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b) Saure Phosphatase des méannlichen Urins bei verschiedenem pH: Ansitze wie
oben ergeben mit 0,5 ml Urin bei:

pH 4,2 4,4 4,6 5,0 5,4 5,8

AE/Min. 0,080 0,085 0,085 0,082 0,070 0,068

¢} Saure Phosphatase des weiblichen Urins: Ansatz wie oben ergibt mit 0,6 ml
Urin bei pH 5 ein A E/Min. von 0,010 und 0,013 (zwei verschiedene Fraktionen von der
gleichen Person; Reihenmessungen liegen keine vor). Fluoridzusatz inaktiviert voll-
stiandig!

SUMMARY.

A rapid and very sensitive spectrophotometric method for the
determination of the acid and alkaline phosphatases is given, using
o-carboxyphenyl-phosphate as a substrate. This compound has been
purified and characterized by its melting point and absorption spectra
in aqueous solutions of different pH. Hydrolysis of the ester can be
followed continuously by measuring the increase of extinction at
298 muy.

Some data are given for acid phosphatase in urine.

Einer der Verfasser (H.B.) dankt der Stiftung fiir Stipendien auf dem Gebiete der
Chemie fiir ein Stipendium, welches ihm die Durchfithrung dieser und zwei weiterer Ar-
beiten in USA. gestattet hat. Sein Dank gilt auch der Universitit Wisconsin fiir die ihm
erwiesene Gastfreundschaft sowie Herrn Prof. P. P. Cohen und den iibrigen Mitgliedern
des Departements fiir Physiologische Chemie fiir das dieser Arbeit entgegengebrachte
Interesse. Einige wenige Messungen wurden im University Laboratory of Physical Chemistry,

Harvard University, und im Department of Physiclogical Chemistry, Pennsylvania Univer-
sity, ausgefiihrt.

Department of Physiological Chemistry, Medical School,
The University of Wisconsin, Madison, Wis., U.S.A.

115. Zur Synthese von radioaktivem Progesteron

von Marcel Gut.
(12. V. 53.)

Fiir biologische Versuche bendétigten wir in grosserer Menge radio-
aktives Progesteron, dessen radioaktives Kohlenstoffatom Glied
eines Ringes sein sollte. 3- und 4-1%C-Progesteron sind bereits von
Heard und Mitarbeiter!) beschrieben worden, wobei die Radio-
aktivitit in die Atiocholensidure eingefithrt und dann die Seitenkette
auf bekanntem Weg aufgebaut wurde. In dieser Methode wurden

1) R. D. Heard & P. Ziegler, Am. Soc. 72, 4328 (1950).
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die letzten drei Stufen am radioaktiven Produkt ausgefiihrt, deren
Ausbeute insgesamt ungefihr 50 9%, betrigt, was die Gesamtausbeute
(auf radioaktives Ausgangsmaterial bezogen) auf ca. 20 %, brachte.
In dem hier beschriebenen Verfahren eriibrigte sich der Aufbau
der Seitenkette, Offnung des Ringes A von Progesteron (I) mit Ozon
gab in guter Ausbeute die bekannte Ketosdure II'), die mit Essig-
siureanhydrid und Acetylchlorid lactonisiert wurde, wobei gleich-
zeitig die 20-Ketongruppierung ins KEnolacetat umgewandelt wird.

CH, CH, CH,
|

=0 =0 - c=0
e (e,
. N 1
/\f/ v N i VSR ANV
| |
o/ HOOO A\ AT A%

I F. 1290 I F.173° I F. 1570
[+192 Et]2) \ [+108 An]?) I [~2 An]

ey

AT
IV F.178°
[~72 An]

Ac = CH;CO—. Die Zahlen in eckigen Klammern geben die auf ganze Grade auf-
oder abgerundete spez. Drehung fiir Na-Licht in folgenden Losungsmitteln an:
An = Aceton, E = Athanol.

An diese Verbindung I'V konnte nun nach dem Verfahren von Twurnert)
Phenylacetat angelagert werden. Hydrolyse, Decarboxylierung und
Ringschliessung wurden ohne Isolierung der Zwischenstufen am
rohen Kondensationsprodukt ausgefithrt, wobei schliesslich nach
Reinigung durch Chromatographie Progesteron mit 259, Ausbeute
(bezogen auf Phenylacetat) erhalten wurde®).

1

) T. Reichstein & H. Q. Fuchs, Helv. 23, 676 (1940).
2y A. Butenandt & J. Schmidt, B. 67, 2088 (1934).

3) T. Reichstein & H. Q. Fuchs, Helv. 23, 676 (1940).

4 R. B. Twrner, Am. Soc. 72, 579 (1950).

5) Inzwischen hat Dr. G.I. Fujimoto uns freundlichst mitgeteilt, dass er seine
Methode®) auf das Lacton IV angewendet hat, was die Ausbeute an 4-4C-Progesteron
auf 45%, (berechnet auf 4CH,J) brachte,

8) G. I. Fujimoto, Am. Soc. 73, 1856 (1951).
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Die Ausfiihrung dieser Arbeit wurde teilweise durch Mittel der Americon Cancer
Society ( Massachusetts Division, Inc.), Public Health service, Grant No. A—427, und
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Experimenteller Teil.

(Alle Smp. sind auf dem Fisher John's-Block unter dem Mikroskop bestimmt.
Trocknung von Substanzproben zur Analyse und Drehung immer 4 Std. im Hochvakuum
bei 509.)

5,20-Diketo-3, 5-seco-4-norpregnan-3-carbonsdaure (II)!). 10 g Pro-
gesteron?) wurden in einem Gemisch von 12 em® Chloroform und 30 em® Athylacetat
gelost, 1,5 cm® mit Kisessig versetzt und bei — 75° mit 1,3 Mol Ozon oxydiert (Strémungs-
geschwindigkeit 50 cm3/Min.). Dann wurden dem Gemisch 5 om?® 30-proz. Hydrogen-
peroxydlosung zugegeben und 15 Std. unter gelegentlichem Schiitteln im Eiskasten stehen-
gelassen. Die Mischung fiarbte Kaliumjodid-Stirke-Papier noch blau und wurde hierauf
bei 25% im Vakuum zur Trockne gedampft. Der élige Riickstand wurde in Chloroform-
Ather gelost und die Losung mit kleinen Portionen 2-n. Sodalésang ausgezogen, bis diese
beim Ansiuern keine Ausscheidung mehr gaben. Aus der Chloroform-Atherlgsung wurden
nach Eindampfen und Umkristallisieren 1,5 g Progesteron erhalten. Die Sodalésung
wurde mit 4-n. Schwefelsdure angesiduert, wobei die rohe Ketosdure ausgefiallt wurde.
Diese wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen, getrocknet und schliesslich aus Aceton-
Ather unter Zugabe von Pentan zweimal umkristallisiert. Die Ausbeute an farblosen
Prismen vom Smp.172—174° betrug 5,9 g.

5-0xy-20-keto-3,5-seco-4-norpregnen-(5)-3-sdure-lacton : (3:5) (III).
Die Liosung von 3 g Ketosdure 1T in 25 em? Essigsiureanhydrid und 2,5 g wasserfreiem
Natriumacetat wurde unter Feuchtigkeitsausschluss 2 Std. unter Riickfluss zum Sieden
erhitzt, wobei die Apparatur mit Stickstoff gespiilt wurde. Hernach wurde das Essigsaure-
anhydrid bei 60° im Vakuum weggedampft, der Riickstand in Ather aufgenommen, die
Atherlosung mit 2-n. Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen, iiber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und schliesslich zur Trockne gedampft. Der kristallisierte
hellbraune Riickstand wurde @ber Silica Gel®) chromatographiert, wobei die Fraktionen
mit Benzol-Ather (20:1) 1,76 farhlose Prismen vom Smp. 157—158° lieferten. [ac]%L =
~2,20 1 20 (¢ = 0,929 in Aceton).

18,601 mg Subst. zu 2,0021 em?®; I =1 dm; aff = —0,02° 4 0,02°
5,050 mg Subst. gaben 14,065 mg CO, und 4,010 mg H,0
CyH 05 (316,43) Ber. C 75,91 H 8,92%  Gef. C 7598 H 8,88%

Ketosaure IT aus ITI. 100 mg III wurden mit wenig Methanol benetzt, mit 15 em?
1-n. Natronlauge versetzt und auf dem Wasserbad erwiarmt, bis die Losung klar war.
Dann wurde angesiuert, die ausgefallte Saure mit Ather ausgezogen und der Atherextrakt
mit Wasser géwaschen, getrocknet und eingedampft. Nach zweimaligem Umlosen wurden
91 mg Ketosiiure erhalten, die bei 172—173° schmolzen; Misch-Smp. mit authentischem
Material ebenso.

5-0xy-20-acetoxy- 3, 5-seco-4-norpregnadien-(5,17)-3-sdure-lacton-
(3:5) (IV) aus I1. 3,0 g der Ketosiure II wurden mit 20 cm?® Essigsiureanhydrid und
10 em3? Acetylchlorid wahrend 28 Std. (Feuchtigkeitsausschluss, Stickstoff) unter Riick-
fluss zum Sieden erhitzt. Die Losungsmittel wurden im Vakuum bei 50° abgedampft und
der braunliche, kristalline Riickstand iiber Silica Gel chromatographiert. Die mit Benzol-
Ather (5:1) erhaltenen Fraktionen gaben nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather 1,5 g
farblose Prismen vom Smp. 170—180°. Wiederholtes Umlésen verbesserte den Smp. kaum.

1) T. Reichstein & H.G. Fuchs, Helv. 23, 676 (1940).

) Der Chemical Specialties Co., Inc., New York, sei hier nochmals fiir die Uber-
lassung des Progesterons gedankt.

3) The Davison Chemical Corp., Kerngrésse 100—200.
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Eine kleine Probe wurde durch Destillation in Molekularkolben in ein Sublimat und
einen Riickstand getrennt. Der Riickstand gab aus Aceton-Ather lange Prismen vom
Smp. 172—175°% Das Sublimat (0,03 Torr, 1809 kristallisierte aus Aceton-Ather-Pentan
in derben, farblosen Prismen vom Smp.178—180°. Die IR.-Spektren!) des Sublimats
und des Riickstandes waren identisch und beide Priparate gaben gleiche Analysenwerte
und Drehungen. [a]QDf’ = —71,91° 4- 20 (¢ = 1,084 in Aceton).

21,710 mg Subst. zu 2,0021 ecm®; I = 1 dm; oy = ~0,78° + 0,020
4,210 mg Subst. gaben 11,300 mg CO, und 3,220 mg H,0
CyoHy04 (358,46) Ber. C 73,71 H 8,449, Gef. C 73,94 H 8,45Y%,

5-0Oxy-20-acetoxy-3,5-seco-4-norpregnadien-(5,17)-3-sdure-lacton-
(3:5) (IV)yaus IIL 500 mg III wurden mit 5 cm3 Essigsiiureanhydrid und 3 cm3 Acetyl-
chlorid unter Feuchtigkeitsausschluss 36 Std. unter Riickfluss gekocht. Die Aufarbeitung
war genau dieselbe wie oben beschrieben. Nach dem Chromatographieren wurden 340 mg
farblose Prismen vom Smp. 171—182° erhalten.

Ketosdure IT aus I'V. 100 mg IV wurden unter den gleichen Bedingungen ver-
seift, wie sie fiir die Verseifung von IIT beschrieben sind (siehe weiter oben). Aus Aceton-
Ather wurden 87 mg Sauren isoliert, die bei 172-174° schmolzen; Misch-Smp. mit authen-
tischem Material ebenso.

Progesteron (I) aus IV. 180 mg Natriumhydrid, 500 mg Lacton-enolacetat IV
und 230 mg 1-14C-Phenylacetat?) mit einer Aktivitit von 981 Imp./Min./mg wurden unter
Feuchtigkeitsausschluss in einem 7 cm® Benzol enthaltenden Rundkolben eingewogen.
Das Gemisch wurde 48 Std. unter Stickstoff magnetisch geriihrt; dann wurde unter Kiih-
lung mit 2-n. Salzsiure angesiuert, mit Ather extrahiert, der Atherextrakt mit Wasser
gewaschen, iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und schliesslich im Vakuum ein-
gedampft. Fliichtige Reaktionsprodukte wurden im Vakuum entfernt!). Der Riickstand
wurde mit 15 em? Eisessig und 1,5 cm? konzentrierter Salzsiure versetzt und drei Tage
unter Stickstoff bei 35° stehengelassen. Hierauf wurden Salzsiure und Eisessig bei 20°
im Vakuum abgedampft und der Riickstand in Ather aufgenommen. Die Atherlésung
wurde mit 2-n. Sodalésung und mit Wasser gewaschen, tiber wasserfreiem Natrinmsulfat
getrocknet und eingedampft. Der 6lige Riickstand wurde dann iiber Silica Gel chromato-
graphiert, wobei ans den Benzol-Ather-Fraktionen (6:1) 134 mg 3-14C-Progesteron vom
Smp. 120—1310 erbalten wurden, deren Aktvitat 373 Imp./Min./mg betrug. Die Misch-
probe mit authentischem Progesteron gab keine Smp.-Erniedrigung und die IR.-Spektren
der beiden Proben stimmten iiberein.

Die Mikroanalysen wurden vom Schwarzkopf Microanalytical Laboratory, Wood-
side 77, N.Y. ausgefithrt.

SUMMARY.
A synthesis for radioactive progesterone is described.

The Worcester Foundation for Experimental Biology,
Shrewsbury, Mass.

1) H. Rosenkrantz & M. GQui. Manuskript zum Druck eingesandt.
%) R. B. Turner, Am. Soc. 72, 579 (1950).






