
1790 IIELVETICA CHIMICA ACTA. 

den, worin 11 merklich griisser als 1 ist und K, sehr klein bleibt. Auch 
bei der Mischisotherme N,,CO, von 20° konnte ein solcher Ansatz 
verwendet werden, im Gegensatz zu denselben Isothermen bei O o  
und bei 40°, bei welchen n - 1 wird und I<, vie1 griissere Werte als 
bei den vorerwahnten Kurven annimmt. 

Bur Abklarung dieser Anomalie mussten wohl diese Isothermen 
erneut mit besonders sorgfaltig entgaster Kohle aufgenommen werden, 
um festzustellen, ob das gefundene abweichende Verhalten nicht durch 
eine restliche Fremdgasschicht auf der Kohle veriirsacht worden ist . 

Herr dipl. ing. chem. W .  Frech ist in unserm Laboratorium mit der Untersuchung 
weiterer BeispieIe von Mischadsorptionen mit CO, ah Vergleichsgas beschaftigt. 

Hcrrn Laborant H .  W i r z  dankcn wir fur die Ausfuhrung der Zeichnungen. 

Z 11 s a m m e n f a 8 sun  g. 
Es wurderi Mischgasisothermen von O,, N, und H, rnit GO, bei 

O0, 200 und 40° an aktivierter Lindenholzkohle von konstantem 
Adsorptionsvermogen aufgenommen, wobei der Gesamtdruck des 
Gasgemisches auf 730 mm Hg gehslten wurde. 

Bur das begrenzte Druckgebiet von 670-730 mm Hg fur die 
permanenten Gase konnte die starke Verdrgngung derselberi durch 
GO, mit Hilfe der ernpirisclien Gleichiing : 

gut dargestellt werden, in welchcr Kl, K, und n > 1 empirische 
Konstanten bedeuten. 

A a = K, [aco,- K2.pE0J 

Laboratorium fur anorganische Chemie, 
Eidg. Techn. Hochschule, Zurich. 

213. Uber Steroide. 

Die 11- Oxydation yon Desoxy-corticosteron und Reichstein's 
Substanz S mit Hilfe tierischer Organhomogenate. Bildung 

yon Corticosteron und 17- Oxy-corticosteron 
von F. W. Kahnt und A. Wettstein. 

(30. VI. 51.) 

105. Mitteilung '). 

Naeh Pineus und Mitarbeitern 2 ,  konnen Steroide, wie beispiels- 
weise Desoxy-corticosteron, mittels Perfusion dnrch intakte Rindcr- 
nebennieren in die synthetisch schwer zuganglichen 11 ,!l-Oxyderivatc, 
insbesondere Corticosteron, ubergefuhrt werden. Beeindruckt durch 
dicse erfolgreichen Versuche haben wir entsprechendc Oxydationen 

l )  104. Mitt., Helv. 34, 359 (1951). 
2, 0. Hechter, R. P. Jacobsen, R. Jeanloz, H .  Levy, C. TV. Marshall, G .  Pincus 6: Ti'. 

Schenker, Am. Soc. 71, 3261 (1949). 
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mit Hilfe biologischer Systeme i n  v i t r o  untersucht. Nach der Auf- 
nahme unserer Arbeit ist von Hayam,  Uo.rf?nan & Prim1) die Ein- 
fiihrung von Sauerstoff in 11-Stellung des Steroidgeriistes auch unter 
der Einwirkung von Nebennieren- Schriitten oder -Homogenaten ver- 
mutct worden. Ihrc biologischen Testierungen ergaben namlich die 
Bildung von Substanzen, welche die Glycogensynthese in vivo 
steigerten. Ferner haben dann McGinty, Xmith, Wilson & Worrel z ,  
sowie Xavard, Green & Lewis 3) uber Versuche mit Nebennieren- 
Homogenaten berichtet, wobei tatsachlich Bus Reichstein’a Substanz S 
(17-Oxy-11-desoxy-corticosteron) Reichstein’a Substanz M4) (17-Oxy- 
corticosteron) gewonnen und, von den letzteren Autoren, auch die 
Uberfiihnung von Desoxy-corticosteron in Corticosteron papierchroma- 
tographisch nachgewiesen wurde. Ton Pincus und Mitarbeitern5) sind 
inzwischen die verschiedenen Steroide in Blut oder Plasma ohne und 
mit Zusatz von ACTH6) durch ganze Nebennieren perfundiert und 
die dabei entstehenden Oxydationsprodukte kristallisiert erhalten 
worden. Seneca und Mitarb.’) haben schliesslich ausser Schnitten von 
Nebennieren solche einer Reihe anderer Organe verschiedenen 
Ursprungs verwendet, erfolgreich insbesondere auch Lebern, Nieren, 
Te,stes und Ovarien, ohne jedoch die bei der Reaktion entstehenden 
Oxydationsprodukte rein zu isolieren. Aus Desoxy-eorticosteron sol1 
nach den letxtgenannten Autoren direkt Cortison (Kendall’a Ver- 
bindung E), d. h. das 11-0x0-17a-oxy-Derivat entstehen und nicht 
Corticosteron oder eventuell 17-Oxy-corticosteron. 

In  unseren Versuchen erwiesen sich in der Ta,t auch Nebenniercn- 
Homogeriate verwendbar. Die a l lgemeine  Methode  bestand darin, 
die schlach tfrischen Organe mit eine,r ublichen Verdiinnungslosung, 
gewissen ,,zus%tzlichen Substanzen“ sowie den nicht acetylierten 
Steroiden in Losung oder in Pulverform zu homogenisieren. Die 
Mischung behandelten wir bei 37O wahrend 1-4% Stunden mit 
Sauerstoff oder Wasserstoffsuperoxyd und Katalase, wobei das pH 
ungefiihr konstant gehalten wurde. Bezuglich Nachweis der Oxyda- 
tionsprodukte und unveranderten Ausgangsstoffe mit Barbreaktionen 
und Papierchromatographie sowie hinsichtlich der Aufarbeitung und 
Isolierung durch Extraktion, Silicagel-Chromatographie,Verteilung zwi- 
schen Losungsmittdn usw. sei auf den experimentellen Teil verwiesen. 

1)  M .  Hayano, R. I .  Dorfman & D. A .  Prins, Proc. Sac. Exp. Biol. and Med. 72, 
700 (1949). 

2, D. A .  McGinty, G .  N .  Smith, M .  L. Wilson& C. 8. Worre2, Science I 12,506 (1950). 
3) K. Sauard, A .  A .  Green & L. A. Lewis, J. of Endocrinology 47, 418 (1950). 
4) Reichstein’s Substanz M ist bekanntlich identisch mit dem von Kendall spakr 

5 )  0. Hechter, R. P. Jacobaen, R. Jeanloz, H .  Levy, C. W .  Marshall, G. Pineus & 

6 ,  A .  Zaffaroni, 0. Hechter k G. Pincus, Am. Soc. 73, 1390 (1961). 
7) H .  Seneca, E’. Ellenbogen, E .  Henderson, A. Collins & J .  Rockenbach, Science 112, 

als ,,compound F“ bezeichneten 17-Oxy-corticosteron. 

1’. Sc7~enker, Arch. Biochemistry 25, 457 (1950). 

524 (1950). 
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Der Grossteil unserer Versuche betraf die O x y d a t i o n  v o n  S u b -  
s t a n z  S zu  S u b s t a n z  M, wobei wir unser Augenmerk auf die fur 
die Oxydation in 11-Stellung mittels Organhomogenaten wesentlichen 
Milieubedingungen richteten, die auch fur die biologische Aktivitat 
des entstehenden sogenannten ,, Glucocorticoids" von Bedeutung sein 
konnten. Aus den in Tabelle I (siehe experimenteller Teil) zusammen- 
gestellten Daten iiber den Einfluss des pH ergibt sich erst einmal, dass 
die Bildung von Substanz M aus Substanz S mit Hilfe von Neben- 
nieren ein Optimum im Bereiche von pH 7-8 aufweist. 

Gewisse Bestandteile der normalen Verdunnungslosung, wie 
Glucose, Magnesiumsulfat und Phosphat, konnten ohne Nachteil 
weggelassen werden (s. Tabelle 11). I n  Versuchen ohne Zugabe Ton 
Steroiden wurden hingegen, infolge der geringen verwendeten Mengen 
von Nebennieren, keine Corticoide aufgefunden, so dass die Herkunft 
derselben in den obigen Ansatzen eindeutig istl). 

Zu besonders interessanten Befunden fuhrte die Beobachtung, 
dass zwar gelegentlich ohne Zusatz von Fumarsaure Spuren yon 
Substanz M nachgewiesen werden konnten, erhebliche, isolierbare 
Mengen des Oxydationsproduktes aber nur in Gegenwart dieser 
Saure entstanden. Hayano sowie XcGinty und ihre Mitarbeiter 
(loc. cit.) erwahnen bereits beilaufig deren Verwendung in ihren 
Systemen, jedoch ohne auf die besondere Bedeutung dieser Substanz 
hinzuweisen. 

I n  Kenntnis der Bedeutung der Fumarsaure, haben wir in der 
Folge nach Verbindungen gesucht , welche die Fumarsaure ersetzen 
konnen. Die Resultate mit solehen ,,zusatzlichen Substanzen" gehen 
aus Tabelle I11 hervor. Tatsachlieh sind eine ganze Reihe der unter- 
suchten Carbonsauren imstande, die Funktion der Fumarsiiure in 
unserem System zu erfullen. Besonders die Sauren des Krebs'schen 
Citronensiiurecyclus der Kohlehydrat-Oxydation haben sich, soweit 
sie gepruft wurden, als aktiv erwiesenz), ferner die diesen nahestehen- 
den Verbindungen, Milchsaure und die Aminosauren Glutaminsaure, 
Asparaginsaure und Alanin. Analog wirken auch einige Sauren, die 
nur bedingt in diesen Zusammenhang hineingehoren, wie beispiels- 
weise Malonsaure, Glykokoll, Tryptophan, Tyrosin und Prolin. Meh- 
rere der genannten Verbindungen gehoren nach Green3) zu den Sub- 

Uber die Bildung von Corticoiden in  Kebennieren bzw. Homogenaten im allge- 
meinen und unter der Einwirkung von ACTH vgl. H .  Reich, D.  H .  Nelson & A. Zaffaroni, 
J. Biol. Chem. 187,411 (1950); 0. Hechter, Fed. Proc. 8, 70 (1949); 9, 58 (1950); G. Pincus 
loc. cit.; G. Pincus, 0. Hechter & A. Zaffaroni, Proc. Second Clin. ACTH Conference I ,  
40 (1951), und G. S. Pestling, G. F. Lata, Science 113, 582 (1951). 

2, Sie wirken moglicherweise als sog. Cooxydantien im Sinne von A .  L. Graefflin & 
D. E .  Green, J. Biol. Chem. 176, 95 (1948). 

3, D. E .  Green und Mitarbeiter, u. a. J. Biol. Chem. 172, 389 (1948), Arch. Biochem. 
27,428 (1950); F .  Leuthardt& J .  Mauron, Helv. Physiol. Acta 8,386 (1950); H .  L. Nakada 
& S. Weinhouse, J. Biol. Chem. 187, 663 (1950). 
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straten der Enzyme des Cyclophorasesystems. In  dem von uns ver- 
wendeten Organmaterial ist dieses Enzymsystem offensichtlich eben- 
falls enthalten; ob es fur die Hydroxylierung in 11-Stellung direkt 
verantwortlich ist, mussten Versuche mit isolierten Enzymen ergebenl). 
Bur Abgrenzung der Spezifitat unseres Systems sei bemerkt, dass die 
Fumarsaure z. R. nicht durch Maleinskure ersetzt werden kann und 
auch die gesattigten und ungesattigten Fettsauren sowie die Oxal- 
saure wirkungslos sind. Schliesslich muss die im Gegensatz zur Angabe 
von Savard und Mitarb. (loc. cit.), aber in Ubereinstimmung mit Se- 
neca und Nitarb. (loc. cit.) gefundene Wirksamkeit von Ascorbinsaure 
hervorgehoben werden. 

In  unserer Versuchsanordnung hat sich also der Zusatz u.a. von 
Verbindungen, die fur den Kohlehydrat- und den damit zusammen- 
hangenden Aminosaure-Metabolismus typisch sind, als notwendig er- 
wiesen. Dieser Refund veranlasste die Prufung der in diese Stoff- 
wechsel eingreifenden Coenzyme, vorerst 2, der Cozymase- bzw. Flavo- 
protein- Spaltstucke Nicotinsaure-amid, Adenin, Adenosin und seiner 
Phosphorylierungsprodukte. Bekanntlich bewahren sich die letzteren 
in fast allen oxydativen Homogenat-Systemen, deren Aktivitat mit 
ihrer Hilfe oder auch mit Nicotinamid erhalten werden kann3). Spe- 
ziell auch der enzymatische Abbau von Sexualhormonen wird durch 
Cozymase stimuliert 4). 

Die Ergebnisse rnit den genannten Aktivatoren sind in der Ta- 
belle IV zusammengestellt. Danach vermag die Verwendung von Nic,o- 
tinsaure-amid zusatzlich zu Fumarsaure oder Citronensaure die Menge 
des entstehenden 11-Oxy-Produktes (der Substanz M und insbesondere 
des Corticosterons) um das 1-2fache zu steigern. Aber auch sonst 
verandert das Nicotinsaure-amid den Verlauf der Reaktion offensicht- 
lich erheblich: So wird durch 0, l  Mol des Amids das pH innert der 
ersten zwei Stunden nach der alkalischen Seite verandert (vgl. Ta- 
belle V). Hohere Konzentrationen (0,5- und 1,O-molar) verhindern 
dann die Steroid-Umwandlung vollstandig, und das Ausgangsmaterial 
wird quantitativ zuruckgewonnen. Auffallenderweise vermag das Ni- 
cotinsaure-amid die Fumarsaure nicht zu ersetzen ; seine Wirksamkeit 
ist an die Anwesenheit der obgenannten Cooxydantien gebunden. 

Die Frage nach der Bedeutung des Nicotinsaure-amids in unserem 
System lasst sich wohl dahin beantworten, dass auch hier eine Schutz- 
wirkung auf die Cozymase ausgeubt wird3). Die Phosphopyridin- 

allein aktiven Mitochondrien untersucht. 
1) Bisher wurden ausschliesslich Gesamthomogenate und noch nicht die eventuell 

a) Versuche mit Cytochromen sollen folgen. 
3) Siehe z.B. P. J. B. Mann & I .  H .  Quastel, Biochem. J. 35, 502 (1941); Ph. Hand- 

ler & J .  R .  Klein, J. Biol. Chem. 143,49 (1942); 144,453 (1942). 
4) R .  H .  DeMeio, A .  E .  Rakoff, A .  Canturow & K .  E.  Paschkis, Endocrinology 43, 

97 (1948); R .  L. Coppedge, A .  Segaloff, H .  P .  Sarett & A.  N. Altschul, J. Biol. Chem. 173, 
431 (1948); M .  L. Sweat & L. T .  Samuels, J. Biol. Chem. 173, 433 (1948); 175, 1 (1948). 
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nucleotide waren damit ebenfalls fur diese spezielle Steroid-Oxydation 
von besonderer Redeutung. 

In  dcr Tat konnten wir weit~er feststellen (siehe ebenfalls Tabelle 
IV), dsss einerseits die anderen untersucht,en Rausteine de,r Cozymase, 
die Nicotinsaiure, das Adenin und Adcnosin, und andererseits die Hcfc- 
Adenylsaurel), ahnlich wirksam und sogar imstande sind, die Funk- 
tion der Fumarsaure zu ubernehmen. Alle bisherigen Befunde sprechen 
also fur einen engen Zusammenhang der Bildung der Glucocorticoide 
mit dem Kohlehydrat-Stoffwechsel, den sie umgekehrt wesentlieh be- 
einflussen. Nun sind Phosphopyridin-nucleotide bekanntlich ausser fur 
die Oxydo-Reduktions-Vorgange auch fiir die gekoppelten Phosphory- 
lierungen verantwortlich. Es darf deshalb vermutet werden, dass letz- 
terc in unserem System ebenfalls Wichtigkeit besitzen, sei es auch viel- 
leicht nur durch Bildung phosphorylierter wasserliislicher Derivate der, 
physiologisch betrachtet, in grossem Uberschuss angewandten Steroide. 

Versuche mit a n d e r e n  Organen  sollten die Organspezifita,t 
der Oxydationswirkung von Nebennieren abklaren. Im  Laufe der 
letzten Jahre sind eine ganze Anzahl von Steroiden mit Sauerstoff 
in 11-Stellung im Harn von normalen Personen und von Patienten 
festgestellt worden, so dass die Prufung von Nieren und ferner von 
Lebern, die bekanntlicli im Steroidmetabolismus eine wichtige Rolle 
spielen, interressant erschien. Da von Green (loc. cit.) das Cyclophorase- 
system auch in Herz und Hirn nachgewiesen wurde, bezogen wir 
auch diese Organe in die Prufung mit ein. Wie u. a. BUS Tabelle V I  
ersichtlich, vermag tatsachlich auch Leber (Kalb oder Kaninchen) 
sowie Niere (Kalb) in Anwesenheit von Fuma,r- oder Citronensaure 
in vitro Substanz S in Substanz M uberzufuhren, wahrscheinlich 
aber in geringerem Masse als die Nebennieren vom Rind oder Schwein. 
Die analoge Verwendung von schlachtfrischem Kalbsherz und Kalbs- 
hirn fuhrte nicht zur Oxydation der Substanz 8. Der grosste Teil des 
eingesetzten Ausgangsmaterials wurde unverandert zuruckgewonnen. 
Es ist somit eine gewisse Organspezifitat festzustellen, fur die wohl 
die Eiweisskomponente der Holofermente verantwortlich ist. 

Im  experimentellen Teil sind ferner noch die Oxydation einer 
etwas grosseren Menge Substanz S und Desoxy-corticosteron rnit Hilfe 
von Homogenat aus Rindernebennieren beschrieben, unter Isolierung 
von krist. Substanz M bzw. Corticosteron. Auch hier traten offensicht- 
lich erhcbliehe Verluste bei der Aufarbeitung ein, da die aus den Neben- 
nieren mitextrahierten Begleitstoffe rnit stark Iosungsvermittelnder 
Wirkung ein Vielfaches der eingesetzten Steroidmenge und insbeson- 
dere des zu isolierenden Oxydationsproduktes betrugen. Durch weitere 
Ausarbeitung des Verfahrens lasst sich die Ausbeute deshalb zweifellos 
noch erholien. Schliesslich ist eine Variante der Oxydation von Desoxy- 

Die hoheren Phosphorylicrungsprodukte ADP und ATP sowie die beiden Coen- 
zyme DPN und TPN selbst sind noch in Prufung. 
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corticosteron beschrieben, bei der man, statt Sauerstoff durch das Re- 
aktionsgemisch zu leiten, eine Wasserstoffsuperoxyd-Losung in Gegen- 
wart von Hatalase zum Homogenat zutropfte. Auch auf diese Weise 
liess sich die Oxydation in 11-Stellung bewerkstelligen und das aus 
Desoxy-corticosteron gebildcte Corticosteron isolieren. 

Unter den angegebenen Bedingungen sind beschrankte Mengen 
der klinisch interessantenl) Nebennierenrinden-Hormone Corticosteron 
und 17-Oxy-corticosteron verhiiltnismassig leicht darstellbar. 

Experimenteller Teil. 
A. Allgemeine Methode .  

Als Organe  verwendeten wir Nebennieren von Rindern (Kalbern, Kiihen, Ochsen) 
und Schweinen, Lebern von Kiilbern und Kaninchen sowie Nieren vom Kalb. Herz und 
Hirn von letzterem erwiesen sich ah ungeeignet. 

Die schlachtfrischen Organe wurden in einem Homogenisator2) wahrend 2-3 E n .  
mit einer verdiinnten Salzlosung vom pH 7,5 (in der Folge Verdiinnungslosung genannt) 
homogenisiert, wobei man durch Zusatz von Natronlauge das p H  meist zwischen 7 und 
7,5 hielt. Die V e r d u n n u n g s  losung enthielt normalerweise im Liter (Abiinderungen 
vgl. bei den einzelnen Versuchen) 0,1 Mol Glucosc, 0,062 Mol NaCl, 0,02 Mol Na,HPO,, 
0,028 Mol KC1 und 0,004 Mol MgSO,. Mit dieser Verdiinnungslosung gab man gleich- 
zeitig die zu prufendcn ,,zusatzlichen Substanzen" zu. Die zu oxydierenden, in 21-Stellung 
n i c h t  acetylierten Steroidea) wurden dem Homogenat in Losung oder in Pulverform 
zugefugt. Die Reaktionsmischung homogenisierte man nochmals 2-3 Min. und brachte 
sie d a m  in einen mit Riihrer und Gaseinleitungsrohr versehenen Kolben. Nun wurde 
in die Mischung bei 37O Sauerstoff eingeleitet oder eine Wasserstoffsuperoxyd-Losung 
langsam zugetropft. Im letzteren Falle fiigte man noch etwas Katalase zu. Allzu starke 
Schaumentwicklung liess sich durch Drosselung des Sauerstoffstromes oder durch Zugabe 
weniger Tropfen Octanol verhindern. Das potentiometrisch mit einer Beckman-Glas- 
elektrode gemessene p H  der Reaktionsmischung wurde wahrend dem Versuch moglichst 
auf dem gewiinschtcn Wert konstant gehalten. 

Zur I s o l i e r u n g  der Oxydationsprodukte stellten wir am Ende der gewahlten 
Reaktionsdauer das p H  mit SaIzsLure auf ca. 1,5-2,0, gossen das Ganze in das lofache 
Volumen Aceton und liessen unter gelegentlichem Umriihren bei Zimmertemperatur 
stehen. Die gelbbraune Losung wurde durch Abnutschen vom Unloslichen getrennt 
und der unlosliche Teil dreimal mit heissem Aceton gewaschen. Durch Eindampfen der 
vereinigten Acetonlosungen im Wasserstrahlvakuum entfernte man das Aceton voll- 
standig. Die zuriickbleibcnde wiisserige Losmg wurde mit Kochsalz gesattigt und zu- 
sammen mit den sich wahrend dem Eindampfen ausgeschiedenen 81en und Nieder- 
schlagen im Scheidetrichter so lange mit Essigester extrahiert, bis derselbe farblos war. 
Die organischen Ausziige wurden mit Wasser und anschliessend mit gesattigter Hydrogen- 
earbonatlosung gewaschen und die wasserigen Phasen einmal mit Essigester ausge- 
schiittelt. Die vereinigten Essigesterlosungen wusch man mit verdiinnter Salzsaure und 

1) J .  W .  Conn, S. S. Fajans, I;. H .  Louis& B. Johnson, J. Lab. a. Clin. Med. 36,813 
(1950); Proc. Second Clin. ACTH Conference I, 221 (1951); P. Fourman, F. C. Burtter, 
F. Albright, E. Dempsey, E .  Carroll & J. Alexander, J. Clin. Invest. 29, 1462 (1950). 

2) Wir verwendeten den yon der Fa. Ed. Aerne S. A., Zurich, fabrizierten ,,Cuisto- 
Apparat". 

3, Insbesondere Desoxycorticosteron und Substanz S. Letztere ist von Dr. J. Schmid- 
Zin (vgl. J. Schmidlin, K .  Miescher, Helv. 33, 1840 (1950)) hergestellt worden, wofur wir 
bestens danken. Bei Verwendung des 21 -Acetats wurde nur solches, ferner die freie Ver- 
bindung und freie Substanz M, kein Acetat derselben erhalten. Die Reaktion scheint also 
iiber die freien Verbindungen abzulaufen. 
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schliesslich nochmals mit Wasser. Diese Ausschiittelungen haben rasch zu erfolgen, so 
dass die Essigesterlosungen nur kurze Zeit der alkalischen und sauren Reaktion ausgesetzt 
sind. Schliesslich wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. 
Den Ruckstand loste man in Chloroform und untersuchte eine Probe papierchromato- 
graphisch, um festzustellen, ob sich die Oxydationsprodukte in  geniigender Menge ge- 
bildet hatten. Gegebenenfalls wurden die Essigesterextrakte aus verschiedenen Ansatzen 
vereinigt und mit Petrolather 1 Stunde am Riickfluss gekocht. Die nachher auf Zimmer- 
temperatur abgekiihlte Losung wurde filtriert oder abgenutscht. I m  Petrolather losten sich 
braungefarbte Substanzen und als unloalicher Ruckstand blieben die noch unreinen 
Steroide (Ausgangsmaterial und Oxydationsprodukt) zuriick. Die Riickstande der in 
Petrolather loslichen Anteile zeigten bei der papierchromatographischen Analyse in den 
Versuchen mit Substanz S keine Steroide, in den Versuchen mit Desoxy-corticosteron 
waren manchmal noch gewisse Mengen dieses Ausgangsstoffes nachzuweisen. 

Bei der Oxydation von Substanz S konnten die petrolatherunloslichen Riickstande 
aus Chloroform umkristallisiert werden, wobei die in diesem Losungsmittel schwerlos- 
lichen Fraktionen fast reine Substanz M und die in Chloroform leichter loslichen mit 
Substanz Mverunreinigtes Ausgangsmaterial (Substanz S) darstellten. Fur die Entfernung 
der Substanz S in den letzteren Fraktionen wurde nach dem von Pincus und Mitarbeitern 
(loc. cit.) angegebenenverfahren an Silicagel (Dawison) chromatographiert und das isolierte 
11-Oxysteroid nach Umkristallisation durch Mischschmelzpunkt und Bestimmung der pp- 
tischen Drehung identifiziert. 

Die Essigesterextrakte, welche bei den Versuchen mit Desoxy-corticosteron gewon- 
nen wurden, liessen bei der Behandlung mit Petroliither das Oxydationsprodukt ungelost 
zuriick. Es stellte ein dunkelgefarbtesPulver vor, welches zur Trennung in, die Komponen- 
ten an Silicagel chromatographiert werden niusste. 

Zur ersten Orientierung besonders iiber die aus den Silicagelchromatogrammen eluier- 
ten Steroide bedienten wir uns der bekannten F a r b r e a k t i o n  mit konz. SchwefelsLure. 
Corticosteron und Substanz M zeigen nach Wintersteiner & Pfiffner') sowie Reichstein2) 
eine gelbgriine, voriibergehende Fluoreszenz, wahrend Substanz S nach einer gewissen 
Zeit eine karminrote Farbung ergibt (Miescher & XchrnidZin3)). Dadurch war es moglich, 
in Gemischen von Substanz S und M die letztere an ihrer gelbgriinen Fluoreszenz zu er- 
kennen, bevor die karminrote Farbung von S eintrat. 

Der Nachweis der 11 -0xysteroide in den verschiedenen Fraktionen erfolgte primar 
jeweils mittels P a p i e r ~ h r o m a t o g r a p h i e ~ ) .  Durch Auftropfen verschiedener Volumina 
von Liisungen der erhaltenen Verbindungen parallel mit Verdunnungsreihen der Test- 
substamen (11-Desoxy-corticosteron, ll-Dehydro-corticosteron6), Corticosteron*), Sub- 
stanz s, Substanz E, Substanz Me) sowie deren Monoacetate), in Chloroform oder Methanol 
gelost, lieasen sich die Mengen der in den verschiedenen Fraktionen enthaltenen Substanzen 
verhaltnismiissig leicht abschatzen. 

1) 0. Wintersteiner & J .  J. Pfiffner,  J. Biol. Chem. 1 16, 292 (1936). 
2, T .  Reichstein, Helv. 19, 1113 (1936); 20, 953 (1937). 
3) K .  Miescher & J .  SchmidZin, Helv. 33, 1840, 1847 (1950). 
*) Vgl. z. B. A.Zuaffaroni, Am. SOC. 7 2 ,  3828 (1950); mit R .  B .  Burton & E .  H .  

Keutmann, J. Biol. Chem. 177, 109 (1949); 188, 763 (1951), Science I I I ,  6 (1950); ferner 
Savard und Mitarbeiter, loc. cit. 

Dr. R. Neher sei fur die Durchfuhrung der mehreren Tausend papierchromato- 
graphischen Analysen und die Entwicklung entsprechend verbesserter Methoden bestens 
gedankt, ebenso Herrn E .  von Arx. Es ist beabsichtigt, in  grosserem Zusammenhang iiber 
die Steroidbestimmung mit Papierchromatogrammen demnachst zu berichten, so dass 
hier auf eine Beschreibung der angewandten Methode verzichtet werden kann. 

5, Von Dr. Hugo Frey vor langerer Zeit nach T .  Reichstein & A .  Lardon (Helv. 26, 
747 (1943)) in unserem Laboratorium hergestellt. 

6, Prof. T .  Reichstein sind wir fur die Uberlassung von Proben von Corticosteron 
und Substanz M sehr zu Dank verpflichtet. 



p H  d e s  Reakt ionsgemisches  : 

6,40 6,Ol 6,OO 

HCI bzw. NaOH 

6,03 
6,57 6,58 - 6,55 
7,02 7,lO - 7,lO 
7,45 7,45 - 7,41 
7,98 7,70 7,99 7,85 
9,Ol 8,40 9,20 8,93 

Nach 3 Std. I Zu Beginn Nach 15 Min. mit r 

Neben- L'ersuch 

Gehalt an 
17-Oxy- 

corticosteron 

0 
+ 

+ +  
+ + +  
+ +  
+ - 

34 

53 

46 
8 51 
9 51 

Tota1e 
Reak- 
ionszeit, 
$tunden 

Verdunnungslosung 
17-Oyy- 

costeron 

ohne Fumarsaure 
ohne Furnarsaure 
ohne Glucose 
ohne Glucose 
ohne Glucose 
ohne Glucose 
ohne MgSO, 
ohne Phosphat 
normal 
ohne Nebenniert: 

I 

3 
2% 
4% 
2% 
1 

2% 

2% 
2% 
3 

JH des Reaktionsgemischef 

0 
0 
+ 

+ +  
+ +  
+ +  
+ +  
+ +  
0 

u Beginr 

6,98 
7,32 
6,78 
7,35 
7,32 

7,38 

7,42 
7,46 
7,29 

~- 

iach 30' 

6,78 
7,28 
6,78 
7,25 
7,54 

7,56 

7,42 
7,38 
7,29 

beim 
Ende 

637  
7,25 
6,78 
7,48 
7,54 

7,49 

7,25 
7,38 
7,25 

c) E i n f l u s s  , ,zusi i tz l icher  Subs tanzen" :  Tabelle I11 fasst die Ergebnisse 
derjenigen Versuche zusammen, in denen die als notwendig erkannte Fumarsiiure durch 
entsprechende Mengenl) anderer Siiuren ersetzt wurde. 

l) Konzentrationen ca. 0,024,04-molar. Hohere Konzentrationen (z. B. 0,5-2,0- 
molar) erwiesen sich als ungiinstig. Wahrscheinlich schadet die in diesen Fallen zu hohe 
Ionenstgrke den Organbestandteilen. 
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B. Verschiedene  Reakt ionsbedingungen.  
I n  den folgenden Tabellen sind die wichtigeren Versuchsdaten zusammengestellt. 

Die Diskussion der Resultate im Hinblick auf die verschiedenen Versuchsvariablen findet 
sich im theoretischen Teil. Die Bildung des Oxydationsproduktes und der Gehalt unver- 
brauchten Ausgangsmaterials wurdcn jeweils durch Papierchromatographie des Essig- 
esterextraktes nachgewiesen. 

a) E i n f l u s s  d e s  p H :  Ansatz: je 51 g Homogenat aus Rindernebennieren in 100 cms 
Verdiinnungslosung mit 232 mg Fumarsaure. Steroid: je 100 mg Substanz S in 50 cm3 
Propylenglykol. Temperatur 37O. Durchleiten von Sauerstoff. Versuchsdauer 3 Std. 

Tabelle I. 
E i n f l u s s  d e s  pH.  

b) Einf luss  v o n  Fumars t iure  undgewisser  B e s t a n d t e i l e  der Verdunnungs-  
losung.  Angatz: Menge Homogenat von Rindernebennieren in je 100 cms Verdiinnungs- 
losung vgl. Tabelle 11; VersucheNr. 3-9 mit je 232 mg Fumarsiiure (0,02-molar). Steroid: j e  
100 mg Substanz S in 50 cms Propylenglykol. Temperatur 37O. Durchleiten von Sauerstoff. 

Tabelle 11. 
E i n f l u s s v o n  Fumars i iure  u n d  gewisser  B e s t a n d t e i l e  d e r  Verdunnunas losuna .  



Zusatzlichc Substanz 

Art 

Citronensaure. . . 0,420 
cis-Aconitslure . . 0,348 
a-Ketoglutarsaure . 0,292 
Brrnsteinsaure . . 0,236 
DL-iipfelsaure . . 0,356 
Oxalessigsaure . . 0,528 
Brenztraubensaure 0,166 
Brenztraubensaure 0,166 
Milchsiiure . . . . 0,180 
Malonsaure . . . 0,208 
Glutarsaure . . . 0,264 
Adipinsaure . . . 0,292 
Dioxyweinsaure . 0,364 
DL-Ghtaminsaure. 0,584 
D-Glutaminsaure . 0,584 
DL-Asparaginsaure 0,532 
DL-Asparagin. . . 0,528 
DL-Alanin . . . . 0,356 
DL-Serin. . . . . 0,210 
Glykokoll . . . . 0,124 
L-Tryptophan . . 0,408 
L-Tyrosin . . . . 0,362 
DL-Prolin . . . . 0,460 
L-Ascorbinsaure . 0,352 
Ameisensaure . . 0,092 
Essigsaure . . . . 0,120 
Essigsaure . . . . 0,240 
Propionsaure . . . 0,144 
Propionsaure . . . 0,288 
Buttersaure . . . 0,176 
Buttersaure . . . 0,352 
Valeriansaure . . 0,204 
Oxalsaure . . . . 0,252 
Weinsiiure . . . . 0,600 
Maleinskure . . . 0,232 
Dioxymaleinsaure 0,264 
Mesoxals&ure . . . 0,336 
Olsaure . . . . . 0,564 
Linolsaure . . . . 0,560 
Formaldehyd . . 0,060 
Fumarsaure . . . 0,232 

HELVETICA CHIMICA ACTA. 

Neben 
niere 

g g  

47 
47,5 
47,5 
51 
51 
50 
47 
50 
50 
50 
50 
50 
51 
54 
35 
54 
54 
54 
47,5 
47,5 
41 
41 
53 
50 
35 
54 
59 
54 
59 
54 
59 
54 
35 
57 
51 
51 
47 
51 
51 
35 
53 

Tabelle 111. 
Zusatz l iche  S u b u t a n z e n .  

such 
Nr . 
- 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 - 

- 
LO- 

;UngB- 
mit te l  

fur 
ubst. t 

P 
- 
- 
P 
P 

P 
Y 
P 
P 
P 
P 
P 
Y 
P 
P 
P 
P 

- 

- 
- 
I 

- 

P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
At - 

)H des Rea’dionsgernisches - 
nach 
10’ 

6,58 
7,38 
7,48 
6,58 
6,50 
7,35 
6,49 
7 3 7  
7,17 
7,20 
7,04 
7,20 
7,04 
7,3 4 
7,28 
7,18 
7,22 
6,92 
7,42 
7,42 
7,50 
7,62 
7,59 
7,03 
7,45 
7,28 
7,28 
7,12 
7,44 
7,07 
7,28 
7,11 
7,37 
6,71 
6,88 
7,19 
6,54 
6.95 
7,03 
7,34 
7,52 

__ 

- 

- 
nach 
30‘ 

6,Sl 
7,13 
7,28 
6,90 
6 3 2  
7,30 
6,69 
7,15 
7,12 
7,20 
7,19 
7,15 
7,02 
7,01 
7,12 
7,05 
7,11 
6,58 
7,05 
7,18 
7,17 
7,23 
7,20 
7,06 
7,32 
7,13 
7,12 
7,lO 
7,18 
7,07 
7,15 
7,08 
7,22 
6,50 
7,Ol 
7,29 
6,60 
6,97 
7,04 
7,25 
7,32 

- 

- 

-- 
rhohi 
auf 

635 
7,46 
7,45 
- 
- 

7,EO 

7,20 
- 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

7,18 
- 

- 
7,09 
7,42 
7.52 
7,52 
7,60 
7,28 

7,445 

7,25 

7,30 

7,30 
7,12 
7,34 
6,81 
7,lO 

7,Ol 

- 

- 

__ 

- 

- 

- 
- 

7,35 
7,50 - 

- 
beim 
Eude 

7,OO 
7,22 
7,27 
6,71 
6,57 
7,30 
6,63 
7,lO 
7,Ol 
7,10 
7,09 
7,05 
6,96 
6,91 
7,18 
6,90 
6,95 
6,99 
7,28 
7,25 
7,30 
7,35 
7,12 
6,91 
7,23 
7,03 
7,12 
7,07 
7,19 
6,95 
7,20 
7,Ol 
7,17 
6,70 
6,89 
7,43 
6,85 
6,93 
7,02 
7,11 
7,45 

- 

- 

- 
‘otale 
teak- 
ions- 
zeit, 
Std. 

3 
3 
3 
2% 
4 v 2  

4 
3 
3 
3% 
3 Y2 

3 %  
3% 
3% 
3 
2 y2 
3 
3 
3 
2 :/z 
2% 
2 
2 
2 
3 %  
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 %  
3 
3 %  
3 %  
3 
3 - 

- 
U b  
tan 
M 
- 

- +  
+ 
- +  
+ 
- - t  
+ 
+ 
i-i 
t i  
+ 
t i  
+ 
+ 
bi 
+ 
t i  
t i  
t i  
t i  
I+ 
+ 
i- 
+ 

k i  
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
t i  - 
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Ansatze: Menge Homogenat aus Rindernebennieren vgl. Tabelle 111. Je 100 cm3 
normale Verdiinnungslosung, in den Versuchen Nr. 2,3,  6 ,19  und 20-23 aber je 150 cm3. 
Steroid: je 100 mg Substanz S in 50 cm3 Propylenglykol (P) oder Athylenglykol (At). 
In einigen Versuchen (mit - beieichnet) wurde die Substanz S ohne Losungsmittel 
zum Homogenat gegeben. In allen diesen Ansatzen ist das fertige Reaktionsgemisch vor 
Beginn nochmals homogenisiert worden. Temperatur 37". Durchleiten von Sauerstoff. 

d )  E i n f l u s s  v o n  N i c o t i n s a u r e ,  Adenin  u n d  d e r e n  D e r i v a t e n :  Die Versuche 
haben wir in ahnlicher Weise wie vorne unter A beschrieben durchgefiihrt (Durchleiten 
von O,,  37oC). In  Tabelle IV sind die Mengen- und Volumenverhaltnisse der einzelnen 
Komponenten des Reaktionsgemisches angegeben. Bisher wurde lediglirh Hefe-, nicht 
Muskel-Adenylsaure angewandt. Auf die Verwendung eines Losungsmittels (Propylen- 
oder &hylenglyl<ol) fur die Steroide wurde verzichtet. Um die Ionenstarke zu erniedrigen, 
ist dcr Verdiinnungslosung bei gewissen Versuchen kein Natriumchlorid zugesctzt worden. 

In der Tabelle V sind die charakteristischen pH-Werte von einigen Versuchen der 
Tabellc IV wiedergegeben. Das Nicotinsaureamid bewirkt in Gegenwart von Fumarsaure 
einen gegenuber den andcren Vmsuchsanordnungen abweichenden pH-Verlauf, welcher 
mit einer sichtbaren Verfarbung des Reaktionsgemisches einhergeht. Bei den Versuchen 
mit Nicotinsaure, Adenin, Adenosin und Adenylsiiure ohne Nicotinsihreamid ist der 
pH-Verlauf dagegen der iibliche. Auch in diesen Fallen wurde das pH wahrend der Reak- 
tion durch Zugabe von Natronlauge moglichst in der Nahe des Ausgangswertes gehalten. 

7,45 
7,50 

7,90 

7,43 

7,8i 

Tabelle V. 
E i n f l u s s  v o n  N i c o t i n s a u r e a m i d  auf d a s  

- 7.41 
- 7,40 

7,50 7,63 
- -- 

- 7,9a 

- 
Ver. 
3ucE 
Vr.* 

8 
9 

10 

16 

21 

27 

- 

- 

Zusiitze 

Nicotinsaureamid . 
Fumarsaure . . . . 

Nicotinsaureamid 
{Fumarsaure . . 1 
Nicotinsaurc. . . . 
Nicotinsaureamid 
Fumarsaure . . 
Adenin , . . . \ 
Nicotinsaureamid 
Fumarsaure . . J 

7,45 7,50 7,38 
7,48 7,50 7,50 

7,50 7,55 7,57 

7,40 7:39 7,32 

7,50 7,52 7,60 

7,51 - 7,93 

H im L a u f e  d c r  R e a k t i o n .  

- I - I 

- 
iach 
165' 
- 

7,30 
7,35 

7,80 
- 

7,67 

- 

7,61 7,20 
7,50 7,33 

7,70 

*) Versuchsnummer identisch mit Versuchsnummer der Tabelle IV. 

e) Nebennieren  v o n  Scbweinen:  Bei dervenvendung von Schweine- an Stelle 
von Rindernebennieren ergaben sich in sonst normalen Anstitzen keine wesentlichen 
Unterschiede gegenuber den bereits ausfuhrlich beschriebenen Resultaten, so dass auf 
die Angabe von Einzelheiten verzichtet sei. 

f )  Verschiedene  Organe:  J e  121 g schlachtfrische K a l b s l e b e r  wurden mit 
100 cm3 Verdiinnungsltjsung in der bereits erwahnten Weise homogenisiert und nach 
Einstellung des p H  auf 7,38 bei 37O mit Sauerstoff durchstromt. I m  ersten Versuch 
waren lediglich 232 mg Fumarsaure, im zweiten Versuch ausserdem noch 100 mg Substanz 
S als festes Pulver mithomogenisiert worden, wiihrend im dritten Versuch s ta t t  Fumar- 
saure 420 mg Citronensaure sowie 100 mg Substanz S Verwendung fanden. 

Analoge positive Ergebnisse (Substanz M &us S) lieferten 3 Versuche, in denen je 55 g 
Homogenat aus K a n i n c h e n l e b e r ,  150 cm3 normale Verdiinnungslosung, 100 mg 
Substanz S sowie 348 mg Fumarsaure, 479 mg Ascorbinsiiure oder 584 mg DL-Glutamin- 
saure angesetzt wurden. Auch hier war in einem Leerversuch ohne Substanz S keines der 
in Frage stehenden Steroide festzustellen. 
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Tabelle VI. 
W i r  k u n g  vo n L e be r h o m oge n a t e n . 

pH des Reaktionsgemisbhes 17-OXY- 1 Versuch I I corti- I 
costeron nach 10' 1 nach 30' lerhohtauf lnach 120') nach 150' 

i 1 

Auch in zwei Ansatzen mit je 83 g K a l b s n i e r e ,  100 cm3 Verdunnungslosung, 
100 mg Substanz S sowie 232 mg Fumarsaure bzw. 420 mg Citronensaure liess sich in 
gleicher Weise Substanz M neben unverbrauchter Substanz S nachweisen, wiihrend in 
einem Versuch ohne Zugabe der letzteren kcine solchen Corticoide aufgefunden wurden. 

C. R e i n d a r s t e l l u n g  v o n  S u b s t a n z  F. 
Ansatz : Wahrend dem Homogenisieren von 210 g Rindernebennieren mit 1 1 

Verdiinnungslosung, enthaltend 2$32 g Fumarsaure, und 1 g Verbindung S in Substanz 
wurde das pH auf 7,53 eingestellt. Dann liess man bei 37" Sauerstoff durchstromen, wobei 
nach 10 Minuten das pH auf 7,37 sank und wieder auf 7,56 gebracht wurde; nach 2 Std. 
betrug das p H  7,65. Nun gab man nochmals 250 em3 Verdunnungslosung mit 0,580 g 
Fumarsaure sowie 3 g Glykokoll zu, titrierte auf pH 7,55 zuriick und erhohte das im Laufe 
der dritten Stunde auf 7,35 gesunkene p H  danach wieder auf 7,49. Nach 4 %  Std. wurde 
das Reaktionsgemisch mit 35 cm3 25-proz. Salzslure vom p H  7,48 auf 1,65 gestellt, 
wobei eine starke Fallung eintrat, in 10 Liter Aceton gegossen und unter gelegentlichem 
Ruhren bei Zimmertemperatur 20 Std. stehengelassen. Die gelbbraune Losung nutschtc 
man vom Niederschlag ab, kochte letzteren dreimal mit je 250 cm3 Aceton aus und 
entfernte das Aceton der vereinigten Losungen im Vakuum. Die zuruckbleibende 
wasserige Losung wurde mit Kochsalz gesattigt und 14mal mit insges. 3,4 1 Essigester 
extrahiert und die Essigesterlosung mit 160 om3 gesattigter Natriumhydrogencarbonat- 
Losung, dann mit 100 cm3 Wasser behandelt. Die Hydrogencarbonatlosung und das 
Waschwasser schiittelte man mit 150 em3 Essigester aus, vereinigte alle Essigester- 
losungcn, wusch sie mit 100 em3 0,l-n. Salzsilure und anschliessend zweimal mit je 100 cm3 
Wasser, trocknete sie uber Natriumsulfat und darnpfte sie im Vakuum zim Trockne ein. 
So wurden 7,21 g eines dunkelbraunen Kristallbreies erhalten, in dem papierchromato- 
graphisch neben unveranderter Substanz S auch Substanz M nachweisbar war. 

Man nahm in 40 em3 Benzol-Ather-Gemisch (9 :  1) auf, wobei 250 mg eines hell- 
braunen Pulvers ungelost blieben, welches mit konz. Schwefelsaure die fur Substanz S 
und M typischen Farbreaktiouen ergab. Durch mehrfachea Umkristallisieren aus Chloro- 
form sowie Ather-Aceton wurden daraus 160 mg farblose Prismen erhalten vom F. 214- 
219O und der spezifischen Drehung [a], = + 168O f 4 O  (in Athanol). 

Ber. fur C,,H,,O,: C 69,58; H 8,34%. Gef. C 69,58; H 8,44%. 
Aus diesen Werten sowie dem gepriiften Verhalten im Mischschmelzpunkt und 

im Papierchromatogramm ergibt sich die Identitat der Verbindung mit Substanz F. 
Die Mutterlaugen wurden zur Trockne verdampft, zur Benzol-Ather-Losung gegeben, 

letztere rnit Ather auf ein Volumenverhaltnis Benzol-Ather 1 : 1 verdiinnt und an 60 g 
Silicagel (Davison) chromatographiert. 

Die Fraktionen Nr. 2-4 sowie 8-10 (550 mg) wurden in 6 Stufen zwischen je 
50 c1n3 BenzoLMethanol(9 : 1) und 200 em3 Wasser ontmischt so dass man den wasserigen 
Auszug jeweils zu frischer organischer Losung gab (vgl. Mason & Spraguel). Nach dem 
Ergebnis papierchromatographischer Untersuchung wurde schliesslich der Inhalt von 
Scheidetrichter 4 (Benzol Nr. 4+  Wasser Nr. 3),von Scheidetrichter 5 (BenzolNr. 5 + Wasser 

l) H .  L. Mason & R. G .  Sprague, J. Biol. Chem. 175,451 (1948). 
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Nr. 2) sowie von Scheidetrichter Nr. 6 ( BenzolNr. 6 +  Wasser Nr. 1) vcreinigt, eingedampft 
und der Riickstand mehrfach aus Chloroform und Aceton-Ather-Gemisch umkristallisiert. 

4160 
218 
64 
59 

1063 
114 
328 
50 

137 
21 

- 
Nr . 

0 0 
0 Spur 
0 Spur 

Spur Spur 
+ + +  0 
+ + +  0 
+ + +  + +  

0 + +  
0 + + +  
0 + + +  -- 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

I O m 3  

Eluierungsmittel 

Benzol-Ather 1:l . . . .  
Benzol-Ather 1 : l .  . . . .  
Benzol-Ather1:l. . . . .  
Ather . . . . . . . . .  
Ather . . . . . . . . .  
&her . . . . . . . . .  
Chloroform-Essigester 1 : 1 . 
Chloroform-Essigester 1 :l. 
Essigester . . . . . . .  
Essigester . . . . . . .  

___ 

120 
350 
270 
200 
150 
250 
250 
100 
250 
150 

Papierchromatogramm 
zeigt 

Substanz S I Substanz M 
Ruckstand 

- 
I 

Dabei erhielt man noch weitere 120 mg reines 17-Oxy-corticosteron mit obigen Eigen- 
schaften. Insgesamt konnten je nach Reaktionsbedingungen bis zu 40% des eingesetzten 
S als in 11-Stellung oxydiertes Prodiikt isoliert werden. Aus einem Teil der unter B 
vorne beschriebenen Ansatze wurde in ahnlicher Weise Substanz M rein isoliert. 

D. R e i n d a r s t e l l u n g  v o n  Cor t icos te ron .  
a) Zunachst sei der im theoretischen Teil angcfiihrte Versuch zur Oxydation von 

Desoxy-corticosteron mittels Wasserstoffsuperoxyd und Katalase naher beschrieben. An- 
satz: 159 g frischo Rindernebennieren wurden mit 1 1 oiner wgsserigen Losung, enthaltend 
0,2 Mol Glucose, 0,124 Mol NaCl, 0,04 Mol Na,HPO,, 0,05 Mol KC1, 0,008 Mol MgSO, 
und 0,02 Mol Natriumfumarat, zusammen mit 1 g Desoxy-corticosteron homogenisiert. 
Zu diesem Homogenat gab man 50 mg Katalasel) und liess im Laufe von 2 '/z Std. unter 
Riihren 150 cm3 einer 15-proz. Wasserstoffsuperoxyd-Losung zutropfen. Eine Stunde 
spater wurden noch 15 cm3 30-proz. Wasserstoffsuperoxyd-Losung und 50 mg Katalase 
zugegeben. 

Nach vierstiindiger Reaktion wurde die Mischung mit Salzsaure angesauert, mit 
800 cms Essigester versetzt, 1 Std. bei 37O weitergeriihrt und dann zentrifugiert. Die gelbe 
Essigesterschicht heberte man ab und riihrte die wasserige Phase mit dem Niedersohlag 
bei Zimmertemperatur iiber Nacht mit frischem Essigester am. In  iihnlicher Weise 
wurde noch dreimal mit Essigester extrahiert und dann die gesamte Essigesterlosung 
iiber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Die erhaltenen 6 g dunkelbraune dick- 
fliissige Masse verteilte man in 6 Stufen zwischen Methanol-Heptan. Die Methanol- 
fraktionen enthielten gemass papierchromatographischer Analyse neben etwas unver- 
andertem Desoxy-corticosteron insbes. das Corticosteron. Sie wurden aus Benzol-Hexan- 
Gemisch 9 : 1 an Silicagel chromatographiert. Mit Ather und dther-Chloroformgemischen 
gewann man das unveranderte Desoxy-corticosteron zuriick, wahrend das Corticosteron 
mit Essigester eluiert wurde. Letzteres fie1 als eine mit Kristallen durchsetzte, schmierige 
Masse (330 mg) an. Durch weitere Chromatographie lasst sich hieraus reines Corticosteron 
erhalten; zur Gewinnung eines solchen Praparates ist aber das Verfahren nach b) vorteil- 
hafter. 

b)  Aufarbeitung des Versuches Nr. 21, Tabelle IV: Nach den bcreits beschriebencn 
Methoden wurden 4,70 g Essigesterextrakt gewonnen und mit 100 om3 Petrolather (Kp. 
30-60") am Riickfluss 1 Std. gekocht. Den abgenutschten Riickstand der auf Zimmer- 
temperatur abgekiihlten Losung behandelte man nochmals in gleicher Weise mit 50 om3 

l) Praparat der Firma Vita-Z yme Laboratories, Chicago. 
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Petrolather. Es wurden 1,07 g petrolatherunlosliche und 3,63 g petrollitherlosliche Frak- 
tion erhalten. Die papierchromatographische Analyse der ersteren zeigte Desoxy-corti- 
costeron und Corticosteron an. Der petroliitherlosliche Anteil enthielt lediglich Spuren von 
Desoxy-corticosteron, jedoch kein Corticosteron. 

Die in Petrolather unlosliche Fraktion (1,07 g) wurde in 25 cm3 Benzol gelost und 
an 25 g Silicagel (Davison) chromatographiert. Die folgende Zusammenstellung orientiert 
iiber die Eluate und die papierchromatographische Analyse der einzelnen Fraktionen. 
- 
Xr. 

- 

1 

2 
3 

4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 - 

Eluierungsmittel 

Benzol . . . . . . . . .  
Benzol+Ather3:1 . . . .  
Benzol+-&ther 1:l . . . .  
Benzol+Ather 1 :1 . . . .  

Benzol+Atherl:l . . . .  
Benzol+&her1:3. . . .  
Ather. . . . . . . . . .  
Ather + Chloroform 3 : 1 . . 
Ather + Chloroform 1 : 1 . . 
Chloroform . . . . . . .  
Chloroform + Essigester 9 : 1 
Chloroform + Essigester 1 : 1 
Chloroform + Essigester 1 : 1 
Chloroform+ Essigester 1 :I 
Essigester . . . . . . . .  
Eseigester + Methanol 1 : 1 . 

- 
nm3 

- 
50 

200 
100 

100 
100 
100 
100 
50 
50 

100 
100 
100 

50 
100 
200 

100) 

- 

- 
Ziick- 
stand 
mg 

242,4 

278,s 
46,s 

94,l 
114,3 
41,7 

894 
593 

895 
10,o 
2 8  
6,O 
9,0 

17,O 

_- 

2,4 

- 

nach papierchromatogr. Analyse 
enthaltend 

Desoxy-corticosteron 

Desoxy-corticosteron 
Corticosteron 
+ Spur Desoxy-corticosteron 
Corticosteron 
Corticostcron 
Corticosteron 
Corticosteron 
Corticosteron 
Corticosteron, wenig 
Corticosteron, Spur 
Corticosteron, Spur 
Corticosteron, Spur 
Corticosteron, Spur 
Corticosteron, Spur 
Corticosteron, Spur 

In  den hauptsiichlichsten Rohfraktionen werden also aus der eingesetzten Menge von 
1 g Desoxy-corticosteron ca. 52% Desoxy-corticosteron und 30% Corticosteron erhalten. 
Zur Reindarstellung des letzteren wurde z. B. die Fraktion Nr. 5 in wenig Aceton aufge- 
nommen und die Losung mit Toluol und Pentan versetzt. Es resultixten Kristalle vom 
Smp. 160-180°. Nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Aceton-Ather schrnolzen sic 
bei 182-186°. Auch aus dem gepruften Verhalten im Mischschmelzpunkt und im Papier- 
chromatogramm ergibt sich die Identitiit der Verbindung mit, Corticosteron. 

Z u s a m m e n  f a s sung. 
Die Reaktionsbedingungen der Oxydation in 11- Stellung von 

17-Oxy-11-desoxy-corticosteron (Reichstein’s Substanz S) zu 17-Oxy- 
corticosteron (Reichstein’s Substanz M) mit Hilfe von Homogenaten 
der Nebenniere (Rind und Schwein) und die Isolierung der ent- 
standenen Verbindung werden beschrieben. I n  ahnlicher Weise lasst 
sich Desoxy-corticosteron in Corticosteron uberfuhren. Die Reaktion 
verlauft optimal bei p H  7-8; Zugabe von Glucose, Phosphat und 
Magnesiumsalzen ist nicht notwendig. Bur Erzielung erheblicher Aus- 
beuten erweist sich der Zusatz von dem Kohlehydrat-Stoffwechsel 
angehorenden oder ihm nahestehenden Verbindungen als notwendig. 
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Von B edeutung sind insbesondere die Sauren des K~ebs’schen Citronen- 
saure- Cyclus, deren Wirkung durch weitere Zugabe von Nicotinsaure- 
amid noch verbessert werden kann. Den gleichen Effekt, wie mit dieser 
Kombination, erzielt man auch durch Verwendung von Adenin, 
Adenosin, Adenylsaure und Nicotinsaure. 

Ausser Homogenaten von Nebennieren sind auch solche von Le- 
bern (Halb, Kaninchen) oder Nieren (Halb) wirksam. Rerz- und Hirn- 
Homogenat,e erwiesen sich unter den gepruften Versuchsbedingungen 
als wirkungslos. 

Unsere Versuche zur Einfuhrung von Sauerstoff in 11- Stellung 
von Steroiden mit Hilfe tierischer Organe legen nahe, eine entschei- 
dende Beteiligung der Codehydrasen, des Greeua’schen Cyclophorase- 
systems und phosphorylierender Adenin-Verbindungen zusammen mit 
organspezifischen Proteinen der Nebenniere, .Niere und Leber bei 
dieser Oxydation anzunehmen. 

Forschungslaboratorien der Ciba Aktiengesellschaft, Basel, 
Pharmazeutische Abteilung. 

214. Carotinoidsynthesen VIII. 
Synthese des Dodecapreno-P-carotins 

von P. Karrer und C. H. Eugster. 
(3. VII. 51.) 

Die relative Bestandigkeit des Decapreno-/?-carotinsl) und des 
Decapreno-E1-carotins z ,  liess erwarten, dass sich noch hohere Homo- 
loge des ,L?-Carotins aufbauen lassen wurden. Solche Verbindungen 
konnten fur Betrachtungen uber die Beziehung zwischen Konsti- 
tution und Farbe bei Carotinoiden einige Bedeutung besitzen. 

Die Synthese eines neuen, 19 konjugierte Doppelbindungen ent- 
haltenden Carotinoidfarbstoffes ist uns, wenn auch in sehr kleiner 
Ausbeute, gelungen. Die dafur beniitzte Methode ist prinzipiell die 
gleiche, mit welcher wir schon mehrere andere Carotinoide kiinst,lich 
aufgebaut haben (/?-Carotin, cr-Carotin, &,-Carotin, Lycopin, Deca- 
preno-/?-carotin, Decapreno-qcarotin). Der Weg wird durch das bei- 
liegende Formelschema veranschaulicht . 

Ausgehend von kristallisiertem Vitamin-A-acetat, kondensierten 
wir den durch Verseifen gewonnenen Vitamin- A-Alkohol (I) mit Ace- 
ton und Aluminium-t-butylat nach Oppelzauer zum C,,-Heton (11). 

l)  P. Karrer & C. H .  Eugster, Helv. 34, 28 (1951). 
2) P. Karrer, C. H .  Eugster & M .  Paust, Helv. 34, 823 (1951). 




