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103. Uber Umwandlungen von Progesteron und 16a-Hydroxy-
progesteron durch Enzyme tierischer Gewebe?)
Tber Stervide, 157. Mitteilung 2)
von A. Wettstein, R. Neher und H.J. Urech
Herrn Prol. Dr. . KarRrRER zum 70. Geburtstag gewidmet

(14. 111. 59)

Kiirzlich wurde iiber die Isolierung von 38, 16a-Dihydroxy-allopregnan-20-on (I)3)
aus Schweine- und Rinder-Nebennieren berichtet. Aus Harn von Patienten mit
klinisch kompensiertem, adrenogenitalem Salzverlust-Syndrom konnten zwel weitere
16o-Hydroxysteroide, namlich das 3«,162-Dihydroxy-pregnan-20-on (II) und das
30, 164-Dihydroxy-allopregnan-20-on (III), isoliert werden?2). Verbindung III liess
sich ferner aus Schweine-Nebennieren gewinnen. Dic Verbindungen I-III sind auch
synthetisch bereitet worden, ebenso das vierte in 3,5-Stellung Stereoisomerc, die
Substanz IV, welche weder im Harn noch in Nebennicren aufzufinden war?2).

Verbindung I, die wir SEF (= Sodium Excreting Factor) nannten, und in ge-
ringerem Masse auchdie Verbindung IT, bewirkten nach DEsAUILLES ) 2) unter bestimm-
ten biologischen Bedingungen an der nebennierenlosen Ratte eine erhéhte oder be-
schleunigte Natrium-Ausscheidung.
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11 Auszugsweise vorgetragen von A, WETTSTEIN am JV. Internat. Kongress fiir Biochemie
m Wien, 5. September 1958,

2} 156. Mitteilung: R. NEHER, CH. MEYSTRE & A. WETTSTEIN, Helv. 42, 132 (1959).

3} R. XEHER, P. DEesaviLes, E. VIsCcHER, . WiELANXD & A. WETTSTEIN, Helv. 41, 1667
(1958).
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In der vorliegenden Arbeit werden nun Versuche zur Abklirung der Genese der
16«-Hydroxysteroide I-III mitgeteilt. In Analogie zu den bekannten Metaboliten der
genuinen Nebennierenrinden-Hormone kénnte man sie als Tetrahydro- bzw. Allo-
tetrahydro-Derivate des entsprechenden A4-3-Ketosteroids, des 16«-Hydroxypro-
gesterons (V) auffassen. Diese Grundsubstanz V war allerdings unseres Wissens bisher
noch nicht in Geweben von Warmbliitern aufgefunden worden. Ihre jetzt gelungene
Isolierung soll hier ebenfalls beschrieben werden.

In einer ersten Versuchsreihe inkubierten wir 16a-Hydroxyprogesteron (V) mit
Vollhomogenaten oder Schnitten von Rattenleber und untersuchten die Umwand-
lungsprodukte. Eine enzymatische Reduktion von A4-3-Ketosteroiden zu ringgesit-
tigten 3-Keto-, 3a-Hydroxy- und 3f-Hydroxy-Verbindungen mittels Homogenaten
oder Schnitten von Lebern oder Nebennieren ist schon verschiedentlich beobachtet
worden, so bei Testosteron?), A%-Androsten-3,17-dion%)%), Progesteron?) und den
genuinen Corticosteroiden 8)®)1%)11), Auch die Perfusion von Rattenlebern11)12) oder
Rinder-Nebennieren13) mit verschiedenen 44-3-Ketonen lieferte vorwiegend im Ring
A gesiittigte Metaboliten.

Eine zweite Versuchsreihe sollte zur Abklirung der Frage dienen, auf welcher
Stufe des Metabolismus zu den Verbindungen I-III das 16x-Hydroxyl eintritt. Hiezu
wurden die Modellsubstanzen Progesteron (VI) sowie Allopregnan-3§-ol-20-on (VII),
ein moglicher 16-Desoxy-Vorldufer von Verbindung I, auf ihre Konvertierbarkeit mit
Homogenaten von Rattenlebern oder Rinder-Nebennieren gepriift. Wihrend die
16a-Hydroxylgruppe mit Hilfe von Mikroorganismen14)1%) verhiltnismissig einfach
und in guten Ausbeuten eingefithrt werden kann, ist diesc Reaktion mit Enzym-
systemen aus Sdugetier-Geweben nur selten und in geringen Ausbeuten beobachtet
worden. So erhielten z. 3. SCHNEIDER & MasoN18) bei der Inkubation von Dehydro-
epiandrosteron mit Kaninchenleber-Schnitten 45-Androsten-38, 16«, 17«-triol in 2-9%,
Ausbeute. Nach Perfusion von Testosteron durch Hundeleber isolierten AXELROD und
Mitarb.?) das 16a-Hydroxy-Derivat neben anderen Produkten.

4
5

L. T. SamuELs, C. McCAuLEY & D. M. SELLERS, J. biol. Chemistry 168, 477 (1947).
) CH. D. KocHAKIAN & G. STIDWORTHY, ]. biol. Chemistry 210, 933 (1954).
) B. L. Rus1y, J. biol. Chemistry 227, 917 (1957).

) W. TavrLor, Biochem. J. 56, 463 (1954); 60, 380 (1955).

8 a) J.J. ScaxEDER & P. M. Horst™MaNN, J. biol. Chemistry 191, 327 (1951); b) J. ].
SCHNEIDER, tbid. 194, 337 (1952); c¢) J. J. ScuNEIDER & P. M. HOorRsTMANN, #bid. 196, 629 (1952);
d) J. J. SCHNEIDER, tbid. 199, 235 (1952).

%) E. ForcHIELLI, H. RoSENKRANTZ & R. I. DorFMAN, J. biol. Chemistry 215, 713 (1955);
E. ForcHIELLI & R. I. DORFMAN, ibid. 223, 443 (1956).

10) G. M. Tomxkins & K. J. ISSELBACHER, ]J. Amer. chem. Soc. 76, 3100 (1954); K. J. IsseL-
BACHER & G. M. Tomkins, Fed. Proc. 13, 236 (1954); G. M. ToMKINs, Rec. Progr. Hormone Res.
12, 125 (1956); G. M. Tomxkins, J. biol. Chemistry 225, 13 (1957).

11y a) E. Y. Casp1, H. LEvy & O. M. HECHTER, Arch. Biochemistry Biophys. 45, 169 (1953);
b E. Y. Caspr & O. M. HECHTER, ibid. 52, 478 (1954); ¢) ibid. 61, 299 (1956).

1) L.L. MiLLer & L. R. AXELROD, Metabolism 3, 438 (1954).

13) A.S.MEVER, J.biol. Chemistry 203, 469 (1953); A.S. MEYER, O.G. RopGERs & G. PIxcUs,
Acta endocrinol. 16, 293 (1954).

14y D. PErLMAN, E. Titus & J. FrRIED, J. Amer. chem. Soc. 74, 2126 (1952).

15) K. VISCHER, J. SCHMIDLIN & A. WETTSTEIN, Helv. 37, 321 (1954).

18) J.J. ScuxeipER & H. L. Masox, J. biol. Chemistry 172, 771 (1948).

17) 1. R. AxeLroDp. L. L. MiLLER & F. HERLING, J. biol. Chemistry 219, 455 (1956).
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Isolierung der Umwandlungsprodukte

Die Extraktion der Gewebsinkubate und die Entfettung der Extrakte erfolgte
nach dem Verfahren von CARTLAND & KuizeENGa18), das wegen des verhiltnisméssig
lipophilen Verhaltens der isolierten Verbindungen I-II1 etwas modifiziert wurde (vgl.
Schema 1). Da eine quantitative Trennung von I, IT und III durch Chromatographie
an Silicagel aussichtslos war, begniigten wir uns damit, diescs Gemisch zuerst als
Ganzes von weniger polaren Steroiden, wic Progesteron, und von nicht-steroidem
Begleitmaterial abzutrennen (vgl. Schema 2). Allfallige 3,16, 20-Trihydroxy-pregnane
und -allopregnanc, die aus 16a-Hydroxyprogesteron durch Reduktion im Ring A und
in der Seitenkette entstehen kénnen und die sich papierchromatographisch z. T. sehr
dhnlich wie die Verbindungen I-111I verhalten, wurden hierauf durch Girardierung?®)
entfernt.

Schema 1

Extraktion der Umwandlungsprodukle von Progesteron und 16a-Hydroxyprogesteron
aus inkubierten Gewebs-Homogenaten und -Schnitten

300 ml Homogenat (oder Suspension von Schnitten)
Mit 51 Aceton iiber Nacht stchenlassen; Abnutschen

—» Riickstand (feste Gewcebstcile, denaturierte Proteinc)
‘Waschen mit 80-proz. wisser. Aceton
¢ i P

Liltrat

Im Vak. auf 600 ml einengen;

wiiss. Suspension mit 400 ml Accton versetzen und dreimal mit Hexan (500, 250, 250 ml)
auszichen. Vereinigte Hexanlésungen sechsmal mit je 200 ml 60-proz. wisser. Aceton riick-
extrahieren.

Simtliche 7 wisscr.-acetonischen Lésungen vercinigen und i. Vak. auf 1 1 eincngen.
Verblcibende wisser. Suspensionen sechsmal mit je 300 ml Methylenchlorid ausschiitteln.
Vercinigte Methylenchlorid-Extrakte mit n-Natronlauge und Wasser waschen und i. Vak.
vy eindampien.

Entfetteter Neutralextraht

Das Prinzip der quantitativen papierchromatographischen Fraktionierung der
YVerbindungen I-1V gemiiss Schema 2 beruht auf ihren bekannten ?) relativen Wande-
rungsgeschwindigkeiten in verschiedenen ZAFFARONT-2%) und Busg-2!) Systemen. Alle
4 stereoisomeren Steroide geben mit SbCl; im UV.-Licht von 360 mu Wellenlidnge
eine blaue (bei hoherer Konzentration bis gelbe) Fluoreszenz; die Erfassungsgrenze
auf einem 1,5 cm breiten Papierstreifen liegt bei ca. 1 ug nach Chromatographie in
BusH-Systemen. Kleine Eluat-Proben der einzelnen Zonen wurden jeweils in weiteren
ZAFFARONI- und BusH-Systemen mit Antimontrichlorid-Reagens??) qualitativ auf
Einheitlichkeit gepriift. Da in keinem einzigen Inkubations-Versuch 3f,16«-Di-
hydroxy-pregnan-20-on (IV) qualitativ nachgewiesen werden konnte, reduzierte sich
dic priparative Auftrennung gemiss Schema 2 in den spéteren Ansitzen auf die
zwei Systeme Propylenglykol/Toluol und BusH B,.

18
19

) G. F. CartLanDd & M. H. Kuize~nca, J. biol. Chemistry 116, 57 (1936).
) A. GIRarRD & G. SanpuLEsco, Helv. 19, 1095 (1936).
20) A. ZarFaroxI, Rec. Progr. Hormone Res. 8, 51 (1953).
2y 1. E. BusH, Biochem. J. 50, 370 (1952).
) R.

22 NreueEr & A WETrsTiIN, Helv. 34, 2278 (1951).



Volumen xv11, Fasciculus 111 (1959) — No. 103 959

Schema 2
Fraktionierung dev Umwandlungsprodukte
Entfetteter Neutralextrakt

Silicagel
;, Benazol-FEluate (Progesteron und andere wenig polarc Steroide, nicht-steroides
Material) : verworfen.

Methylenchlorid-Aceton-Eluate
(SEF + Isomere, Trihydroxypregnan-Verbindungen)

Girardieren
» Nichtketone

Y
Ketonfraktion
¢ Papierchromatographie

1. System 2. System (3. System)
Propylenglykol/Toluol Busn By Formamid/Benzol
(2-3 mg pro Blatt) (1-2 mg pro Blatt) (2-3 mg pro Blatt)
R g N[
aasb—
A I+
058 0s0
0,62 0
B I«{N) +— ¢ I -
085 - "~ o
1S S o5 pot-————— 5 == S
I 110 (7
1IF !
E
{ ' {
Durchlauf Durchlauf Durchlauf

Verbindung IV und deshalb 3. System nur bei Modellversuchen, nicht nach Inkubationen.
F; = roter Leitfarbstoff (vgl.?)).

Inkubation von 16ca-Hydroxyprogesteron (V) mit Homogenaten
oder Schnitten von Rattenleber

Radioaktives 16a-Hydroxyprogesteron, das sich aus Progesteron-[4-14C]23) durch
mikrobiologische Hydroxylierung mit einer nicht weiter definierten Streptomyces-Art
herstellen liess, wurde unter verschiedenen Bedingungen (siehe Tab. 1) mit Homo-
genaten oder Schnitten von Rattenleber inkubiert. In allen Fillen entstand ein Ge-
misch der Isomeren I, IT und 111, wihrend das 38,58-Isomere IV nie auch nur papier-
chromatographisch nachgewiesen werden konnte. Auffallend sind die durchwegs
giinstigen Gesamt-Ausbeuten an Tetrahydroprodukten (Y/;—2/;) mit Homogenaten bei
Zusatz von TPNH, aber auch von DPNH #).

23) Bezogen vom RADIOCHEMICAL CENTRE, Amersham, Bucks., England.

24) In dieser Arbeit verwendete Abkiirzungen: DPN® = Diphosphopyridin-nucleotid (oxy-
dierte Form); DPNH = Diphosphopyridin-nucleotid (reduzierte Form); TPN® = Triphospho-
pyridin-nucleotid (oxydierte Form); TPNH = Triphosphopyridin-nucleotid (reduzierte Form);
ATP = Adenosin-triphosphat.



HELVETICA CHIMICA ACTA

960

IS £ denk(] ‘L2 WO, Juoyonsioy ua)v U}

THE PE L CWayaotg] ‘NOLSWILDA "M YL Y SEEMM 'V 'H (
ueIuyd§-19gauaIey {,

3191z pal yosrmay) (¢
aang 18 ¢ (w

g3nagsueorpey] (u

-anaqsnereore |y (w
‘udzZUEBISNS 19USIUAINE udysSunuunploy 3w Yo18IaA younp Sunyromsny
AEIIUCAD SQIPULIQUM]HIYUR S| PUR LRizpnuap! ‘ussawadipru posiydesforewonposarded anu (31atsyeIsuy 3Y0IN (
‘u08029( ‘WIDYUUBY ‘UNHQS ¥ HAUNINHIOE " *D UOA [319120pal YIstjewdAzusf (y
‘ua80zaq “OJ{ SO "3S ©0) TVOIKTH]) VIKDIS U0A {3I01znpol yosrewizuy (

(0v61)

!
yeusSowo-1aqauaiyeyr (p
.cctumwuchQ,ﬂxchcmm.xoﬁmoﬁuxnoﬁcmz?

‘u012359301dAX0IPAH-0g | seanpqeul (|
33300 pUIY Iajen3usad Sunpijiunyg iny (g

+°2 Hd aapm a-yeudsoy g
Gos 0| Grz | Lo |Gy |%edwen] o (1/8 g) osvontr) |-uaoNiy-saday [w 00T | (o 001 (a 001 4y
p1o103s Bw/{y HNJAL Sw 1
(@9'99] (wo |(weetg|wo STt ty| T > N (3 prureurodrn B “ [w 00¥ (w 00T (> 001 <
pro1d1s Sw/(; HNJd 8w T
(wo'cel o [oer|uwew [werr] 1 > X (a PrweunooIN " “ (w oo¥ (» 007 {0 001 t
posals Buwf(; HNd( 8w
(w 27§ (06T |fwgR (w0l 1 » N (3 PrUWBUBOIN .. “ W pog (b 0OST {qcL ¢
pro1ag Sw/{ HNJAL Sw g1
(wz 1] o {(wo'rllfwzolllwl'e 0§ ~ N (3 prwreuOOIN " ‘! W ozg (wo1 {(a 91 7
(s ¥'L Hd ‘1004
-1eydsoyg-NOLST1HDH
0 0 0 0 BN (3 prireunoorny -sauay Cw-10 W 09T (b o8 (vo 1
. yioan (1) e 8 E
(u-p| (AD | am A joseyd
gegs | s we | doxe | vc g .«M.N:m —ser ozyESNY ToJIu ] 1q0; o
10-(7-UDUIIAG-3¢-Ax 04pAYL(T-R9 [ '3 : -uaey | A Isqng .m_H.w/z
(%) 3301108T uddundulpoag-suonyeqnyjuy jzyesaSury

A9GIUIYDY HOR U IO 43P0 wappuISotopy jiut () uotapsofosdlxoaphig-%g ) 1on wouvgnyuy "1 aoqeL




Volumen xtr11, Fasciculus 111 (1959) — No. 103 961

In Arbeiten von TomkINs & ISSELBACHERY) iiber die erforderlichen Wasserstoff-Donatoren
bei der Reduktion von Cortison zu Tetrahydro-cortison mit partiell gereinigten Enzympriparaten
aus Rattenleber war gezeigt worden, dass die Reduktion sehr wahrscheinlich in zwei Stufen er-
folgt, von denen die erste (Reduktion der Doppelbindung) irreversibel ist und TPNH benotigt,
wiéhrend im zwciten, reversiblen Schritt (Reduktion der 3-Ketogruppe) sowohl TPNH als DPNH
als Co-Faktoren dienen kénnen. Nach diesem Schema wire fiir die Gesamtreaktion unbedingt
TPNH notwendig. Die Autoren haben jedoch bereits daraufl hingewiesen, dass gewisse anderc
A4-3-Ketosteroide auch mit DPNH als Co-enzym reduziert werden kénnen, allerdings aber in
geringerer Ausbeutc als bei Anwesenheit von TPNH.

Da uns zu Anfang der Versuche kein enzymatisch reduziertes TPNH zur Ver-
filgung stand, stellten wir eine kleine Menge durch chemische Reduktion von TPN@®
mit Natriumdithionit nach KarLaN, CoLowick & NEUFELD?) her. Auf Grund des
Verhiltnisses der gemessenen Extinktionen im UV.-Spektrum bei 340 mu (gycor =
6250%8), red. Pyridiniumkern) und bei 260 mu (eger = 16 000, Adeninkomponente)
lag das Nucleotid dann zu 979, in der reduzierten Form vor. Bereits der Inkubations-
versuch 2, in welchem eine relativ grosse Menge dieses Nucleotid-Priparates zur An-
wendung kam, ergab neben ca. 509, unverinderten Ausgangsmaterials insges. 31,29
Tetrahydro-Produkte, aber nur verhiltnismissig wenig Substanz I. Wurde das che-
misch reduzierte TPNH durch enzymatisch reduziertes DPNH ersetzt (Versuch 3), so
liess sich kein Ausgangsmaterial mehr nachweisen, die totale Ausbeute an den Ver-
bindungen I-III war aber kaum verindert; dabei hat sich jedoch das Verhiltnis von
isolicrter 38, 5a-Verbindung I zu 3w, 58-Verbindung II stark zugunsten der ersteren
verschoben. Dieses Resultat konnte im folgenden Versuch 4 mit radioaktivem 16e-
Hydroxyprogesteron quantitativ verifiziert werden.

Inzwischen waren wir in den Besitz von enzymatisch reduziertem TPNH ge-
kommen. Mit diesem wiederholten wir den Versuch 4 unter gleichen Reaktionsbedin-
gungen, aber unter Ersatz von DPNH durch TPNH (Versuch 5). Wihrend dabei Ver-
bindung I in gleicher Menge entstand, stieg die Ausbeute an den Isomeren II und III
auf das Doppelte bzw. Dreifache. Diese insgesamt etwa 67-proz. Konversion zu
Tetrahydro-Verbindungen stellt ein bemerkenswertes Resultat dar, waren doch bei
Verwendung von chemisch reduziertem TPNH (Versuch 2) mehr als dreimal niedrigere
Ausbeuten an Substanz I und IIT gefunden worden.

Das Verhiltnis der bei der enzymatischen Reduktion entstehenden Isomeren
scheint also durch die Versuchsbedingungen wesentlich beeinflusst zu werden, doch ist
beim Fehlen von Mehrfachbestimmungen nicht sichergestellt, ob diese Unterschiede
signifikant sind. Speziell der auffallend grosse Anteil an 3e,5¢-Verbindung III im
Versuch 5 wire noch nachzupriifen. In Ubereinstimmung mit vielen Beobachtungen .
bei enzymatischen Umwandlungen von A4-3-Ketosteroiden mit Rattenleber 8d) 112, 0)12)
iiberwiegt jedoch auch in unseren Versuchen 3-5 die Summe der Allopregnan-Verbin-
dungen I und III eindeutig iiber das Pregnan-Derivat I1%). In diesem Zusammenhang
sei erwédhnt, dass es VISCHER %) in unseren Laboratorien kiirzlich gelungen ist, 16a-

%) N. O. Karran, S. P. Corowick & E. F. NEUFELD, J. biol. Chemistry 195, 107 (1952).

28) P. OHLMEYER, Biochem. Z. 297, 66 (1938); B. L. HorREckER & A. KORNBERG, ]J. biol.
Chemistry 176, 385 (1948).

27) Uber Fraktionierung von Rattenleber-Homogenat in A44-5a¢- und A4-58-Hydrogenasen
siehe E. ForcHIELLI & R. I. DorFMaN, J. biol. Chemistry 223, 443 (1956); The Endocrine So-
ciety, Program 39th Meeting, May 30-June 1, 1957, No. 15.

28) E. VIscHER, unverdifentlichte Versuche.
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Hydroxyprogesteron mit einem Stamm von Streptomyces griseus teilweise in 3f,16a-
Dihydroxy-allopregnan-20-on (I) tiberzufiihren.

Zur Charakterisierung wurden die einzelnen, aus den priparativen Papier-
chromatogrammen gewonnenen Verbindungen, sobald sie sich als chromatogra-
phisch einheitlich erwiesen, bis zur Smp.- bzw. Radioaktivitits-Konstanz umkri-
stallisiert und durch Misch-Smp. und Infrarot-Spektren mit authentischen Pripa-
raten verglichen.

In den Versuchen 3, 4 und 5 wurde schlicsslich auch der nichtkctonische Anteil niher unter-
sucht. Alle drei Nichtketon-I'raktionen cnthielten sehr kleinc Mengen zweier Substanzen A und
B. Diese zcigten keine UV.-Absorption bei 240 mu, gaben aber nach Antimontrichlorid-Behand-
lung einc ockerfarbige UV.-Fluoreszenz. Ihre priparative Trcnnung gelang im System Busa B,
(R%;-’ = 0,83; R{?ﬁ = 1,27), wobei z. B. Versuch 5 Material- und Radioaktivitits-Ausbeuten von
etwa 0,2% A und 0,7% B lieferte. Von den 8 theoretisch moglichen 3§,16«,20£-Trihydroxy-
pregnanen bzw. -allopregnanen, welche durch Reduktion sowohlim Ring A als auch in der Seiten-
kette cntstehen kénnen, standen uns das 38, 5a,208-Isomere (MARRIAN's Triol29)2)) sowie das
3a, 50, 208-Isomerc 29¢)2) zur Verfiigung. Sic erwiesen sich weder mit A noch B als identisch. Eire
weitere Aufklirung der letzteren Verbindungen musste wegen ihren geringen zur Verfiigung
stchenden Mengcn unterbleiben.

Von verschiedenen Autoren ist beobachtet worden, dass mit zunehmendem Zer-
kleinerungsgrad der tierischen Gewebe, d.h. beim Ubergang von der Schnitt- zur
Homogenat-Technik, das Reduktionsvermogen fiir die A%3-Ketogruppe teilweise
verloren ging4)?)8). Wir fithrten deshalb auch Inkubationen mif Schnitien von Ratten-
leber in KREBS-RINGER-Phosphatpuffer unter Bespiilen mit Medizinal-Sauerstoff
durch, in der Hoffnung, noch bessere Umwandlungen zu erzielen. Wie der beispiels-
weisc angefiihrte Versuch 6 zeigt, reichten aber die Ausbeuten an Substanz I-III mit
2,4-3,6%, bei weitem nicht an die besten Resultate unter Verwendung von Homogenat
und DPNH oder TPNH heran. Hiezu ist allerdings zu bemerken, dass diese Inkuba-
tionen wahrscheinlich unter schlechteren Beltiftungsbedingungen ausgefiihrt wurden
als bei den sonst tiblichen Versuchen in WARBURG-Apparaturen.

Inkubation von Progesteron-[4-1*C] mit Homogenaten von Rattenleber
oder Rinder-Nebennieren

Wie aus Tab. 2 hervorgeht, liess sich auch Progesteron (VI) mit Homogenaten
von Rattenleber unter Hydroxylierung in Stellung 16« und Reduktion der A4-3-
Ketogruppe in die Verbindungen I-III tiberfiihren, jedoch mit viel schlechteren
Ausbeuten als das 16a-Hydroxyprogesteron. Im Gegensatz zu den Versuchen 3-5
von Tab. 1, bei welchen praktisch keine UV.-absorbierenden Verbindungen im
Ketonanteil nachgewiesen werden konnten, entstand bei der Inkubation von Pro-
gesteron eine Vielzahl noch UV.-absorbierender Verbindungen. Die hier interessie-
renden Umwandlungsprodukte I-IIT liessen sich nach Schema 2 zwar isomerenfrei
auftrennen (Kontrolle durch Antimontrichlorid-Reaktion), sie waren aber immer
noch relativ stark mit UV.-positiven Begleitstoffen vermischt. Durch mehrmaliges
Umkristallisieren zusammen mit grosseren Mengen der entsprechenden reinen nicht
markierten Steroide gewannen wir schliesslich Kristallisate, welche frei waren von

) a) G. A. D. HasLEwooDp, G. F. MARrIAN & E. R. SMiTH, Biochem. J. 28,1316 (1934); b)
R. E. MArRkerR & E. L. WiTTLE, J. Amer. chem. Soc. 61, 855 (1939); ¢) H. Hirscamann, F. B.
HirscHMANN & M. A. Daus, J. biol. Chemistry 178, 751 (1949).
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UV.-absorbierenden Beimengungen; aus ihrer spezifischen Radioaktivitdt konnten
dann, unter Beriicksichtigung der Isotopenverdiinnung, die effektiven Ausbeuten
berechnet werden.

Die entsprechenden Umwandlungsversuche von Progesteron mit Rinder-Neben-
nieren-Homogenat zeitigten durchwegs schlechte Resultate (vgl. Tab. 3). Verbin-
dung I entstand in so kleinen Mengen, dass sie nur papierchromatographisch nach-
gewiesen und die Ausbeuten auf Grund der Radioaktivitit in den entsprechenden
Zonen abgeschitzt werden konnten. Der relativ bestc Wert ergab sich, wenn dem
Homogenat ausser Progesteron-[4-14C] noch inaktives I, gewissermassen als «trapping
agent», beigegeben wurde (Versuch 11).

Der grosste Teil der Radioaktivitit befand sich bei allen Versuchen in Corticosteron
und andern UV.-absorbierenden Corticosteroiden, von welchen einzeclne papier-
chromatographisch isoliert und auf Radioaktivitit gepriift wurden. So konnten u.a.
kleine Mengen von 16a-Hydroxyprogesteron (V) isoliert werden, welches radioaktiv
war und demnach aus dem eingesetzten Progesteron (VI) entstanden sein muss. Wie
bei den iibrigen untersuchten Corticosteroiden war auch beim 16«-Hydroxyprogeste-
ron die Ausbeute an Radioaktivitit etwas kleiner als diejenige an Substanz. Diese
Tatsache kann erstens damit erkliart werden, dass das nicht aktive, in den Neben-
nieren vorhandene Progesteron oder andere Vorliufer von 16a-Hydroxyprogesteron
(V) unter den angewandten Bedingungen in letzteres umgewandelt wurden; eine
zweite Erklirung licgt in der Annahme, dass die Nebennieren als solche kleine Mengen
von V enthalten.

Wir arbeiteten nun ein Homogenat von 250 g Rinder-Nebennieren ohne Inkuba-
tion auf und bestimmten papierchromatographisch den Gehalt an Progesteron und
16a-Hydroxyprogesteron. Die gefundenen Werte von 24-32 ug kg bzw. 240-300 ug/kg
erkliren annihernd die Diskrepanz zwischen Material- und Radioausbeute bei den
Inkubationsversuchen; es darf dabei angenommen werden, dass das genuine inaktive
Progesteron in gleichem Masse 16a-hydroxyliert wird wie die zugesetzte radioaktive
Verbindung, und dass in den Nebennieren vorhandenes inaktives 16a-Hydroxypro-
gesteron ebenfalls teilweise weiter verwandelt wird.

Bei der Inkubation von 3f-Hydroxy-allopregnan-20-on (VII) mit Rinder-Nebennieren-
Homogenat konnte keine Spur von Substanz I nachgewicsen werden.

Isolierung von 16c-Hydroxyprogesteron (V) aus Schweine-Nebennieren

Auf Grund der beschriebenen Versuche wurden nun verschiedene frither beiseite
gestellte Fraktionen aus 2 Tonnen Schweine-Nebennieren?) auf Anwesenheit von
16a-Hydroxyprogesteron gepriift. Die qualitative papierchromatographische Analyse
zeigte, dass das gesuchte Steroid vor allem in Fraktion e der ersten priparativen
Papierchromatographie von AII*) vorhanden sein musste. Die im experimentellen
Teil beschriebene papierchromatographische Auftrennung (s. Schema 3) fithrte dann
zur Isolierung des reinen kristallinen 16«-Hydroxyprogesterons (V) vom Smp.
223-226°. Der Gehalt betrug ca. 150 mg pro Tonne Schweine-Nebennieren. Verbin-
dung V ist das dritte aus Nebennieren isolierte 16«-Hydroxysteroid (nach Verbin-
dungen I und III).

30) Vgl. bei 3), S. 16691f.; Benennungen von dort iibernommen.
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Schema 3
Isolierung von 160-Hydyoxyprogestevon (V) aus Schweine-Nebennieven
Ausgangsmaterial: s. Publikation?), S. 1671.
Fraktion A 11

!
! Auftrennung im Chromatoblock (2970 Blatt)
v mit Formamid/Benzol-Chloroform (1:1)

u. a. Fraktion e, total 7,51 g (enthilt viel 11-Dehydro-corticosteron)

l 1/20 davon zur weiteren Papierchromatographie

1. System: 2. System:
(Chromatoblock, 113 Blatt) {Chromatoblock, 108 Blatt)
Propylenglyko!/Toluol Formamid/Benzol-Chloro-
form (3:1)
a
120,6 mg
b UV+
11-Dehydro-corticosteron a
¢ Uv+ < <
A4-Androsten-118- b
ol-3,17-dion
d c UV+ 47,5 mg
3. System : / d
BL,
e

—>» 16a-Hydroxyprogesteron

uv+

-

Die erhaltenen Resultate weisen darauf hin, dass 16-Hydroxyprogesteron als
Vorldufer in der Biogenese der Verbindungen I-IIT dienen kann. Die reduktive
Umwandlung tritt unter unseren i»n vitro-Bedingungen vor allem in der Leber ein.
Vorldufer und Reduktionsprodukte I und ITI werden én vivo offensichtlich in den
Nebennieren gespeichert, da sie daraus isoliert werden konnten.

Die hier nachgewiesene 16a-Hydroxylierung in Nebennieren-20%) und Leberge-
webe ist unter den angewandten Versuchsbedingungen zu geringfiigig, um iiber den
bevorzugten Produktionsort und Vorliufer von 16a-Hydroxyprogesteron etwas signi-
fikantes aussagen zu kénnen. Progesteron stellt zweifellos einen der méglichen Vor-
liufer dar. Die geringen Ausbeuten an I-IIT ausgehend von Progesteron sind unter
in vitro-Bedingungen nicht {iberraschend, haben doch in einem Ansatz oxydierende
und reduzierende Reaktionen an der gleichen Molekel zu erfolgen.

30a) Vgl, hiezu B. G. Rao & R. D. H. Heard, Arch. Biochemistry Biophys. 66, 504 (1957).
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Experimenteller Teil

Alle Smp. wurden in einem BicHI-Schmelzpunktsapparat (nach Dr. ToTToL1) bestimmt und
sind korrigiert. Die IR.-Spcktren wurden mit einem PERKIN-ELMER double beam Spektrograph,
Mod. 21, aufgenommen.

Die radioaktiven Proben wurden in cunendlich diinner» Schicht (< 0,15 mg/cm?2) auf Teflon-
Schilchen unter einer Lndfenster-GM-Rohre mit einem «Tracerlabs-Gerdt (Mod. Superscaler
SC-18 A) ausgezéhlt. Alle Radioaktivititen sind auf ein 1#C-Standardpriparat bczogen.

Die verwendeten Co-Faktoren waren Handelsprodukte, und zwar DPN® von PABST LABORA-
TORIES, Milwaukec, Wis.; DPNH, TPN® und ATP von Sigcma CrHEMmIcAL Co., St. Louis, Mo.,
und TPNH von C. ¥. BOEHRINGER & SOHNE, Mannheim.

Papierchromatographie. — Qualitative Testierungen und priparative Trennungen wur-
den durchwegs nach dem absteigenden Verfahren auf gewaschenem Waarman-Papier Nr. 1,
grossere Trennungen auf mehr als 50 Blittern im Chromatoblock3?) auf ungewaschenem Papier
vorgenommen. Dic Chromatogramme in ZAFFARONI-Systemen?0) (F/Be = Formamid/Benzol,
F/Be-CHCl; = Formamid/Benzol-Chloroform, F/Cy = Formamid/Cyclohexan, P/Tol = Pro-
pylenglykol/Toluol) wurden bei 22°, diejenigen in BusH-Systemen?!) [B,=Petrolather-Benzol-
Methanol-Wasser (17:33:40:10), BI.; = Petroldather-Benzol-Methanol-Wasser (3:7:5:5)] bei 38°
in Metalltrégen ausgefiihrt. Die Elution der Substanzen erfolgte nach NEHER & WETTSTEIN3?)
gemiss dem dort beschriebenen Modus a. Zur Lokalisierung von nicht UV.-Licht absorbierenden
Substanzen wurden ciu bis zwei 1/, cm breite Streifen von jedem Blatt mit Antimontrichlorid
cntwickelt, die blau bis gelb fluoreszierenden Stellen markiert und auf die Blatter {ibertragen.
In den angegebenen Ausbeutcn sind die in den papierchromatographischen Kontrollstreifen
abgczweigten kleinen Substanzmengen beriicksichtigt.

16a-Hydroxyprogesteron-[4-14C]. -- Vier 500 ml ERLENMEYER-Kolben mit je 100 ml
sterilisierter Nihrlosung, enthaltend 3 g Fleischextrakt, 5 g Pepton, 10 g Rohglucose, 5 g NaCl
und 10 g CaCOjy in 11 Leitungswasser, wurden mit der Streptomyces-Art A 7894 bcimpft. Nach
dreitdgigem Schiitteln bei 25-28° gab man zu der gut cntwickelten Kultur unter sterilen Be-
dingungen 120 mg Progesteron-[4-11Cj, gelost in 6 ml Aceton, und inkubiertc dieses wihrend
zwei Tagen bei der angegebenen Temperatur. Die Aktivitit des eingesetzten Progesterons (1 mc)
betrug 11,88 x 10¢ ipm (= Impulse pro Min.).

Unter Zugabe von wenig Celitc wurde nun vom Mycel abfiltriert und dieses griindlich mit
Ligsigester ausgezogen. Die organischen Ausziige fanden Verwendung zur Extraktion des wisseri-
gen Kulturfiltrats. Nach Waschen der Essigester-Extrakte mit 2-proz. Natriumhydrogencarbonat-
Lésung und Wasser und Eindampfen im Vakuum verblieben 150 mg eines amorphen, teilweise
dligen Riickstandes, der auf 60 Blatt IPapier im F/Be-Systemn priparativ chromatographiert
wurde. Die UV.-absorbierende Zone vom Rf 0,41-0,52, in welcher sich das 16¢-Hydroxyprogeste-
ron befand, wurde eluicrt und das Eluat durch cine Saule von 3,5 g desaktiviertem Silicagel
(24 Std. bei 140° aktivicrt, dann mit 15 Gew.-9, H,O desaktiviert) filtriert. Mit 150 ml Methylen-
chlorid/Aceton (4:1) liessen sich 71 mg Material eluicren, die beim Umkristallisieren aus Accton
54,8 g radioaktives 16a-Hydroxyprogesteron vom Smp. 225,5-227° und der Aktivitit 5,13 x
108 ipm ergaben. Dic Mutterlaugen lieferten durch Umbkristallisieren zusammen mit 25 mg in-
aktivem V weitere 24 mg vom Smp. 225-227° und der Aktivitat 0,564 x 10® ipm.

Llution der UV.-absorbierenden Irontzone mit 20-proz. Methanol ergab 404 mg cines 6ligen
Eluates, das bei dcr priparativen Chromatographie an 35 Blatt Papier (aus der Zonc vom Rf
0,60-0,73) 29 mg rohes Progesteron der Aktivitit 2,4 X106ipm lieferte. Zur Ausniitzung der
1C-Aktivitit hydroxylierten wir dieses ohne weitere Reinigung nochmals mikrobiologisch wie
oben beschricben.

Die totale Aktivititsausbeute an isoliertem reinem 16z-Hydroxyprogesteron betrug 519.

Inkubation von 16ca-Hydroxyprogesteron-[4-14C] (V) mit Rattenleber-Homo-
genat3d), — Als Beispiel sei hier Versuch Nr. 5 von Tab. 1 wicdergegeben: 18 ca. 250 g schwere
minnliche Ratten (Stamm Ivanovas) wurden durch Genickschlag getdtet, sofort decapitiert und

3) E. von ArRX & R. NkHER, Helv. 39, 1664 (1956).

32) R. NEHER & A. WETTSTEIN, J. clin. Invest. 35, 800 (1956).

33) Herrn Dr. F. W, KauNT sind wir fiir methodische Angaben zur Durchfilhrung der
Homogenat-Inkubationen dankbar.
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ca. 1/, Min. bluten gelassen. Die innerhalb einer Min. herausgeschnittenen Lebern (total 200 g)
wurden in 200 ml 0,1-m. KreBs-EaGLESTON-Phosphatpuffer, pH 7,43%), cothaltend 3 g Nicotin-
amid pro 1, wihrend total 3 Min. bei 0° im Cuisro-Homogenisator homogenisiert. Zur Aufrecht-
erhaltung des pH wihrend des Homogenisierens war die Zugabe von 4 ml n. Natronlauge not-
wendig. Das Homogenat wurde mit weiteren 200 m1 Puffer in einen 3-1-Rundkolben gespiilt und
mit 100 mg radioaktivem 16a-Hydroxyprogesteron der Aktivitit 2,05 x 108 ipm, geldst in 4,2 ml
Feinsprit, versetzt. Nach 3-minutigem Spiilen des Kolbens mit Stickstoff fiigte man 100 mg
cnzymatisch reduziertes TPNH zu, spiilte abermals mit Stickstoff und inkubierte 3 Std. unter
Schiitteln bei 37°. Das pH betrug am Schluss 6,95.

Nun wurde das Inkubat mit 5 1 Aceton versetzt und iiber Nacht mechanisch geriihrt. Andern-
tags nutschte man vom Gewebskuchen ab, rithrte den Nutschenriickstand noch viermal mit je
400 ml 80-proz. wisser. Aceton bei 35° ca. 7 Min. auf und nutschte wieder ab. Die vereinigten
wisser.-acetonischen Losungen wurden i. Vak. auf ca. 600 ml eingeengt. Die verbleibende Sus-
pension versetzte man mit 400 ml Aceton und schiitteltc sie dreimal mit je 250 ml Hexan aus.
Die Hexan-Losungen ihrerseits wurden in Serie sechsmal mit je 200 ml 60-proz. wisser. Aceton
riickextrahiert. Die sieben vereinigten wisser.-acetonischen Lésungen wurden i. Vak. auf 11
eingeengt, dann sechsmal mit je 300 ml Methylenchlorid extrahiert und die Extrakte mit n.-
Natronlauge und Wasser gewaschen. Man erhielt 1,1 g entfetteten Neutralextrakt, welcher an 36 g
desaktiviertem Silicagel chromatographiert wurde:

ARtivitdt (ipm)

Fr.1in 200 ml Benzol . . . « -+ <« .« .« .. ... 31mg, olig < 900
Fr. 2 in 700 ml CH,Cl,-Aceton 4- 1 s e v+ o v« v . o . . 124 mg, krist. 1855000
Ir. 3 in 200 mil CH,Cl,-Aceton 4:1 . . . . . . e 8 mg, teilw. krist. 27000

Girardierung: Fr. 2 und 3 wurden in 13 ml abs. Athanol gelést und mit 260 mg GIRARD-T-
Reagens unter Zugabe von 1,3 ml Eisessig iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehengelassen.
Nun gab man ca. 150 ml Eiswasser und Eis zu, enthaltend 22,4 ml n. Natronlauge, und trennte
die nichtketonischen Anteile durch sofortige Extraktion mit Methylenchlorid in der Kilte ab.
Hierauf sduerte man die wisserige Schicht mit 20 ml konz. Salzsiure an, gab Methylenchlorid
zu und liess vor dem Extrahieren unter gelegentlichem Umschiitteln 20 Min. stehen. Die Methylen-
chlorid-Ausziige wurden mit 2-proz. Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschen
und i. Vak. eingedampft. Man crhielt: 23,5 mg Nichtketon-Anteil mit einer Aktivitit von
0,064 x 108 ipm sowic 99,5 mg Keton-Anteil mit 1,81 x 108 ipm.

Keton-Anteil: Die qualitative papierchromatographische Kontrolle des Keton-Anteils in
F/Be-CHClg4(1:1) ergab nur minime Mengen von UV.-absorbierenden Substanzen, insbesondere
weniger als 1% 16a-Hydroxyprogesteron. Hingegen traten beim Behandeln mit Antimontri-
chlorid zwei blau bis gelb fluoreszierende Flecke mit Rf 0,58 bzw. 0,74 auf.

Die verbleibenden 99,4 mg Keton-Fraktion wurden an 50 Blatt Papier in P/Tol ckromato-
graphiert (bis Leitfarbstoff F 5 ca. 3/, unten). Eluiert wurden:

Zone A: Rps 0,35-0,58, SbCl;-Reaktion blau bis gelb (64 mg)
Zone B: RFj 0,62-0,85, SbClg-Reaktion gelb (98 mg)

Zonc A erfuhr im BusH-System B, eine deutliche Aufspaltung in mindestens zwei SbCl,-
positive Substanzen. Die Rechromatographie dieses Eluates (64 mg) an 32 Blatt Papier im
System Bj (entwickelt bis F 5 ~ !/, unten) gab folgende Eluate:

Zone C: RFj 0,60-0,90, SbCly-Reaktion blau bis gelb (17,5 mg)
Zone D: RF5 0,95-1,15, SbCl;-Reaktion gelb (21,5 mg)
Zone E: Ry; 1,16-1,28, SbCI;-Reaktion gelb (11,0 mg)

Das luat der Zone C erwies sich in den Systemen F/Be, F/Be-CHClg(1:1) und P/Tol als
einheitlich und wanderte gleich wie Substanz I. Das Eluat aus der Zone D zeigte Rp5-Werte, die
mit denjenigen von Verbindung II gut tibereinstimmten. Es war aber mit kleinen Mengen einer
anderen SbClg-positiven Substanz behaftet, welche sich papierchromatographisch wic Ver-
bindung IIT verhielt. Umgckehrt enthielt das Eluat der Zone E, welches sich als identisch mit
demjenigen von Zone B crwies, necben dem Hauptprodukt ITT minime Beimengungen von Sub-
stanz IT.

3) S. Tab. 1, Fussnote f).
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Zone C: Diec 17,5 mg Eluat aus der C-Zonc wurden an 700 mg desaktiviertem Silicagel
chromatographiert:
Aktivitdt (ipm)
2,3 mg Ol 0
12,2 mg Krist. 2,045 x 108
0,4 mg Krist. 0,003 x 108

Fr.1in 10 mil Benzol. . . . . .
Fr. 2 in 50 ml CH,Cl,-Aceton 4:1
Fr. 3 in 25 ml CH,Cl,-Aceton 4:1

Die 12,6 mg aktiven, kristallinen Materials wurden mit Aceton bis zur Smp.- und Radio-
aktivitits-Konstanz umkristallisiert:

Totale Spezif.
Aktivitdt (ipm) Aktivitat (imp/mg)
12,6 mg Kristallisat 1, Smp. 226-235° 20,46 x 10* 1,629 x 10*
7,](') mg Kristallisat 2, Smp. 244-246°. 13,20 x 10* 1,884 x 104
4,Ji mg Kristallisat 3, Smp. 252-254°. 8,04 x 104 1,962 x 104
l,Ji mg Kristallisat 4, Smp. 252-254,5° . 2,17 x 10% 1,974 x 104

Misch-Smp. mit authentischer Verbindung 1: 252-255°. Das IR.-Spektrum stimmtc mit dem-
jenigen von synthetischem I vollig iiberein.

Unter Beriicksichtigung der gefundenen spezifischen Aktivititen und eincs Verlustfaktors
von 1,1 {iir entwickelte Papierstreifen berechnet sich die Ausbeute an I bezogen auf V bei der
Inkubation zu: 1,1 12,6 x1,629/1,974 = 11,49,.

Zone D: Das Eluat der Zone D wurde an 800 mg desakt. Silicagel chromatographicrt. Die
mit CH,Cl,-Aceton (4:1} gewonnenen 16,6 mg kristallines Eluat wurden aus Aceton umkristalli-
siert, wobei folgende spezifische Aktivititen in den Kristallisaten gemessen wurden:

Totale Spezif.
Aktivitdt (ipm) Aktivitdt (ipm/mg)
16,6 mg Kristallisat 1, Smp. 194-200,5° 28,68 < 104 1,73 % 104
Sl,O mg Kiristallisat 2, Smp. 202-205,5° 15,15x 10% 1,89 x 104
3%,8 mg Kristallisat 3, Smp. 206-208° . 7,49 104 1,97 x 104
11',4 mg Kristallisat 4, Smp. 207-208° . 2,79 x 104 1,99 x 104

Misch-Smp. mit authentischer Verbindung IT: 206,5-207°. Das IR.-Spektrum erwics sich mit

demjenigen von Verbindung IT als identisch. Die Ausbeute berechnet sich zu 15,99,.

Zonc B+ E: Bei der Umbkristallisation aus Aceton der vercinigten Zonen B und L, die sich

identisch verhielten und weitgchend einheitlich schicnen, ergaben sich folgende Daten:

Totale
Aktivitat (ipm)

Spezif.
Aktivitat (ipm/mg)

46 mg Kristallisat 1, Smp. 194-202° . 72,42 x10* 1,57 <104
2% mg Kristallisat 2, Smp. 203-205° . 41,40 % 10* 1,88 x 104
.11{6 mg Kristallisat 3, Smp. 206-208° . 22,70 x 108 1,96 x 104

4]»',4 mg Kristallisat 4, Smp. 207-209,5° 8,74 101 1,98 x 104

Kristallisat 4 gab mit der niedriger schmelzenden Modifikation?2) von Verbindung III keine Smp.-

Depression und stimmte auch im IR.-Spektrum mit derselben iiberein. Ausbeute 39,39.
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Nichtketon-Anteil: 23 mg vom nichtketonischen Anteil wurden an 10 Blatt Papicr im System
BusH B, chromatographicrt (F 5 als Leitfarbstoff bis !/, unten); es konnten zwei SbCl,-positive,
UV.-negative Zonen vom Rps 0,75-0,95 bzw. Rpz 1,15-1,35 cluiert werden. Nach Filtration
durch Silicagel in CH,Cl,-Aceton (4:1) wurden erhalten:

SbCly-Fluoreszenz

Aktivitat (ipm)

0,2mg A
0,7mg B

ockerfarbig

~ 3400
~ 13850

ockerfarbig

Der papierchromatographische Vergleich mit MaRrrian’s Triol und mit 3e«,16e, 208-Tri-
hydroxy-pregnan fiel sowohl fiir A wie fiir B negativ aus.

Chemische Reduktion von TPN®. — Fiir Versuch 2 von Tab.1 wurden 20 mg TPN®,
«Stgmav, nach KapLaN und Mitarb.?) in 8 ml dest. Wasser gelést und nach Zugabe von 0,5 ml
0,5-m. Natriumhydrogencarbonat-Losung mit 15 mg Natriumdithionit-bishydrat (MERrck) ver-
setzt. Das Reaktionsgefiss wurde sofort evakuiert und 30 Min. bei 37° belassen. Nach Abkiihlen
auf Eistemperatur wurde das Kélbchen dann geoffnet, 0,2 ml n. Natronlauge zugegeben, dic
Lésung auf Zimmertemperatur gebracht und 5 Min. mit Sauecrstoff durchspiilt. UV.-Spcektrum:
10 260 mu, & = 14150 (theor. 16000), sowic 334 mu, &, = 5370 (theor. 6250).

Die wasserklare farblose Ldsung, welche auf Grund des Verhiltnisses der Extinktionen beider
Banden 979, reduziertes Nucleotid enthielt, wurde unmittelbar fiir den Inkubationsversuch 2
verwendet. Ausfiihrung und Aufarbeitung analog Versuch 5.

Inkubation von 16a-Hydroxyprogesteron (V) mit Schnitten von Rattenleber?3). —
5 mg l6a-Hydroxyprogesteron wurden in einem 300 ml ERLENMEYER-Kolben mit Schliff
in 0,5 ml Feinsprit unter Erwdrmen vorsichtig gelést. Unter kriftigem Umschwenken gab
man 49,4 ml heissen, calciumireien, KREBs-RINGER-Phosphatpuffer vom pH 7,4 zu [1000
Teile 0,9-proz. NaCl (0,154-m.), 40 Teilc 1,15-proz. KCl (0,154-m.), 15 Tcile 2,42-proz. CaCl,,
6H,0 (0,11-m.), 10 Teile 3,82-proz. MgSO,,7H,0 (0,154-m.) und 210 Teile 0,1-m. Phosphat-
puffer, pH 7,4]. Dann liess man auf 35° abkiihlen und versetzte mit 5 g frisch bereiteten 0,3 bis
0,5 mm dicken Schnitten von Rattenleber. Schliesslich gab man 0,5 ml 20-proz. sterile Glucose-
18sung sowie die fchlenden 0,6 ml Standard-Losung von CaCl, zu, wobci stets eine Triibung ein-
trat. Man spiilte den Kolben mit Medizinal-Saucrstoff und inkubierte 3 Std. bei 37° auf der
Schiittelmaschine. Die Reaktion wurde gestoppt durch Verscetzen der Suspension mit 10 Volumen-
teilen Aceton. Die Isolierung der Reaktionsprodukte erfolgte analog den Versuchen mit Homo-
genat. 20 solcher 5-mg-Ansitze wurden gemeinsam aufgearbeitet (Versuch 6, Tab. 1).

Inkubation von Progesteron-[4-14C] (VI) mit Rattenleber-Homogenat (Tab. 2,
Versuche 7 und 8). — 100 mg Progesteron, enthaltend 10 uc Radioaktivitit (gemessen 1,83 x 108
ipm), wurden analog wic vorne beschrieben, unter Verwendung der in Tab. 2 aufgefiihrten Zu-
sitze mit Homogenat aus 100 g Rattenleber in 0,1-m. KREBs-EGGLESTON-Phosphatpuffer vom
pH 7,4 inkubicrt. Die Entfcttung und die papierchromatographische Trennung der Umwand-
lungsprodukte erfolgten ebenfalls wie frither. Die Eluate der Verbindungen I-III enthielten
aber durchwegs noch klcinerc Mengen von UV.-absorbierenden Begleitsubstanzen, welche die
Kristallisation erschwerten. Die wcitere Reinigung gelang durch Cokristallisation. Diese verlief
bei Versuch 7 folgendermassen: 1,3 mg Eluat der Verbindung II enthaltenden Zone wurden
zusammen mit 3 mg inaktivem reinem IT umkristallisiert. Man erhiclt:

Totale Spezif.
Aktivitdt (ipm) Aktivitgt (ipm[mg)
1,7 mg Kiristallisat 1, Smp. 192,5-196° . . 2640 1554
i) +2,5 mg Mutterlaugen1 . . . . . 5250 2100
0,45 mg Kristallisat 2, Smp. 206-208,5° . . 684 1527
+1,15 mg Mutterlaugen 2 . . . . 1821 1581

3) Wir danken den Herren Prof. Dr. LEUTHARDT, Ziirich, und Prof. Dr. SCHULER, Basel,
fiir wertvolle Ratschlige zur Herstellung von Gewebeschnitten.
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Aus der spezifischen Aktivitit von 1527 ipm/mg im Kristallisat 2 l4sst sich, unter Beriick-
sichtigung eines Substanz-Verlustfaktors von 1,22, eine Ausbeute von 0,44%, berechnen.

Die analoge zwcimalige Cokristallisation von 0,85 mg Eluat aus der Zone von Verbindung I
zusammen mit 3,5 mg inaktiver reiner Substanz I gab 0,8 mg eines Kristallisates vom Smp.
248,5-249,5° mit einer spezif. Aktivitit von 1263 ipm/mg. Die spezif. Aktivitit der dazugehdrigen
Mutterlaugen betrug 1311 ipm/mg. Ausbeute: 0,349,

Verbindung IIT licss sich aus 1,3 mg des entsprechenden Eluats durch Cokristallisation mit
3 mg inaktivem III isolicren und enthielt am Schluss eine spezif. Aktivitit von 1527 ipm/mg,
wihrend die letzten Mutterlaugen 1587 ipm/mg aufwicsen. Ausbeute: 0,429,.

Der grosste Teil der cingesetzten Aktivitit befand sich in den Hexan-Losungen der Lipoide
1,233 x 108 ipm (67,5%,) in Vers. 7 bzw. 1,14 X 10%ipm (62,4%,) in Vers. 8]. Dic papierchromato-
graphische Untersuchung aliquoter Mengen im System F/Cy zeigte, dass die Losungen in ungeféhr
den crwihnten Prozentsidtzen Progesteron enthielten (Abschitzung durch Vergleich mit Ver-
diinnungsreihen von rcinem Progesteron).

Inkubation von Progesteron-[4-1¢C] mit Rinder-Nebennieren-Homogenat (Tab. 3:
Versuche 9-12). — Verwendecte Puffer: Sacharose-Phosphatpuffer: 68,4 g Saccharose, 3,62 g
NaCl, 1,86 g KCI, 3,56 g Na,HPO,,2H,0 pro Liter. Fumarat-Phosphatpuffer: 3,62 g NaCl,
1,86 g KCl, 3,56 g Na,HPO,,2H,0 und 4,64 g Fumarsiure pro Liter, mit n. Natronlauge auf
pH 7,6 eingestellt.

Der optimale unserer Versuche, Nr. 11, verlief folgendermassen: 250 g vom Fettpolster be-
freitc Nebennieren von 8 frisch geschlachteten Kithen und Rindern wurden bei 0° fein zerhackt
und mit 250 ml Saccharose-Phosphatpuffer vom pH 8,55, enthaltend 3 g Nicotinsdureamid pro
Liter, homogcnisiert. Durch Neutralisieren mit insgesamt 6,0 ml n. Natronlauge konnte das
rasch fallende pH auf 7,5 gehalten werden. Das Homogenat wurde mit 250 ml Fumarat-Phos-
phatpuffer vom pH 7,6 und 50 ml 1-proz. Magnesiumsulfat-Losung in einen 3-l1-Rundkolben
gespiilt. Dann versetzte man mit 50 mg radioaktivem Progesteron (1,686 x 108 ipm), gelost in
1 ml Feinsprit, sowie mit 10 mg inaktiver Verbindung I, geldst in 1 ml Propylenglykol. Nach Zu-
gabe von 250 mg ATP, 25 mg DPN@ und 2,5 mg TPN® wurde das Homogenat bei 37 4 1°
3 Std. mechanisch gerithrt, unter Einleiten von ca. 21 Luft pro Min. durch eine Glasfritte. Die
Schaumbildung licss sich mit wenigen Tropfen 2-Octanol weitgehend verhindern. Extraktion,
Entfettung, Chromatographie an Silicagel und Girardierung erfolgten analog wie vorne be-
schrieben. Es ficlen 78 mg ketonisches Material an, welches im System F/Be-CHCly(1:1) an 39
Blatt Papier chromatographiert wurde.

Progesteron: Die Front-Zone wurdce eluiert und an 5 Blatt Papier im System F/Cy rechroma-
tographiert. Dic mit authentischem Progesteron wandernde Zone gab 4,5 mg eines amorphen
Eluats, das eine Aktivitit von 66450 ipm aufwies.

Corticosteron: 38 mg Eluat; Rechromatographie an 19 Blatt Papier im System P/Tol (bis
Farbstoff F5 1/; unten). Das Eluat der Corticosteron-Zone gab beim Kristallisieren aus Aceton-
Ather 33,5 mg Corticostcron vom Smp. 181--184° und einer totalen Aktivitit von 7,85 x 105 ipm
(46,5%, der cingesetzten Aktivitit), )

Hydrocortison : 5mg Eluat; Rechromatographie an 21/, Blatt Papierim System P/Tol (bis Farb-
stoff F5 unten). Die eluierte Hydrocortison-Zone wies eine Aktivitit von 39750 ipm auf (2,369,).

Verbindung T: Die demn Corticosteron knapp voranwandernde Zone wurde eluiert und im
System P[Tol (bis Farbstoff F5 3/, unten) an 10 Blatt Papier rechromatographiert. Die
Elution der UV.-ncgativen Zone mit Ryp 0,4-0,6 gab 5,3 mg kristallines I mit einer Aktivitit
von 750 ipm. Dic spezifische Aktivitdt blieb beim Umkristallisicren aus Accton praktisch un-
veriandert; Smp. 246-248%, Misch-Smp. mit authentischem I 247-250°. Radioausbeute: 0,044%,.

16a-Hydroxyprogesteron (V): Dic Zone mit Rf 0,73-0,87 (enthaltend neben 16a-Hydroxy-
progesteron das 11-Dehydro-corticosteron) wurde eluicert (8 mg) und das Eluat zuerst an 21/,
Blatt Papicr im System P/Tol (bis I‘ront unten) dann an 2!/, Blatt Papier im System
F/Be (bis Front unten) rechromatographiert, unter Verwendung von reinem V als Leitsubstanz
in beiden Systemeun. Man crhielt 1,6 mg Eluat mit ciner Aktivitat von 1617 ipm (0,096%, Radio-
ausbeute). Ein Viertel davon wurde im System I'/Be zusammen mit Verdinnungsrcihen von
reinem inaktivem V chromatographiert (Doppelbestimmung). Durch Vergleich der Intensitaten
der UV.-Absorption bei 240 my¢ liess sich eine Materialausbeute von 60-70 ug, d. h. ca. 0,139,
abschétzen.
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Cokristallisation:
Totale Spezif.
Aktivitat (ipm) Aktivitat (ipm/mg)
0,8 mg (restl.) Eluat . . . . . . . . 808 1010
{ Cokrist. mit 2 mg inaktivem V . .
1,2 mg Kristallisat 1, Smp. 219,5-222° . . 348 290
{ +1,6 mg Mutterlaugen1 . . . . . 444 277
0,50 mg Kiristallisat 2, Smp. 222,5-224° . . 142 284
+ 0,55 mg Mutterlaugen 2 . . . . 160 292

Isolierung von 16ca-Hydroxyprogesteron (V) aus Schweine-Nebennieren3t), —
Ein Zwanzigstel der Fraktion e von A IT139), d. h. 385 mg, wurde zunichst an 113 Blatt Papier
im Blockverfahren mit dem System P/Tol aufgetrennt (vgl. Schema 3). Fraktion b wurde im
System F/Be-CHCl, (3:1), die dabei gewonnene Fraktion ¢ dann im System BL, rechromato-
graphiert, unter stindiger Kontrolle durch UV.-Absorption und Natronlaugenfluoreszenz im
Vergleich zu 16a-Hydroxyprogesteron. Die aus dem letzten System gewonnene Fraktion a
kristallisierte mit Aceton-Ather und erwies sich nach Misch-Smp., ihrem IR.-Spektrum und dem
papierchromatographischen Verhalten als identisch mit 16a-Hydroxyprogesteron.

Rg-Werte von 16a-Hydroxyprogesteron (S = Corticosteron): P/Tol 1,34; F/Be 1,90; F/Be-
CHCl4(1:1) 1,49; BL, 1,30.

Farbreaktionen: mit Blautetrazolium schwach grau; mit Dinitrophenylhydrazin orangegelb.
Natronlaugenfluoreszenz schwach gelb.

CyHyO, (330,45)  Ber. C 76,32 H 9,15%  Gef. C 76,44 H 8,989,

Die zu Isotopenverdiinnungs- und Vergleichsversuchen bendtigten Mengen von 3e, 16e-Di-
hydroxy-pregnan-20-on (II), 3e, 16a-Dihydroxy-allopregnan-20-on (ITI), 38, 16a, 208-Trihydroxy-
allopregnan und 3e, 16¢, 208-Trihydroxy-allopregnan sind von Herrn Dr. Ca. MEYSTRE hergestellt
worden.

Herrn Dr. . ViscHER danken wir fiir seine Ratschlidge zur Ausfiihrung der mikrobiologischen
Hydroxylierung. Die Mikroanalyse verdanken wir Herrn Dr. W. PapowkgTrz, die Aufnahme der
IR.-Spektren den Herren Dr. E. Ganz und Dr. R. ZUrcHER. Fiir Hilfe bei der Papierchromato-
graphie sind wir Herrn E. voN Arx dankbar.

SUMMARY

(1) Radioactive 16a-hydroxyprogesterone (V) on incubation with homogenates or
slices of rat liver, using in the first instance TPNH or DPNH as hydrogen-carrier, is
converted into 38, 16a-dihydroxy-allopregnan-20-one (I), 3o, 16x-dihydroxy-pregnan-
20-one (1) and 3«,16«-dihydroxy-allopregnan-20-one (III) in maximum yields of
11.4, 15.9, and 39.39%,, respectively. This shows that V may be a precursor of the
genuine, reduced compounds I-IIT.

(2) Radioactive progesterone is converted into the same three 16a-hydroxysteroids
by rat liver homogenate in yields of only 0.94, 0.86, and 0.729%,, respectively.

(3) With bovine adrenal homogenate an extremely low conversion of progesterone
into 16a-hydroxyprogesterone (0.0969,) and substance I (0.0449,) is observed.

(4) Crystalline 16a-hydroxyprogesterone can be isolated from hog adrenals in a
yield of approx. 150 mg per ton of tissue.

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel,
Pharmazeutische Abteilung

38) Die Isolierung wurde von R. NEHER ausgefiihrt.





