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151. Isolierung und Identifizierung neuer Nebennieren-Steroide;
Charakterisierung weiterer Inhaltsstoffe

Uber Steroide, 169. Mitteilung.?t)
von R.Neher und A. Wettstein
(29. IV. 60)

Aus den zahlreichen Fraktionen, die uns bei der Isolierung von Aldosteron?),
38, 16a-Dihydroxy-20-keto-allopregnan3) und weiteren Pregnanderivaten?®)®)) aus
Schweine-Nebennieren anfielen, gelang es, noch einige andere kristallisierte Ver-
bindungen in meist recht kleiner Ausbeute erstmals zu isolieren und zu identifizieren.
Neben Pregnenolon und 17«¢-Hydroxypregnenolon”) handelte es sich um das 20 ->18-
Lacton der 3-Keto-113,18-dihydroxy-A%-dtiensiure und weitere im Zusammenhang
mit der Biosynthese des Aldosterons interessierende Pregnenderivate®). Im folgen-
den berichten wir iiber die Isolierung und Identifizierung einer Gruppe von 3-Keto-
20-hydroxy-A44-pregnenen sowie von 3-Keto-118,17a-dihydroxy-/4-androsten und
3a,118-Dihydroxy-17-keto-androstan.

Ausserdem wurden mehrere andere Verbindungen abgetrennt, bei denen es sich
teilweise wahrscheinlich um Steroide oder steroidartige Stoffe handelt, deren Menge
jedoch fiir eine einwandfreie Identifizierung nicht ausreichte und deren weitere
Untersuchung z. Zt. nicht beabsichtigt ist; immerhin wurde versucht, sie durch An-
gabe verschiedener Eigenschaften so weit als méglich zu charakterisieren.

1. 3-Keto-20a-hydroxy-A*-pregnen (A*-Pregnenolon). Dieses Steroid konnte erst-
mals in sehr kleiner Menge als Begleiter verschiedener oxygenierter Progesteron-
derivate nach Schema 1 isoliert werden. Die aus Zone a bzw. b der beiden letzten
BusH-A-Chromatogramme eluierte Verbindung verhielt sich chromatographisch wie
3-Keto-20o-hydroxy-A4-pregnen (s. Tab. 1). Nach Kristallisation erwies sie sich auch
im Misch-Smp. und IR.-Spektrum als identisch damit. Der Gehalt in der Neben-
nieren-Charge NN XTI betrug nur ca. 2,5-5 mg pro Tonne; die gleiche Verbindung
ist kiirzlich auch im Nebennieren-Venenblut von Kilbern bis zu einem Alter von
2 Monaten nachgewiesen worden?). Das 208-Epimere, ein ebenfalls bekannter Meta-
bolit19) von Progesteron, wurde in Nebennieren bisher nicht aufgefunden.

1) 168. Mitteilung s. J. UREcH, E. ViscHER & A. WETTSTEIN, Helv. 43, 1077 (1960).

%) S. A. Smvpson, J. F. Tait, A. WETTSTEIN, R. NEHER, J. v. Euw & T. RE1CHSTEIN, Expe-
ricntia 9, 333 (1953); dieselben Autoren mit O. ScHINDLER, Helv. 37, 1163 (1954).

3} R. NEHER, P. DESAULLES, E. ViscHER, P. WIELAND & A. WETTSTEIN, Helv. 47, 1667
(1958).

1) R. NEHER & A. WETTSTEIN, Helv. 39, 2062 (1956).
) R. NEHER, C. MEYSTRE & A. WETTSTEIN, Helv. 42, 132 (1959).
) A. WETTSTEIN, R. NEHER & J. UrEcH, Helv. 42, 956 (1959).
) R. NEHER & A. WETTSTEIN, Acta endocrinol. 35 (1960), im Druck.
) R. NEHER & A. WETTSTEIN, Helv. 43, 623 (1960 ).
) W. E. BaLFoUR, R. S. CoMLINE & R. V. Saort, Nature 783, 467 (1959).

10y Vgl. J. ZaNDER, T. R. ForBES, A. M. voN MUNSTERMANN & R. NEHER, ].clin. Endo-
crinol. Metabolism 78, 337 (1958).
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2. 3-Keto-17a, 20a-dilydroxy-A4-pregnen (Ag,). Bei der Isolierung von 16a-Hydro-
xyprogesteron aus der Charge NN X196) erhielten wir eine neue, intern mit Ay, be-
zeichnete UV.-absorbierende Nebenfraktion aus dem Eluat ¢ des 3. Papierchromato-
grammes im System BL,"), nach Rechromatographie in F/Be!?); sie war mit
keinem bekannten Nebennierensteroid identifizierbar. Die reine, kristallisierte Ver-
bindung zeigte die in Tab. 2 angefithrten chromatographischen Eigenschaften und

Schema 112)
Fraktionierung dey Nebennieven-Fyaktionen B|3+4 aus Diagramm 1 [s.7)]

Fr. B/3+4 (9,7 g): Rechromatographie an 300 g ALO, (109 Wassergehalt); Elution mit
Petroliather, Benzol, Ather, CHCI,; und Mischungen davon;

32 Fraktionen A%-Androstendion in Fr. 2-5
11-Kctoprogesteron in Fr. 2- 7
Cortexon in Fr. 5-9
Adrenosteron in Fr. 4- 8
17 a-Hydroxyprogesteron in Fr. 6-14
11 -Hydroxyprogesteron in Fr. 10-16
17 «-Hydroxy-A5-pregnenolon in Fr.12-18
Fr. 4 (100,5 mg) 11 f-Hydroxy-A*androstendion  in Fr. 14-16
v
50 mg auf 40 Blatt Papier
F/Cy-Be (2:1):
Zonc a Rf 0,49-0,59 = 11-Ketoprogesteron
Zone b Rf 0,59-0,68 v
= A%*Pregnenolon Rechromatographie
Zone ¢ Rf 0,68-0,78 Busu A (4 Blatt Papier)
= Androstendion
Zonc d Rf 0,78-1,00 L Zone a Rf 0,22-0,29
= A5-Pregnenolon, Rechromatogr.
Progesteron, Busx A (5 Blatt Papier) Zone b Rf 0,29-0,36
B, = A% Pregnenolon
Zone a Rf 0,26-0,33
= /A*Pregnenoclon \/
Zone b Rf 0,33-0,43
= Androstendion

3-Keto-200-hydvoxy-

A*-pregnen
Farbreaktionen, wobei eine nur sehr schwache gelbe Natronlaugefluoreszenz auffiel.
Agp enthielt ausser einer o,f-ungesdttigten Ketogruppe (IR., UV.) eine leicht und
eine nicht oder nur schwer acetylierbare Hydroxygruppe, lieferte mit Perjodsiure
3,17-Diketo-4%-androsten (PCG)1?) und mit Chromtrioxyd in Pyridin 17«~-Hydroxy-
progesteron; letzteres war ausser durch seine R, -Werte (s. Tab. 1) besonders wegen
seiner abnormen, d.h. nahezu fehlenden gelben Natronlaugefluoreszenz gut im
PCG zu erkennen. Es konnte somit kaum ein Zweifel bestehen, dass A, ein 3-Keto-
17a-20&-dihydroxy-A4-pregnen darstellen musste.

1) S, Schema 3 auf S. 965 in $).

12) Fiir Losungsmittel-Abkiirzungen siche exp. Teil. PCG = Papierchromatographie, DS =
Diinnschichtchromatographie auf Silicagel; Ausfithrungs. exp. Teil. Bei Identifizierungschromato-
grammen wurden prinzipicll immer mehrere Losungsmittelsysteme und verschiedene Indikatoren
angewandt.
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Der Vergleich mit dem 208-Epimeren??) erwies jedoch, dass es sich bei Ay um
das 20z-Epimere handeln muss. Fiir letzteres sprach auch der Unterschied in der
molekularen Drehung von freier und acetylierter Verbindung?). Es wurde daher aus
3,3-Athylendioxy-16«, 17-oxido-20-keto-A 5-pregnen4#) durch LiAlH,-Reduktion und
Ketalspaltung synthetisiert. Das dabei in etwa der doppelten Menge entstandene
208-Epimere wurde im pridparativen PCG abgetrennt. Der Vergleich von Ay mit
unserem synthetischen 3-Keto-17ax-20x-dihydroxy-A 4-pregnen 14?) sprach in jeder Hin-
sicht fiir Identitdt. Der Gehalt dieses vermutlich aus 17¢-Hydroxyprogesteron stam-
menden 20-Dihydro-Metaboliten belief sich auf ca. 75 mg pro Tonne Schweine-
Nebennieren.

3. 3-Keto-118,20a-dihydroxy-A*-pregnen (Bg). Dieses Steroid erhielten wir in einer
Nebenfraktion bei der Isolierung von 38, 16a-Dihydroxy-20-keto-allopregnan aus der
Nebennieren-Charge NN XI3). Das nach zweifacher Chromatographie von A II aus
der mit dem Farbstoff I, wandernden Zone d15) erhaltene Eluat enthielt neben etwas
17«-Hydroxycortexon noch den UV.-absorbierenden, aber nicht reduzierenden Stoff
Be. Nach Rechromatographie liess er sich rein abtrennen und kristallisieren. Die
chromatographischen und physikalischen Eigenschaften (s. Tab. 2) sprachen fiir ein
Steroid, welches allerdings mit keinem der bekannten Nebennierensteroide identifi-
zierbar war. Die Acetylierung fiithrte offensichtlich zu einer Monohydroxy-mono-
acetoxy-Verbindung. Gegen Perjodsdure verhielt sich Bgindifferent, mit Chromtrioxyd
in Pyridin war es aber zu 11-Ketoprogesteron (PCG Tab. 1) oxydierbar. Dieses Er-
gebnis sprach fiir ein 3-Keto-115,20&-dihydroxy-A *-pregnen.

Die beiden Epimeren sind unseres Wissens bisher nicht beschrieben worden. Wir
versuchten sie daher ausgehend von 3,3-Athylendioxy-1la-acetoxy-208-hydroxy-
A%-pregnen?®) herzustellen. Alkalische Verseifung und Chromsiureoxydation fiihrte
zu dem 11, 20-Diketon, das durch LiAlH,-Reduktion und Ketalspaltung ein Gemisch
der 20a- (ca. 25%) und 208-(ca. 75%,)-Epimeren von 3-Keto-118,20-dihydroxy-44-
pregnen lieferte. Durch prdparative PCG waren die reinen Verbindungen leicht er-
hiltlich. In der Folge erwies sich das u. a. durch den molekularen Drehungsbeitrag
charakterisierte synthetische 20a-Epimere als identisch mit dem isolierten By. Nach
analytischer Schéitzung betrug der Gehalt insgesamt ca. 15 mg pro Tonne Schweine-
nebennieren-Charge NN XI. Es handelt sich offensichtlich um einen 20-Dihydro-
Metaboliten von 11f-Hydroxyprogesteron. Die Mengenrelation von Ag zu By
stimmte recht gut mit derjenigen ihrer Stammsubstanzen, dem 17«- und 113-Hydro-
xyprogesteron tiberein.

4. 3-Keto-118, 170, 208-trihydroxy-A*-pregnen (B,). Anschliessend an die frither
erfolgte Isolierung von 3f,16«-Dihydroxy-20-keto-allopregnan aus der Nebennieren-
Charge NN XI (2 Tonnen)?) unternahmen wir es, das in den hoheren Fraktionen
enthaltene Aldosteron ebenfalls zu gewinnen. Als geeignet erwiesen sich die Unter-

13) J. Romo, M. RomEerO, C. DyjErasst & G. ROSENKRANZ, ]J. Amer. chem. Soc. 73, 1528
(1951). — Fiir die freundliche Uberlassung einer Probe von 3-Keto-17 &, 20 f-dihydroxy-A*-pregnen
danken wir Herrn Prof. DjERrASSI bestens.

14) a) Dieses Ausgangsmaterial hat uns Herr Dr. UEBERWASSER zur Verfiigung gestellt. —
b) Dieses 20a-Epimere ist nach einer Literaturangabe 282) bereits frither von T. I'. GALLAGHER &
I. SaLamoN synthetisiert worden.

15) Siehe Schema 3 auf S. 1673 in 3), 2. Chromatogramm links unten.

16) Dieses Zwischenprodukt verdanken wir Herrn Dr. J. KaLvoDpa.
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fraktionen 8-10 bzw. 9-11 der Fraktion A aus NN XI?). Im Laufe der weiteren
Auftrennung an 2 Silicagelsiulen nach Schema 2 fiel eine vor Aldosteron wandernde
UV.-absorbierende Zone auf, die sich im System BusH C weiterhin in 2 Komponenten
(B; + Bg) aufspalten liess; diese waren nicht mit bekannten Nebennierensteroiden
identifizierbar (s. Tab. 3). Da die einwandfreie Trennung beider in freier Form
papierchromatographisch etwas mithsam war, wurde nach entsprechenden Vorver-
suchen der Hauptteil acetyliert und, da sich ein Mono- und ein Di-acetat bildete, in
dieser Form leicht an Silicagel getrennt.

Schema 212)

Isolievung von B, und By

Fraktion A/8-10 (aus erster Hilfte) 17)
] A/9-11 (aus zweiter Hilfte)
A V: total 26,57 g, Rechvomatographie an 1kg Silicagel (159, Wassergehalt) mit CHCl; und
CHCl,-Aceton

l Fraktion A V/6-8, total 8,7 g: Aldosteron, wenig Cortison, Spur Cortisol
A VI: Rechvomatographie an 500 g Silicagel (15%, Wassergehalt) mit CHCl; und CHCl;-Accton
|

Y
Fr. A VI 17-25: Hauptmenge Aldosteron, B;, By

v

Rechvomatographie von A VI[20-25 (2,12 g) an insgesamt 1035 Blatt Papier mit F/CHCl,:
Zone e Rf 0,57-0,68 = Aldosteron
f Rf 0,68-0,78 = B;+ B,

l > Trennung in freier

Acetylierung: Form im System Busu C
B,-Monoacetat (s. Tab. 3)
Bg-Diacetat

v

hromatographie an Silicagel (109, Wassergehalt)
Elution mit CHCl,: Bg-Diacetat
Elution mit CHCl,;-Aceton 9:1-8:2: B,-Monoacetat

B, war nicht-reduzierend, aber UV.-absorbierend, gab die fiir A%-3-Ketosteroide
typische gelbe Natronlaugefluoreszenz!®) und verhielt sich im PCG &dhnlich wie ein
3-Keto-A ¢-pregnen-triol oder -diolon (vgl. Tab. 3; dort auch weitere Farbreaktionen
sowie vergleichsweise R-Werte dhnlich laufender Steroide). Aus den relativen Lauf-
geschwindigkeiten im PCG und aus dem IR.-Spektrum liess sich auf die Bildung
eines Monoacetates schliessen, das iibrigens nicht besonders leicht verseifbar war.
Das IR.-Spektrum der freien Verbindung liess ausser einem A%-3-Keton keine weitere
Carbonylfunktion erkennen. Der Abbau mit Perjodsdure von B,, nicht aber seines

17) Siehe Tab. 2 auf S. 1687 in 3); Aldosteronfraktionen wurden dort mit e bezeichnet.
18 1, E. Buse, Biochem. J. 50, 370 (1952).
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Monoacetates, fithrte zu 3,17-Diketo-11§-hydroxy-A4-androsten. Dieses Ergebnis
sprach fiir das Vorliegen eines 3-Keto-118,17x«,206-trihydroxy-A 4-pregnens.

Von den beiden 20-Epimeren, die in der Literatur bereits beschrieben sind!?),
stimmten die Smpe. des 208-Isomeren und seines Acetates gut mit denjenigen von
B, und B,-Acetat iiberein. Der Vergleich mit authentischem Material?®) nach IR.-
Spektrum, Misch-Smp. und PCG bewies in der Tat die Identitit von B, mit 3-Keto-
118,17x-20p-trihydroxy-A4-pregnen; sein Gehalt in den untersuchten Fraktionen
belief sich auf insgesamt 70 mg. Nach analytischer Schidtzung diirfte die Gesamt-
menge dieses neuen 20-Dihydro-Metaboliten von 21-Desoxycortisol ca. 50 mg pro
Tonne Nebennieren ausmachen. Eine solche Struktur wurde bereits von DE COURCEY
et al.?) fiir ihren Urin-Metaboliten X diskutiert.

Schema 312)
Auftrennung der Fraktion 9 (3,432 g) von NN XI[AI%)

Fraktion AI/9 (3,432 g; Corticosteron+ 17-Hydroxycortexon+ x)
l~ -——> Kristallisat
Mutterlauge (2,976 g)
1. Priparative PCG auf 300 Blatt WHATMAN Nr. 1 in F/Be-CHCI, (1:1) (Chromatoblock)

Zone a Rf 0,0 -0,16
b 0,16 —0,24

c 0,24 —0,30

d 0,30 -0,57

e 0,57 -0,74 — Corticosteron+ 17 ¢-Hydroxy-
f 0,74 -0,85 cortexon+x (940 mg)

g 0,85 -1,00 l

2. Praparative PCG auf 160 Blatt in P/T im Durchlauf, bis Farbstoff F; Rf 0,5 erreichte

Zone a Rf 0,0 -0,055

b 0,055-0,13 —> B,,+ Atiensiure
< 0,13 -0,20 By, Byab
c, 0,20 -0,28 By Bajaer
d 0,28 0,37 By, + By,
‘ e 0,37 -0,50 B,;+ By,

— Krist. By, f 0,50 -0,75 Corticosteron
g 0,75 -1,00

Mutterlauge h Durchlauf

A
3. Praparative PCG auf 60 Blatt in F/Be im Durchlauf, bis Farbstoff F; Rf 0,8 errcichte
Elution der Zone Rf 0,44-0,54 - 28,3 mg Krist. aus Aceton-Ather
B,; Smp. 214-216°

1% G. I. Poos, J. Amer. chem. Soc. 77, 4932 (1955).

20y Herrn Dr. L. SaArReTT danken wir bestens fiir eine Probe von 3-Keto-118, 17«, 20 f-tri-
hydroxy-A4-pregnen. Es wurde in freier (Smp. 147°) und acetylierter Form (Smp. 247-249°) zum
Vergleich herangezogen.
2y C. pE Courcey, L. E. Busy, C. H. GrRay & J. B. Lunnox, J. Endocrinol. 9, 401 (1953).
22) Siehe Tab. 3 auf S. 1688 in 3).
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5. 3-Keto-17a, 200, 21-trihydroxy-A*-pregnen (Bg). Die Isolierung erfolgte gemein-
sam mit B, wie oben angegeben. Im Unterschied zu letzterem lieferte By ein Di-
acetat und bei der Perjodsiureoxydation 3,17-Diketo-A%-androsten. Das IR.-Spek-
trum von By zeigte in der Carbonylregion ebenfalls nur ein A%-3-Keton an. Diese
und die in Tab. 3 angefithrten Eigenschaften (relative Polaritdt, Farbreaktionen)
machten die Struktur eines 3-Keto-17«,20&,21-trihydroxy-A4-pregnens sehr wahr-
scheinlich. Beide Epimere davon sind in der Literatur ebenfalls beschrieben??), und
von diesen stimmte nach Schmelzpunktsangaben das 20a-Epimere mit By iiberein.
Der auf iibliche Weise gefiithrte direkte Vergleich von Bg-Diacetat mit dem synthe-
tisch?) hergestellten 3-Keto-17a-hydroxy-20e, 21-diacetoxy-A 4-pregnen hestitigte
die vermutete Identitdt.

Die Gesamtmenge dieses 20-Dihydro-Metaboliten von Substanz S betrug wie
diejenige von B, ca. 50 mg pro Tonne Schweine-Nebennieren. Aus anderen Aldo-
steron-Mutterlaugen wurde auf analoge Art neben wenig 17-iso-Aldosteron eben-
falls Substanz By in kristalliner Form isoliert, die {rither®) als C; bezeichnet
worden i1st.

6.3,171-Diketo-17 o, 20 B-dihydroxy-A*-pregnen (B,,) . Wir gewannen diese Verbindung
gemeinsam mit Bgy nach der in Schema 3 dargestellten Methode. Nach Rechromato-
graphie der dort angegebenen Zone e in F/Be im Durchlaufverfahren trennte sich die
etwas schwicher polare Substanz By, vom langsamer wandernden Bg,. Beide
wurden in kristallisierter Form erhalten. B,, liess sich einerseits acetylieren und
anderseits mit Perjodsdure zu Adrenosteron oxydieren. Aus dem IR.-Spektrum
war das Vorhandensein von Hydroxylgruppen sowie «,f-ungesittigter und ge-
siattigter Ketogruppen ersichtlich. Diese und die papierchromatographischen
Eigenschaften (s. Tab. 2) liessen in B,, ein 3, 11-Diketo-17 «, 204-dihydroxy-A*-pregnen
vermuten.

Um die Struktur zu beweisen, stellten wir das 208-Epimere her, indem das 3-
Keto-118,17a-dihydroxy-20-acetoxy-A*-pregnen, das wir frither aus Nebennieren
gewonnen hatten (s. oben Abschnitt 4, Substanz B;), mit CrO; zum 11-Keto-Derivat
oxydiert und hierauf verseift wurde; nach chromatographischer Reinigung erhielten
wir ein kristallisiertes Produkt, das nach den iiblichen Kriterien tatsichlich mit B,;
identisch war24). Der Gehalt pro Tonne Nebennieren betrug ca. 5 mg.

7. 3,11-Diketo-17 «, 20a-dihydroxy-A*-pregnen (Bsg). Diese zusammen mit B,
isolierte Substanz verhielt sich chemisch genau gleich wie jene. Auch das IR.-Spek-
trum war sehr dhnlich, wie es meist bei 20-Epimeren der Fall ist. Es durfte daher an-
genommen werden, dass By, das 20o-Epimere von B,, darstellt, womit auch das
chromatographische Verhalten iibereinstimmte. Der Gehalt des 20«-Epimeren war
mindestens doppelt so hoch wie derjenige der 20 -Verbindung.

Bei diesen 7 Steroiden handelt es sich offensichtlich um durch 20-Keto-Reduk-
tasen gebildete Metaboliten wichtiger Vorstufen von Cortisol, die sich folgender-
massen in dessen Biosynthese-Schema einfiigen lassen:

23) P. L. Jurian, E. W. MEYER, W. J. KarrEL & W. CoLE, J. Amer. chem. Soc. 73, 1982
(1951).

24) Auf Grund des Smp. diirfte es sich auch bei dem im US. Patent 2508471 (1950) beschrie-
benen 3,11-Diketo-17«, 20-dihydroxy-A*-pregnen-hydrat um das 208-Epimere handeln.
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Progesteron ------- » 118-Hydroxyprogesteron ——= 11-Ketoprogesteron
~ ! |
) !
@9 ! 200 :
{ |
Y
17a-Hydroxy- --» [21-Desoxycortisol] 7ok [21 -Desoxycortison]\

progesteron , i S
P\  (aop) \Goﬂ\ G@
200 AN N\
\ z v
A4 ¥
17a-Hydroxy- -—» Cortisol — Cortison

cortexon
(Substanz S)

(20)

R
Hierbei sind, mit Ausnahme der 2 eingeklammerten, alle erwdhnten Steroide aus
Nebennieren isoliert worden. Der Index 20a bzw. 208 zeigt an, welche der epimeren
20-Dihydro-Metaboliten der einzelnen Zwischenprodukte gefasst werden konnten.
Entsprechende Dihydro-Derivate von Cortisol (205) und Cortison (20e,2085) wurden
schon frither?)?) aus Nebennieren erhalten. Ob die entsprechenden 20-Keto-Reduk-
tasen in den Nebennieren selbst vorkommen, bleibt vorldufig offen. Bisher konnte
man solche Enzyme tierischer Herkunft besonders in Leber?$), ferner in Niere ?7),
Testes?2), Ovar?®?) und Fibroblasten?9) lokalisieren. Wenigstens in Testes und Ovar
scheint es sich um eine Gleichgewichtsreaktion mit den 20-Keto-Verbindungen zu
handeln. '

Bei den isolierten Corticosteroid-Metaboliten fillt auf, dass die 20a-Epimeren in
Gegenwart einer Sauerstoffunktion in 11 oder 17 dominieren; hingegen scheint die
Bildung der 208-Epimeren dann begiinstigt zu sein, wenn gleichzeitig 11- und 17-
Stellungen oxygeniert sind. Wie angegeben, konnten 21-Desoxycortisol und 21-Des-
oxycortison bisher nicht mit Sicherheit in Nebennieren nachgewiesen werden, wohl
aber ersteres in Nebennieren-Venenblut??). Die Isolierung der entsprechenden 20-
Dihydro-Metaboliten, sowie diejenige von 118-Hydroxy- und 11-Keto-progesteron$®)
sprechen aber dafiir, dass die 21-Desoxycortisol-Variante als alternativer biosyntheti-
scher Weg zum Cortisol im Nebennierengewebe beschritten werden kann?3t).

%) T. REICHSTEIN & J. voN Euw, Helv. 24, 247E (1941).

%) Vgl. z. B. R. I. DorFMaN, Ann. Rev. Biochemistry 26, p. 544 (1957); R. O. RECKNAGEL,
J. biol. Chemistry 227, 273 (1957).

27) a) C. pE CourcEy, J. biol. Chemistry 229, 935 (1957); b} V. B. MargesH & F. ULricH,
thid. 235, 356 (1960).

28 a) W. S.Lvynyny & R. H. BrRown, J. biol. Chemistry 232, 1015 (1958). b) Vgl. z. B. W.
\WiEsT in Endocrinology of reproduction, Cas. W. LLovyDp, ed., Academic Press, New York 1959,
p. 278.

2%) M. L. Swear, B. I. Grossgr, D. L. BErLINER, H. E. Swim, C. J. NaBors & T. F. Dou-
GHERTY, Biochim. Biophys. Acta 28, 591 (1958); D. .. BErRLINER & T. F. DOUGHERTY, Proc.
Soc. exp. Biol. Med. 98, 3 (1958).

30) G. Pincus in E. Mosertic, Ed., Proc. IV. Internat. Congress of Biochemistry, Vol. 4,
61 (1959).

31} Vgl. J. ExcHHORN & O. HECHTER, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 97, 614 (1958).
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8. 3-Keto-118,17 a-dihydroxy-At-androsten (B,;). Auf dem nach Schema 3 ersicht-
lichen Weg der mehrfachen Verteilungschromatographie erzielten wir eine véllige
Auftrennung der Mutterlaugen einer Corticosteron-Nebenfraktion der Schweine-
nebennieren-Charge X1 in zahlreiche Komponenten. Davon liess sich u. a. By, kri-
stallisiert erhalten; der Gehalt pro Tonne Nebenniere betrug allerdings nur 4,75 mg.
Das Verhalten bei der Chromatographie, gegeniiber Farbreaktionen (s. Tab. 2) und
im IR.-Spektrum liess das Vorliegen eines C;4- oder Cy;-A%-3-Ketons mit 2 Hydroxyl-
gruppen vermuten, von welchen nur eine acetylierbar war. Wahrend B, von Perjod-
sdure nicht angegriffen wurde, lieferte es bei der Chromtrioxydoxydation in Pyridin
zwei Produkte: eines von dhnlicher Polaritit wie 11-Ketotestosteron, das andere mit
den Eigenschaften des Adrenosterons. Es handelt sich bei B,; jedoch nicht um
113-Hydroxytestosteron, welches etwas polarer ist.

Die Antimontrichlorid-Reaktion wies auf Grund einer fritheren Beobachtung mit
3-Keto-17a-hydroxy-A%-androsten (epi-Testosteron s. Tab. 1) auf die Méglichkeit
hin, dass auch im Bg; eine 17«-Hydroxyverbindung vorliegen koénnte (rote bis rot-
violette Farbreaktion in Gegenwart einer A4-3-Ketogruppe, selbst im Tageslicht).
3-Keto-118,17 a-hydroxy-A%-androsten ist unseres Wissens jedoch nicht in der Li-
teratur beschrieben. Wir konnten es auf einfache Weise durch mikrobiologische
11-Hydroxylierung32) von epi-Testosteron herstellen und nach den iblichen Me-
thoden mit By identifizieren. Es stellt somit das erste 17a-Hydroxy-C,4-steroid aus
Nebennieren dar. In diesem Zusammenhang sei erwidhnt, dass wir hingegen weder
11-Hydroxy- noch 11-Keto-testosteron oder auch nur Testosteron bzw. epi-Testo-
steron in unseren Nebennierenfraktionen aufspiiren konnten. Der Nachweis von
Testosteron in Nebennierengewebe gelang bisher nur in einem Fall von Nebennieren-
rinden-Tumor 33).

9. 3,17 (-Dilydroxy-17-keto-androstan (By, 11f-Hydroxyandrosteron). Eine wei-
tere Substanz B,y isolierten wir in geringer Menge als Nebenprodukt von Ay, (s. oben)
aus der knapp vor letzterem wandernden Zone des F/Be-Chromatogramms. Papier-
chromatographische Analyse, Farbreaktionen und Misch-Smp. erwiesen die Identitit
von By mit 11 5-Hydroxyandrosteron. Dessen Gehalt in unserer Nebennierencharge
NN XI betrug nur 2 mg/Tonne. In grésserer Menge wurde dieses schwach androgene
Steroid bisher im Harn von Patienten mit Nebennieren-Tumoren und -Hyperplasie
gefunden 34).

10. Isolierung und Charakierisierung weiterer, unidentifizierter Inhalisstoffe (Ay,,
A15’ A38! A43’ A46» Bl: B3: B4’ BIO’ Blll B21’ BZZ: B23: Bze’ BZS: B29’ BSO> Balr B32r B34)'
Im Verlauf der frither bzw. oben beschriebenen Isolierungen stiessen wir noch auf
verschiedene andere Substanzen in sehr geringer Menge, von welchen auf Grund der
untersuchten Eigenschaften angenommen werden kann, dass sie teilweise Steroide
oder steroidartige Verbindungen darstellen. Wir méchten sie deshalb bei dieser
Gelegenheit so weit als méglich charakterisieren, da eine Identifizierung aus Sub-
stanzmangel nicht méglich war. Die papierchromatographischen Eigenschaften der
verschiedenen A- und B-Stoffe aus Nebennieren sind aus den Tabellen 1-3 ersicht-
lich. Bei den meisten handelt es sich um UV.-absorbierende Verbindungen mit gelber

32) Herrn Dr. J. UrEcH danken wir fiir die Angaben der Kulturbedingungen.

33) R. ANLIKER, O. RoHrR & M. MarTI, Helv. 39, 1100 (1956).
34) H. L. Mason, J. biol. Chemistry 758, 719 (1945).
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Natronlaugefluoreszenz; einige erwiesen sich als stickstoffhaltig. Weitere physikali-
sche und chemische Eigenschaften sind in Tab. 4 zusammengestellt. Die Isolierung
erfolgte jeweils auf sehr dhnliche Weise wie diejenige der identifizierten Steroide;
Beispiele davon befinden sich in Schema 1 und 3.

Ay Isolierung aus Schweinenebennieren, Charge NN VIII. Méglicherweise haudclt es sich
um ein in der Seitenkette N-haltiges A%-3-Ketosteroid 35).

Ays: Isolierung aus Aldosteron-Mutterlaugen von NN VIII als etwas schwicher polare
Nebenfraktion von 11-Dehydro-C38). Méglicherweise handelt es sich um ein 16, 20-Dihydroxy-A4-
pregnen-3, 11-dion.

Agq: Isolierung aus NN VIII. Die biologische Priifung ergab eine gewisse Reduktion der
Na-, K- und Wasser-Ausscheidung.

A,q: Isolierung aus NN VIII.

A e Isolierung aus NN VIII; Ay scheint neben einer A%-3-Ketogruppe eine gesittigte Keto-
gruppe und eine Fiinfring-Laktongruppe zu enthalten. Es liess sich aber trotz der Anwesenheit
einer reduzierenden Gruppe unter den iiblichen Bedingungen nicht mit Perjodsiure oxydieren;
es ist nicht identisch mit verschiedenen Laktonen der Aldosteronreihe.

B,: Isolierung aus den vereinigten Corticosteron-Mutterlaugen verschiedener Schweine-
nebennieren-Chargen nach erster Silicagelchromatographie, insbesondere von NN XII17). Die
Abtrennung von B; von restlichem Corticosteron gelang nach zweimaliger Chromatographie in
F/Be-CHCI, (1:1). Es konnte sich um ein Amidgruppen-haltiges A%-3-Ketosteroid handeln®).

B, Isolierung wie bei B, beschrieben aus Corticosteron-Mutterlaugen; N-frei.

B,: Isolierung aus den Mutterlaugen von 17-Hydroxycortexon aus Schweinenebennieren
(Charge NN XII'?) durch Rechromatographie in F/Be-CHCl, (1:1). B, wanderte praktisch in
allen Losungsmittelsystemen schlecht (langgezogene Flecke) und verhielt sich in F/BBW im
Gegensatz zu anderen Systemen ganz erstaunlich polar. Die Identitit des nach Oxydation mit
Perjodsiure erhaltenen Abbauproduktes mit 3,11-Diketo-A%-4tiensdure wurde iiber den Methyl-
ester mittels PCG, DS und IR.-Spektrum sichergestellt. Die {ibrigen Eigenschaften sprechen fiir
eine besondere Struktur des vermutlich am C-Atom 17 befindlichen Restes.

B,y Isolierung aus den Corticosteron-Mutterlaugen von Schweinenebennieren (NN XI1)
nach Rechromatographie in F/Be-CHClg (1:1).

By, Isolierung wie bei B;, angegeben, nach zusitzlicher Rechromatographie in F/CHCI,.

B,,: Schwach polare Verbindung, welche bei der Isolierung von A%-Pregnenolon als Neben-
fraktion anfiel (s. Schema 1). Chromatographisch, sowohl bei PCG als auch DS, wanderte es
zwischen Cholesterin und A%-Pregnenolon, im System Busu A praktisch gleich wie Progesteron
und sehr dhnlich wie z. B. 78-Hydroxycholesterin. Es gab eine violettrétliche Farbreaktion mit
SbCl,, liess sich aber mit Digitonin nicht fillen (Abtrennung von A%-Pregnenolon) und bildete
auch kein Hydrazon mit GIRARD-Reagens T.

B,,: Isolierung aus Schweinenebennieren (NN XI) als Nebenprodukt von 3-Keto-20a-
hydroxy-A*-pregnen; x-Ketoprogesteron ?

B,y Isolierung aus Corticosteron-Mutterlaugen der Charge NN XI als Nebenprodukt von
Agy usw.; dhnlich wie By,

By Isolierung wie Byg; trotz Reduktionsvermégen bestdndig gegen Perjodsiure; chromato-
graphisch sehr dhnlich wie 3, 20-Diketo-17«,21-dihydroxy-pregnan.

Byg, B29a, Basy, Bage, Baga, By, Isolierung aus Corticosteron-Mutterlaugen von Schweine-
nebennieren (NN XI); es handelt sich um eine Gruppe von Substanzen (A%-3-Ketosteroide ?),
welche sich bereits bei der Papierchromatographie in den meisten Systemen zersetzten bzw.
gegenseitig umwandelten, wobei By, und besonders B,y, die relativ stabilsten Produkte darstellten.
Sie liessen sich nicht mit einigen der labilen 18-Hydroxyverbindungen identifizieren (s. Tab. 5a).

B, Isolierung aus Schweinenebennieren, wie in Schema 3 angedeutet, in einer Ausbeute
von ca. 5 mgfTonne; analysierte auf C,4Hg,0,. Die Mutterlauge enthielt geringe Mengen von 3-
Keto-11-hydroxy-At-dtiensiure.

35) Vgl. hierzu z. B. K. D. Voigt & W. SCHROEDER, Acta endocrinol. 27, 343 (1956).

38) J.von Euw, C. MEvsTRE, R. NEHER, T. REICHSTEIN & A. WETTSTEIN, Helv. 47, 1516
(1958).
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Bg; - Sehr schwer 16sliche, N-haltige Substanz aus Schweinenebennieren (s. Schema 3), sehr
dhnlich wie By,. Die Mutterlauge lieferte in ciner Ausbeute von 400-530 9 zwei papierchromato-
graphisch nachweisbare Komponenten B3y, 4.5, bei welchen es sich um Steroide handeln konnte,
B, selbst ist sicher kein Steroid.

By, : Isolierung wie By, mit sehr dhnlichen Eigenschaften wie dieses; enthélt 10,549, N. Die
Mutterlauge enthielt 3 papierchromatographisch nachweisbarc Komponenten B31g .4, 7 in einer
Ausbeute von 400-980 y, bei welchen es sich um Steroide handeln ktnnte (chromatographisch
ihnlich wie Diketo-dihydroxy-4%-pregnene).

B3sa, b, a: Nebenprodukte der Isolierung von By, vermutlich Steroide.

Bei diesen Isolierungen wurde auch darauf geachtet, ob die zur Verfiigung ste-
henden Extrakte weitere Steroide enthielten, die als mégliche Zwischenstufen bei der
Biosynthese des Aldosterons denkbar sind®)3?): 18-Hydroxyprogesteron, 118,18-Di-
hydroxyprogesteron, 11-Keto-18-hydroxy-cortexon, 18-Hydroxycorticosteron und
11-Dehydroaldosteron. Bisher konnte jedoch keines dieser Steroide eindeutig nach-
gewiesen werden. Selbst im Falle ihrer urspriinglichen Anwesenheit wiirde die Ab-
trennung kleinster Mengen schwierig sein, da diese Verbindungen unter chromato-
graphischen Bedingungen teilweise recht labil sind; ihre chromatographischen Eigen-
schaften sind in Tab. 5a und 5b beschrieben.

Mit den eingangs erwihnten identifizierten Steroiden sind somit bisher total 66
Sterorde in Nebennierengewebe inklusive Nebennieren-Tumoren aufgefunden worden:
3 C,g-Steroide, 10 C,y-Steroide, 2 Cyy-Steroide und 51 C,p-Steroide®). Mit Ausnahme
von Ostradiol-(178), Equilenin, Androstenolon, Androsteron und Testosteron33)3?)
40)41)  die in Tumorgewebe nur analytisch nachgewiesen werden konnten, sind alle
iibrigen 61 Steroide in Substanz isoliert worden.

Tabelle 5b. Rg-Werte von 18-hydrolierten Stevoiden1?)37)

F/Be- |Busn A BusaB; BL,

Substanzen PIT | FjCy-Be ! F/Be tepol | 380 | 38° | 38°

18-Hydroxyprogesteron Rcortexon 0,73 0,90 0,95 4,68! 1,781

114,18-Dihydroxyprogesteron

Rcorticosteron 0,43 0,66 | 0,83 1,46!
Recortisol - 5,50 7,30

18, 21-Dihydroxyprogesteron (18-
Hydroxycortexon)*?) Reorticosteron 0,59 0,73 0.89

Experimenteller Teil

Allgemeine Methodik. — Alle Smp. wurden auf dem KorLER-Block bestimmt und sind
korrigiert. Die IR.-Spektren wurden mit einem PERKIN-ELMER double beam Instrument, Mod. 21,
aufgenommen.

37) Von den erwihnten Steroiden als Referenzmuster verdanken wir 18-Hydroxyprogesteron
Herrn Prof. JEGER und die iibrigen Herrn Dr. J. SCHMIDLIN.

38) Vgl. hierzu die letzte Zusammenstellung von A. WETTSTEIN, IV. Internat. Congress of
Biochemistry, Vol. 4, 233, Pergamon Press, London 1959.

3%) H. A. SALHANIK & D. L. BERLINER, J. biol. Chemistry 227, 583 (1957).

40y 1. O. PLaNTIN, E. DiczraLusy & G. Birke, Nature 779, 421 (1957).

41) M. KeLLER, A. HAUSER & A. WALSER, J. Clin. Endocrinol. Metabolism 78, 1384 (1958).

42) F. W. Kaunt, R. NEHER & A. WETTSTEIN, Helv. 38, 1237 (1955).
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Papierchromatographie (PCG): Abstcigend auf WuaTmanN-Papier Nr. 1; ZarrFaroNI-Typ-
Systeme 3) bei 22°, BusH-Typ-Systeme %) bei 38°, wie in 4) angegeben. Uber die Ausfithrung der
Farbreaktionen vgl.4%), und die der priaparativen Papierchromatographie auf einzelnen Blittern
in Metalltrégen oder als Chromatoblock s. 48). Als Leitfarbstoff diente besonders F8). Die fiir die
Losungsmittel beniitzten Abkiirzungen bedeuten: Be = Benzol, Cy = Cyclohexan, Di = Dioxan,
F = Formamid, P = Propylenglykol, T = Toluol; diejenigen fiir spezielle Losungsmittelsysteme:
BL, = Petroldther-Benzol-Mcthanol-Wasser (3:7:5:5), Cy-Dil = Cyclohexan-Dioxan-Metha-
nol-Wasser (4:4:2:1)%8), E,B = Isooctan-tert.-Butanol-Wasser (10:5:9)4%), F/BBW = Forma-
mid (209, Impr.)/Butylacetat-n-Butanol-Wasser (85:15:5)%). Die mittleren R{-Werte der
Standard-Steroide sind in Tab. 6 zusammengestellt. Die Elution der Substanzen aus den Papier-
chromatogrammen erfolgte mit 20-proz. Methanol und Methanol nach dem in %) angegcbenen
Modus a).

Tabelle 6. Mitileve Rf-Werle dev Standard-Stevoide in den vevschiedenen Lisungsmittelsystemen

Progesteron ‘ Cortexon Corticosteron| Cortisol

P/Cy-Be (1:1) 0,45 0,07
P/T 0,92 0,73 0,23 (48 h: 0,25)
F/Cy 0,58 0,08
F[Cy-Be (1:1) 0,91 0,52 0,05
F/Be 0,85 0,33 (24 h: 0,20)
F/Be-CHCl, (1:1) 0,92 0,54 0,05
F/CHCl, 0,77 0,24
F/BBW 0,60
Busua A 0,71 0,19

B, 0,52 0,11

BL, 0,91 0,60

B; 0,78 0,35

C 0,78 0,38
Cy-Dil 0,45 0,25
E,B 0,48

Acetylievungen, Oxydationen mit Perjodsiure oder Chromtrioxyd in Pyridin, sowie mikro-
biologische Hydroxylierungen wie in %) angegeben.

Einzelne Verbindungen. — 1. 3-Keto-20a-hydvoxy-A%-pregnen. Fraktion B/3+4 (9,7 g; s.
Schema 1) wurde an 300 g ALO, (109, Wassergehalt) in Petrolather-Benzol (1:1) adsorbiert und
in 200-ml-Fraktionen chromatographiert. Von Fraktion 4 (Petrolither-Benzol (1:1)) wurden
50 mg nach Schema 1 rechromatographiert, davon Zonen b (6,5 mg) und ¢ (8,8 mg) nochmals im
System BusH A. Zone b (Rf 0,29-0,36; 2,5 mg) bzw. a (Rf 0,26-0,33; 2,7 mg) aus lctzterem
ergaben aus Ather-Aceton 0,8 mg Kristalle, Smp. 158-160°; keine Depression im Misch-Smp. mit

43
4

ZAFFARONI, Recent Progr. Hormone Res. §, 51 (1953).
NEHER, J. Chromatogr. 7, 205 (1958).
% voN ArRX & R. NEHER, Helv. 39, 1664 (1956).
16 S. Cuen, H. P. ScuEDL, G. RosENFELD & F. C. BARTTER, Proc. Soc. exp. Biol. Med.
97, 683 (1958).
17) W. R. EBerLEIN & A. M. BoNGlovanNI, Arch. Biochemistry Biophysics 59, 90 (1955).
48) Variante des F/BW-Systems von V. R. Martrox & M. L. LEwBaRrT, Arch. Biochemistry
Biophysics 76, 362 (1938).
49) R. NEHER & A. WETTSTEIN, J. clin. Investig. 35, 800 (1956).

'Y

) A.
) R.
) E.
) P.
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authentischem 3-Keto-20a-hydroxy-A4-pregnen (Smp. 159-160°) und kein Unterschied im
IR.-Spektrum (in CH,CL,).

2. 3-Keto-17a, 20a-dihydroxy-A*-pregnen (Ag). — Isolievung: s. theoret. Teil. Aus dem Eluat
(13,6 mg) erhielt man ein Spitzenkristallisat von 2,0 mg mit dem doppelten Smp. 180-185°/207—
209°. Amax 241 myu (log € = 4,24, ber. fiir C,;Hy,04). Das IR.-Spektrum (in KBr) zeigte in der
6u-Region nur ein o, f-ungesittigtes Sechsringketon an. Chromatographische Eigenschaften s.
Tab. 2. Die gelbe Natronlauge-Fluoreszenz war bemerkenswert schwach.

Synthese: 100 mg 3,3-Athylendioxy-16a,17-epoxy-20-keto-A5-pregnen14) wurden, in 15 ml
Ather geldst, zu einer geriihrten Suspension von 100 mg pulverisiertem LiAlH, in 20 ml Ather
bei 25° zugetropft; nach 2-stdg. Kochen des Gemisches unter Riickfluss wurde abgekiihlt und mit
10 mi H,O zersetzt. Nach Verdiinnen mit 50 ml Athylacetat wusch man die Lésung mit 10-proz.
H,SO4 und H,0O und destillierte sie nach Trocknen iiber Natriumsulfat ab. Der Riickstand wurde
in 10 ml CH;OH gelost, mit 2 ml 2N HCI versetzt und 60 Std. bei 5° stehengelassen. Nach Neutra-
lisation mit Hydrogencarbonat-Losung engte man ein, versetzte mit Wasser und extrahierte mit
Chloroform. Den Riickstand der Chloroformlésung (92,8 mg) chromatographierten wir auf 90 Blatt
im System F/Be {Chromatoblock). Aus der Zone a (Rf 0,38-0,51) wurden 27,5 mg eluiert, woraus
nach Behandlung mit Aceton-Ather 9,9 mg 3-Keto-17a,20«-dihydroxy-A4-pregnen mit dem
Smp. 212° auskristallisierten; dieses erwies sich als die hoher schmelzende Modifikation von
Ay, deren IR.-Spektren nur bei der Aufnahme in Lésung (CH,Cl,), nicht aber in fester Form
(KKBr) identisch waren. [a]f} = +68,7° 4 1,4° (¢ 0,698, CHCl;). Aus Zone b (Rf 0,52-0,65) er-
hielt man 91,1 mg Eluat, aus welchem mit Aceton-Petrolither 26,3 mg des 208-Epimeren in
Prismen mit dem Smp. 203-204° kristallisierten. Rg-Werte und Farbreaktionen s. Tab. 2.

Das 20-0-dcetyldevivat des a-Epimeren (isoliertes und synthetisches Produkt), nach iiblicher
Acetylierung hergestellt, kristallisierte aus Ather-Pentan in Nadeln mit dem Smp. und Misch-
Smp. 200-202°. Auch die IR.-Spektren (CH,Cl,) erwiesen sich als identisch, ebenso die Rf-Werte.
[a]f = +30,5° £ 1,7° (¢ 0,740, CHCL); 4 Mp, (20-Acctat—20¢-0l) = — 99°,

3. 3-Keto-110,20a-dihydroxy-A*-pregnen (Bg). — Isolievung : s. theoret. Teil. Nach dem letzten
Chromatogramm (Chromatoblock mit F/Be-CHCl, (1:1)) erhielt man aus der Zone b (Rf 0,65~
0,80) 74,9 mg Eluat, das auf 40 Blatt mit F/Be-CHCI, (3:1) rechromatographiert wurde. Daraus
liessen sich mit Aceton-Ather Nadeln mit dem Smp. 228-229° erhalten; Rs-Werte und Farbreak-
tionen s. Tab. 2; }.legg]ﬁ 2,74 u, 5,98 u, 6,16 u, usw.

Symthese: 500 mg 3,3-Athylendioxy-11a-acetoxy-20f-hydroxy-A5-pregnen 1¢) kochte man in
10 ml CH,OH mit 5 ml 2-proz. K,CO,-Losung 8 Std. unter Riickfluss. Das im Vakuum ecingeengte
und mit Wasser versetzte Gemisch wurde mit Ather extrahiert, die Atherlésung mit 0,1x HCl
und Wasser gewaschen,. getrocknet und eingeengt. Den Riickstand (476 mg) oxydierte man
mit 500 mg CrO, in 10 ml Pyridin wéhrend 24 Std. bei 20°, engte das Gemisch hierauf ein und
fillte mit H,O; die in Ather aufgenommene Fillung wurde mit H,0O gewaschen. Von dem aus
der dtherischen Losung gewonnenen Riickstand reduzierte man 227 mg mit 200 mg LiAlH,
in total 30 ml Ather wie oben beschrieben (s. Ag). Das rohe Reduktionsprodukt (239 mg)
spaltete man durch 60-stdg. Stehen bei 5°in 10 ml CH,OH und 2 ml 2 x HCI. Die ebenfalls wie
oben (Agy) aufgearbeitete Losung lieferte 198 mg eines Gemisches, das auf 170 Blatt mit F/Be
im Chromatoblockverfahren aufgetrennt wurde. Zone a (Rf 0,30-0,46) ergab 94,8 mg Eluat,
aus welchem mit Aceton-Ather 10,1 mg 3-Keto-118, 20a-dihydroxy-A4%-pregnen in Nadeln mit
dem Smp. 226-229° kristallisierten. Sein IR.-Spektrum (CHCl,) war mit demjenigen von Bg
identisch, ebenso das Verhalten im PCG (Tab. 2). Der Misch-Smp. beider Derivate zeigte keine De-
pression. [a]¥ = +134,6° + 1,0° (¢ 0,78 CHCly). Zone b (Rf 0,49-0,70) lieferte 399 mg Eluat, aus
welchem mit Aceton-Ather 26,8 mg des 208-Epimeren mit dem Smp. 148-150° (kristallwasserfrei)
kristallisierten.

Das 20-0-Acetylderivat des a-Epimerven (isoliertes und synthetisches Produkt), nach iiblicher
Acetylierung hergestellt, kristallisierte aus Aceton-Petrolither in Nadeln mit dem Smp. und
Misch-Smp. von 171-173°. Identitdt erwies sich auch mit Hilfe der IR.-Spektren (CH,Cl,) und
des chromatographischen Verhaltens. [a]3 = +116,1° 4 3,2° (¢ 0,353 CHCL); 4 Mp (20-Ace-
tat — 20a-0l) = —95°.

4. und 5. 3-Keto-11 8,17 o, 20 B-trihydvoxy-A*-pregnen (By) und 3-Keto-17a, 20w, 21 -trihydroxy-
A*-pregnen (Bg = C,).Fraktion AV (26,57 g, vgl. Schema 2) wurde an 1 kg Silicagel mit 159,
Wassergehalt grob chromatographiert. Nach Elution von fiinf 500-ml-Fraktionen mit Chloroform
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Chioroform-Aceton (98:2) und (95:5) wurden Fraktionen 6-8 ebenfalls mit letzterer Mischung
cluiert, zu Fraktion A VI vereinigt und an 500 g Silicagel mit 159, Wassergehalt feiner rechroma-
tographiert. Man eluierte 500-ml-Fraktionen mit CHCl,, CHCl;-Aceton (99:1) und (98:2) (je 1
Fraktion), CHCl;-Aceton (97:3) (2), (96:4) (4), (95:5) (2), (92,5:7,5) (2), (90:10) (3 Fr.} und
eluierte dann die Hauptmenge Aldosteron mit den Mischungen (90:10) und (85:15) (Fraktionen
17-25). Fiir die Isolierung von B, und By wurden Fr. 20-25 (2,12 g) weitergetrennt, und zwar mit
Hilfe der Chromatoblockmethode auf insgesamt 1035 Blatt in F/CHCI,. Die vor Aldosteron
wandernde UV.-absorbierende Zone Rf 0,68-0,78 ergab nach Elution ein Gemisch von 630 mg
rohem B+ B;. Ein Trennungsversuch an einer weiteren Silicagelsaule war erfolglos. Ein 150-mg-
Aliquot wurde in Pyridin acetyliert und das Gemisch der Acetate an 20 g Silicagel mit 109,
‘Wassergehalt chromatographiert (100-ml-Fraktionen). Fr. 1-4 (CHCL,) licferten 103,4 mg Riick-
stand, aus welchem mit Ather-Aceton leicht Bg-Diacetat kristallisierte. Nach Rekristallisation
aus Methanol erhielt man 11,6 mg rein mit dem Smp. 251-253°; keine Smp.-Depression im Ge-
misch mit synthetischem Material#3); IR.-Spcktren ebenfalls identisch. Fr. 6-7 (CHCl,-Aceton
(90:10) und (80:20)) ergaben 50,7 mg Riickstand, der mit Ather-Accton 35,6 mg reines
B,-Monoacetat in Nadeln vom Smp. 243-245° lieferte; keine Depression im Gemisch mit
authentischem Material®®). Die IR.-Spektren (CH,Cl,) waren ebenfalls identisch. Verseifung
von Bg-Diacetat: 61,0 mg rohes Bg-Diacetat kochte man 1 Std. mit 50 ml MeOH und 50 ml
2-proz. K,CO,-Losung unter Riickfluss (die Verseifung ging auch bei 20° nach langem Stehen).
Die iibliche Aufarbeitung ergab 39,0 mg papierchromatographisch einwandfreies By, das jedoch
nur geringe Neigung zur Kristallisation zeigte, auch nach chromatographischer Reinigung iiber
Silicagel. Eine Rechromatographie in F/CHCl, (50 Blatt) erleichterte die Kristallisation etwas.
Freies By, entweder durch Verseifung des Acetates oder durch chromatographische Trennung
aus dem urspriinglichen Gemisch mit dem Busa-C-System von B, getrennt, schmolz unscharf
bei 215-221°, erwies sich aber als einheitlich und im IR.-Spektrum als identisch mit syntheti-
schem Material?). Auf die gleiche Weise wurde freies B, gewonnen, vom Smp. 141-145°20); das
B,-acetat war jedoch schwerer verseifbar als das Bg-Acetat.

Rf-Werte: P/T F/Be Busa B,
B,-Monoacctat 0,25 0,44 0,19
Bg-Diacetat 0,78 0,95 0,60

Hier sei noch auf die eigentiimlichen und leicht zu Verwechslungen fithrenden Fluoreszenz-
reaktionen von B, und By und ihren Acetaten mit SbCl; hingewiesen :

B, B,
frei l Monoacctat frei Diacetat
UV.-Licht orangerot gelb gelb; rot
Tageslicht rotlich-violett gelblich hell gelbbraunlich blaugrau

6.und7.3,77-Diketo-17 o, 20 f-dihydroxy-A*-pregnen (Byy) und 3, 17-Diketo-17 o,- 20 o-dihydroxy-
Ad-pregnen (Bgg). — Isolierung:s. theoret. Teil, Schema 3. Beide Substanzen befanden sichin Zone e
(96,3 mg Eluat) des letzten P/T-Chromatogrammes. Eine Trennung erreichte man durch Rechro-
matographie auf 60 Blattin F/Beim Durchlauf bis Farbstoff F; 3/, der Papierstrecke zuriickgelegt
hatte. Aus dem Eluat der stirker polaren Zone a kristallisierten mit Aceton-Ather leicht 11,5 mg
B,, mit dem Smp. 223-226° aus. Gelegentlich war ein Doppel-Smp. von 208-210°/219-223° zu
beobachten. Aus dem Eluat der nur wenig schwicher polaren Zone b erhielten wir nur ca. 1,2 mg
des relativ schlecht kristallisierenden B,, (Hydrat) mit dem Doppel-Smp. 106°/155°. Chromatogr.
Verhalten und Farbreaktionen s. Tab. 2.

Sowohl By, wie By, liessen sich zu einem Mono-O-acetylderivat acetylieren und mit Perjod-
siurc auf Ubliche Weise zu Adrenosteron oxydieren; dic Chromsidureoxydation lieferte teils
Adrenosteron, teils 11-Keto-17 «-hydroxy-progesteron (PCG).

B,, A% 276, 281, 586, 598 6,17, 7,25, - , 7,45 816, 824, 841, 888
By, ASHC 596 ) 585, 596, 6,15, 7,24, 7,28, 7,44, 815 - , 839, 887
(By, Forts.) 9,16, 9,52, - , 9,73, 984, 999, 10,36, 10,55, 10,92, 11,38
(By Forts.) 9,16, 9,50, 9,65, — , 983, — , 10,35, - , 10,88, 1134y
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Synthese von 3,11-Diketo-17 ¢, 20 f-dihydroxy-A*-pregnen (B,,). 15 mg 3-Keto-118,17«,204-
trihydroxy-A*-pregnen-20-acetat (s. unter B;-Acetat) wurden in 0,5 mg Pyridin mit 20 mg CrO,
20 Std. bei 20° oxydiert; das auf iibliche Weise aufgearbeitete Gemisch (17,5 mg) verseifte man
mit 1 ml Methanol und 0,2 ml 1l-proz. K,COs;-Losung 3 Std. bei 20°. Das Reaktionsprodukt
(14,7 mg) wurde auf 14 Blatt im System BL, chromatographiert, wobei sich noch etwas unver-
seiftes Material abtrennen liess; die starker polare Zone a (Rf 0,40-0,55) wurde eluiert und
lieferte mit Ather bzw. Methanol-Chloroform 7,3 mg Kristalle mit dem Doppel-Smp. 108°/156°.
Papierchromatographisch (Tab. 2) und spektroskopisch erwies sich diese Substanz als identisch
mit dem isolicrten B,,. Auf Grund der gleichen chemischen und der sehr dhnlichen physikalischen
Eigenschaften wurde der Substanz Bgg dic Struktur des 20a-Epimeren von B,, zugeschrieben.

8. 3-Keto-118,77 a-dikydroxy-A*-andvosten (Bgy;). —~ Isolievung:s. theoret. Teil, Schema 3.
6,1 mg Nadeln aus Aceton-Ather, Smp. 214-216°; chromatographische Eigenschaften und Farb-
reaktionen s. Tab. 2. A{HCl 2,76, 6,00, 6,17, 6,90, 6,99, 7,25, 7,88, 9,09, 9,39, 9,52, 9,97, 10,40,
10,57 u. Chemische Eigenschaften s. theoret. Teil.

Synthese: In 3 ERLENMEYER-Flaschen wurde auf je 100 ml Nihrlésung der Stamm Curvularia
lunata 1028 4 Tage bei 77° geziichtet. Das Mycel filtrierte man ab, wusch es mit dest. Wasser und
suspendierte es in 300 ml 0,9-proz. NaCl-Losung. Nach Zugabe von 60 mg 3-Keto-17 «-hydroxy-
A%-androsten (epi-Testosteron) in 3 ml Aceton wurde 48 Std. unter Schiitteln inkubiert. Nach
Abtrennen des Mycels, Essigesterextraktion des Filtrates und Abdestillieren des Essigesters
chromatographierte man den Riickstand (78,5 mg) auf 60 Blatt in F/Be-CHCl; (1:1). Aus der
Zone b (Rf 0,555-0,605) konnten 15,7 mg Eluat erhalten werden, aus welchem mit Aceton-Ather-
Petrolather 6,5 mg Nadeln mit dem Smp. 217-219° kristallisierten. Durch Chromtrioxyd-Oxy-
dation cines Teiles liess sich Adrenosteron vom Smp. und Misch-Smp.221-223° gewinnen und damit
die neu eingefiihrte 11 3-Hydroxylgruppe nachweisen, die, wie erwartet, nicht-acetylierbar war. —
IR.-Spektrum, Misch.-Smp. und das typische papierchromatographische Verhalten bestidtigten dic
Identitdt des mikrobiologisch gewonnenen Produktes mit dem aus Nebennieren isolierten Bg.

9. 3a,77 B-Dihydvoxy-17-keto-androstan (Byg). — Isolierung:s. theoret. Teil; Smp. und Misch.-
Smp. mit authentischem Material: 197-200°. Papierchromatographisches Verhalten s. Tab. 2.

Die Analysen verdanken wir Herrn Dr. W. PabowETz, die IR.-Spektren den Herren Dr. E.
Ganz und Dr. R. ZurcHER. Fiir die Hilfe bei der Papierchromatographie danken wir Herrn
E. voN ARX bestens.

SUMMARY

1. The isolation in low yield and the identification of the following 9 C,;- and
C,p-steroids from hog adrenals is described: (1) 3-keto-20a-hydroxy-A%-pregnene,
(2) 3-keto-174«, 20a-dihydroxy-A4-pregnene, (3) 3-keto-11, 20«-dihydroxy-A4-pregne-
ne, (4) 3-keto-118,17«,208-trihydroxy-A%-pregnene, (5) 3-keto-17a,20a,21-trihydr-
oxy-A%-pregnene, (6) and (7) 3,11-diketo-17«,208- and -11«,20a-dihydroxy-A4-
pregnene, (8) 3-keto-114,17«-dihydroxy-A%-androstene and (9) 3«,11g-dihydroxy-
17-keto-androstane. To our knowledge compounds (3), (8) and (7) were unknown up
till now. The first two, among others, have been synthesized for comparison with the
isolated compounds.

2. The isolated 3-keto-20-hydroxy-A%-pregnene derivatives are discussed in
relation to the biosynthetic pathways of cortisol; the occurrence of some of these
21-desoxy derivatives in adrenals leads to the assumption that the biosynthesis of
cortisol proceeds to a certain extent via 21-desoxycortisol.

3. The isolation of about 25 partly characterized compounds is reported. Some
of them are probably of steroidal nature, some others contain nitrogen. In addition,
the paper-chromatographic behaviour of afew 18-oxygenated steroids related to
aldosterone is presented.
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