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103. cber Umwandlungen von Progesteron und l6a-Hydroxy- 
progesteron durch Enzyme tierischer Gewebe l) 

\-on A. Wettstein, R.  Neher imd H. J. Urech 
I-Icrrii Prof. Dr. 1’. KAKREH zuni 70. Geburtstag gewitlmet 

i‘bcr Steroide, 157. JIitteilung z, 

(14. 111. 39) 

Kiirzlich wtirtlc iibcr die Isolierung \‘on 3@, 16a-Dihydroxy-allopregnan-20-on (1) 3) 
aus Schmeinc- und Rinder-Sebcnnieren berichtct. Aus Harn von Patienten mit 
klinisch kompensierteni, adrcnogenitalem Salzverlust-Syndroni konntcn zwei wcitcre 
16a-Hydroxysteroidc, namlich das 3 x ,  16rr.-Dihydroxy-pregnan-20-on (11) und das 
3z, 16a-Dihydroxy-allopregnan-20-on (111), isoliert werden ”). Verbindung I11 l i e s  
sich ferncr aus Schweine-Nebenniercn gewinnen. Dic Verbindungen 1-111 sind auch 
synthetisch bereitct worden, ebenso das vierte in 3,5-StelIung Stcreoisomerc, die 
Substanz IV, welchc weder im Harn noch in Nebennicren aufzufinden war2). 

Verbindung I, die wir SEF (= Sodium Excreting Factor) naiinten, und in ge- 
ringercm Masse auch die Verbindung 11, bewirkten nach DESATLLES 3, z, untcr bestimm- 
ten biologischen Bedingungen an der nebennierenlosen Ratte cine erhijhte oder be- 
schleunigte Natrium-.~usschcidung. 

CH, I CH3 7% 
c 0 CO (‘0 

HO’ -’\/:\ 
H 
I11 ( 3 x , 5 4  

! 

I (38,3,) 11 ( 3 R . q )  

CH, 
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CH, 
I 
(‘0 

7H3 
c 0 

\-1 I 



~ o l u m e n  S L I I ,  I 'awculii~ 111 (1959) - S o  103 95 7 

In der vorliegenden Arbeit werclen nun V(muche zur Abklarung der Genese der 
16u-Hydroxysteroide 1-111 mitgeteilt. In a4nalogie zu den bekannten Metaboliten der 
genuinen Nebennierenrinden-Hormone konnte man sie als Tetrahydro- bzw. -4110- 
tetrahydro-Derivate des entsprechenden A4-3-Ketosteroids, des 16u-Hydroxypro- 
gesterons (V) auffassen. Diese Grundsubstanz V war allerdings unseres Wissens bisher 
noch nicht in Geweben von Warmbliitcrn aufgcfunden worden. Ihre j etzt gelungene 
Isolierung SOU hier ebenfalls beschrieben werden. 

In einer ersten Versuchsrcihc inkubierten wir 16a-Hydroxyprogesteron (V) mit 
Vollhomogcnaten oder Schnitten von Rattenlebcr und untersuchten die Umwand- 
lungsprodukte. Eine eiizymatische Reduktion von A4-3-Ketosteroiden zu ringgesat- 
tigten 3-Keto-, 31-Hydroxy- und 3P-Hydroxy-Verbindungen mittels Homogenaten 
oder Schnitten von Lebern oder Nebennieren ist schon verschiedentlich beobachtet 
worden, so bei Tc~tosteron~), A4-Androsten-3, 17-dion5) "). Progesteron') und den 
genuinen Corticosteroiden 8, g, lo) ll). Auch die Perfusion von Rattenlebernll) 12) oder 
Rinder-Ncbennieren 13) mit verschiedenen d4-3-Kctonen lieferte vorwiegend im Ring 
A gesattigte Metaboliten. 

Eine zweite Versuchsreihe sollte zur Abklarung der Frage dienen, auf welcher 
Stufe des Metabolismus zu den Verbindungen 1-111 das l6u-Hydroxyl eintritt. Hiezu 
wurden die Modellsubstanzen Progesteron (VI) sowie Allopregnan-3@-01-20-on (VII), 
ein nioglicher 16-Desosy-Vorlaufer von Verbindung I, auf ihre Konvertierbarkeit mit 
Homogenatcn von Rattenlebern oder Rinder-Nebennieren gepruft. Wahrend die 
16~-Hydroxylgruppe rnit Hilfe von Mikroorganismen 14) l5) verhaltnismassig einfach 
und in guten Ausbeuten eingefiihrt werden kann, ist diese Reaktion rnit Enzym- 
systemcn aus Saugetier-Geweben nur selten und in geringen Ausbeutcn beobachtet 
worden. So erliielten z. 13. SCHNEIDER eG  MASON^^) bei der Inkubation von Dehydro- 
epiandrosteron mit Kaninchenleber-Schnitten A5-Androsten-3@, 16u, 17u-trio1 in 2-9% 
Ausbeute. Nach Perfusion von Testostcron durch Hundeleber isolierten AXELROD und 
Mitarb. 17) das 16a-Hydroxy-Derivat neben anderen Produkten. 

4) L. T. SAMUELS, C. MCCAULEY & 1). M. SELLERS, J. biol. Chemistry 168, 477 (1947). 
5, CH. 1). I<OCHAKIAN & G. STIDWORTHY, J. biol. Chemistry 210, 933 (1954). 
e, H. L. HUBIN, J. biol. Chemistry 227, 917 (1957). 

8,  a) J. J. SCHXEIDER & P. M. HORSTMANK, J. biol. Chemistry 191, 327 (1951); b) J. J .  
SCHNEIDER, ibid. 194, 337 (1952) ; c) J. J. SCHNEIDER & I?. M. HORSTXANN, ibid. 196,629 (1952) ; 
d) J. J. SCHNEIDKR, ibid. 199, 235 (1952). 

9, E. FORCHIELLI, H. ROSENKRANTZ & R. I. DORPMAN, J. biol.Chemistry215, 713 (1955); 
E. ~TORCHIELLI R: R. I. DORFWAN, ibid. 223, 443 (1956). 

H,ICHEK & G. M. TOMKIWS, Fed. Proc. 13, 236 (1954) ; G. M. TOMKINS, Rec. Progr. Hormone Res. 
12, 125 (1956); G. 31. TOMKINS, J.  biol. Chemistry 225, 13 (1957). 

11) a) E. Y. CASPI, H. LEVY & 0. M. HECHTER, Arch. Biochemistry Biophys. 45, 169 (1953) ; 
b) E. Y. CASPI & 0. M. HECHTER, ibid.  52, 478 (1954); c) ibid. 61, 299 (1956). 

12) L. L. MILLER & L. R. AXELROD, Metabolism 3, 438 (1954). 
13) A. S. MEYER, J. biol. Chemistry 203,469 (1953) ; A. S. MEYER, 0. G. RODGERS & G. PIXCCS. 

14) D. PERLMAX, E. TITUS & J. FRIED, J. Amer. chem. SOC. 74, 2126 (1952). 
l6) E. VISCHER, J. SCHMIDLIN & A. WETTSTEIN, Helv. 37, 321 (1954). 
16) J. J. SCHNEIDER R: H. L. MASOX, J. biol. chemistry 172, 771 (1948). 
17) I,. R. . ~ S E L R O D .  L. L. MILLER R- F. HERLING, J .  biol. Chemistry 219, 455 (1956). 

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

' 0 )  G. M. TOMKINS & I<. J.  ISSELB*4CHER, J. Amer. chem. SOC. 76, 3100 (1954) ; K. J. ISSEL- 

-\eta endocrinol. 16, 293 (1954). 
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Isolierung der Umwandlungsprodukte 

Die Estraktion der Gcwebsinkubate und die Entfettung der Estrakte erfolgtc 
nach den1 Verfahrcn von CARTLAW CP- I<I:IZEN(;A 16), das wcgen des verhaltnismassig 
lipophilen Vcrhaltens dcr isoliertcn Verbindungen 1-111 etwas modifizicrt wurde (vgl. 
Schema 1). Da eine quantitative Trcnnung von I, I1 und I11 durch Chromatographie 
an Silicagel aussichtslos war, begniigtcn wir uiis damit, diescs Gemisch zuerst als 
( innzcs von weniger polaren Steroiden, wic Progesteron, und von nicht-stcroidem 
Hegleitinaterial abzutrennen (vgl. Schcma 2). Allfalligc 3,16,20-Trihydroxy-pregnane 
und -allopregnanc, die ails 16x-Hydrosyprogestcron durch Reduktion im Ring A und 
in der Seitcnkette entstchen kdnncn und die sich papierchromatographisch z. T. sehr 
ahnlich wie die Verbindungen 1-111 lwhalten, wurden hierauf durch Ci rard ie r~ngl~)  
en tfernt. 

Schema 1 
E'xtraktioia dev (Jm~an.dl lmgsprodukle uon Progesteron imd IGx-Hydroxyprogesteron 

rcus inkubievten Ge~cbs-Homojienaten und -Schnitten 

500 ml Iloiriogenat (cider Suspcnsion von Schnittcn) 
Nit 5 1 Xceton iibcr Sacht stchenlassen ; Abnutschen i -- + RQckstawd (feste Gcwcbstcile, dcnaturicrtc Proteinc) 1 J \Vasehen mit 80-proz. wasscr. .iceton 

1;iltvat 
Im Vak. auf 600 ml einengcn; 
wass. Suspension mit 400 ml Accton vcrsetzen und dreimal mit Hcxan (500, 250, 250 ml) 
anszichen. Vrreinigtc Hexa111osungrn scchsmal niit je 200 ml 6O-proz. wasser. ilccton riick- 
cxtrahicren. 
SLmtlichc 7 ~~asser.-acetonischen Liisungen vcrcinigen und i. Vak. auf 1 1 eincngen. 
Vrrblcibende wiisser. Suspcnsioncn sechsmal rnit jc 300 ml Methylcnchlorid ausschiitteln. 
Vcrcinigtc Jleth~1cnchloritl-E:strakte mit n-Natronlauge untl Wasscr waschcn und i. Vak. 

j einclarnpfen. 
Entfefteter Nevtvalentrtikt 

Das Prinzip dcr quantitativen papicrchromatographischen Fraktionierung der 
l'erbindungcn I-IV gemass Schema 2 beruht auf ihren bekannten 2, relativen Wande- 
rungsgeschwindigkeiten in verschiedencn ZAFFARONI-~~)  und BUSH- 21) Systemen. Alle 
4 stereoisomcrcn Steroide geben rnit SbCI, im UV.-Licht von 360 mp Wellenlange 
cine blaue (bci hiiherer Konzentration bis gelbe) Fluoreszcnz ; die Erfassungsgrenze 
auf einem 1,5 cm breiten Papierstrcifen liegt bei ca. 1 ,ug nach Chromatographie in 
I%asfr-Systrmen, Kleine Eluat-Proben der einzelnen Zonen wurden jeweils in weiteren 
%AFI:AROKI- und BvsH-Systemen rnit Antiniontrichlorid-Rcagens 2z) qualitativ auf 
Einheitlichkcit gepriift. Da in keinem einzigcn Inkubations-Versuch 3p,  16a-Di- 
hydroxy-pregnan-20-on (IV) clualitativ nachgewicsen merdcn konnte, reduzierte sich 
t l i c  priiparative -4uftrcnnung gemass Schema 2 in den spLteren Ansatzcn auf die 
zwei Systeme Propylenglykol/Toluol und BUSH B,. 

la) G .  F. ( ' A R T L Z X D  & hl. H. KUIZKNGA,  J .  bid.  Chemistry 116, 57 (103G). 
") A. ( ; IRARD LP: c; .  SANI>ULESCO, Helv. 19, 10% (1936). 
2n) A.  ZAFFARONI, Rec. Progr. Hormone Kes. 8, 51 (1953). 
21) I. E. BUSH, Hiochcm. J .  50, 370 (1952). 
*A) R. NEHEK k .I. W m , r s . r K I N ,  Hclv. 34, 2278 (1951). 
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Schema 2 
Fvakttonierung dev Unzwandlungsprodtikte 

Entfettetev Seiitvalextrakt 1 Silicage: 
Renzol-Eluate (Progesteron und andere wenig polarc Stcroide, nicht-steroides 
Material) : verworfen. 

Methylenchlorzd-A ceton-Eltiate 
(SEF+ Isomere, Trihydrouypregnan-\-crbindungen) 

Girardieren 
+ .\'ichtketone 

v 

4 Papierchromatographie 
Iietonfraktton 

7 .  System 2 .  System (.? Systenz) 
Propylenglykol/Toluol B U S H  B, Formamid/Benzol 
(2-3 nig pro Blatt) (1-2 ing pro Blatt) (2-3 mg pro Blatt) 

959 

Durchlauf Durchlauf Durchlauf 
Verbindung IV und deshalb 3.  System nur bei Modellversuchen, nicht nach Inkubationen. 
Fs = roter Leitfarbstoff (vgl.*)). 

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

Radioaktives 16cr-Hydroxyprogesteron, das sich aus Progesteron-[4-14C] 23) durch 
mikrobiologische Hydroxylierung mit einer nicht weiter definierten Streptomyces-Art 
herstellen l ies ,  wurde unter verschiedenen Bedingungen (siehe Tab. 1) mit Homo- 
genaten oder Schnitten von Rattenleber inkubiert. In  allen Fallen entstand ein Ge- 
misch der Isomeren I, I1 und 111, wahrend das 38,5/?-Isomere IV nie auch nur papier- 
chromatographisch nachgewiesen werden konnte. Auffallend sind die durchwegs 
gunstigen Gesamt-Ausbeuten an Tetrahydroprodukten (1/3-2/3) mit Homogenaten bei 
Zusatz von TPNH, aber auch von DPNHZ4). 

23) Bezogen vom RADIOCHEMICAL CENTRE. Amersham, Bucks., England. 
24) In dieser Arbeit venvendete 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. 
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In Arbeiten von TOMKINS & ISSELBACHER'~) iiber die erforderlichen Wasserstoff-Donatorcn 
bci der Reduktion von Cortison zu Tetrahydro-cortison rnit partiell gercinigten Bnzympraparaten 
aus Rattenleber war gezeigt worden, dass die Reduktion schr wahrschcinlich in zwei Stufen er- 
folgt, von dencn die erste (Reduktion der Doppelbindung) irrcversibel ist und TPNH benotigt, 
wahrend im zwciten, reversiblen Schritt (Reduktion der 3-Ketogruppe) sowohl TPNH als DPNH 
als Co-Faktoren dienen konnen. Nach dicsem Schema wLre fiir die Gesamtrcaktion unbedingt 
TPNH notwendig. Die -4utorcn haben jedoch bereits darauf hingewiesen, dass gewisse anderc 
d '-3-Ketosteroide auch rnit UPSH als Co-enzym reduziert werden kBnnen, allerdings aber in 
gcringerer Ausbeutc als bei Anwcsenheit von TPNH. 

Da uns zu Anfang der Versuche kein enzymatisch reduziertes TPNH zur Ver- 
fiigung stand, stellten wir cine kleine Menge durch chemische Reduktion von TPNe 
mit Natriumdithionit nach KAPLAN, COLOWICK Pr N E U F E L D ~ ~ )  her. Auf Grund des 
Verhaltnisses der gemessenen Extinktionen im UV.-Spektrum bei 340 mp (etheor = 

62502s), red. Pyridiniumkern) und bei 260 mp ( F ~ , , ~ , , ~  = 16 000, Adeninkomponente) 
lag das Nucleotid dann zu 97% in der reduzierten Form vor. Rereits der Inkubations- 
versuch 2, in welchem eine relativ grosse Menge dieses Nucleotid-Praparates zur An- 
wendung kam, ergab neben ca. 50% unveranderten Ausgangsmaterials insges. 31,2% 
Tetrahydro-Produkte, aber nur verhaltnismassig wcnig Substanz I. Wurdc 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 1-111 war aber kaum verandert ; dabei hat sich jedoch das Verhiiltnis von 
isolicrtcr 3/?,5a-Verbindung I zu 3a, 5p-Verbindung I1 stark zugunsten der ersteren 
verschoben. Dieses Resultat konnte im folgenden Versuch 4 rnit radioaktivem 16a- 
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). Wahrend dahei Ver- 
bindung I in gleicher Menge entstand, stieg die Ausbeute an den Isomeren I1 und I11 
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 rcduziertem TPNH (Versuch 2)  mehr als dreimal niedrigere 
Ausbeuten an Substanz I und I11 gefunden worden. 

Das Verhaltnis 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 3a,5a-Verbindung I11 im 
Versuch 5 ware noch nachzupriifen. In ubereinstimmung rnit vielen Beobachtungen 
bei enzymatischen Umwandlungen von d4-3-Ketosteroiden rnit Rattenleber llai b)12) 

uberwiegt jedoch auch in unsercn Versuchcn 3-5 die Summe der Allopregnan-Verbin- 
dungen I und I11 eindeutig iiber das Pregnan-Derivat I1 '9. In  diesem Zusammenhang 
sei erwahnt, dass es VISCHER~~)  in unseren Laboratorien kurzlich gelungen ist, 16a- 

2s) N. 0. KAPLAN, S. P. COLOWICK 8z E. F. NEUFELD, J. biol. Chemistry 195,107 (1952). 
28) P. OHLMEYER, Biochem. Z .  297, 66 (1938); B. L. HORECKER & A. KORNBERG, J. biol. 

Chemistry 175, 385 (1948). 
27) uber Fraktionierung von Rattenleber-Homogenat in A 4-5a- und A 4-5p-Hydrogenasen 

siehe E. FORCHIELLI & R. I. DORFMAN, J. biol. Chemistry 223, 443 (1956) ; The Endocrine So- 
ciety, Program 39th Meeting, May 30-June l, 1957, No. 15. 

as) E. VISCHER, unver6ffentlichte Versuche. 
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Hydroxyprogesteron rnit einem Stamm von Streptomyces griseirs teilweise in 38,16u- 
Dihydroxy-allopregnan-20-on (I) uberzufuhren. 

Zur Charakterisierung wurden die einzelnen, aus den praparativen Papier- 
chromatogammen gewonnenen Verbindungen, sobald sie sich als chromatogra- 
phisch einheitlich erwiesen, his zur Smp.- bzw. Radioaktivitats-Konstanz umkri- 
stallisiert und durch Misch-Smp. und Infrarot-Spektren rnit authentischen Prapa- 
raten verglichen. 

In  den Vcrsuchen 3, 4 und 5 wurde schlicsslich auch der nichtkctonische Anteil naher unter- 
sucht. Alle clrci Kichtlteton-Fraktionen cnthielten sehr kleinc Mengen zweier Substanzen A und 
R. Diese zcigtcn keinc UV.-Absorption bei 240 mp. gaben aber nach Antimontrichlorid-Behand- 
lung einc ockerlarbige IJV.-Fluoreszenz. Ihrc praparativc Trcnnung gelang im System BUSH B, 
(R$ = 0,83;  R& = 1,27), wobei z. B. Versuch 5 Material- und Radioaktivitats-Ausheuten oon 
etwa 0,2% A unrl 0,7% B lieferte. Von den 8 theorctisch moglichen 3 t ,  16cc,ZOE-Trihydroxy- 
pregnanen bzw. -allopregnanen, welchc durch Rcduktion sowohl im King A als auch in der Seiten- 
kette cntstehen konnen, standen uns das 38,5a, 20/?-Isomere (MARRIAN'S Trio12s)2)) sowie das 
3 ~ ( , 5 ~ , 2 0 ~ - I s o m e r c ~ ~ C ) ~ )  zur Verfugung. Sic erwiesen sich weder rnit A noch B als identisch. Eine 
weitere Aufklarung dcr letztercn Vcrbindungcn musste wegen ihren geringcn zur Verfiigung 
stchenden Mcngen unterblcihen. 

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 fur die A4-3-Ketogruppe teilweise 
verloren ging4) ') *). Wir fiihrten deshalb auch Inkubationen mit Schnitten von Ratten- 
leber in KREBs-RINGER-Phosphatpuffer unter Bespulen mit Medizinal-Sauerstof f 
durch, in der Hoffnung, noch bessere Umwandlungen zu erzielen. Wie der beispids- 
weise angefuhrte Versuch 6 zeigt, reichten aber die Ausbeuten an Substanz 1-111 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 Reluftungsbedingungen ausgefiihrt wurden 
als bei den sonst ublichen Versuchen in WARBURG-Apparaturen. 

Inkubation von Progesteron- [4-'4C] rnit Homogenaten von Rattenleber 
oder Rinder-Nebennieren 

Wie aus Tab. 2 hervorgeht, liess sich auch Progesteron (VI) mit Homogenaten 
von Rattenleber unter Hydroxylierung in Stellung 16u und Reduktion der A4-3- 
Ketogruppe in die Verbindungen 1-111 iiberfuhren, jedoch rnit vie1 schlechteren 
Ausbeuten als das 16a-Hydroxyprogesteron. Im Gegensatz zu den Versuchen 3-5 
von Tab. 1, bei wclchen 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 1-111 liessen sich nach Schema 2 zwar isomerenfrei 
auftrennen (Kontrolle durch Antimontrichlorid-Reaktion), sie waren aber immer 
noch relativ stark rnit UV.-positiven Begleitstoffen vermischt. Durch mehrmaliges 
Umkristallisiercn zusammen rnit grosseren Mengen der entsprechenden reinen nicht 
markierten Steroide gewannen wir schliesslich Kristallisate, welche frei waren von 

29) a) G. A. D. HASLEWOOD, G. F. MARRIAN & E. R. SMITH, Biochem. J. 28,1316 (1934) ; b) 
R. E. MARKER & E. L. WITTLE, J .  Amer. chem. SOC. 61, 855 (1939); c) H. HIRSCHMANN, F. B. 
HIRSCHMANN & M. A. DAUS, J. biol. Chemistry 178, 751 (1949). 



T
ab

el
le

 2
. 

In
ku

ba
tio

n 
vo

n 
P

~o
ge

st
er

on
-[

4-
'~

C
] m
it

 R
at

te
nl

eb
er

-H
om

og
en

at
 

~~
 

E
in

ge
se

tz
t 

I 
In

ku
ba

tio
ns

-B
ed

in
gu

ng
en

 
Is

ol
ie

rt
 (

yo
) 

Z
us

at
ze

 
Pu

ff
er

 
ph

as
e 

1
 m

g 
A

T
P

 
+ 0

,2
 m

g 
D

PN
O

 
+ 0

,2
 m

g 
T

P
N

O
/m

g 
St

er
oi

d 

a)
 

3 
g/

l P
uf

fe
r. 

C
) 

D
ur

ch
 C

ok
ri

st
al

lis
at

io
n 

be
st

im
m

t. 
b

) 
Pa

pi
er

ch
ro

m
at

og
ra

ph
is

ch
 

er
m

it
te

lt
 d

ur
ch

 V
er

gl
ei

ch
 m

it
 V

er
di

in
nu

ng
sr

ei
he

n 
vo

n 
re

in
em

 P
ro

ge
st

er
on

. 

In
 a

lle
n 

V
er

su
ch

en
: T

em
p.

 3
7"

, D
au

er
 3

 S
td

. 

T
ab

el
le

 3
. I

nk
ub

at
io

n 
vo

n 
Pr

og
es

te
ro

n-
[4

J4
C

] m
it 

H
om

og
en

at
 a

us
 R

in
de

r-
N

eb
en

ni
er

en
 

E
in

ge
se

tz
t 

In
ku

ba
tio

ns
-B

ed
in

gu
ng

en
 

Is
ol

ie
rt

e 
(b

zw
. n

ac
hg

ew
ie

se
ne

) 
St

er
oi

de
 (

%
) d

) 

Pr
og

e 
16

a-
H

yd
ro

xy
 

R
E

IC
H

- 
V

er
bi

nd
un

g 
H

yd
ro

- 
C

or
tic

o-
 

co
rt

is
on

 
st

er
on

 
Su

bs
ta

nz
 S

 
I 

Pu
ff

er
 

Z
us

at
ze

 
st

er
on

 
pr

og
es

te
ro

n 
(W

 
(V

) 

N
ic

ot
in

am
id

c)
 , k

ei
n 

F
um

ar
at

 
ke

in
 A

T
P,

 D
PN

O
, T

P
N

O
 

a)
 

B
ed

in
gu

ng
en

 w
ie

 in
 V

er
s.

 9
 u

nd
 1

0,
 a

be
r 

10
 m

g 
I 

al
s 

ct
ra

pp
in

g 
ag

en
t, 

vo
r 

de
r 

In
ku

ba
ti

on
 z

ug
eg

eb
en

. 
h

) 
Si

eh
e 

ex
p.

 T
ei

l. 
C

) 
3 

g/
l P

uf
fe

r.
 

e)
 

N
ic

ht
 k

ri
st

al
lis

ie
rt

 ; 
A

us
bc

ut
e 

au
f 

G
ru

nd
 d

er
 R

ad
io

ak
ti

vi
ta

t 
de

s 
Pa

pi
er

ch
ro

m
at

og
ra

m
m

-E
Iu

at
s 

be
re

ch
ne

t. 
1)

 
In

 k
ri

st
al

lin
er

 F
or

m
 e

rh
al

te
n.

 

d
) 

M
at

er
ia

la
us

be
ut

en
 o

hn
e 

K
la

m
m

er
n;

 R
ad

io
au

sb
eu

te
n 

in
 K

la
m

m
er

n.
 

Ii
ca

kt
io

ns
be

di
ng

un
ge

n 
in

 a
lle

n 
L

'e
rs

uc
he

n:
 T

em
p.

 3
7'

; 
D

au
er

 3
 S

td
.;

 2
 1

 L
uf

t 
pr

o 
N

in
. 



961 HELVETICA CHIMICA ACTA 

UV.-absorbiercnden Beimengungcn; aus ihrer spezifischen Radioaktivitat konntcn 
dann, unter Berucksichtigung der Isotopenverdunnung, die effektiven Ausbeuten 
berechnet werden. 

Die entsprechcnden Umwandlungsversuchc von Progesteron mit Rinder-Neben- 
nieren-Homogenat zeitigten durchwegs schlechtc Resultate (vgl. Tab. 3). Verbin- 
dung I entstand in so kleinen Mengen, dass sie nur papierchromatographisch nach- 
gewiesen und die Ausbeuten auf Grund der Radioaktivitat in den entsprechenden 
Zoncn abgeschatzt werden konnten. Der relativ beste Wert ergab sich, wenn dem 
Homogenat ausscr Proge~teron-[4-~~C] noch inaktives I ,  gewissermassen als o trapping 
agent )), beigegeben wurde (Versuch 11). 

Der griisste Teil dcr Radioaktivitat befand sich bei allen Versuchcn in Corticosteron 
und andern UV.-absorbicrenden Corticosteroiden, von welchen einxelne papier- 
chromatographisch isoliert und auf Radioaktivitat gepriift wurden. So konnten u. a. 
kleine Mengen von 16u-Hydroxyprogesteron (V) isoliert werden, welchcs radioaktiv 
war und demnach aus dem eingesetzten Progesteron (VI) entstanden sein muss. LVic 
bci den ubrigen untersuchten Corticosteroidcn war auch beim 16u-Hydroxyprogeste- 
ron die Ausbeute an Radioaktivitat etwas kleiner als diejenige an Substanz. Diese 
Tatsache kann erstcns daniit crMart werdcn, dass das nicht aktive, in den Nehen- 
nieren vorhandene Progesteron oder andere Vorlaufer von 16u-Hydroxyprogesteron 
(V) unter den angewandten Redingungen in letzteres umgewandelt wurden ; eine 
zweite Erklirung liegt in der Annahme, dass die Nebennieren ds 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 pg/kg 
erklHren annahernd die Diskrepanz zwischen Material- und Radioausbeute bei den 
Inkubationsversuchen ; es darf dabei angenommen werden, dass das genuine inaktive 
Progestcron in glcichem Massc 16a-hydroxylicrt 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 3j3-Hydroxy-alloprcgnan-20-on (VII) mit Hinder-Nebennieren- 
Homogenat konnte keine Spur von Substanz I nachgewicsen werden. 

Isolierung von 16a-Hydroxyprogesteron (V) aus Schweine-Nebennieren 
Auf Grund der beschriebenen Versuche wurden nun verschiedene friiher beiseite 

gestellte Fraktionen aus 2 Tonnen Schweine-Nebennieren 30) auf Anwesenheit von 
16u-Hydroxyprogesteron gepriift . Die qualitative papierchromatographische Analyse 
zeigte, dass das gesuchte Steroid vor allem in Fraktion e der ersten praparativen 
Papierchromatographie von A11 so) vorhanden sein musste. Die im experimentellen 
Teil beschriebene papierchromatographische Auftrennung (s. Schema 3) fiihrte dann 
zur Isolierung des reinen kristallinen 16 a-Hydroxyprogesterons (V) vom Smp. 
223-226". Der Gehalt bctrug ca. 150 mg pro Tonne Schweine-Nebennieren. Verbin- 
dung V ist das dritte aus Nebennieren isolierte 16a-Hydroxysteroid (nach Verbin- 
dungen I und 111). 

Vgl. bei 7, S. 1669ff.; Bencnnungcn von dort iibernommen. 
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Schema 3 
Isolicvung uon 16u-Hydroxypro~estcron ( 1.) nits S~-hzercinc-hTebennicrcn 

Ausgangsmaterial: s. P ~ b l i k a t i o n ~ ) ,  S. 1671. 
Fraktion h II 

I I Auftrennung im Chromatoblock (2970 Blatt) 
4 mit Formamid/Benzol-Chloroform (1 : 1) 

u. a. Fraktion e, total 7,51 g (enthalt vie1 11-Dehydro-corticosteron) 

1/20 davon zur weiteren Papierchromatographie 1 
1 .  System: 

(Chromatoblock, 113 Blatt) 
Propylenglykol/Toluol 

2. System: 
(Chromatoblock, 108 Blatt) 
Formamid/Benzol-Chloro- 

form (3  : 1) 

,ll-Dehydro-corticosteron 17' 

3. System : 
I I RL, 

U n 

uv + 16a-H ydroxyprogesteron 

Die erhaltenen Resultate weisen darauf hin, dass 16-Hydroxyprogesteron als 
Vorlaufer in der Biogenese der Verbindungen 1-111 dienen kann. Die reduktive 
Umwandlung tritt unter unseren in vitro-Bedingungen vor allem in der Leber ein. 
Vorlaufer und Reduktionsprodukte I und IT1 werden in vivo offensichtlich in den 
Nebennieren gespeichert, da sie daraus isoliert werden konnten. 

Die hier nachgewiesene 16m-Hydroxylierung in Neber~nieren-~O") und Leberge- 
webe ist unter den angewandten Versuchsbedingungen zu geringfiigig, um uber den 
bevorzugten Produktionsort und Vorlaufer von 16a-Hydroxyprogesteron etwas signi- 
fikantes aussagen zu konnen. Progesteron stellt zweifellos einen der moglichen Vor- 
laufer dar. Die geringen Ausbeuten an 1-111 ausgehend von Progesteron sind unter 
in vitro-Bedingungen nicht uberraschend, haben doch in einem Ansatz oxydierende 
und reduzierende Reaktionen an der gleichen Molekel zu erfolgen. 

30a) Vgl. hiezu 13. G .  Rao & K. I). H. Heard, Arch. Biochemistry Biophys. 66, 504 (1957). 
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Experimenteller Teil 
Alle Smp. wurden in eincm BucHr-Schmelzpunktsapparat (nach Dr. TOTTOLI) bcstimmt und 

sind korrigiert. Die 1R.-Spcktren wurdcn mit einem PERKIN-ELMER double beam Spcktrograph, 
Mod. 21, aufgenommen. 

Die radioaktiven Probcn wurdcn in nunendlich dunner)) Schicht (< O , l 5  mg/cm2) auf Teflon- 
Schalchen unter einer Endfenster-GiM-Rohre rnit einem u Tracerlab #-Geriit (Mod. Superscaler 
SC-18 A) ausgezahlt. Alle Radioaktivitaten sind auf ein 14C-Standardpraparat bezogen. 

Die verwendeten Co-Faktoren waren Handelsprodukte, und zwar DPNO von PABST LABORA- 
.roRIEs, Milwaukee, W s . ;  DPNH, TPNB und RTP von SIGMA CHEMICAL Co., St. Louis, Mo., 
~ n d  TPNH von C. 1;. BOEHRINCER & SOHNE, Mannheim. 

Papierchromatographie. - Qualitative Testierungen und praparative Trennungen wur- 
dcn durchwegs nach dem absteigcnden Verfahrcn auf gewaschenem WHATxAN-€'apicr Xr. 1, 
grosserc Trennungcn auf mehr als 50 Blattern im Chromatoblocks') auf ungewaschcnem Yapicr 
vorgenommcn. Die Chroniatogrammc in ZAFP.~RONI-SyStCmenZ0) (F/Be = Formamid/Benzol. 
F/Rc-CHCl, = Formamid/Renzol-C.hloroform, F/Cy = Formamid/Cyclohcxan, PjTol = Pro- 
pylenglykol/Toluol) wurdcn hei 12', diejciiigen in BusH-Systemen2l) [B3= Petrolather-Benzol- 
*Methanol-Wasser (17 : 33 : 40 : lo) ,  HI,, = Petrolather-Bcnzol-Methanol-Wasser (3 : 7 : 5 : 5)] bci 38-' 
in Metalltrogen ausgcfiihrt. L)ic Elution der Substanzen crfolgte nach NEHER & W E T T S T E I N ~ ~ )  
gcmiss dem dort beschricbenen RTodus a. Zur Lokalisierung von niclit UV.-Licht absorbierenden 
Substanzcn wurden ein bis zwei cm brcitc Streifen von jedem Blatt rnit ..\ntimontrichlorid 
ontwickelt, die blau bis gclb fluoresziercnden Stcllen markiert und auf die Blatter iibertragcn. 
In  den angegebenen Ausbeutcn sind die in den papierchromatographischen Kontrollstreifen 
abgczweigten kleinen Substanzmengcn beriicksichtigt. 

16a-Hydro~yprogesteron-[4-'~C]. -- \'ier 500 ml ERLENMEYER-KOlbCIl mit je 100 nil 
stcrilisiertcr NQhrl&ung, enthaltend 3 g E'leischextrakt, 5 g Pepton, 10 g Rohglucosc, 5 g NaCl 
und 10 g CaCO, in 1 1 Leitungswasser, wurdcn mit der Stueptomyces-Art A 7894 bcimpft. Nach 
drcitagigcm Schiitteln bci 25-28' gab man zu der gut cntwickelten Kultur unter stcrilen Be- 
dingungcn 120 mg Proge~teron-;4-~'C;, gelost in 6 ml Aceton, und inkubiertc dieses wahrend 
zwei Tagen bci der angegebcnen Tcmperatur. Die Aktivitat des eingesetzten Progesterons (1 mc) 
betrug 11.88 x lo6  ipm (= Impulse pro Min.). 

Untcr Zugabe von wenig Celite wurde nun \-om Myccl abfiltriert und diescs griindlich rnit 
Jissigester ausgezogcn. Die organischcn =\usziige fandcn Verwendung zur Extraktion des wasseri- 
gen Kulturfiltrats. Sach Waschen der Essigestcr-Extrakte mit 2-proz. Natriumhydrogcncarbonat- 
.Losung und Wasser und Eindampfen im Yakuum wrblieben 150 mg eines amorphen, teilweise 
ijligen Ruckstandcs, der auf 60 Blatt I'apier im F/Re-System pvdparativ chroinatographiert 
wurde. Die UV.-absorbiercnde Zone  om Rf 0,41-0,52, in wclcher sich das 16a-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 Gcw.-% H,O desaktiviert) filtriert. Mit 150 ml Methylen- 
chlorid/Aceton (4: 1) liessen sich 71 mg Material eluicrcn, die beim Umkristallisieren aus Accton 
54.8 mg radioaktives 16a-Hydroxvprogestcron vorn Smp. 223,5-227 ' und der AktivitLt 5,13 x 
lo6  ipm ergabcn. Die Mutterlaugen liefcrten durch Umkristallisieren zusammen rnit 25 mg in- 
aktivem V weitere 24 mg vom Smp. 225-227' und der Aktivitat 0,564 x l o 6  ipm. 

Elution dcr 1JV.-absorbierenden Frontzone init 20-proz. Mcthanol ergab 404 mg cines oligcn 
Eluates, das bei dcr praparativen Chromatographic an 35 Blatt Papier (aus der Zonc vom Rf 
0,60-0,73) 29 mg rohes Progesteron der Aktivitat 2,4 x lo6  ipm lieferte. Zur Ausniitzung der 
14C-.ilktivit&t hydrorylierten wir diesrs ohne weitere Reinigung nochmals mikrobiologisch wie 
oben beschricbcn. 

Die totale Aktivitiitsausbeutc an isoliertcm reincm 16a-Hydroxyprogcsteron betrug 51 % . 
Inkubation von 16a-Hydroxyprogesteron-[4- lac] (V) rnit Rattenleber-Homo- 

genats3). - Als Beispiel sei liicr Versuch Nr. 5 von Tab. 1 wicdergegebcn: 18 ca. 250 g schwere 
rnannliche Ratten (Stamm Iranoras) wurden durch Genickschlag getotet, sofort decapitiert und 

31) E. VON ARX 6: I<. KRHER, Helv. 39, lG64 (1956). 

33) Herrn Dr. F. \V. I<AHNT siitd wir fiir methodisclie Angabcn zur 1)urchfuhrung der 
R. NEHER & A.  WBTTSTEIK, J. clin. Invest. 35, 800 (1956). 

Homogenat-Inlrubationen dankbar. 
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ca. l/r Min. bluten gelassen. Die innerhalb einer Min. herausgeschnittenen Lebern (total 200 g) 
wurden in 200 ml 0,1-m. KREBs-EGGLESTON-Phosphatpuffer, pH 7,434), cnthaltend 3 g Nicotin- 
amid pro 1, wahrend total 3 Min. bei 0' im CuISTo-Homogenisator homogenisiert. Zur Aufrecht- 
erhaltung des p H  wahrend des Homogenisierens war die Zugabe von 4 ml n. Natronlauge not- 
wendig. Das Homogenat wurde mit weiteren 200 ml Puffer in eincn 3-1-Hundkolben gcspult und 
rnit 100 mg radioaktivem 16a-Hydrox~.progcsteron der Aktivitat 2.05 x l o 6  ipm, gelost in 4,2 ml 
Feinsprit, versetzt. Nach 3-minutigem Spiilen des Kolbens mit Stickstoff fiigte man 100 mg 
onzymatisch reduziertes TPNH zu, spiilte abermals mit Stickstoff und inkubierte 3 Std. unter 
Schiitteln bei 37". Das p H  betrug am Schluss 6,95. 

Nun wurde das Inkubat rnit 5 1 Aceton versetzt und iiber Nacht mechanisch geriihrt. Andern- 
tags nutschte man vom Gewebskuchen ab, riihrte den Nutschenriickstand noch viermal mit je 
400 ml 80-proz. wasser. Aceton bei 35" ca. 7 Min. auf und nutschtc wieder ab. Die vereinigten 
wasser.-acetonischen Losungcn wurden i. Vak. auf ca. 600 ml eingeengt. Die verblcibende Sus- 
pension versetzte man rnit 400 ml Aceton und schiitteltc sie dreimal rnit je 250 ml Hcxan aus. 
Die Hexan-Losungen ihrerseits wurden in Serie sechsmal mit je 200 ml 60-proz. wasser. Aceton 
ruckextrahiert. Die sieben vereinigten wasscr.-acetonischen Losungen wurden i. Vak. auf 1 1 
eingeengt, dann sechsmal rnit je 300 ml Methylenchlorid extrahiert und die Extrakte rnit n.- 
Natronlauge und Wasser gewaschen. Man erhielt 1 , l  g entfettecten Xeutralentrakt, welcher an 36 g 
desaktiviertem Silicagel chromatographiert wurde : 

Aktivitut (ipm) 
Fr. 1 in 200 ml Benzol . . . . . . . . . . . . . . . . .  31 mg, olig < 900 
Fr. 2 in 700 ml CH,Cl,-Aceton 4:  1 . . . . . . . . . . . .  124 mg, krist. 1855 000 
Fr. 3 in 200 ml CH,Cl,-Aceton 4 : l  . . . . . . . . . . . .  

Girardierung: Fr. 2 und 3 wurden in 13 ml abs. Athano1 geliist 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 Kalte ab. 
Hierauf sauerte man die wasserige Schicht mit 20 ml konz. Salzsaure an, gab Methylenchlorid 
zu und liess vor dem Extrahieren unter gelegentlichem Umschiitteln 20 Min. stehen. Die Methylen- 
chlorid-Auszuge wurden mit 2-proz. Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschen 
und i. Vak. eingedampft. Man crhielt: 23,5 mg Nichtketon-Anteil rnit einer Aktivitat von 
0,064 x l o 6  ipm sowie 99,5 mg Keton-Anteil rnit 1,81 x los  ipm. 

Keton-Anted: Die qualitative papierchromatographische Kontrolle des Keton-Anteils in 
F/Be-CHCl,(l : 1) ergab nur minime Mengen von UV.-absorbierenden Substanzen, insbesondere 
meniger als 1 yo 16ceHydroxyprogesteron. Hingegen traten beim Behandeln rnit Antimontri- 
chlorid zwei blau bis gelb Iluoreszierende Flecke mit Rf 0,58 bzw. 0.74 auf. 

Die verbleibenden 99.4 mg Keton-Fraktion wurden an 50 Blatt Papier in P/Tol chromato- 
gmphier t  (bis Leitfarbstoff F 5 ca. 3 / r  unten). Eluiert wurden: 

8 mg, teilw. krist. 27000 

Zone R F ~  0.35-0.58, SbC1,-Reaktion blau bis gelb (64 mg) 
Zonc B: R F ~  0,624.85, SbCLReaktion gelb (98 me) 

Zonc A erfuhr im BUSH-System B, cine deutliche Aufspaltung in mindcstens zwei SbC1,- 
positive Substanzen. Die Rechromatographie dieses Eluates (64 mg) an 32 Blatt Papier im 
System B, (entwickelt bis F 5 - 'Is unten) gab folgende Eluate: 

Zone C: H F ~  0,60-0,90, SbC1,-Rcaktion blau bis gelb (17,5 mg) 
Zone D: R F ~  0,95-1,15, SbC1,-Reaktion gelb 
Zone E: R F ~  1,16-1,28, SbC1,-Reaktion gelb 

(21.5 mg) 
(11,O mg) 

Das Eluat dcr Zone C crwies sich in dcn Systemen F/Be, F/Be-CHCI,(l : 1) und P/Tol als 
einheitlich und wanderte gleich wie Substanz I. Das Eluat aus der Zone D zeigte R~f,-wcrte, die 
mit denjenigen yon Vcrbindung I1 gut iibereinstimmten. Es war aber rnit kleinen Mengen einer 
anderen SbC1,-positiven Substanz behaftet, welchc sich papierchromatographisch wic Ver- 
hindung 111 vcrhielt. Umgckehrt cnthielt das Eluat der Zone E, welchcs sich als identisch mit 
demjenigen von Zone B crwies, noben dcm Hauptprodukt I11 minime Beimcngungcn von Sub- 
stanz 11. 

sa) S. Tab. 1, Fussnote f ) .  



Totale 
Akliaitiit (ipm) 

12,6 mg Kristallisat 1, Smp. 226-235" . . .  20,46 x lo4 
. . .  13,20 :.: 10' 7,O mg Kristallisat 2, Smp. 244-246". 

1 
1 
1 

4,l  mg Kristallisat 3, Smp. 252-254". . . .  8,04 X 104 

. . .  2,17 x loJ 1,l mg Kristallisat 4, Smp. 252-254,5" 

Spezif. 
A ktivitiit (implmg) 

1,629 x lo4 
1 , 8 8 4 ~  lo4 

1,962 x 104 

1,974 x lo4 

16.6 mg Kristallisat 1, Smp. 194-200,5' . . 
1 
8,0 mg Kristallisat 2, Smp. 202-205,5" . . 
1 
3,s mg Kristallisat 3, Smp. 206-208' 
1 
1,4 mg Kristallisat 4, Smp. 207-208" 

. . .  

. . .  

Kristallisat 4 gab init clcr nicdriger schmclzendcn Modifikation2) von Verbindung I11 keine Smp.- 
Ileprcssion und stimmtc inich im IR.-Spektrum mit dcrselbcn iibcrein. .\usbeUte 39,31:. 

Totale S p C Z i f .  
A k f i v i t i l  (ipm) Aktioitut (ipmlmg) 

2X.68 x 104 

15,15 x 10" 

1,73 x lo4 

139 x 10* 

7,49 'a '  104 i , w ~  1 0 4  

2,70 x 104 i ,99 x 104 

46 mg Kristallisat 1, Smp. 194-20Z0 

22 mg Kristallisat 2, Smp. 203-205" 

Ll.6 mg Kristallisat 3, Smp. 206-208" 

. . . .  

. . . .  1 
1 
-1 
4,4 mg Kristallisat 4, Smp. 207-209,.5" . . 

. . .  

Totale Spesif. 
A ktivitiif (ipm) A ktivitiit (ipmlmg) 

72,42 x lo4 1,57x1O4 

41,40 >: 10' 1,8R x 104 

22,70 x lo4 1 9 6  x 104 

8.74 Y 103 1.98 x 104 



SbC13-Fluoreszerts Aktivitut (ipm) 

35) Wir danken den Herren Prof. Dr. LEUTHARDT, Zurich, und Prof. Dr. SCHC'LER, Basel, 
fiir wertvolle Ratschlage zur Herstellung von Gewebeschnitten. 

0 ,ZmgA . . . 
0 , 7 m g B  . . . 

~~ ~ ~ ~ _ _  

ockerfarbig - 3400 
ockerfarbig - 13850 

Totale 
Aktivitat (ipm) 

1,7 mg Kristallisat 1, Smp. 192,5-196' . . 2640 

0,45 mg Kristallisat 2, Smp. 206-208,5' . . 681 
+1,15 mg Mutterlaugen 2 . . . . 1821 

4 +2,5 mg Mutterlaugcn 1 . . . . . 5250 

Spezif. 
Aktivitat (ipm/mg) 

1554 
2100 
1527 
1581 



970 HELVETICA CHIMICA ACTA 

Aus der spczifischen Aktivitat von 1527 ipm/mg im Kristallisat 2 lasst sich, untcr Beriick- 
sichtigung eines Substanz-Vcrlustfaktors von 1,22, eine Ausbeute von 0,4404 berechnen. 

Die analoge zwcimalige Cokristallisation von 0,85 mg Eluat aus der Zone von Verbindung I 
zusammen mit 3.5 nig inaktiver reiner Suhstanz I gab 0,s mg eines Kristallisates vom Smp. 
248,5449.5" mit eincr spezif. Aktivitat von 1263 ipmlmg. Die spezif. Aktivitat der dazugehorigen 
Jiutterlaugcn betrug 1311 ipmlmg. Ausbeutc: 0,347;. 

Verbindung 111 licss sich aus 1,3 mg dcs entsprcchenden Eluats durch Cokristallisation mit 
3 mg inaktivem I11 isolieren und enthielt am Schluss eine spezif. Aktivittit ron 1527 ipm/mg, 
wahrend die letzten Mutterlaugen 1587 ipm/mg aufwicsen. Ausbeutc: 0,420/, . 

Der grosste Teil der cingesetztcn Aktivitat befand sich in den Hexan-Msungen der Lipoide 
1,233 x lo6 ipm (67,5%) in Vers. 7 bzw. 1,14 x l o 6  ipm (62,4%) in Vers. 81. Die papicrchromato- 

graphische Untcrsuchung aliquotcr Mengen im Systcm F/Cy zcigte, dass die Losungcn in ungefahr 
clen crwahntcn Prozcntsatzen Progesteron enthielten (Abschatzung durch Vergleich rnit Ver- 
dunnungsreihen von rcinem Progesteron) . 

Inkubation von Progesteron-[4- 14C] mit Rinder-Nebennieren-Homogenat (Tab. 3.  
l-ersuche 9-12). - Verwendcte Puffcr : Sacharose-Phosphatpuffer : 68,4 g Saccharose, 3,62 g 
4aC1, 1,86 g KCI, 3,56 g Na,HPO4,2H,O pro Liter. Fumarat-Phosphatpuffer: 3,62 g NaCl, 
1.86 g KCl, 3,56 g Na,HP04,2H,0 und 4,64 g Fumarsaure pro Liter, mit n. Xatronlauge auf 
pH 7.6 cingestcllt. 

Der optimale unserer Versuche, Nr. 11, verlief folgendermassen: 250 g vom Fcttpolster be- 
freitc Nebeunieren von 8 frisch geschlachteten Kiihen und Rindcrn wurden bei 0" fein zerhackt 
und mit 250 ml Saccharose-Phosphatpuffcr vom p H  8,55, enthaltend 3 g Nicotinsaureamid pro 
Liter, homogcnisiert. l h r c h  Ncutralisiercn rnit insgesamt 6.0 ml n. Natronlaugc konnte das 
rasch falleudc pH auf 7,5 gehalten werdcn. Das Homogenat wurde mit 250 ml Fumarat-Phos- 
phatpuffer vorn pH 7.6 und 50 ml 1-proz. Magnesiumsulfat-Losung in einen 3-1-Rundkolben 
gespiilt. Dann versetzte man rnit 50 mg radioaktivem Progesteron (1,686 x lo6 iprn), gelost in 
1 ml Feinsprit, sowie rnit 10 mg inaktiver Verbindung I, gelost in 1 ml Propylenglykol. Nach Zu- 
gabe von 250 mg ATP, 25 mg DPN@ und 2,5 mg TPNO wurde das Homogenat bei 37 & 1" 
3 Std. mechanisch geriihrt, unter Einleiten ron ca. 2 1 Luft pro Min. durch eine Glasfritte. Die 
Schaumbildung licss sich rnit wenigen Tropfen 2-Octanol wcitgehend vcrhindern. Extraktion, 
Entfettung, Chromatographie an Silicagel und Girardierung erfolgten analog wie vorne be- 
schrieben. Es ficlen 78 mg ketonischcs Material an, welchcs im Systcm F/Be-CHCl,(l : 1) an 39 
13latt Papicr chromatographiert wurde. 

I'rogestcron: Die Front-Zonc wurdc eluiert und an 5 Blatt Papier im System F/Cy rechroma- 
tographiert. Dic rnit authentischem Progesteron wandernde Zone gab 4,5 mg eines amorphen 
Eluats, dns eine Aktivitat von 66450 iprn aufwies. 

Corticosteron: 38 mg Eluat; Rechromatographie an 19 Blatt Papier im System P/Tol (bis 
Farbstoff F 5  1/3 untcn). Das Eluat der Corticosteron-Zone gab beim Kristallisieren aus Aceton- 
:-ither 3 3 3  m g  Corticostcron vom Smp. 181. 184" und eincr totalen Aktivitat von 7,85 x lo6  iprn 
(46,50,, der cingcsetztcn Alrtivitat). 

Hydrocortison : 5 mg Eluat ; Rcchromatographic an Z1/, Blatt Papier im Systcm P/Tol (bis Farb- 
stoff F 5  untcn). We eluierte Hydrocortison-Zone wies eine Aktivitat von 39750 iprn auf (2,36y0). 

Verbindung T : Die clcm Corticosteron knapp voranwandernde Zone wurde eluiert und im 
System P/Tol (his Farbstoff F 5  s/4 unten) an 10 Blatt Papier rechromatographiert. Die 
I<lution der UV.-ncgativcn Zone rnit RF; 0,4-0,6 gab 5,3 mg kristallines I mit einer Aktivitat 
von 750 ipm. Die spczifische Alrtivitat blicb beim Umkristallisicren aus Accton praktisch un- 
vcrinclert; Smp. 24&248', Misch-Smp. mit authentischem I 247-250". Radioausbeutc: 0,044%. 

16a-Hydroxyprogestcron (V) : 1)ic Zone rnit Kf 0,734.87  (enthaltend nehen 16a-Hydroxy- 
progesteron das 11-Ikhydro-corticostrron) wurdc eluiert (8 mg) und das Eluat zuerst an Z1/, 
Matt Papicr im System P/'l'oI (his Front unten) dann an 2'/* Blatt Papicr im System 
F/Rc (bis Front untcn) rcchromatographicrt, unter Verwcndung von reinem V als Lcitsubstanz 
in beidcn Systemen. &Ian erhielt l,G mg Eluat mit einer Alrtivitat von 1617 iprn (0,096Yo Radio- 
ausbeute). Ein Vicrtel daron wurdc im System F/Re zusammcn mit Verdiinnungsrcihen von 
rcinem inaktivem V chromatographiert (I~cippelbestirnmung). Durch Vergleich der Intensitaten 
cler UV.-Absorption bci 240 nip liess sich eine hIaterialausbcute von 60-70 pg, d. h. ca. 0,137;. 
abschatzen. 
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0,s rng (restl.) Eluat , . , . . . . . , . 
4 Cokrist. mit 2 mg inaktivem V . . 

1,2 mg Kristallisat 1, Smp. 219,5222' . . 
4 +1,6 mg Mutterlaugen 1 . . . . . 

0,50 mg Kristallisat 2, Smp. 222,5-224" . , 

+0,55 mg Mutterlaugen 2 . . . . 

Cokristallisation : 
~~ ~ ~ ~~~~ 

Totale Speeif. 
Aktivitut (ipm) ARtivitit (ipmlmg) 

808 1010 

348 290 
444 277 
142 284 
160 292 

3") Die lsolierung wurde von R. NEHER ausgefiihrt. 




