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uud 2 ml Acetanhydrid 11/, Std. auf 50-55" erwarmt. Dann dampften wir im Wasserstrahl- 
vakuum ein, losten in Xylol, dampften wieder im Wasserstrahlvakuum ein und wiederholten 
diese Operation noch einmal mit Xylol und einmal mit Benzol. Das kristallisierte rohe 3-Athylen- 
dioxy-17a-hydroxy-20-oxo-21-acetoxy-A5-pregnen wurde rnit 5 ml Eisessig 3 &fin. in ein Bad 
von 100" getaucht und nach Zugabe von 0,5 ml Wasser ureitere 8 Min. in diesem Bade belassen. 
Darauf extrahierten wir die abgekuhlte und mit Wasser verdiinnte Reaktionslosung dreimal rnit 
Methylenchlorid und wuschen die organischen Losungen mit Wasser, gesattigter Natriumhydro- 
gencarbonat-Losung und Wasser. Der Ruckstand der getrockneten und im Vakuum eingedampf- 
ten Methylenchloridlosungen wurde, gelost in 5 ml Benzol, an 10 g Silicagel, enthaltend 15% 
Wasser, chromatographiert. Aus den mit Benzol-Essigester-(9 : 1)- und -(4: 1)-Gemischen eluierten 
Fraktionen erhielten wir nach Umlosen aus Methylenchlorid-Ather-Gemisch 38 mg des A4-3- 
Ketons IX, das mit authentischem Vergleichsmaterial keine Erniedrigung des Smp. gab und auch 
ein identisches 1R.-Spektrum aufwies. 

Die Elementaranalysen, Spektralaufnahmen und Papierchromatogramme wurden in unseren 
Speziallaboratorien unter Leitung der Herren Dres. H. GYSEL, W. PADOWETZ, E. GANZ, R. ZUR- 
CHER, R. ROMETSCH und R. NEHER ausgefuhrt. 

SUMMARY 

The synthesis of d,  I-17~-hydroxyaldosterone 21-0-acetate is described. 
The 17-hydroxyl group was introduced by osmium tetroxide hydroxylation of the 

17,ZO double bond in a 20-enolate-21-alkoxide salt. 
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83. Zur Biosynthese des Aldosterons : Isolierung eines 
C,,-Steroid-Lactons aus Schweine-Nebennieren 

Uber Steroide, 165. Mitteilungl) 

von R. Neher und A. Wettstein 
(19. I. 1960) 

In Erweiterung und Bestatigung fruherer Befunde verschiedener Gruppen 2)3)4)5) 

kommen AYRES et a1.6) in einer soeben erschienenen Studie zum Schluss, dass der 
Hauptweg der Biosynthese von Aldosteron in der zona gloruzerulosa der Webenniere 

1) 164. Mitteilung: P. WIELAND, K. HEUSLER & A. WETTSTEIN, Helv. 43, 617 (1960). 
2, a) A. WETTSTEIN, F. W. KAHNT & R. NEHER, CIBA Found. Coll. on Endocrinology 8, 160 

(1954); F. W. KAHNT, R. NEHER & A. WETTSTEIN, Experientia 17,446 (1955). - b) F. W. KAHNT, 
R. NEHER & A. WETTSTEIN, Helv. 38, 1237 (1955). 

3) E. ROSEMBERG, G. ROSENFELD, K. UNGAR & R. I. DORFMAN, Endocrinology 58, 708 
(1956). - P. J. AYRES, R. P. GOULD, S. A. SIMPSON & J .  F. TAIT, Biochem. J .  63, 19 P (1956); 
P. J. AYRES, 0. HECHTER, N. SABA, S. A. SIMPSON & J .  F. TAIT, i b id .  65, 22 P (1957); P. J. 
AYRES, 0. HECHTER, N. SABA, J .  F. TAIT & S. A. S. TAIT, IV. International Congress of Bio- 
chemistry, Section 9, Nr. 113 (1958). 

4 )  a) C. J .  P. GIROUD, J.  STACHENKO & P. PILETTA, in: MULLER &  CONNO NOR, International 
Symposium on Aldosterone, Churchill London (1958), 56. - b) J .  STACHENKO & C. J .  P. GIROUD, 
Endocrinology 64, 730 (1959). 

5) R. H. TRAVIS & G. L. FARRELL, Endocrinology 63, 832 (1958). 
6, P. J .  AYRES, J .  EICHHORN, 0. HECHTER, N. SABA, J .  F. TAIT & S. A. S. TAIT, Actaendo- 

crinol. 33, 27 (1960). 
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ausgehend von Progesteron uber Cortexon und Corticosteron verlauft. Hierbei steht 
als letztes Glied zwischen Corticosteron und Aldosteron theoretisch das 18-Hydroxy- 
corticosteron zur Diskussion, sowie die Moglichkeit, dass dieser ubergang durch 
Glomerulotropin 7 beeinflusst werde. Diese Diskussion sowie die Tatsache, dass bei 
der experimentellen Biosynthese von Aldosteron aus Corticosteron bedeutende Men- 
gen von anderen Steroiden gebildet werden, veranlassen uns, iiber ein neues Steroid I 
zu berichten, das wir schon vor einiger Zeit in relativ guter Ausbeute aus Schweine- 
Kebennieren isolieren konnten und das sich direkt von 18-Hydroxycorticosteron 
ableitet . 

In rohen Corticosteron-Fraktionen aus Nebennierenextrakten fie1 bci der papier- 
chromatographischen Analyse ofters eine iihnlich wie Corticosteron laufende, steroid- 
artige Verbindung an (interne Rezeichnung A 59), die sich mit keinem der bisher aus 
Nebennieren isolierten Steroide identifizieren liess. Sie besass keine reduzierenden, 
wohl aber UV.-absorbierende Eigenschaften (240 mp-Region) und zeigte gelbe 
Natronlauge-Fluoreszenz. Ihre Isolierung erfolgte durch mehrfache Adsorptions- und 
Verteilungs-Chromatographie. Die Gesarntausbeute betrug etwa 80 mg pro Tonne 
tiefgefrorener Schweine-Nebennieren und entsprach somit derjenigen von Aldosteron. 

Die Analyse der leicht kristallisierenden Substanz A 59 stimmte am besten auf 
C20H2,0,. Das 1R.-Spektrum wies typische Banden fur Hydroxyl-, cx,@-ungesattigte 
Keto- und y-Lacton-Gruppen auf. Die Verbindung liess sich unter milden Bedingun- 
gen weder acetylieren noch mit Perjodsaure oxydieren ; die einzige Hydroxylgruppe 

/OH 
0 

C& \co CH, COOR 

wurde hingegen mit Chromtrioxyd zu einer, nach dem 1R.-Spektrum aliphatischen 
oder Sechsring-Ketogruppe dehydriert. Das Oxydationsprodukt I1 war erwarturigs- 
gemass im Papierchromatogramm bedeutend weniger polar als A 59; seine Farb- 

7, G. L. FARRELL, Physiol. Review 38, 709 (1958) 
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reaktionen entsprachen aber letzterem, mit Ausnahme der Natronlauge-Fluoreszenz, 
die einen blaulichen Ton annahm. Die erwahnten Befunde sprachen dafur, dass A 59 
neben einer d4-3-Ketogruppe eine 111-Hydroxygruppe besitzt. Die 2 restlichen Sauer- 
stoffatome waren in einer Funfring-Lactongruppe festzulegen; diese blieb bei dcr 
Einwirkung von Diazomethan in neutraler Losung unvcrandert. Bei der Behandlung 
mit methanolischer Natronlauge entstand eine Same 111, die von unverandertem 
A 59 papierchromatographisch abgetrennt und mit Diazomethan in einen relativ 
schwach polaren Ester IV ubergefiihrt wertlen konnte. 

Diese Ergebnisse lassen sich am besten interpretieren, wenn der Substanz A 59 
die Konstitution eines 3-0x0-I 1/3, 1K-dihydroxy-A4-atiensaure-lactons-(20 + 18) (I) zu- 
geteilt wird, wobei sich fur ihre Umwandlungsprodukte die Formeln 11, I11 und I V  
cxrgeben. Der Beweis fur diese Monstitution konnte durch Vergleich mit den total- 
synthetischen, racemischen Verbindungen I und I1 erbracht werden : Sie stimmten 
in ihren IZs-Werten, Farbreaktionen und Spektren im IR. mit unseren Substanzen 
iibercin. Das Diketolacton I1 wurde schon fruher von HAM et al. g, durch Partialsyn- 
these aus naturlichem Aldosteron gewonnen ; eine ubertragung dieser Reaktionen auf 
die racemische Reihc fiihrte jedoch bisher nicht zu den gewunschten ProduktenR). 

Diskussion 

Das Lacton I stellt gewissermassen eine durch Seitenkettenabbau stabilisierte 
Form von 18-Hydroxycorticosteron (V) dar. Letzteres ist bisher noch nicht in Nebcn- 
nieren nacligewiesen worden, sei es aus Stabilitatsgrunden an sicha), sei es, weil die 
Verbindung als Zwischenprodukt schnell weiterreagiert. Ob dieses Lacton seine 
Bildung einer biochemischen oder artifiziellen Reaktion verdankt, kann vorerst nicht 
entschieden werden ; wir halten ersteres fur wahrschcinlicher, da das durch oxyda- 
tiven Abbau von Aldosteron sehr leicht entstehende Lacton VI lo) bisher nicht ails 
dieser Nebennierencharge isoliert werden konnte lea). Ein anderes Lacton (VII), das 
bereits friiher aus tiefgefrorenen Schweine-Nebennieren gewonnen worden war 11), 

stellt die Halbketalform der Cortexon-18-siiure dar. 
Die Gewinnung von Lacton I aus Nebennieren-Extrakten weist auf das Vor- 

kommen von 18-Hydroxycorticosteron hin, womit die Lucke auf dem Wege von 
Corticosteron zu Aldosteron in erwarteter Weise geschlossen ware. Wenn auch gute 
Grunde dafur bestehen, dass der Hauptweg der Aldosteron-Riosynthese uber Corti- 
costeron fuhrt 6, und das Vorkommen von 18-Hydroxycorticosteron nun sehr wahr- 
scheinlich ist, so muss letzteres nicht vorwiegend oder nur aus Corticosteron entstan- 
den sein; es konnte sich z. B. nach Fig. 1 aus Progesteron auch iiber 18-Hydroxy- 

~ _ ~ ~ _ _ _  

8j  J .  SCHMIDLIN & A. WETTSTEIN, Helv. 43 (1960), in Vorbereitung. Die beiden racemischen 

Dj E. A. HAM, K. E. HAKMAN, N. C. BRINK & L. H. SARETT, J .  hmer. cheni. Soc. 77, 1637 
VcrLindnngen I und 11 sind in anderem Zusammenhang synthetisiert worden. 

(1955). 

RBICHSTEIN, Helv. 37, 1200 (1954). 
lea) Nach Mitteilung von Herrn Prof. T. REICHSTEIN konnte das Aldosteron-lacton VI 195.5 

von Herrn VON Euw aus einer Charge tiefgefrorener I~ inde r -~~beI In i e re~ i  in einer Ausbeute von 
1 mg/500 kg isoliert werden. 

lo) s. A. SIMPSON, J. F. ‘rAIT, A .  ~VETTSTEIN, R. NEHER, J. V. Euw, 0. SCHINDLEK & T. 

11) R. NEHER & A. WETTSTEIN, Helv. 39, 2062 (1956). 
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cortexon durch 1 I,&Hydroxylierung oder uber 1116-Hydroxyprogesteron und l lp ,  18- 
Dihydroxyprogesteron durch 21-Hydroxylierung bilden. Fur die erste dieser Moglich- 
keiten als alternativer Weg kann die Bildung von 18-Hydroxycortexon in Neben- 
nieren 2b) angcfiihrt werden, fur die zweite die Umwandlung von llp-Hydroxy- 
progesteron in Aldosteron 4a), die allerdings aucli iiber Corticosteron als Zwischen- 
stufe fiihren kann. Hicrbei ist zu erwalinen, dass es nun erstmals gelang, aus genuinem 
Schweine-Nebennierengewebe I 18-Hydroxyprogesteron und I I -Ketoprogesteron in eincr 
Ansbcutc von ca. 23 bzw. 25 mg pro Tonne zu isoliercn (vgl. cxpcrimcntcllcr Tcil). 

? 
Progesteron -+ Cortexon ---f 18-Hydroxv- -+ 1.acton 1 7 1 1  

cortexon c ,/’ 
/ 

11-Keto- 11b-Hydroxy- ---+ Cortico- /// 

progesteron progesteron stcron ,// 

/’ i k’ 

Ausser den in Fig. 1 skizzierten bestehen noch zwei weitere mogliche Biosynthese- 
wege, die nicht iiber Corticosteron fiihren. Sie setzen eine primare 18-Hydroxylierung 
von Progesteron voraus, wofiir aher zur Z i t  keinerlei experimentelle Refunde ange- 
fiihrt werden konnen. 

Formal liann 18-Hydroxycorticostcron - uncl damit das Lacton I - natiirlich auch 
als erster Katabolit auf dem Wege von Aldosteron zu dem Tetrahydro-Derivat VIII 
von ULICK & LIEBERMAN 12) aufgefasst werden ; dagegen spricht vorliiufig scin 
Fundort, die Nebenniere, deren Funktionen uberwiegend aufbauender und nicht 
abbauender Natur sind. Es ist immerhin denkbar, dass in den Nebennieren ein 
Gleichgewicht zwischen Aldosteron und 18-Hydroxycorticosteron besteht. 

Ausser den genannten isolierten Verbindungen, die fur die Abklarung der Bio- 
synthese des Aldosterons von Interesse sind, haben wir aus vereinigten Aldosteron- 
Mutterlaugen nach mehrfacher Chromatographie noch eine weitere Aldosteron- 
ahnliche Verbindung in einer Gesamtmenge von ca. 250 pg nachweisen konnen. Sie 
liess sich durch genaue papierchromatographische Vergleiche 13) als 17-iso-Aldosteror~ 
identifizieren. Das einheitliche, aber immer nocli amorphe Produkt zeigte keinerlci 
Natrium-retinierende Eigenschaften in den bei Aldosteron wirksamcn Dosen. Wir 

12) S .  ULICK & S. LIEBERMAN, J .  Amer. chern. Soc. 7.9, 6567 (1957). 
13) Die hierfiir verwendeten totalsynthctisclien, racemischen Verbindungen 17-iso-Aldosteron. 

11-Dehydroaldosteron und 18-Hydroxycorticostcron verdanken wir Herrn Dr.  J .  SCHMIDLIN. 
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glauben, class die gefundene Menge 17-iso-Aldosteron (0,1-0,2y0 des in dieser Charge 
vorliandenen Aldosterons) ein wahrend der langwierigen A~farbe i tungl~)  entstan- 
dencs Artefakt des natiirliclien Aldosterons darstcllt. 

Experimenteller Teil 
Isolievung von 3-0x0-I I g ,  l~ -d ihyr l voxy -~~- - i i t i ensa~ ive - l~cc to , z - (~O -f 78) (I) : Uiese Verbindung 

A 59 wurde aus verschiedcnen Fraktionen der Charge NN XI (Extrakt aus 2 Tonnen tiefgcfrore- 
ner Schweine-Nebenniereii, der friiher zur Gewiiinung anderer Stcroide gedient hatte'a), isoliert. 
Aufgearbeitet wurde z. B. in folgender Weise : 

Aus den Corticosteron-Mutterlaugen 9 I1 erhielt man nach 2maliger praparativer Papier- 
chromatographie mit Formamid/Benzol-Chloroform (1 : 1) und I-'ropylenglykol/Toluol nach dern 
friiher [14) S. 16731 beschriebenen Schema clas Abtropfeluat g. Ein Teil davon (782 mg) wurtle 
auf 60 Hlatt (19 x 37 cm) W H A T M A N - P ~ ~ ~ ~ ~  Xr. 1 mit Formamid/Benzol rechromatographiert, 
wobei Verbindung I von noch reichlich vorhandenem 11-llehydrocorticosteron und anderen Ver- 
bindungen abgetrennt und aus dem Eluat c (nnmittelbar hinter 11-Dehydrocorticosteron) in 
kristallisierter Form in eincr Ausbente von 11,2 mg gewonnen werden konnte. Die Abtrennung 
gelang auch im System Formamid/Benzol-Chloroform (1 : 1). 

Substanz I kristallisiert ails Aceton-:4ther in Kornchen vom Smp. 272-274" (Zers.) (Subl. 
ab ca. 250"). 

C,,H,,O, (330,41) Rer. C 71,89 H 7,940,/, Gef. C 72,75 H 7,93 N 07" 

Die schlechte Ubereinstimmung desC-Wertes diirfte durch die sehr kleine Einwage zu erklaren sein 
1JV.-Spektrum (C,H50H) : a,,, 241 mp, t' = 15800. 1R.-Spektruni (CH,Cl,, CHCl,, KHr) : 

Banden bei 2,72 p (Hydroxyl), 5,67 p (Lacton), 5,98 p, 6,lG p. (a,@-unges. Keton) ; typische A b  
sorption fur CH,CO-Seitenkette fehlte. 

Pupievchromatogvaphie: Zur Durchfiihrung vgl. 14)15) ; Abkiirzungcn fur Losungsmittel : 
P = Propylenglykol, F = Formamid, Be = Benzul, C p  == Cyclohexan, Di = Dioxan, To1 = 

Toluol, BW = Butanol-Wasser. Rs-Werte von A 59 (S = Corticosteron) : 
P/Tol 1,08; F/Be 1,17; F/Be-CHC1, ( 1 : l )  1,17; BL:80 1,16 

P/Tol eignet sich fur Lactone vom Typ I wegen zu geringer Loslichkeit (lange Flecke) wenigei- 
gut als die anderen Systeme. - Farbreaktionen : Natronlauge-~luoreszenz gelb, Dinitrophenyl- 
liydrazin sehr schwach gelb ; negativ mit Blautetrazolium, m-Dinitrobenzol, SbC1, und H,l'O4. 

3, I l-Dioxo-18-hydvoxy-A4-iitiensauve-lacton-(20 -f 78) ( I T )  : Nach Oxydation von Lacton I 
mit CrO, in Pyridin, aus  Aceton-Pentan in farblosen Prismen vom Smp. 214-219" erhalten. Die 
liarbreaktionen entsprachen denjenigen von Substanz I mit Ausnahme der gelben KaOH- 
Fluoreszenz, die einen charakteristischen bliiulichen Ton aufwies. Die Rs-CT:erte (S = Corti- 
costeron) sind: l'/Tol 3,60; F/Be 2,34; RUSH B,"' 1,78: BL1380 1,31. ?\us dem 1K.-Spektrum 
konnte der Verlust der OH-Bande und das Auftreten einer zusatzlichen Keto-Bande bei 5,83 11 
abgeleitet vierden. 

Isolierung von I la-Hydvoxy- zmd I I-Keto-pvogesteron : Die Isolierung der 1 ID-Hydroxy- 
verbindung gelang zaerst ebenfalls aus einer Fraktion der Nebennieren-Charge NN XI. Aus der 
dar t  beschriebenen Unterfralition 4 lron A I 16) wurde durch Zmalige Rechromatographie ail€ 

Papier ein einlieitliches Kristallisat abgetrennt, das sich nach Papierchromatographie, Misch-Snip. 
nnd 1R.-Spektrum als identisch mit autlientischem 1l~-IIydroxyprogestcro1i~~) erwies. Ilie 
Gesanitausbeute betrug mindestens 23 mg in der ganzen Fraktion. 

1 1B-Hydroxy- ebenso \vie 11 -Keto-progesteron konnte a.uch aus den B-Fraktionen der ge- 
nannten Extrakte18) erhalten werden, und zwar auf Gruncl mehrfacher Chromatographie, wie sie 

14) R. NEHER, P. DESAULLES, E. L'ISCHER, 1'. WIEL.4ND & A. \VETTSTEIN, Helv. 41, 1667 
(1958). 

15) R. NEHER, J .  Chromatogr. 7 ,  205 (1958). 
lo) Siehe Schema 3 auf S. 1672 und Tab. 3 auf S. 1688 in 14). 

17) Fur die freundliche Uberlassung von Vergleichsmengen ll/j-HS.clroxyprogest~ron danken 
wir den Herren Prof. T. KEICHSTEIN nnd J .  v. Euw bestens. 

Siehe S. 1671 in 14). 
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P/Cy-Be BUSH .....I- 1 17a-Hpdroxyprogesteron ID-Hydroxyprogesteron 0,64 0,86 0,OO 

I I P/Tol 1 F / H e  I F/CIICl, 
I , , I 

Aldosteron . . . . . . 2,55 1,20 2,25 
17-zso-Aldosteron . . . ~ 1,83 ~ 1,26 ~ 2,22 
Cartison . . . . . . . 2 , j l  1,95 2,39 

I I 

Die Analyse verdanken wir Herrn Dr. H .  GYSEL, die IK-Spektrcn den Herren Dr. E. GANZ 
und T)r R .  ZORCHER. Fur die hiologische Priifiing daiiken wir Herrn Dr. P. L)ES.AULLES und f i n  
die Hilfe bei der Papierchromatographie Herrn E. V O N  ARX bestcns. 

SUhIXr1RY 

The isolation of a C,,-steroid lactone from hog adrenals and its structural elucida- 
tion as 3-oxo-11@, 18-dihydroxy-d4-etienic acid lactone-(20+18) is described. From 
the same source lip-hydroxyprogesterone, 11-ketoprogesterone, and 17-iso-aldoste- 
rone have been obtained for the first time. 

The relationship of the new lactonc to 18-hydroxycorticosterone and the r81e of 
the latter as hypothetical intermediate in the biosynthesis of aldostcrone are clis- 
cussed, as well as the significance of the occurrence of the other compounds isolated. 

Forschungslaboratoricn der cIBA\ AKTIENGESELLSCHAFT, Basel 
Pharmazeutische Abteilung 

~~~ ~ 

19) I t .  XEHER & A. \T’ETTSTEIN, Hclv. 43 (1960), in Vorbereitung. 
2n) V. K. MATTOX & M. L. LEWRART, Arch. Biochemistry Biophysics 76, 362 (1058). 
21) P. S. CHEN, 1%. 1’. SCHEDL, G. KOSENFEI.L) & P. C. T ~ K T T E R ,  Proc. Soc. exper. Biol. hled. 

97, 683 (10.58). 


