung von Bedeutung sein.

Verteilungschromatographie an Kieselgur: siehe 3).

Verteilungschromatographie an Cellulosepulver: siehe 3). BL, bezeichnet
ein Lésungsmittelsystem aus Benzol-Petrolither-Methanol-Wasser (3:7:7:3), wobei das
Cellulosepulver mit der halben Menge seines Gewichtes mit der unteren Phase beladen
wurde. Als mobile Phase dienten Benzol-Petrolather 3:7 bis 7:3. Bei BL, war das Ver-
héltnis des Gemisches von Benzol-Petrolather-Methanol-Wasser 1:1:1:1 unter Vergrosse-
rung des Benzol-Anteiles wihrend der Chromatographie.

Silicagelchromatographie: Das zu trennende Gemisch wurde an der 25-60-
fachen Menge Silicagel (Dawvison, through 200) in CHCl; adsorbiert und wie iiblich im
Durchlauf chromatographiert unter Verwendung von CHCl; mit 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
40, 50 und 75%, Aceton, Aceton und Methanol.

Acetylierungen wurden auf iibliche Weise durch Losen der Substanz in abs.
Pyridin und Versetzen mit iiberschiissigem Acetanhydrid bei 0-—20° und Stehenlassen
des Ansatzes wahrend 20—48 Std. bei 20° ausgefiihrt. Aufarbeitung wie bei 3) angegeben.

Perjodsiaureoxydationen: Die Substanz oder der Extrakt wurde in wenig
Methanol gelést und mit der doppelten Menge Perjodsaure in Wasser (2-proz.) versetzt
und 4—24 Std. bei 20° im Dunkeln stehengelassen. Nach Entfernen des Methanols wurde
Wasser zugegeben, mit Chloroform-Ather 1:3 ausgeschiittelt und auf neutrale und saure
Anteile aufgearbeitet wie in 2°) angegeben.

Chromtrioxyd-Oxydationen in Pyridin auf tibliche Weise nach der Methode
von Poos et al.3%).

Mikrobiologische Hydroxylierungen in Schiittelkulturen bei 27° nach den
bei uns iiblichen Verfahren6)30a),

Alle Smp. sind auf dem Kofler-Block bestimmt und korrigiert.

Die isolierten Substanzen.
68,170-Dihydroxy-cortexon (II), intern A 33. Vorkommen: In Rinder- und
Schweine-NN-Homogenaten nach Inkubation von Cortexon (I).

Isolierung: Die Extrakte von inkubierten Rinder- und Schweine-NN-Homogenaten?®)
wurden vereinigt (18 g) und wie iiblich einer Verteilungschromatographie an Kieselgur
unterzogen. Die Fraktionen Nr.98—105 (36,7 mg), erhalten durch Elution mit Benzol,
wurden auf 20 Blatt Papier mit Formamid/Chloroform chromatographiert. Elution der
Zone c¢ ergab 2,4 mg Material, aus welchem 0,6 mg II kristallisiert erhalten werden
konnte,

Bigenschaften: Aus Ather-Aceton in farblosen Nadeln vom Smp. 220—226° (nach
Sublimation ab 190°). Ay, = 238 my, log e = 4,20. Im TR.-Spektrum (CHCI,) sind fiir
HO-, 20-Keto- und A4-3-Keto-Gruppen typische Banden vorhanden.

Reduktionsvermogen positiv (Blautetrazolium). NaOH-Fluoreszenz gelb. Fluoreszenz
mit Phosphorsiure rotlich-orange. Reaktion mit Ferrichlorid-Kaliumferricyanid?ev):
negativ. Porter-Silber-Reaktion positiv. Bildet nach Perjodsaure-Oxydation keine
Verbindung mit 5-Ring-Lacton. Ry-Werte vgl. Tab. 1 und Fig. 1.

Konstitution: Die Eigenschaften wiesen auf ein Dihydroxy-cortexon hin mit Hydro-
xylgruppen in Stellung 17 und eventuell 6 (Ayax!). Der Vergleich mit dem bekannten
68,17«-Dihydroxy-cortexon (II) vom Smp. 234-—238°, erhalten bei der 68-Hydroxylierung
von 17a-Hydroxy-cortexon (III) mit Trichothecium roseum!®), ergab keine Erniedrigung
des Misch-Smp. sowie Ubereinstimmung im IR.-Spektrum und papierchromatographischen
Verhalten.

29) S, A. Simpson, J. F. Tait, A. Wettstein, R. Neher, J. v. Buw, O. Schindler &
T'. Reichstein, Helv. 37, 1200 (1954).

30y Q. 1. Poos, G. E. Arth, R. E. Beyler & L. H. Sarett, J. Amer. chem. Soc. 75,
422 (1953).

302y 4. Wettstein, Experientia 11, 465 (1955).

30by D. H. R. Barton, Nature (70, 250 (1952).
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17x,19-Dihydroxy-cortexon (IV), intern A 32. Vorkommen: In Rinder-
und Schweine-Nebennieren.

Isolierung: a) Die Extraktion einer Tonne tiefgefrorener Rinder-NN (Ansatz IV)
und Vorreinigung geschah wie in®) beschrieben. Es folgte eine Verteilungschromatographie
des Extraktes (46,82 g) an 1,5 kg Kieselgur zwischen Wasser und organischen Lésungs-
mitteln. Die vereinigten Fraktionen 115—131, erhalten durch Elution mit Benzol-Petrol-
dther 4:1 und Benzol, enthielten hauptsichlich Hydrocortison und wogen 1,03 g. Sie
wurden an 50 g Silicagel in Chloroform chromatographiert. Fraktionen 18-—22, erhalten
durch Elution mit Chloroform-Aceton 1:1, 1:3 und Aceton, gaben 90,2 mg Material, das
anschliessend auf 26 Blatt Papier im System Formamid/Chloroform papierchromato-
graphiert wurde. Die polarste UV.-absorbierende Bande a gab 13,0 mg Eluat, das aus
Aceton-Ather leicht zur Kristallisation gebracht werden konnte.

b) Die Extraktion einer Tonne tiefgefrorener Schweine-NN (Ansatz VIII), die Vor-
reinigung und erste Verteilungschromatographie an Kieselgur erfolgte auf iibliche Weise.
Die Fraktionen 174—207, erhalten durch Elution mit Benzol, Benzol-Chloroform 19:1,
9:1,3:1 und 1:1, wurden vereinigt (850 mg) und an 50 g Silicagel in Chloroform chromato-
graph'ert. Die irrtiimlich vereinigten Fraktionen 1622, eluiert mit Chloroform-Aceton
7:3, 3:2 und 1:1, wurden an 15 g Silicagel rechromatographiert. Die Fraktionen 9—12,
erhalten durch Elution mit Chloroform-Aceton 7:3 und 3:2, wogen 68,5 mg und wurden
an 40 Blatt Papier im System Formamid/Chloroform papierchromatographiert, und zwar
dreimal so lange. als das Losungsmittel zur Erreichung des unteren Papierrandes benéstigte.
Die 2. polarste Bande b ergab 9,1 mg Fluat, das aus Ather-Aceton spontan kristallisierte.

Eigenschaften: Aus Methanol grobe farblose Spiesse vom Smp. 235—241°, [«]} =
+ 1199 4 6° (¢ = 0,4595, Dioxan); Amay = 243 mu, log ¢ == 4,18, Im IR.-Spektrum,
infolge schlechter Loslichkeit der Substanz aufgenommen in KBr, sind fiir ~OH, 20-
Keton und 4%-3-Keton typische Banden vorhanden.

Reduktionsvermdgen positiv (Blautetrazolium). NaOH-Fluoreszenz: blaugriin.
Konz. H,80,: rot. Phosphorsiure-Reaktion: schwach grau mit roter UV.-Fluoreszenz.
Reaktion mit FeCl,-K,Fe(CN)y: negativ. Porter-Silber-Reaktion: positiv. Ry-Werte vgl.
Tab. 1 und Fig. 1. ‘

Bildet ein Diacetat V: Aus Ather-Aceton grosse Kristallnadeln vom Smp. 229—
232° (nach starker Sublimation).

CyH,,0, Ber. C67,24 H7,68% Gef. C 67,04 H 8,38Y%

IR. (CH,Cl,): Banden fiir ~-OH, 20-Keton, 4%-3-Keton und Acetylgruppen. Wandert
in Prop./Toluol etwas langsamer als Corticosteron-acetat, siehe Tab. 2.

UV.-Absorption und Farbreaktionen sind praktisch identisch mit denjenigen der
freien Verbindung.

Konstitution: Die erwihnten Eigenschaften wiesen auf ein Dihydroxy-cortexon hin
mit Hydroxygruppen in 17«-Stellung (schwer acetylierbar, Porter-Silber-Reaktion) und
19-Stellung (NaOH-Fluoreszenz!), also auf eine in 19-Stellung hydroxylierte Substanz S.
Die Eigenschaften dieser bekannten Verbindung!?) stimmen mit denjenigen unserer Sub-
stanz sehr gut {iberein.

Die von Herrn Dr. Levy freundlicherweise zur Verfiigung gestellte Probe (Smp.
224—230%) zeigte im Gemisch mit unserer Substanz keine Smp.-Erniedrigung. Beide
Verbindungen verhielten sich papierchromatographisch (3 Systeme, 4 Indikatoren) vollig
identisch. Ausserdem gelang es, 19-Hydroxy-cortexon (VI)®?) durch mikrobiologische
Hydroxylierung mit Trichothecium roseum?9) in IV iiberzufiihren, wobei daneben offenbar
63,19-Dihydroxy-cortexon erhalten wurde.

Bei der biologischen Priifung von IV konnte keine Wirkung im Fosinophilen-Test
und im Na-Retentions-Test festgestellt werden®?).

31y Vgl. hierzu H. Levy & St. Kushinsky, Arch. Biochemistry Biophys. 58, 245 (1955)
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19-Hydroxy-cortexon (VI), intern A 19. Vorkommen: In Schweine- und
Rinder-NN.

Isolierung: a) Eine Tonne Schweine-NN (Ansatz VIII) wurde wie iiblich extrahiert,
der Extrakt vorgereinigt und an Kieselgur einer Verteilungschromatographie unterzogen.
Die mit Petrolather-Benzol 7:3 eluierten Fraktionen 40-—46 wurden vereinigt (1,296 g)
und an 30 g Silicagel in Chloroform chromatographiert. Die mit Chloroform-Aceton 3:1
eluierten Fraktionen 19 und 20 (314,4 mg) chromatographierte man auf 75 Blatt Papier
mit Formamid/Benzol-Chloroform (1:1). Die knapp vor Cortison befindliche Zone ergab
38,1 mg Eluat, welches nochmals auf 40 Blatt Papier im gleichen System chromato-
graphiert wurde, wobei 1/, des Materials verloren ging. Das Eluat der reduzierenden Zone
(9,9 mg) enthielt 2 mg Substanz, von welcher 1,1 mg aus Ather-Aceton kristallisierten:
Smp. 160-—162°. Nach Misch-Smp., papierchromatographischem Verhalten und IR.-
Spektrum handelt es sich um 19-Hydroxy-cortexon (VI). Die Eigenschaften dieser Ver-
bindung sind von uns schon friiher beschrieben worden®?). Ry-Werte vgl. Tab. 1 und Fig. 1.
Wandergeschwindigkeit der Acetate siehe Tab. 2 und 3.

Aus schwiicher polaren Fraktionen der Kieselgur- und Silicagelchromatographien
konnten in analoger Weise noch geringe Mengen A 19 isoliert werden, so dass sich der
Gehalt dieser NN-Charge zu etwa 3—5 mg 19-Hydroxy-cortexon errechnen lasst.

19-Hydroxy-cortexon besitzt nach der Literatur keine nennenswerte Na-retinierende
Wirkung.

b) Wir konnten nun 19-Hydroxycortexon ebenfalls aus Rinder-NN in geringer
Menge isolieren, und zwar aus dem ketonischen Anteil von 4 Chargen nach iiblicher An-
reicherung durch Silicagel- und Papierchromatographie.

118,17«,21-Trihydroxy-allopregnan-3,20-dion(5a-Dihydro-hydrocor-
tison; VII), intern A 35. Vorkommen: In Rinder-NN.

Isolierung: a) Aus Charge ITI von einer Tonne tiefgefrorener Rinder-NN. Die nach
iiblicher Aufarbeitung durch Verteilungschromatographie an Kieselgur erhaltenen ¥Frak-
tionen 77—84, gewonnen durch Elution mit Benzol-Petrolather 7:3 und 4:1, wurden
vereinigt (400 mg) und an Cellulose (60 g) einer weiteren Verteilungschromatographie
unterzogen. Die vor Aldosteron mit Benzol-Petrolather 7:3 eluierten Fraktionen 4—9
wogen 56,3 mg. Sie wurden mit den Fraktionen 62—72 (563,7 mg) der oben erwihnten
Kieselgursaule (erhalten durch Elution mit Benzol-Petrolather 3:2 und 7:3) vereinigt
und an 30 g Silicagel in Chloroform erneut chromatographiert.

Fraktionen 13 —16, eluiert mit Chloroform-Aceton 4:1, enthielten neben Cortison
die Substanz A 35. Sie wurden vereinigt (68,8 mg) und praparativ auf 37 Blatt Papier
mit F/CHC; (bu) chromatographiert. Bande b (polarer als Cortison) lieferte 7,7 mg Eluat,
welches zu ca. 259%, die gesuchte Verbindung enthielt. Letztere verhielt sich papierchromato-
graphisch wie 5a-Dihydro-hydrocortison (VII) und sehr &hnlich wie die entsprechende
5f-Verbindung. Aus Aceton-Ather konnten ca. 1 mg Kristalle vom Smp, 219—224°
erhalten werden.

b) Aus Chargen I + 1I von tiefgefrorenen Rinder-NN: Die nach Isolierung des Aldo-
sterons und teilweise anderer, bekannter NN-Steroide verbleibenden Fraktionen wurden
vereinigt (29,72 g) und mit Girard-Reagens P3?) in Ketone und ,,Nicht-Ketone‘ aufge-
trennt. Die ketonischen Anteile von insgesamt 2,7245 g wurden an 150 g Silicagel vor-
gereinigt. Die Fraktionen 21—26, eluiert mit Chloroform-Aceton 7:3 und 3:2, enthielten
noch etwas Aldosteron und wurden vereinigt (455,2 mg). Die folgende praparative Chro-
matographie auf 120 Blatt Papier im System F/CHCl, (bu) lieferte eine Reihe von UV.-
absorbierenden und reduzierenden Banden. Bande ¢, zwischen derjenigen von Hydro-
cortison und Aldosteron gelegen, ergab 16,2 mg Eluat, welches u.a. A 35 enthielt. Es
wurde auf 10 Blatt Papier im System Bush C (40°, bu) weiter aufgetrennt. Das Eluat ¢
davon lieferte 0,5 mg Kristallisat vom Smp. 215—219°, welches nach Misch-Smp. und
papierchromatographischem Verhalten mit dem unter a) gewonnenen Produkt identisch war.

32) A, Girard & G. Sandulesco, Helv. 19, 1095 (1936).
131
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Eigenschaften: Smp. 219—2249 (Subl. ab 200°); keine UV.-Absorption bei 240 mu;
Reduktionsvermogen positiv (BT), NaOH-Fluoreszenz negativ, H,PO,-Fluoreszenz orange-
lila (je nach Losungsmittel-System). Ry-Werte s. Tab. 1.

21-Monoacetat (VIII): Mit Acetanhydrid-Pyridin, Smp. aus Aceton-Ather: 209—
2149, Im IR.-Spektrum (CH,Cl,) zeigte es Banden fiir OH-, 6-Ring-Keton-, 20-Keton-
und Acetoxy-Gruppen.

Konstitution: Die Verbindung zeigte im Misch-Smp. mit einer authentischen Probe
VII vom Smp. 222—230° keine Depression. Ihr Acetylderivat gab ebenfalls keine De-
pression im Misch-Smp. mit authentischem Acetat VIII vom Smp. 204—210°, hingegen
eine eindeutige Depression mit dem Acetat von 58-Dihydro-hydrocortison (Smp. 205—
2119).

Die Acetate von A 35 und 5o-Dihydro-hydrocortison erwiesen sich auch im IR.-
Spektrum als identisch.

64-Hydroxy-corticosteron (X), intern A 23. Vorkommen: Isoliert aus
Schweine-NN und nachgewiesen in Rinder-NN. Identisch mit A 28, welches bei der
aeroben Inkubation von Cortexon mit Rinder-NN-Homogenaten®2) entstand; als radio-
aktives amorphes Produkt isoliert nach Inkubation von 21-14C-Cortexon mit Rinder-
NN-Vollhomogenat??).

Isolierung: a) Aus Schweine-NN (Ansatz VIIIL): Die bei der iiblichen Aufarbeitung
von 1 Tonne Schweine-NN anfallenden sauren, alkalischen und neutralen Waschwisser
wurden vereinigt und bei pH 8 fiinfmal mit dem gleichen Volumen Ather-Chloroform 3:1
extrahiert. Der Extrakt (2,86 g) wurde in Chloroform an 150 g Silicagel chromatographiert.
Die vereinigten, mit Chloroform-Aceton 3:2 eluierten Fraktionen 20—22 gaben 193,2 mg
Material, das auf 50 Blittern Papier mit Formamid/Chloroform priparativ chromato-
graphiert wurde, und zwar dreimal so lange als die mobile Phase zur Erreichung des
unteren Papierrandes benotigte. Bande ¢ enthielt 21,2 mg Eluat und wurde nochmals
auf 12 Blattern Papier mit Formamid/Chloroform chromatographiert. Bande a enthielt
3,0 mg noch stark verunreinigtes A 23. Es wurde daher nochmals auf 2 Blatt Papier im
System C von Bush aufgetrennt. Bande a lieferte 0,5 mg Eluat, aus dem mit Ather-Aceton
eine kleine Menge Kristallisat erhalten werden konnte. In analoger Weise wurden auch
aus Ansatz VIII selbst, und zwar aus den Fraktionen 164—173 (Kieselgursiule, eluiert
mit Benzol), ca. 0,75 mg der Verbindung X isoliert.

b) Aus mit Cortexon (I) inkubierten Rinder-NN-Homogenaten: Die Inkubation
und Aufarbeitung der erhaltenen Extrakte erfolgte nach €3)., Aus etwa 30 Inkubationen
mit je 200—250 g Rinder-Nebennieren wurden die stark polaren Fraktionen, enthaltend
Cortison, Aldosteron, Hydrocortison und andere unidentifizierte Verbindungen, vereinigt
(875 mg). Man chromatographierte an 50 g Silicagel in Chloroform und sammelte die
Fraktionen 21—24, die mit Chloroform-Aceton 7:3 und 3:2 eluiert und darauf an 48
Blatt im System Formamid/Chloroform papierchromatographiert wurden. Die am stérk-
sten polare Bande enthielt A 23, welches aus dem Eluat (7,9 mg) mit Ather-Aceton kristal-
lisiert erhalten werden konnte. Weitere kleine Mengen erhielt man auch noch aus den
Fraktionen 25-—30 der oben erwiahnten Silicagelchromatographie.

¢) Herstellung durch 11f-Hydroxylierung von 65-Hydroxy-cortexon (IX): 47 mg
64-Hydroxy-cortexon (IX) wurden dem filtrierten und in dest. Wasser suspendierten
Mycel einer 6-tagigen Kultur von Curvularia lunata??) zugegeben und 2 Tage bei 27°
unter Schiitteln inkubiert. Der aus dem Filtrat mit Chloroform gewonnene Neutralextrakt
(72,3 mg) wurde an 30 Blatt Papier mit F/CHCI; chromatographiert. Nach Elution des
stark polaren Umsetzungsproduktes erhielt man aus diesem aus Ather-Aceton 1,8 mg reine
Kristalle von X,

d) Herstellung durch 68-Hydroxylierung von Corticosteron (XII): 700 mg Corti-
costeron, isoliert aus Nebennieren, wurden einer 1-wochigen Kultur von Trichothecium
roseum!®) in Bierwiirze zugegeben und 314 Tage bei 27° inkubiert. Die klar filtrierte
Losung wurde auf iibliche Weise extrahiert und der Neutralextrakt (912 mg) an 50 g
Silicagel in Chloroform chromatographiert. Fraktionen 14—20, eluiert mit Chloroform-
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Aceton 7:3,3:2,1:1 und 1:3 wurden auf insgesamt 100 Blatt Papier in Formamid/Chloro-
form chromatographiert. Die dem A 23 entsprechenden Banden lieferten 16,1 mg Eluat,
aus dem leicht 7,2 mg 6f3-Hydroxy-corticosteron (X) kristallisiert werden konnten.

Eigenschaften: Aus Ather-Aceton und Methanol Nadeln vom Smp. 225—227° (nach
Sublimation ab 200°). [«]}} = +118° 4 15° (¢ = 0,857, Dioxan). Apax = 237 myu, loge
=4,13.

Im IR.-Spektrum, infolge schlechter Léslichkeit der Substanz aufgenommen in
KBr, sind fiir -OH, 20-CO und 44-3-Keton typische Banden vorhanden.

CyH,, 0, Ber. C 69,58 H8,34%  Gef. 69,76 H 8,27%

Reduktionsvermégen positiv (Blautetrazolium). NaOH-Fluoreszenz: gelb. Einwir-
kung von konz. H,80,: griinlich gelb - griin. Keine Farbreaktionen mit Phosphorséure,
FeCl,— K, Fe(CN)g oder nach Porter-Silber. Bildet bei Perjodsiureoxydation keine Ver-
bindung mit 5-Ring-Lacton (IR.).

Bildet ein Diacetat XIII vom Smp. 182—188¢ (farblose Nadelbiischel aus
Ather-Aceton, kristallisiert aus der Schmelze leicht wieder in langen Nadeln) ; IR. (CH,CL,):
Banden fiir OH-, 20-CO-, 44-3-Keton- und Acetat-Gruppen. UV.-Absorption und Farb-
reaktionen praktisch identisch mit denjenigen der freien Verbindung. Wandert im System
Prop./Toluol etwas langsamer als Corticosteron-acetat, s. Tab. 2.

Konstitution: Die erwahnten Eigenschaften der freien Verbindung und seines Ace-
tates wiesen auf ein Dihydroxy-cortexon hin, in welchem eine Hydroxylgruppe schwer
acetylierbar ist. Das nach kurzen Wellenlingen verschobene Any,x liess das Vorhandensein
einer Hydroxylgruppe in 64-Stellung vermuten, ebenso die Entstehung eines Umlage-
rungsproduktes XTI bei der Einwirkung von siedender wisserig-methanolischer KHCO,-
Losung (1 Std.). (Eigenschaften s. theoretischer Teil.) Fiir die zweite, schwer acetylierbare
Hydroxylgruppe kam in erster Linie die 115-Stellung in Frage, da diese biogenetisch
bevorzugt ist.

In der Tat konnte A 23, das also 6-Hydroxy-corticosteron (X) darstellt, auf mikro-
biologischem Wege sowohl durch 68-Hydroxylierung von Corticosteron (XII) mittels
Trichothecium roseum?®) als auch durch 118-Hydroxylierung von 68-Hydroxy-cortexon
(IX) mittels Curvularia lunata??) gewonnen werden.

68-Hydroxy-11-dehydro-corticosteron-diacetat (XIV): 3 mg XIII wurden mit Chrom-
trioxyd in Pyridin bei Zimmertemperatur dehydriert. Das Rohprodukt chromatogra-
phierte man an Al,Q, Mit Benzol-Ather 1:1 wurden 1,8 mg amorphes Material eluiert,
aus dem mit Ather-Aceton 0,6 mg Kristalle vom Smp. 178—183° crhaltlich waren. Ver-
halten im Licht und Dunkeln: siehe theoretischer Teil.

Das IR.-Spektrum (CH,Cl,) zeigte Banden, die der 4%-3-Ketogruppe, der 20-Keto-
gruppe, der 6-Ring-Ketogruppe und den Acetatgruppen zugeordnet werden konnen.
Reduktionsvermodgen und UV.-Absorption positiv. NaOH-Fluoreszenz gelb. Wander-
geschwindigkeiten siehe Tab. 2.

68-Hydroxy-11-dehydro-corticosteron (XV), intern A 44. Vorkommen:
In Rinder-NN.

Isolterung: Aus Ansétzen IIT+ 1V. Von Ansatz IIT wurden die von der iiblichen
Kieselgurverteilungschromatographie stammenden Fraktionen a) 77—84, b) 85—86 und
¢) 97-—104 verwendet, die durch Elution mit Benzol-Petrolither 7:3 und 4:1 erhalten
worden waren. Die Fraktionen 77—84 (400 mg) wurden an 60 g Cellulosepulver erneut
chromatographiert (Verteilung, System BL;). Davon wurden die mit Benzol-Petrolather
7:3 erhaltenen Unterfraktionen a/21—41 verwendet.

Dazu kamen noch von Ansatz IV die Fraktionen d) 91—102 und e) 103—109 von
der Kieselgurchromatographie, die mit Benzol-Petrolither 7:3 und 4:1 eluiert worden
waren. Fraktionen 91—102 (812,7 mg) und 103—109 (551 mg) wurden separat an 70
bzw. 60 g Cellulose mit den Systemen BL; bzw. BL, rechromatographiert. Von ersteren
wurden die mit Benzol-Petrolither 7:3 eluierten Unterfraktionen d/101-—105 und von e
die mit Benzol-Petrolither 7:3 eluierten Unterfraktionen e/33—46 verwendet. Diese,
neben M noch andere Substanzen enthaltenden Fraktionen a/21-—41, b), ¢), d/101—105
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und e/33—46 wurden vereinigt (1,8396 g) und an 100 g Silicagel in Chloroform rechromato-
graphiert.

Die mit Chloroform-Aceton 7:3 und 3:2 eluierten Fraktionen 14—18 (110,1 mg)
wurden auf 30 Blatt Papier mit F/CHCl; (zweimal bu) rechromatographiert. Die vor
Hydrocortison befindliche Bande e ergab 12,1 mg FEluat, das auf 8 Blatt Papier im
System Bush C bei 40° (bu) weiter gereinigt wurde. A 44 war im Eluat der Bande a
(5,9 mg) enthalten.

2,5 mg davon wurden durch Einwirkung von Acetanhydrid in Pyridin bei Zimmer-
temperatur acetyliert und an 100 mg Al,O, chromatographiert. Aus der mit Benzol-Ather
1:1 eluierten Fraktion liess sich das Diacetat XIV in kristallisierter Form isolieren (0,9 mg).

Verbindung XV wurde auch, neben viel X, bei der Inkubation von Corticosteron
(XII) mit einer Kultur von Trichothecium roseum?!®) unter 65-Hydroxylierung und gleich-
zeitiger 11-Dehydrierung erhalten. Es fiel beim préaparativen Papierchromatogramm in
einer schwicher polaren Fraktion als derjenigen von X an.

Eigenschaften: Smp. 206 —208° (aus Ather-Aceton); UV. positiv (Photokopie), Re-
duktionsvermogen positiv (BT), NaOH-Fluoreszenz gelb, H;PO,-Fluoreszenz schwach
blau. Ry-Werte siehe Tab. 1 und TFig. 1.

Diacetat XIV: Smp. 178-—183°. Gleiche Farbreaktionen wie die freie Verbindung.
Das IR.-Spektrum (CH,C,) zeigt Banden, die der 6-Ring-Keton-, 20-Keton-, 44-3-Keton-
Gruppe und den Acetatgruppen zugeordnet werden kénnen. R-Wert siehe Tab. 2. Das
mikrobiologisch gewonnene Praparat erwies sich nach Misch-Smp., papierchromatogra-
phischem Verhalten und IR.-Spektrum als identisch mit XIV aus X, sowie mit der durch
Acetylierung des NN-Priaparates XV erhaltenen Verbindung. Auch zeigte es das im
theoretischen Teil erwéhnte typische Verhalten im Licht und im Dunkeln,

19-Hydroxy-corticosteron (XVI), intern A 1. Vorkommen: In Rinder- und
Schweine-NN sowie nach aerober Inkubation von Cortexon mit solchen Homogenaten.

Isolierung: a) Eine Tonne tiefgefrorener Schweine-NN (Ansatz VIII) wurde wie
iiblich extrahiert, vorgereinigt und an Kieselgur chromatographiert. Die mit Benzol-
Petrolither 7:3 und 4:1 eluierten Fraktionen 129—163 wurden vereinigt (1,067 g) und
an 30 g Silicagel in Chloroform chromatographiert. Fraktionen 24 und 25 (45,0 mg), er-
halten durch Elution mit Chloroform-Aceton 1:1, chromatographierte man anschliessend
auf 20 Blatt Papier mit Formamid/Chloroform. Bei der Elution von Bande ¢ wurden
15,2 mg amorphes Material gewonnen, welches noch uneinheitlich war und ca. 109, A1
enthielt. s wurde auf 18 Blatt Papier im System Bush C dreimal so lange chromato-
graphiert, als die mobile Phase zur Erreichung des Papierrandes benotigte. Zone b ergab
2,8 mg einheitliches Material mit ca. 509, Gehalt an A 1.

b) Aus Rinder- und Schweine-NN-Homogenaten nach Inkubation mit Cortexon:
Von der Silicagelchromatographie wurden die Fraktionen 25—30 und 34 (1204 mg),
eluiert mit Chloroform-Aceton 3:2, 1:1 und Methanol, auf 60 Blatt Papier und die rest-
lichen Methanol-Fraktionen (94,8 mg) separat auf 40 Blatt Papier mit Formamid/Chloro-
form chromatographiert. Die Zonen d wurden vereinigt und gaben 44,3 mg amorphes
Material mit ca. 40%, Gehalt an Substanz A 1.

Weitere Reinigung: 58,8 mg der amorphen Fraktionen wurden in 2 ml abs. Alkohol
gelost und mit 50 mg Girard-Reagens T?2) in 8 ml abs. Alkohol 32 Std. bei 20° stehen-
gelassen. Nach Versetzen mit 2 Vol. Wasser und Auséthern der ,,Nicht-Ketones wurde
die wissr.-alkohol. Losung im Vakuum eingeengt, mit 0,4 ml 2-n. HCl angesiuert und
sofort dreimal mit Chloroform-Ather 1:3 extrahiert (Ketone 1, 24,7 mg). Eine gleiche
Extraktion erfolgte nach 24stiindigem Stehen bei 20° (Ketone II, 11,8 mg). Ketone I
enthielten ca. 409, Substanz A 1, Ketone II ca. 209, wihrend im ,,nicht-ketonischen‘
Anteil nur ca. 10%, verblieben; kein Kristallisieren. Insgesamt 57,1 mg ketonische Anteile
wurden an 3 g Silicagel in Chloroform rechromatographiert. Die mit Chloroform-Aceton
3:2 bis 1:1 erhaltenen Fraktionen 8—14 enthielten die neue Verbindung. Ein kleiner
Teil davon war durch Eindampfenlassen der methanolischen Losung zur Kristallisation
zu bringen (papierchromatographische Kontrolle der Kristalle!).
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¢) 118-Hydroxylierung von 19-Hydroxy-cortexon (XI): Curvularia lunata?2) wurde
auf 5 1 Nahrlosung 7 Tage bei 27° geziichtet, das Mycel abfiltriert, in dest. Wasser sus-
pendiert und mit 100 mg 19-Hydroxy-cortexon (VI) (isoliert aus NN-Homogenaten)
2 Tage auf der Schiittelmaschine inkubiert. Nach Filtration und Extraktion des Filtrates
mit Chloroform erhielt man einen Neutralextrakt von 68,6 mg, welcher neben unverinder-
tem 19-Hydroxy-cortexon und einem starker polaren Hydroxylierungsprodukt Substanz
A1 enthielt. 68,4 mg wurden auf 40 Blatt Papier in Formamid/Chloroform chromato-
graphiert. Die entsprechende Zone gab nach iiblicher Elution 15,5 mg amorphes Material
von X VI, das vorlaufig nicht kristallisierte. Die starker polare Fraktion lieferte XX.

Eigenschaften: Aus feuchtem Methanol Smp. 187—192°, vermutlich kénnte er noch
héher getrieben werden. Ap,y = 243 mu, log £ = 4,01 (mit amorphem Material). Im IR.-
Spektrum (CH,Cl,) zeigt die gut gereinigte, aber noch amorphe Verbindung Banden fiir
OH-Gruppen, teils sehr stark assoziiert, ferner solche, wie sie fiir die 20-Ketogruppe und
die 44-3-Ketogruppe charakteristisch sind.

Reduktionsvermégen positiv (BT); NaOH-Fluoreszenz: gelb mit Griinstich (je nach
Loésungsmittelsystem starker oder schwicher griinlich!); Reaktion mit Phosphorsiure:
intensive blaue UV.-Fluoreszenz; keine Farbreaktionen mit FeCl,-KFe(CN)g, m-Dinitro-
benzol oder nach Porter-Silber.

Bildete bei Perjodsiureoxydation keine Verbindung mit 5-Ring-Lacton (IR.).

Die neue Verbindung XVI wechselt in den Chromatogrammen mit verschiedenen
Losungsmittel-Systemen ihre Stellung gegentiber Hydrocortison (M) in charakteristischer
Weise; siehe Tab. 1 und Fig. 1.

Sie bildet mit Acetanhydrid in Pyridin ein Diacetat XVIII mit freier OH-Gruppe,
das polarer ist als Corticosteronacetat; siehe Tab. 2 und 3. Bisher war das Diacetat trotz
Chromatographie an Al,0, nicht zur Kristallisation zu bringen. UV.-Absorption und Farb-
reaktionen sind praktisch identisch mit denjenigen der freien Verbindung XVI. Im IR.-
Spektrum (CH,(L,) sind Banden sichtbar fiir ~OH, Acetylgruppen (iiberlagern die 20-
Keto-Bande) und die 44-3-Ketogruppe.

Dibenzoat XVII: 5,2 mg amorphes, ca. 50-proz. XVI wurden in 0,3 ml Pyridin
gelost und mit 0,4 ml 10-proz. Benzoylchlorid-Losung in Benzol 48 Std. bei 20° behandelt.
Nach iiblicher Aufarbeitung erhielt man 24,3 mg Rohprodukt, das an 500 mg Al,O, ge-
reinigt wurde. Die Fraktionen 5—9 (je 2 ml Benzol-Ather 1:1 und Ather) enthielten den
Ester und lieferten mit Benzol-Petrolather leicht Kristallkérner vom Smp. 170—1789;
nochmalige Kristallisation ergab 2,3 mg XVII vom Smp. 177—182°,

CysHygO,  Ber. € 73,66 H6,71%  Gef. C 73,41 H 6,89%
Mol. Gew.  Ber. 570,65  Gef. 604, 600 (Exalton).

Jmax = 231 mu, log ¢ == 4,59 (Athanol). (Zum Vergleich: Cortexon-mono-benzoat
Amax = 234 my, log ¢ == 4,39.) [a]} = +200° 4- 8° (¢ == 0,2935, Dioxan).

Im IR.-Spektrum (CH,CL,) erscheinen u.a. Banden bei 2,67 x (OH-Grupp2), 5,81 u
{20-Keton + Benzoat), 5,98 ¢ und 6,15 u (A44-3-Keton), 6,23 und 6,30 ¢ (aromat. Ring).

Reduktionsvermogen positiv (BT), NaOH-Fluoreszenz gelb; R-Werte s. Tab. 2,

Zur Konstitution: Die Natronlauge-Fluoreszenz von XVI in den Chromatogrammen
war nicht satt gelb wie bei den normalen A4-3-Ketosteroiden, sondern citronengelb, meist
mit einem leichten griinlichen Stich, je nach dem vorher verwendeten Losungsmittelsystem.
Dies wies auf eine 19-Hydroxyl-Gruppe hin, obwohl 19-Hydroxy-cortexon oder 17«,19-
Dihydroxy-cortexon eine ganz deutlich blaugriine NaOH-Fluoreszenz zeigen. Hs scheint
moglich, dass die Griin-Verschiebung bei entsprechend substituierten Derivaten weniger
ausgeprigt ist.

Die Behandlung von XVIII in Pyridin mit Chromtrioxyd fiihrte zu einer schwicher
polaren Verbindung XIX mit R in Prop./Toluol 1,43 gegentiber 0,85 des Ausgangs-
materials (Corticosteron-acetat R = 1,0).

A4-3,11-Diketo-pregnen-17«,20a,21-triol (XXII), intern A 39. Vor-
kommen: In Rinder- und Schweine-NN.
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Isolierung: a) Nach iiblicher Extraktion von einer Tonne tiefgefrorenen Schweine-
NN, Vorreinigung und Verteilungschromatographie an Kieselgur, kristallisierte XX1ITleicht
aus den Fraktionen 142—163, erhalten durch Elution mit Benzol-Petrolither 4:1, Benzol
und Benzol-Chloroform 24:1. Die Ausbeute betrug ca. 300 mg!

b) Aus Homogenaten von frischen Rinder- und Schweine-NN, welche mit Cortexon
inkubiert worden waren®). Isolierung analog wie bei a), wobei aber zusétzlich priparative
Papierchromatogramme verwendet wurden.

Eigenschaften: Aus Methanol-Ather und Aceton diinne Kristallplattchen vom Smp.
240—243°. [w)¥ = +141° 4 4° (¢ = 0,78, Dioxan). Ayay = 239 my, log ¢ = 4,11 (Athanol).
Das IR.-Spektrum (CHCL,) zeigt typische Banden fiir OH-, A11-3-Keto- und 6-Ring-Keto-
gruppen (5,87 p).

C,H,;,0, Ber. C69,58 H834%  CGef. C 68,89 H 8,409
Die Substanz hilt offenbar hartnackig Spuren von Feuchtigkeit zuriick; das Gleiche gilt
von ihrem Diacetat.

Sie zeigt kein Reduktionsvermégen (Blautetrazolium) und keine Porter-Silber-
Reaktion, hingegen weist sie gelbe NaOH-Fluoreszenz und hellblaue H;PO,-Fluoreszenz
auf.

Ry-Werte siehe Tab. 1; XXIT verhilt sich in fast allen Systemen sehr ahnlich wie
Reichstein’s Substanz U und kann nicht mit absoluter Sicherheit davon unterschieden
werden.

Mit tiberschiissigem Acetanhydrid in Pyridin entstand ein Diacetat XXIII, Smp.
aus Aceton-Ather 277—280°. [«]¥ = +99° 4 49 (¢ = 0,722, Dioxan). Das IR.-Spektrum
(CHC),) zeigt Banden, die charakteristisch sind fiir OH-, Acetoxy-, 5-Ring-Keto- und
o, B-ungesittigte Keto-Gruppen. Das Fingerprintgebiet ist deutlich verschieden von dem-
jenigen von Reichstein’s U-Diacetat. Die iibrigen Eigenschaften sind denjenigen der frcien
Verbindung sehr dhnlich (RV, NaOH, etc.). R-Werte vgl. Tab. 2.

Mit der berechneten Menge Acetanhydrid in Pyridin bildete sich neben dem Diacetat
ein Monoacetat XXIV, Smp. aus Aceton 246—248°. R-Werte vgl. Tab. 2.

Uberfithrung von XXIV in Cortison-acetat (XXV) unter 2stiindiger Einwirkung
von Chromtrioxyd in Pyridin bei 20°, sowie Abbau von X XII mit Perjodsiure zu Adreno-
steron (XXVI) und Formaldehyd: s. theoretischer Teil.

A%-3-Keto-pregnen-20,20,21-triol-18-saurelacton (18 - 20) (XXVII),
intern A 42. Vorkommen und Isolierung: Schweine-NN (Charge VIIIc; Waschwasser-
extrakt). Die von der Silicagelchromatographie (siehe bei Verbindung X) anfallenden
Fraktionen 12—16 (473 mg), eluiert mit Chloroform-Aceton 7:3, wurden an 30 g Silicagel
in Chloroform rechromatographiert. Die mit Chloroform-Aceton 4:1 eluierten Fraktionen
14—17 (166,3 mg) und 18—22 (126,3 mg), die noch besonders Hydrocortison, Cortison
und Corticosteron enthielten, wurden priaparativ an 100 bzw. 40 Blatt Papier mit ¥/CHCIL,
(bu) weiter aufgetrennt. Verbindung XXVII befand sich knapp vor Cortison. Die Eluate
dieser Bande a wurden vereinigt und bestanden aus 56,2 mg amorphem Material. Dieses
lieferte mit Aceton sofort kleine Kristallnadeln (8,5 mg).

Eigenschaften: Smp. 215—2199 unter Gelbfiarbung (Subl. ab ea. 190%). Apax == 241
my, log ¢ = 4,24. [«]38 = + 88" 4 6° (¢ = 0,5416, Dioxan).

CpH,0;, Ber. C69,97 H 7,85%  Gef. C 69,44 H 8,23%

Reduktionsvermogen gegeniiber BT ebenso stark wie Cortison, gegeniiber Silber-
diammin aber nur ca. /g so stark! NaOH-Fluoreszenz gelb, H;PO,-Reaktion negativ;
Reaktion mit Ferrichlorid-Kaliumferricyanid und nach Porter-Silber negativ; Dinitro-
phenylhydrazin-Reaktion positiv, SbCl;-Reaktion schwach hellblau, unverandert nach
zusitzlicher Behandlung mit konz. H,SO,.

Im TR.-Spektrum (in KBr oder CHCI,) sind bemerkenswerterweise Banden festzu-
stellen fiir OH (assoziiert), fiir 5-Ring-Lacton (5,65—5,67 x£!) und fir o,f-ungesattigtes
Keton, jedoch keine Banden fiir gesittigte Carbonylfunktionen (z.B. 20-Keton).

Riyr-Werte siehe Tab. 1 und Fig. 1.
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Bei der Behandlung mit iberschiissigem Acetanhydrid in Pyridin entstand ein
Acetat, das bedeutend schwicher polar war als Corticosteron-acetat (s. Tab.2) und
ungefahr wie 11-Dehydro-corticosteron-acetat lief. Unter Berticksichtigung der Polaritat
der freien Verbindung diirfte es sich um das Diacetat XXVIII handeln. Spurenweise
entstand bei der Acetylierung auch ein Produkt mittlerer Polaritat (RV +, NaOH gelb,
Reo.-ac. 0,83), das wohl dem Monoacetat XXIX entspricht.

Konstitution: 1 mg der Verbindung XXVII wurde auf iibliche Weise mit Perjod-
sdure oxydiert. Neben Formaldehyd, der einwandfrei als Dimedon-Verbindung gefasst
und identifiziert werden konnte, entstand eine kristallisierte Sdure XXX sie reduzierte
nicht mehr, zeigte aber UV.-Absorption und gelbe NaOH-Reaktion; im System F/CHCI,
wanderte sie langsamer als Hydrocortison. Nach zweimaliger Umkristallisation aus Aceton-
Ather schmolz sie bei 150—152° unter starker Gasentwicklung, worauf die Schmelze
rasch wieder zu Prismenbiischel erstarrte. Letztere wandelten sich bei weiterem Erhitzen
in grobe Prismen um, die bei 2452499 unter Gelbfarbung schmolzen.

Die Siure XXX wurde mit Diazomethan in Ather-Aceton verestert. Der rohe
Ester XXXI (0,7 mg) liess sich durch Chromatographie an 100 mg Al,O, reinigen; er
befand sich zur Hauptsache in der mit Benzol-Ather 1:1 eluierten Fraktion und kristalli-
sierte ebenfalls (ca. 0,5 mg). Smp. 131—134° Sein IR.-Spektrum (CS,) zeigte weder
OH- noch 5-Ring-Lacton-gruppe, hingegen die «,3-ungesittigte Ketogruppe und in grosser
Intensitét Estergruppen, so dass sehr wahrscheinlich 2 COOCH,-Gruppen vorliegen.

Titration2?) der Siure XXX: CpH,405 (346); Aqu. Gew. ber. 173; gef. 200, 173,5.

Bei der ersten Titration von 0,518 mg XXX in Cellosolve/Wasser 80:20 mit0,1-n.
Tetramethylammoniumhydroxyd blieben Spuren der Substanz ungelsst, so dass das Aqui-
valentgewicht mit 200 etwas zu hoch ausfiel. Hingegen stimmte das Aquivalentgewicht
der Riicktitration mit 0,1-n. HCl mit 173,5 genau auf das Molekulargewicht von 346.

Die scheinbaren pK,*-Werte von 6,58 und 6,50 stimmen innerhalb der Fehler-
grenzen iberein, und die Differenz in den pK,*-Werten von 10,04 bzw. 9,87 ist dadurch
bedingt, dass bei der ersten Titration Spuren ungeldst geblieben sind.

Der ApK*-Wert von 3,46 bzw. 3,37 entspricht eindeutig der benachbarten Stellung
der beiden Carboxylgruppen und mit grofier Wahrscheinlichkeit deren cis-Stellung.

A%-118-Hydroxy-androstendion-(3,17), intern A 2. Vorkommen: Rinder-,
besonders aber Schweine-NN.

Isolierung: Von den aus Ansatz VII (Gemisch aus 760 kg Rinder- und Schweine-NN)
auf iibliche Weise gewonnenen Fraktionen 16—25 (3,412 g) der Verteilungschromato-
graphie an Kieselgur (Elution mit Petrolather-Bznzol 3:2) wurden 100 mg auf 10 Blattern
Papier im B,-System 314 Std. chromatographiert. Die vor 11-Dehydro-corticosteron be-
findliche Zone b wurde eluiert und gab 18,4 mg Riickstand, aus welchem mit Ather-
Aceton leieht 10 mg A 2 kristallisierten. In analoger Weise konnte es auch aus Ansatz
VIII (Schweine-NN) und Ansatz IIT (Rinder-NN) isoliert werden. In Schweine-NN kommt
es in etwa gleicher oder sogar grosserer Menge als Adrenosteron vor.

Eigenschaften: Smp. 190—195° (aus Ather-Aceton). UV.-Absorption bei 240 mu,
Reduktionsvermégen (BT) negativ, NaOH-Fluoreszenz gelb, Phosphorsaurefluoreszenz
gelbgriin. Wandergeschwindigkeiten siehe Tab.3. Nach Misch-Smp., papierchromato-
graphischer Analyse und IR.-Spektren erwies sich A 2 als véllig identisch mit 44-115-
Hydroxy-androstendion-(3,17)%3). Es besitzt keine Na-retinierende Wirkung.

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung unter der Leitung
von Herrn Dr. H. Gysel ausgefithrt. Die Infrarotspektren in Lésung verdanken wir Herrn
Dr. E. Ganz, diejenigen in Kaliumbromid Herrn Dr. P. Zoller, Basel, bestens.

3y 8. u. a. I. I. Salamon & K. Dobriner, J. clin. Xndocrinol. 12, 967 (1952);
1. E. Bush, CIBA Found. Colloqu. on Endocrinol. 5, 203 (1953); 7, 210 (1953); J. Endo-
crinol. 9, 95 (1953).
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Fiir die Messung der pK-Werte sind wir Herrn Dr. E. Heilbronner, Ziirich, und fir
die biologische Priifung der neuen Nebennieren-Steroide Herrn Prof. R. Meter und Herrn
Dr. P. Desaulles dankbar.

Bei der technischen Durchfiihrung der mikrobiologischen Hydroxylierungen war uns

Herr Dr. E. Vischer, bei derjenigen der vielen Papierchromatogramme Herr E. von Arx
bestens behilflich.

SUMMARY.

Nine additional compounds of the pregnane series have been
isolated from adrenals. Elucidation of their constitution showed that
four are known compounds, but five are new. They are derived from
the classical corticoids by hydroxylation in the 6 8- or 19-positions, by
reduction of the 4,5-double bond or 20-keto group, and by oxydation
of the angular 18-methyl group not merely to an aldehyde, as in aldo-
sterone, but to a carboxyl group. The latter derivative is of special
biochemical interest.

Forschungslaboratorien der CIBA Aktiengesellschaft, Basel,
Pharmazeutische Abteilung.

240. Aminosiiure-Analoge aus der Hydrazinreihe III')

von K.Ronco, B. Prijs und H. Erlenmeyer.
(13. X. 56.)

In vorangegangenen Mitteilungen') berichteten wir iiber einige
dem Phenylalanin bzw. Alanin entsprechende Hydrazinverbindungen.

Wie F. E. Lehmann?) gezeigt hatte, sind von den «x-Aminoketonen
die vom Leucin abzuleitenden Verbindungen im Regenerationstest
besonders wirksam. Es war daher interessant, auch die dieser Amino-
sdure entsprechenden Hydrazinderivate zu gewinnen.

Wir folgten bei der Darstellung dieser Verbindungen (IVa-c)
im Prinzip der bisherigen Arbeitsweise, wobei jedoch einige Schwierig-
keiten zu Modifikationen der frither gegebenen Darstellungsvorschrif-
ten fithrten.

Die N-Alkylierung mit Isobutyljodid erfolgt schwieriger als die-
jenige mit Methyljodid, so dass die bis jetzt angewandten Bedingun-
gen') nicht zu einem Umsatz fithrten. Bei Versuchen unter erhohtem
Druck im Bombenrohr bei 90° in Aceton konnten die gewilinschten

1y K. Ronco & H. Erlenmeyer, Helv. 39, 1045 (1956); K. Ronco, B. Prijs & H. Erlen-
meyer, Helv. 39, 1253 (1956).
2y F. E. Lehmann, A. Bretscher, H. Kiihne, E. Sorkin, M. Erne & H. Erlenmeyer,
Helv. 33, 1217 (1950); F. E. Lehmann, R. Weber, H. Aebi, J. Baumler & H. Erlenmeyer,
Helv. Physiol. Acta 12, 147 (1954); H. Erlenmeyer & F. E. Lehmann, Experientia 12, 472
(1949). Vgl. auch H. Erlenmeyer & H. Kithne, Helv. 32, 370 (1949).





