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verblicben 260 mg Neutralteile vom Smp. 180°. Nach chromatographischer Reinigung auf Alu-
miniumoxyd schmolz das Produkt bei 198,5-200°. Es wurde zur Analyse aus Methylenchlorid-
Ather umkristallisiert und dann im Hochvakuum bei 170° sublimiert. [a]3 = —61° + 1,5° (c =
0,459 in Feinsprit). UV.-Spektrum: max 287 my; log ¢ = 1,8 (in Feinsprit).

CgHyOy  Ber. C 7445 H 9,03% | 3  Gel C 74,45 H 9,00% [72,93

130 mg Ozonisationsprodukt wurden in einer 2,5-proz. Lésung von Kaliumhydroxyd in
Methanol 2 Std. unter Riickfluss gekocht. Nach der iiblichen Aufarbeitung und nach chromato-
graphischer Reinigung des Neutralproduktes wurde das Ausgangsmaterial unverindert (Smp.
199-201°) zurlickerhalten.

Zur Isolierung der Oxalsdure wurden die ammoniakalischen Ausziige zuerst 10 Min. zur Ent-
fernung des Issigesters gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde mit verd. Salzsiure angesiuert
(Indikator Methylrot) und die Loésung bei etwa 80° mit Calciumchlorid versetzt, dann mit verd.
Ammoniak ncutralisiert und stehengelassen. Das ausgeschiedene Calciumoxalat wurde auf einer
tarierten Glasnutsche abfiltriert, mit wenig Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und nach 10-
stiindigem Trocknen gewogen. Ausbeute 141,5 mg Ca(COO),,H,0. Der Niederschlag wurde dann
in Salzsdure gelost, filtriert, und die Oxalsdure im Extraktionsapparat nach KUTSCHER-STEUDEL
mit Ather extrahiert. Der Riickstand des Atherextraktes wurde sublimiert: 60 mg wasserfreie
Oxalsdure vom Smp. 187-189°, die mit authentischer Oxalsiure (Smp. 189°) keine Smp.-Ernie-
drigung zeigte und einen positiven Indophenol-Test gab.

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung (Leitung W. MANSER) aus-
gefiihrt. Die IR.-Absorptionsspektren wurden von Herrn A, HUBsCHER auf einem Barirp-Spektro-
graphen, Mod. B, aufgenommen.

SUMMARY

The degradation of diketocassenic acid with ozone yields a triketone C;gH,04
and oxalic acid.
Organisch-chemisches Laboratorium der
Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich

10. Neue l6a-Hydroxysteroide aus menschlichem Urin
und aus Schweine-Nebennieren. Isolierung, Konstitution, Synthesen
Uber Steroide, 156. Mitteilung?)
von R. Neher, Ch. Meystre und A, Wettstein
(28. XI. 58)

Vor kurzem haben wir die Isolierung eines neuen Steroides, des 38, 16a-Dihydroxy-
allopregnan-20-on (XV), aus Schweine-Nebennieren beschrieben?). Dieses Steroid
verursachte unter besonderen biologischen Bedingungen an der adrenalektomierten
minnlichen Ratte erhthte oder beschleunigte Natriumausscheidung; es wurde daher
provisorisch als SEI' (Sodium excreting factor) bezeichnet. Auf Grund einer Hypo-
these von WiLkINS & Lewis?) zur Erkldrung des adrenogenitalen Salzverlust-

1y 155. Mitteilung: R. NEHER, P. DEsavrLLes, E. Viscuer, P. WiELAND & A. WETTSTEIN,
Helv. 41, 1667 (1958).

%) L. WiLkins & R. A. LEwis, Trans. 17th Meet. Conf. on Metabol. Aspects of Convalescence,
J. Macy, Jr. Found. New York, 1948, 168.
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syndroms® sowie der in gleiche Richtung weisenden Befunde von PRADER, SPaHR
& NrHERY) iiber die Aldosteronausscheidung in solchen Fillen haben wir schon
frither versucht, aus Urin eines dieser Patienten (B. M.} cinen dhnlichen Faktor zu
isolieren, was uns vor einiger Zeit auch gelungen ist1)?). Die kiirzlich erschienene Ar-
beit von KLEIN und Mitarbeitern®) iiber den biologischen Nachweis einer natrium-
diuretischen Fraktion aus Urin von Neugeborenen?) veranlasst uns, die Versuche
zur Isolierung des erwahnten Faktors aus Urin von Patienten mit adrenogenitalem
Salzverlustsyndrom néher zu beschreiben und iiber seine Konstitution und Synthese
zu berichten.

Isolierung aus Urin

Auf Grund der bereits kurz beschriebenen?) und zahlreicher anderer Vorversuche
mit Harn und der bei der Isolierung von SEF aus Nebennieren gewonnenen Er-
fahrung wurde unter stindiger biologischer Kontrolle Urin von 2 weiteren Patienten
(B.U., F. R.) mit klinisch kompensiertem, congenitalem adrenogenitalem Salz-
verlustsyndrom auf folgende Weise aufgearbeitet:

Zunichst extrahierte man gemiss Schema 1 die freien und konjugierten Steroide
nach Epwarps, KELLIE & WADE?®), 16ste den Rohextrakt in Wasser, extrahierte
einmal ohne Hydrolyse (A), dann nach enzymatischer (B) und schliesslich saurer
Hydrolyse (C) und teilte die einzelnen Extrakte in neutrale (n) und saure (s) Anteile
auf. In der Folge zeigte lediglich der enzymatisch hydrolysierte Neutralextrakt Bn
bei der biologischen Testierung eine natriuretische Wirkung, so dass hier nur von
diesem die weitere Aufarbeitung nach Schema 2 beschrieben wird. Nach Behandlung
mit GIRARD-Reagens T?) befand sich die wirksame Substanz im ketonischen Anteil
(«Keton I»); sie liess sich ebenso wie die Hauptmenge des letzteren mit Digitonin
nicht {illen, im Gegensatz zum 3f,16a-Dihydroxy-allopregnan-20-on (XV) aus Ne-
bennieren?).

Der ketonische, nicht fiallbare Anteil’®) wurde anschliessend mit Hilfe des roten
Leitfarbstoffes F, hintereinander in 4 verschiedenen Systemen priparativ papier-
chromatographiert {in Schema 2 sind die biologisch wirksamen Zonen schraffiert
dargestellt). Beim ersten Chromatogramm (F/Be-CHCl,) befand sich etwa die Hilfte
der eingesetzten Menge in Fraktion b,, die noch zahlreiche Komponenten enthielt.
Eine davon, Verbindung I11, liess sich im zweiten Chromatogramm (Propylenglykol/
Toluol) aus Fraktion ¢, abtrennen und in kristallisierter Form isolieren. Fraktion b,
enthielt ferner noch die Verbindungen I, IT und IV, aber kein XV; letzteres hitte
sich nach seinen chromatographischen Eigenschaften hier befinden miissen, falls die

3) Uber die verschiedenen Bezeichnungen dieses Krankheitsbildes vgl. A. PRADER, Schweiz.
med. Wochenschr. 86, 289 (1956).

4} A. PrRADER, A. Sparr & R. NEHER, Schweiz. med. Wochenschr, 85, 1085 (1955).

5 A. WEerTsTEIN, Verhandlg. Schweiz. naturforsch. Ges. 136, 22 (1956).

6) R. KreiN, P. Tavior, C.Papaparos, Z. Laron, D. KeerLg, J. Fortunato, C. BYERS
& C. Brruinas, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 98, 863 (1958). Herr Dr. R. KLEIN hat uns von seinen
Arbeiten freundlicherweise schon vorgangig dieser Publikation Kenntnis gegeben.

) R. KiEIN, P. TavLor, Z. LaroN, C. Papabatos, J. FortunaTo & C. BYErs, Amer. J.
Dis. Childr. 93, 79 (1957).

8) R. W. H. Epwarps, A. E. KeELLIE & A. P. WaDE, Memoirs Soc. Endocrinol. 2, 53 (1953).

9 A.GIrarRD & G. SaNDULESco, Helv. 19, 1095 {1936).

10} In weiteren Ansitzen wurde auf die Behandlung mit Digitonin verzichtet.
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Schema 1
Uyin-Extraktion

11 1 Urin, pH 6,3 (Patient B. U., Charge 4)
versetzen mit 5,5 kg (NH,),S0O,, Extraktion mit 3x 11 1 Ather-Athanol (3:1)

A
Rohextrakt: 55,49 g
losen in 1 1 Wasser, Extraktion mit CHCl,,
Neutralwaschen mit Salzsdure, Wasser und Sodalésung

s

l unhydrolysievtey Extraktion der angesduerten
} Neutvalextvakt An: 0,832 g Waschwasser, saure Anteile
v : As

wisserige Losung,

enzymatische Hydrolyse bei pH 4,6 mit 1 Mio. E g-Glucuronidase
aus Helix pomatia. Extraktion mit CHCIy,

Neutralwaschen mit Salzsdure, Wasser und Sodaldsung

B

v v

enzymatisch hydrolysievter saure Anteile

i Neutvalextrakt Bn: 1,847 g Bs

wasserige Losung,

saure Hydrolyse mit 10 Vol.-9, konz. HCI, 20°, 24 Std.
Extraktion mit CHCIL,,

Neutralwaschen mit Salzsdure, Wasser und Sodaldsung

C
sauer hydvolysievtey saure Anteile
l Neutralextrakt Cn: 0,294 g Cs

wasserige Losung verworfen

Digitoninfillung durch Verunreinigungen verhindert worden wire. Die Aufspaltung
von Fraktion b, im System Formamid/Benzol lieferte aus Fraktion d, ein weiteres
Kristallisat, Verbindung II. Die Auftrennung der wirksamen, aber noch uneinheit-
lichen Zone c; gelang weitgehend in einem 4. Chromatogramm (Busu Bj), wobei
schliesslich die Verbindungen I und IV in kristallisierter Form anfielen. Zur volligen
Reinigung musste die Chromatographie in cinzelnen Systemen gelegentlich wieder-
holt und noch in geringer Menge vorhandenes nicht-ketonisches Material durch
neuerliche Umsetzung mit GiRarD-Reagens T entfernt werden.

Der bei der Girardierung des Neutralextraktes Bn anfallende nicht-ketonische

Anteil bestand im wesentlichen aus dem bekannten Pregnan-3e,17¢,20«-trioltl),
das wir in relativ grosser Menge isolierten.

) H. L. MasoN & L. J. KEPLER, J. biol. Chemistry 161, 235 (1945).
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Schema 2

135

Fraktionievung des enzymatisch hydrolysievten Neutralextraktes Bn (vgl. Schema 1)

Girardierung

f Hydrolyse mit 1G Vol.-%, konz. HCI

I

¥ kurz 24 Std.
nichtketonischer

Anteil Keton I Keton 1I
ca. 65% ca. 30% 1-29,
2-proz. Digitonin in 90-proz. Athanol
|
v v

wnickt fallbarer Anteil

ca. 999, (3a-Hydroxysteroide)

fallbarer Anteil
(3 8-Hydroxysteroide)

¢ < 19,
praparative

Papierchromatographie

1. System: Formamid/Benzol-CHCl, (1:1)
ca. 10 mg/Blatt

2. System: Propylenglykol/Toluol
ca. 5 mg/Blatt

2y
H 0,35 L .
‘ by T— Verbindungen
0,60 Lill I4+II+1V
¥y JP‘ 'l‘)ll’ Co  —> Verbindung I11
! NN 0,85
1,00 4~—----nm—o F,
cy q,
Front , L
Durchlauf

N

4. System: BUsH By
ca. 1-2 mg/Blatt

3. System: Formamid/Benzol
ca. 2-3 mg/Blatt

Ry, < Ry,
ag
0,25
0,65 by
a, -] Verbindung IV 0,50 TTTT
1,00 F; i ¢ +1— Verbindungen I +1V
1Tl . 3
b, > Verbindung I 0,78 1l
1,35 LIl d, —{> Verbindung 11
1,00 i Fy
€3
Durchlauf Durchlaufl
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F/Be P/Tol B, E,
1 2 3 4 56 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

v v ¥ v
Durchlauf Durchlauf Durchlauf Durchlauf
No. 1-6 siehe Tab. 1 Fig. 1

Tabelle 1. Chromatographisches Vevhalten von 3,16-Dihydroxy-pregnan-20-onen
bew. Verbindungen I-IV

Rp, -Werte (Fg = roter Azofarbstoff) ¢)
F/Be| P/Tol| B, | E, |DNPH#)]| SbClp) |DNBe)

1| 38,16a-Dihydroxy- allopregnan-

20-on (= SEF, XV) . . . 065|044 | 0,77]|1,50] + blaud) -
21 3a,160-Dihydroxy-pregnan-20-on

(= Verbindung I}f) . . . 10,72 0,51 [ 1,06 2,08 + blaud) -
3 | 3«,16a-Dihydroxy-allopregnan-

20-on (= Verbindung I1II) . . |0,89] 0,71 |1,29] 2,08 + blaud) -
41 38, 16oc—D1hvdroxy pregnan -20-on

(XIX) . . . | 1,00 0,75 |1,17|1,9 + blaud) -
5 Verbindung IT. . . . . . . . |0,84] 0,45 [1,06] 2,10 + blau- -

violett
Verbindung IV . . . . . . . 10,71} 0,56 {0,991} 1,94 + hell- rot

38,168-Dihydroxy-allopregnan- violettt)
20-on (= 16-is0-SEF, XXIV) . |0,64| 0,44 [ 0,76| 1,32 + blaud) -

8 | A%-33,16a-Dihydroxy-pregnen-

20-on (= AS.SEF, XXXII) . . |0,62] 0,39 [0,69{1,40| + | gelb- -
9 | A°-38,16f-Dihydroxy-pregnen- orange
20-on (=A45%16-1s0-SEF, XX XIII) | 0,60| 0,39 | 0,65]|1,25 + gelb- -
orange

) Dinitrophenylhydrazin.

b) Fluoreszenz bei 360 myu.

¢} alkal. m-Dinitrobenzol (ZIMMERMANN).

) Je nach Konzentration der Substanz und angewandtem Losungsmittelsystem kann die

Fluoreszenz auch gelb sein.

¢} Die Relation zu Corticosteron oder Cortison ergibt sich ohne weiteres aus Tab. 1 in1); Losungs-
mittelsysteme s. Exp. Teil.

) Die 16p-isomere Verbindung X war papierchromatographisch praktisch nicht von I unter-
scheidbar.

8) Sehr schwach.
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In Fig. 1 und Tab. 1 ist das relative chromatographische Verhalten von SEF
(XV), seinen Stereoisomeren und den Verbindungen I-IV wiedergegeben. Wahrend
sich die am C-Atom 3 und 5 stereoisomeren Verbindungen durch ein- oder mehrfache
Chromatographie in diesen Systemen trennen lassen, ist dies bei den nur an C-16
isomeren Verbindungen nicht der Fall; letztere weisen auch sonst viele untereinander
ahnliche Eigenschaften wie Smp., Léslichkeit und IR.-Transmission auf. Von den
Verbindungen I-1V erwies sich 1 als natriuretisch wirksam, aber nur in etwa 20fach
héherer Dosis als der sehr dhnlich wandernde SEF aus Nebennieren. Ausserdem
zeigte Verbindung II eine gewisse diuretische Wirkung. Verbindungen III und IV
crwiesen sich in den gepriiften Dosen als inaktiv12).

Konstitution und Synthese
Verbindung I (Smp. 209-212°), die in einer Ausbeute von einigen Milligrammen
pro 10-151 Urin isoliert werden konnte, absorbierte nicht bei 240 mu und war nicht
reduzierend. Das chromatographische Verhalten, die Farbreaktionen, die leichte
vollige Acetylierbarkeit, das Ergebnis der Verseifung des Acetates (vgl. 1)) sowie die
IR.-Spektren (Fig. 2a und b) liessen das Vorliegen eines zu XV sehr dhnlichen Di-
hydroxyketosteroides vermuten. Das Verhalten gegeniiber Digitonin sowie die IR.-
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Fig. 2. IR.-Spektven von 3u, 10 a-Dihydroxy-pregnan-20-on (I)
Das Spektrum in KBr weist eine interessante Doppelstruktur der 20-Keto-Bande auf. Das
Material wurde regeneriert; es erwies sich nach Smp. und Papierchromatographie als véllig un-
verandert und gab in CHCl; nur eine normale einfache Bande im Doppelbindungsbereich (vgl.
hierzu auch 13)).

12) Wir danken Herrn Dr. P. DESAULLES bestens fiir die Ausfithrung der zahlreichen biolo-
gischen Testierungen, itber deren Ausfiihrung spiter berichtet wird.

13) R. N. Jones & K. DoBRINER, Vitamins and Hormones 7, 310 (1949); H. ROSENKRANTZ
& 1.. ZaBLow, Analyt. Chemistry 25, 1025 (1953).
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Spektren der freien und acetylierten Verbindung sprachen fiir ein 3a-Hydroxy-54-
steroid. Durch Vergleich mit dem darauf partialsynthetisch hergestellten 3u, 76a-
Dihydroxy-pregnan-20-on und seinem Diacetat im Misch-Smp., Papierchromato-
gramm, [R.-Spektrum sowie im biologischen Test liess sich fiir Verbindung I tat-
sichlich diese Konstitution beweisen.

Damit diirfte das 3«,5§-Isomere (I) des Nebennieren-SEF (38, Sa-Isomeres, XV)
das natriumdiuretische Prinzip der untersuchten Urinproben von 3 Patienten mit
latentem congenitalem adrenogenitalem Salzverlustsyndrom darstellen. Von I war
in den Nebennieren keine Spur zu finden gewesen. Ebensowenig konnte aus Urin,
trotz grosser Bemiihungen, der Nebennieren-SEF XV isoliert werden und zwar
weder aus den mit Digitonin fillbaren noch den unféillbaren Anteilen. Eine chromato-
graphisch sich identisch verhaltende Verbindung wurde lediglich in einem Fall (B. M.,
Charge 6) in kleinster Menge nachgewiesen.

Die Synthese von Verbindung I ging von 4%-3x-Acetoxy-pregnen-20-on14) (VI)
aus, welches durch Bromierung von 3w-Acetoxy-pregnan-20-on zum 17x-Brom-
Derivat V und Bromwasserstoff-Abspaltung bereitet worden war. VI wurde in das
16,17¢-Epoxyd VII und weiter durch Reduktion mit Chrom(II}-acetat in das
gewlinschte 3u, 16a-Dihydroxy-pregnan-20-on (I) vom Smp. 211-213° iibergefiihrt.

CHg

[ ) B‘ Py-LiCl
/\/

AcO~ \/1

CH, CH3 CH,
i |
o co
N H,0, crl N
A weor ) g B
[ '/ P (\(/\/\ ‘ N OH
AcO~"~_~ HO~ k/\/ ;
i’\IB A
CH, CH, CH,
| |
co co co
SN Ly H,/Pd ~ K,CO, PN
— — ]
N ‘ NN N0H \‘/\/\/\OH
Ac()f‘J\// ~. Ac()/k/ ™~ HO~ K/
H VIIT H

Das vergleichsweise synthetisierte 165-Isomere X war in missiger Ausbeute aus-
gehend von VI tiber die 165-Hydroxy-17a-brom-Verbindung VIII und das 3-Mono-
acetat IX erhdltlich. Papierchromatogramme und IR.-Spektren von I und X unter-
schieden sich praktisch nicht, hingegen zeigte das Gemisch der Isomeren eine Smp.-
Erniedrigung.

14) R. E. MARKEER, J. Amer. chem. Soc. 62, 3350 (1940).
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Die von 1 am schwersten trennbare und nur in geringerer Ausbeute erhaltene
Verbindung IV (vom Smp. 188-196°) zeichnete sich durch rétliche ZIMMERMANN-
Reaktion aus, besass aber, wie aus dem IR.-Spektrum ersichtlich (Fig. 3), keine
17-Ketogruppe; Reduktionsvermégen und UV.-Absorption bei 240 mg fehlten.

4000 3000 2000 1500 1000 900 800 700 cm-!

L |

100

80

| | |
T A
ém ij\ \ANML'\/A/{V ‘ \‘ |
° i A W‘ | L
RN

2 3 4 S 6 7 8 9 10 M 12 12 W% 15
Yig. 3. IR.-Spektrum von Verbindung IV in KBr

Diese Verbindung ist aus Substanzmangel vorlaufig nicht weiter untersucht worden.
Dasselbe gilt fiir Verbindung 11 (vom Smp. 204-210°), die in ebenso geringer Aus-
beute wie IV anfiel. Obwoh!l ithr TR.-Spektrum (Fig. 4) demjenigen von I bzw.
34,16a-Dihydroxy-allopregnan-20-on (XV)!) bemerkenswert #dhnlich ist und ihr
Acetat bei der alkalischen Verseifung ebenfalls ein UV.-absorbierendes Produkt
geringerer Polaritit lieferte, kann es sich nach den bisherigen Befunden doch nicht
um eines der 8 an C-3, -5 oder -16 isomeren 3,16-Dihydroxy-pregnan-20-one handeln.
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. L — .
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Fig. 4. IR.-Spektrum von Verbindung Il in KBr

Die etwas schwicher polare Verbindung 111, die sich bereits im 2. System ab-
trennen liess, fiel mit dem Smp. 209-211° in gleicher oder etwas grosserer Ausbeute
als I an. Ihre physikalischen und chemischen Eigenschaften (IR.-Spektrum s. Iig. 5a)
sprachen fiir ein 3a,760-Dikydroxy-allopregnan-20-on, also ein Stereoisomeres von
I und XV. Diese Vermutung liess sich durch Vergleich mit der fiir diesen Zweck
synthetisierten Verbindung ITI mit dem Smp. 209-211° vollauf bestitigen. Die Syn-
these wurde analog zu derjenigen von I durchgefiihrt, wobei man ausgehend von
3a-Hydroxy-allopregnan-20-on'%) iiber das 17a-Bromid, A1%-20-Keton XI1%) und
16,17a-Epoxyd XII, letzteres mit Chrom(II)-acetat zu I1I reduzierte.

15) Ein Teil dieser Substanz wurde uns freundlicherweise von Herrn Prof. T. REICHSTEIN
und Herrn J. von Euw zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch hier bestens danken.
16) A. BurevanpT, L. Mamort & A. HEusNER, Ber. deutsch. chem. Ges. 72, 1614 (1939).
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In der Zwischenzeit gelang es, Verbindung I1I auch aus Schweine-Nebennieren,
aber in Form einer Modifikation vom Smp. 227-229° zu isolieren. Bei der priparativen
Papicerchromatographie der Corticosteron-Mutterlaugen A III (s. 1), p. 1672-1673)
in Formamid/Benzol-Chloroform (915 Blitter) und Propylenglykol/Tolnol (110 Blat-
ter) erhielt man aus der dort bezeichneten Fraktion c, die der SEF-Zone voraus-
gewandert war, Kristalle vom Smp. 227-229° in einer Ausbeute von 38 mg pro Tonne
tiefgefrorener Schweine-Nebennieren. Diese Verbindung stellt die zweite aus Neben-
nieren gewonnene 16a-hydroxylierte Verbindung dar. Papierchromatographisch und
chemisch unterscheidet sie sich nicht von der tieferschmelzenden Verbindung IIT
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Fig. 5. TR.-Spektren von Fo, 16o-Dikydvoxy-allopregnan-20-on (I11) in KBy

aus Urin, hingegen deutlich im IR.-Spektrum in KBr (Fig. 5b). Die Losungs-
Spektren der Diacetate beider Provenienz erwiesen sich aber als identisch, so dass
der Unterschied der beiden Substanzen IIT mit verschiedenem Smp. lediglich durch
Dimorphie verursacht ist13). Die KBr-Technik wurde fiir die IR.-Spektren der freien
Dihydroxy-Substanzen deshalb gewdhlt, weil deren Loslichkeit sehr gering ist; nur
Chloroform gab noch einigermassen brauchbare (identische) Spektren.

Aus synthetischem IIT liess sich durch Umkristallisieren schliesslich auch seine
hsher schmelzende Modifikation herstellen. Die Ubereinstimmung des isolierten 11T
mit synthetischem 3, 16¢-Dihydroxy-allopregnan-20-on in Misch-Smp., IR.-Spektren
und papierchromatographischem Verhalten ldsst auf Grund der Erfahrungen mit
unseren synthetischen 16e- und 168-Hydroxy-pregnanderivaten nicht mit volliger
Sicherheit feststellen, ob es sich beim isolierten Produkt um das 16«- oder 168-
Isomere handelt. Dies konnte jedoch leicht durch Hydrierung zu den entsprechenden
bekannten Triolen entschieden werden. Aus unseren Priparaten verschiedener Her-
kunft crhiclten wir in jedem Fall Allopregnan-3e,16e«,20f5-triol (XIV) vom Smp.
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234-235°17), wihrend das 3a,16f,208-Isomere bei 263-265°18) und das 3, 16,20x-
Isomere bei 210-212°%) schmilzt. Ausserdem wurde 11T durch partielle Dehydrierung
in 3-Stellung in das 16a-Hydroxy-allopregnan-3,20-dion (XVI) iibergefiihrt, das
frither aus dem entsprechenden 38-Hydroxy-Derivat XV hergestellt worden warl),

CH CH, CH,
H202 (':o ¢o
‘ / \ —
NaOH /J /J
(\’ [\’/ )/ ™~ [\l/ w/ ~ -OH
AcO~ //\\// <I HO~ HO SN v
Tlgcos lcﬂl lCK%,Py
CH3 CH, CH,
AcO, Py (':o ooy co
™~
1{

/\/E/\) ~-OAc
AcO-~ k/\)

Py )
/ \‘/ e \) ~OH (\‘/ NSO H
\

XVI
Smp. 209-211° /227—229°
H,, Pt l
Druck (I:H3
HO-C-H
N

N NT0H

HO- T
H X1V

In diesem Zusammenhang haben wir noch weitere, ebenfalls in Tab. 1 aufgefiihrte
3,16-Dihydroxy-20-oxo-pregnane und ihre A5-Derivate synthetisiert. Die letzte der
vier in 3- und 5-Stellung isomeren Verbindungen der 16a-Hydroxyreihe, das 38, 76«-
Dikydroxy-pregnan-20-on (XI1X), von welchem lediglich das 3-Monoacetat und das
amorphe Diacetat bekannt waren?®), wurde analog zu seinem 5x-Isomeren XV1)
durch Seitenkettenabbau von Di-O-acetyl-pseudosarsasapogenin (XVII) iiber die
A18-Verbindung XVIII2Y) und ihr 16,17«-Epoxyd hergestellt. Verbindung XIX
schmolz bei 198-199°, eine zweite Modifikation bei 212-215°; iiber die papierchroma-
tographische Differenzierung von den anderen Isomeren I, III und XV geben Tab. 1
und Fig. 1 Aufschluss; IR.-Spektrum s. Fig. 6. Verbindung XIX liess sich weder

17) H. HirscumaNN, F. B. HirscaMANN & M. A. Daus, J. Amer. chem. Soc. 74, 539 (1952).

%) R. E. MARKER, D. L. TURNER, R. B. WaGNER, P. R. ULsHaFER, H. M. Crooks, Jr. &
E. L. WITTLER, J. Amer. chem. Soc. 63, 779 (1941).

1% R. E. MARKER, D. L. TURNER, R. B. WAGNER & P. R. ULSHAFER, J. Amer. chem. Soc.
63, 772 (1941).

20) H. HirscHMANN & F. B. HirscumaNN, J. Amer. chem. Soc. 78, 3755 (1956).

21y R. E. MARKER & E. ROHRMANN, J. Amer. chem. Soc. 62, 521 (1940).
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in Urin noch in Nebennieren nachweisen, besitzt aber eine mit I vergleichbare na-
triumdiuretische Wirksamkeit.
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Tig. 6. IR.-Spektrum von 3§, 16a-Dikydvoxy-pregnan-20-on (XI1X) in KBy
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Von den 768-Hydroxy-Verbindungen der gesittigten Reihe wurde ausser dem er-
wihnten 3¢, 54,16p-Derivat X auch das mit Verbindung XV nahe verwandte 38, 764-
Dihydroxy-allopregnan-20-on (XX IV) entsprechend dem Formelschema aus Tigo-
genin iiber XX, XXI, XXII und XXIII synthetisiert. XXIV zeigte praktisch den
gleichen Smp. wie XV, keine nennenswerte Depression im Misch-Smp. und ein
ausserordentlich dhnliches IR.-Spektrum in KBr oder Nujol?), liess sich aber von XV
eindeutig durch Hydrierung zum Allopregnan-3p5,168, 205-triol (XXVI) bzw. dessen
3-Monoacetat XXV oder Triacetat XXVII?%) differenzieren; das entsprechende

CH, CH,
] |
—— CcO cO
/\.___/\ \ /\“| 2 Gtufen N
\1/\/\ O ,\ |/\/\}/\/ l/ NNOH
Ac
A(:O/k/\ RO HO/\/
H XVII R=H, Ac H XVIII

Allopregnan-3f,16a, 20p-triol aus XV, welches das sog. MarRrRIAN sche Triol2%)24) dar-
stellt, unterschied sich ndmlich gut in scinen Eigenschaften von XXVI. Latzteres war
aunch auf dem {ibersichtlicheren Weg direkt aus XX iiber das Hydrierungsprodukt
XXVIII2?% erhiltlich. XXII wurde zur Kontrolle in das 16,175-Epoxyd XXX und
dessen Acetat XXXI iibergefithrt. Die beiden letzteren Verbindungen liessen sich
ebenfalls aus XX iiber die 17x-Bromverbindung XXIX gewinnen, allerdings nur in
missiger Ausbeute, so dass diese Variante, welche auch zu XXII fithren miisste,
zugunsten der anderen nicht weiter verfolgt wurde.

Vergleichsweise haben wir ferner die in 5,6-Stellung wungesattigten Analogen von
XV und XXI1V, das bereitsbekannte 2} A5-35, 16a-Dilydroxy-pregnen-20-on (X X X I1T)
und sein 76f-Isomeres XX XIII hergestellt. Verbindung XXXII wurde ausgehend
von Diosgenin nach der schon mehrfach beniitzten Methode itber das A%16-Dien
erhalten; das 16f-Isomere XXXIII stellten wir aus dem schon bekannten 4%-34,168-

22) H HIRS(HMANN F. B. Hirscamann & M. A. Daus, J. biol. Chemistry 178, 751 (1949).
#) G. A. D. HasLEwoobp, G. F. Marria~n & E. R. SmiTH, Biochem. J. 28, 1316 (1934).
“) R E. MarkeEr & E. L. WITTLE, J. Amer. chem. Soc. 61, 855 (1939).

) S. BErR~NsTEIN, M. HELLER & S. M. StoLaR, J. Amer. chem. Soc. 76, 5674 (1954).

25
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Dihydroxy-pregnen-20-on-3-acetat 26) dar. Die papierchromatographischen Eigen-
schaften von XXXII und XXXIII sind ebenfalls aus Tab. 1 zu entnehmen, wobei
wiederum die grosse Ahnlichkeit zwischen dem 164- und 168-Isomeren auffallt.

Allerdings wiesen diese beiden Verbindungen der A%-Reihe deutliche Unterschiede
im Smp. und IR.-Spektrum auf.

CH, CH, cH,
| | NBA I
(O CO in Dioxan CO
—> /\__._‘Br
) CO \ ) + Perchlor- ‘\ {
[\‘/ N \ __/ /\l/ﬁ/\ 5aur6[ ,/ N0l
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- - /\/ O TN
AcO AcO AcO T <XII
/ & j
CH, cH, Vo LHR
L, &7
NaOH QO
o
Q /\/\‘ 00— /\i/ /\/ \/ /\/\OH
- Ac /k/e\ /\/\
AcO XXIX HO H xxx A0 XXIIT
H,. Pt O ¢
Druck cHy ¥ cH, $ lK2C03 cH,
to ° pocH xS éo
AN (\/5/\/\01{ ‘/ /\ “OR
7 A Ve H /\/\ XXIV: R=H
A0 e AcOT NN oy RO XXTVa: ReAc
CH, lKOH CH, CH,
| ! |
HOCH KOH HOCH Ac,0, Py \COCH
/\____
co \ ) )
( ‘/\/\ ~o o [\1/3/\ ~oH (\‘/j/\ oA
-~ Ac - \/‘\
AcO XXVIIT HO™ AcO

XXVII

Von den hier beschriebenen 16oc-Hydroxy—Verbindungen zeigte ausser I, XV und
XIX nur noch XXXII natriumdiuretische Wirkung. Alle Isomeren mit einer 16/-
Hydroxygruppe waren inaktiv1?),

CH, CH,
i |
CO CO
SN ~Ne—
NN 0l ~L /\)\OH
HO ™ XXXIT HO SN XXXIIL

26) B. LOkEN, S. KaurMaNN, G. RosENkRANZ & F. SONDHEIMER, J. Amer. chem. Soc. 78,
1738 (1956).
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Soweit geniigend Material zur Verfiigung stand, sind die molekularen Drehungen
der erwihnten Verbindungen bestimmt worden; aus diesen ergaben sich folgende
Drehungsbeitrige:

AM,, 16a-OH bei Verbindungen IIT, XV und XXXII -101° bis — 137°

AM,, 160-OAc bei 3f,16o-Diacetoxy-allopregnan-20-on) — 189°
AM, 166-OH bei Verbindungen XXIV und XXXIII — 143°
AM,, 168-OAc bet Verbindung XXIVa — 51°

Der geringe Unterschied in den molaren Drehungsbeitrdgen dieser 16-Hydroxy-
verbindungen ldsst, im Gegensatz zu entsprechend substituierten Steroiden ohne
20-Kectogruppe !’ 272), keine sichere Entscheidung zwischen 16e- und 168-Substituent
zu. Immerhin ist hier wie dort das Acetylierungsinkrement negativ fiir 16a-hydroxy-
lierte und positiv fiir 168-hydroxylierte Verbindungen; ebenfalls negativ wurde es
frither fiir 16a-Hydroxyprogesteron™), fiir das eine Ketolseitenkette enthaltende
16a-Hydroxycortexon??®4) aber positiv gefunden. Der bei 38, 16a-Diacetoxy-allo-
pregnan-20-on beobachtete molare Drehungsbeitrag der 16a-Acetoxygruppe entspricht
weitgehend den in der Literatur?™) angegebenen Werten. Der ebenfalls negative
Beitrag der 165-Acetoxygruppe in XXIVa {— 51°) liegt hingegen in der Mitte zwi-
schen den fritheren Angaben fiir 16o- und 168-Acetoxygruppen und stimmt auf-
fallend gut mit dem von MooRE?%2) bei 3f3,165-Diacetoxy-dtiansdure-methylester er-
rechneten Wert von — 54° 4 17° tiberein. Bei den beiden genannten 16j3-Acetoxy-
Verbindungen ist ein starker vicinaler Effekt zu erwarten und eine entsprechende
Beeinflussung des molaren Drehungsbeitrages des 168-Substituenten durch die Keto-
bzw. Carbomethoxygruppe an C-17 somit nicht tiberraschend.

Nachweis von 3¢, 16a-Dihydroxy-pregnan-20-on (I) in Urinproben
verschiedener Herkunft

Da der Verbindung I aus Urin von Patienten mit latentem adrenogenitalem Salz-
verlustsyndrom anscheinend natriumdiuretische Eigenschaften zukommen, unter-
suchten wir, ob I oder seine Stereoisomeren auch in anderen Harnen nachweisbar
seien. Zu diesem Zweck arbeitete man verschiedene Harnproben auf analoge Weise
auf und versuchte die entsprechenden Fraktionen chromatographisch bzw. bio-
logisch zu identifizieren. Infolge der Vielfalt dhnlicher Substanzen liegen allerdings
noch keine streng spezifischen Routine-Bestimmungsmethoden fiir die einzelnen Ver-
bindungen I, ITIT und XV vor; eine einwandireie Identifizierung ist vorliaufig nur
durch ihre Isolierung in reiner Form moglich.

Sind nur sehr kleine Mengen enthalten, so kann man sich ebenfalls des in Schema 1
und 2 gezeigten Verfahrens bedienen, wenn man die letzten beiden Chromatogramme
analytisch ausfiihrt, bekannte Mengen der Verbindungen I, III und XV parallel
laufen ldsst und die Konzentrationen aus den mit Antimontrichlorid resultierenden,
blau bis gelb fluoreszierenden Flecken schitzt. Auf diese Art ist eine befriedigende
Spezifitit gewihrleistet, da die sukzessive Verwendung der erwihnten Systeme mit
der ausgewdhlten Zoneneinteilung und die Farbreaktion praktisch alle anderen Harn-

27 a) J. A. MooreE, Helv. 37, 659 (1954); b) D. PERLMAN, E. Trtus & J. FrRIED, J. Amer. chem.
Soc. 74, 2126 (1952); c) E. VIsCHER, ]J. ScEMIDLIN & A. WEeTTSTEIN, Helv. 37, 321 (1954);
d) H. Hirscumany, F. B. Hirscumann & L. F. FARRELL, J. Amer. chem. Soc. 75, 4862 (1953).
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steroide eliminieren, die sich noch im kefonischen Anteil des enzymatisch hydroly-
sierten Neutralextraktes befinden kénnen. Dies gilt auch fiir die aus Schwangeren-
harn isolierten 3,6-Dihydroxy-pregnan-20-one?®®), die sich chromatographisch zwar
nur schwer von den 3, 16-Dihydroxy-pregnan-20-onen abtrennen lassen, jedoch keine
Fluoreszenzreaktion mit Antimontrichlorid zeigen. Ob sich fiir eine bessere quan-
titative Auswertung die Uberfithrung der 3,16-Dihydroxy-pregnan-20-one in Dinitro-
phenylhydrazone der entsprechenden A6-20-Ketonel) eignet, ist noch genauer zu
untersuchen.

Die vorlaufigen Ergebnisse sind in Tab. 2 zusammengefasst. Der biologische
Nachweis erfolgte an Eluaten des 1., 2. oder 3. Chromatogrammes und ist natur-
gemass weniger zuverldssig als der chromatographische.

Tabelle 2. Nachweis von 3w, 16a-Dihydvoxy-pregnan-20-on (I) und 3a, 160-Dikydvoxy-allopregnan-
20-on (L11I) in Urinproben verschiedener Heykunft 33)
Relative Konzentration pro Liter Harn:
(+) gering, + mittel, + + gross, — nicht untersucht

Verbindung 1 Verbindung II1
chromatographisch | biologisch | chromatographisch

Urin von

1 Adrenogenitalem Salzverlust-
syndrom, kompensiert, :
3 Fille (B. M., B.U, F.R) . . + 4+, isoliert + + +, isoliert

1Fall(C.Py . . ... ... 1| + (+) -
2 | Gesunden Erwachsenen . . . . . (+), ca. 1/, vonl - (+),ca.t/jgvon 1
3 | Neugeborenen (s. Text)
(Sammelharn} . . . . . . . . + + (+)
4| Schwangeren (1 Fall) . . . . . . (+) (+)
CusHING-Syndrom %) (1 Fall) . . (+) (+) + +
Patienten nach Operation . . . . (+) -

) S. LieBerMAN, D. K. FukusHiMma & K. DOBRINER, J. biol. Chemistry 182, 299 (1950);
S. LieBerMAN, K. DoBRINER, B. R. Hirr, L. F. F1Esgr & C. P. RHoADs, ibid. 172, 263 (1948);
R. B. MorreTr & W. M. HorHN, J. Amer. chem. Soc. 69, 1995 (1947); R. B. MorFETT, J. E.
STAFFORD, J. Linsk & W. M. HoEgnN, ibid. 68, 1857 (1946).

29) Aus Harn von Patienten mit CusHING-Syndrom ist vor einiger Zeit A1%-3¢-Hydroxy-
pregnen-20-on isoliert worden3?); es ist wahrscheinlich, dass diese Verbindung ein Artefakt von I
darstellt. Anderseits sind als mogliche Metaboliten von I, III oder XV mehrere isomere 3,16, 20-
Triole aus Harn verschiedener Herkunft gewonnen worden®'). Uber anscheinend natriumdiure-
tische Urinfraktionen von Patienten mit CusHING-Syndrom vgl. 3%).

30) D. K. FukusHIMA, A. D. KEmp, R. SCHNEIDER, M. B. StokeN & T. F. GALLAGHER, J.
biol. Chemistry 210, 129 (1954).

31) Siehe Lit. bei a) R. REUBER & J. ScHMIDT-THOME in HoOPPE-SEYLER-THIERFELDER,
Handb. der physiol. und pathol. chem. Analyse, 10. Aufl. I11/2, S. 1451, Springer 1955; b) S.
BEeRNSTEIN, Recent Progr. in Hormone Res. 14, 1 {1958).

32) E. H. VENNING, B. SINGER, A.CABALLEIRA, I. DYRENFURTH, J. C. BEck, C. J. P. GiroUD,
CIBA Foundation Coll. Endocrin. 8, 190 (1955); J. S. L. BRowNE, J. C. BEck, I. DYRENFURTH,
C. J. P. Giroup, A. B. HartHOME, L. G. JouNnsoN, K. R. McKenziE & E. H. VENNING, ibid. 8,
505 (1955).

3%) Fiir die Hilfe bei der Beschaffung verschiedener Urinproben danken wir auch an dieser
Stelle den Herren Dr. A. PRaDER und Prof. H. WiLLi1, Zirich, sowie Prof. TH. KoLrer und Prof.
R. WENNER, Basel.

10
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Die grosste Konzentration von I und III war nach wie vor im Urin der Patienten
mit kompensiertem adrenogenitalem Salzverlust-Syndrom nachweisbar; in 3 von 4
Fillen sind die Verbindungen in kristallisierter Form isoliert worden.

In vergleichbaren Urin-Volumina gesunder Erwachsener wurden I und 11T zwar
auch, aber in deutlich geringerer Menge (ca. 1/;,) gefunden. Werte fiir 24-Stunden-
Ausscheidung liegen noch keine vor.

Im Fall von Neugeborenenharn (1.—5. Tag) trat eine Diskrepanz auf, die vorliufig
noch keine sichere Erkldrung gefunden hat. Gemiss biologischem Test enthielt dieser
Urin einen natriumdiuretischen Faktor mit gleichem Rf-Wert wie I in erster Linie
im unhydrolysierten Extrakt An (s. Schema 1), wahrend sich die Hauptmenge von I
laut chromatographischer Analyse erst im Extrakt nach enzymatischer Hydrolyse
(Bn) befand.

Biologisch und chromatographisch tibereinstimmende Resultate erhielten wir
beim Nachweis von I in Schwangerenharn und im Urin eines Patienten mit CUSHING-
Syndrom. Letzterer Fall war ausserdem durch eine ziemlich hohe Ausscheidung von
Verbindung IIT gekennzeichnet??). Lediglich auf biologischem Wege wurde Ver-
bindung I im Harn postoperativer Patienten nachgewiesen. Weitere Fille sind noch
in Bearbeitung begriffen; von Interesse ist auch eine Abklirung der Frage, ob das
natriumdiuretische Prinzip von KLEIN ef al.%) mit 3«, 16¢-Dihydroxy-pregnan-20-on
(I) identisch ist oder nicht.

Auf die Frage, ob und wie weit die aus Urin bzw. Nebennieren isolierten 3,16a-
Dihydroxy-pregnanderivate I, IIT und XV als Metaboliten von 16«-Hydroxyproge-
steron aufzufassen sind, wird in einer spateren Mitteilung eingegangen. Hier ist ledig-
lich noch eine auffallende Parallele im biologischen Effekt (an der Ratte) der 164«-
Hydroxylgruppe, einerseits in den hier beschriebenen Nebennieren- und Harn-Me-
thylketonen, anderseits in bestimmten synthetischen Ketolen zu erwihnen. Von
letzteren wurde kiirzlich berichtet3!®), dass die Einfithrung der 16 a-Hydroxylgruppe
eine ausgesprochene Verminderung der Natrium-retinierenden Eigenschaften bewirkt.

Experimenteller Teil

Alle Smp. wurden auf dem KorLErR-Block bestimmt und sind korrigiert. Dic IR.-Spcktren
wurden mit eincm PERKIN-ELMER-double-beam-Instrument, Mod. 21, aufgenommen.

Papierchvomatographie: Absteigend anf WrHATMAN-Papier Nr. 1; Systeme nach ZAFraroN134)
sowie Phenylcellosolve/Heptan (PC/Hp)3%%) bei 22°, solche nach Busu3%) und nach EBERLEIN
& Bonagrovanni®?) [E, = Isooctan-Butanol-Methanol-Wasser (50:22,5:22,5:5)] bei 38°, wie
in 3%) angegeben. Uber die Ausfithrung der Farbreaktionen vgl. ) und die der priparativen
Papicrchromatographie auf einzelnen Blattern in Metalltrogen oder als Chromatoblock s. 39). Als
Leitfarbstoff diente besonders F;. Konstitution und Wandergeschwindigkeiten dieses und an-
derer niitzlicher Lecitfarbstoffe fiir die Durchlaufchromatographie sind in Tab. 3 und Fig. 7
angegeben.

Die Elution der Substanzen aus den Papicrchromatogrammen erfolgte mit 20-proz. Me-
thanol und Methanol nach dem in 4%) angegebenen Modus a.

34) ZA¥FARONI, Recent Progr. in Hormone Res. 8, 51 (1953).
38) Nener & A. WETTSTEIN, Helv. 35, 276 (1952).
) I. E. Buss, Biochem. J. 50, 370 (1952).

)

)

A.
R.
L
W. R. EBErLEIN & A. M. BoNG1ovaNNI, Arch. Biochemistry Biophys. 59, 90 (1955).
R.
E.
R.

[

7
%)
9
40)

1

NEHER, J. Chromatogr. 1, 205 (1958).
voN ARX & R. NEHER, Helv. 39, 1664 (1956).
NEHER & A. WETTSTEIN, ]. clin. Investig. 35, 800 (1956).
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Tabelle 3. Leitfarbstoffe fiiv die Papievchvomatographie in ZAFFARONI- und BusH-Systemen

F; rot == 4-Nitro-2’-methyl-4’-didthanolamino-azobenzol.
Fy, violett = 1,4-Diamino-anthrachinon.
F,, blau = 1-Methylamino-4-amino-anthrachinon.

F,; blau, aus 2 Komponenten bestehend: a = 1-Amino-4-phenylamino-anthrachinon.
b = 1-Methylamino-4-phenylamino-anthrachinon.

F,, blau = 1,4,5,8-Tetraamino-anthrachinon.
Fg, rot = 1-(2"-Methoxy-phenylazo-)-2-naphtol.
PC/Hp F/Cy P/Tol F/Be F/Be- F/CHCI, B, Bl C
CHCl,
Start
o
n
O 02| [n ? Os @? o3 i, Os
4 5
0 O3 @ O+ '3 Frr
3 2 Q3| [re
43 e 04
@ Os
IF: 13" "
b 03} ks
] 5 03 Fu 4 03
2 3
? 0 }fs i ¥
" 0 03
0 % o3 ?
Fit
Front

Yig. 7. Papierchvomatographisches Vevhalten dev in Tab. 3 evwdihnien Leitfarbstoffe im Vergleich
zu einigen Stevoiden
Wandergeschwindigkeit von F,, vgl. Fig. 4 in 1)

PC = Phenylcellosolve Tol = Toluol 1 = Progesteron

F = Formamid B; = Busu B, 2 == Cortexon (DOC)
P = Propylenglykol C =Busa C 3 == Corticosteron
Hp = Heptan Bl, = Petrolather-Benzol- 4 == Cortison

Cy = Cyclohexan Methanol-H,0 5 = Cortisol

Be == Benzol (3:7:5:5)

Enzymatische Hydrolyse: Der vorextrahierte Harn oder die vorextrahierte wasserige Lésung
des Harnrohextraktes (s. Schema 1) wurde auf pH 4,6 gestellt und auf 1000 ml davon mit 50 m!
m. Acetatpuffer (n. Essigsiure [ n. Natriumacetat 1:1) und 500000 Einheiten g-Glucuronidase
aus dem Magensaft von Helix pomatia®') 6 Std. bei 38° inkubiert. Nach dicser Zeit wurde noch-
mals die gleiche Menge des Enzyms zugesetzt und zusitzlich 12-14 Std. einwirken gelassen,
worauf man wie tiblich mit Chloroform extrahierte (vgl. Schema 1).

Girardierungen®) und Fillungen mit Digitonin4?) wurden wie ablich ausgefiihrt.

3o, 160-Dihydroxy-pregnan-20-on (I). — a) Isolierung: aus Urin nach Schema 2. Aus dem
Eluat by kristallisierte I in Nadeln aus Aceton-Pentan mit dem Smp. 209-212°.

b) Partialsynthese: 230 mg A-3a-Acetoxy-pregnen-20-ont4) (VI), hergestellt durch HBr-
Abspaltung aus der 17«-Bromverbindung V mit Hilfe von LiCl in Pyridin®?®), wurden in 20 ml
Methanol gelost. Die Lésung versetzte man mit 2 ml 30-proz. Wasserstoffperoxyd und mit 2 ml

41 Priparat der INDUSTRIE BIOLOGIQUE FraNgaisE S.A., Gennevilliers (Seine), Quai du
Moulin de Cage 35—49. Es enthielt pro ml 100000 E. §-Glucuronidase (pH-Optimum 4,5) und ca.
50000 E. Sulfatase (pH-Optimum 5,1).

42} S, L1EBERMAN, E. R. KATZENELLENBOGEN, R. SCHNEIDER, P. E. STUuDER & K. DOBRINER,
J. biol. Chemistry 205, 87 (1953).

43) R. P. Horvsz, J. Amer. chem. Soc. 75, 4432 (1953).
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5-proz. Natriumhydroxyd in Wasser und liess sie 16 Std. bei 20° stehen?¥). Das Gemisch wurde

mit Wasser verdiinnt und mit Ather extrahiert. Die dtherischen Losungen wusch man mit Wasser,

trocknete und dampfte sie ein. Der Riickstand wurde aus Ather-Pentan-Gemisch umkristallisiert

und gab Nadeln des Sa-Hydvoxy-16, 17a-epoxy-pregnan-20-ons (VII) vom Smp. 200-203°,
CyHyO5 (332,47)  DBer. C 75,86 H 9,70%  Gef. C 76,05 H 10,149%

80 mg des Epoxyds VII wurden analog zu dem entsprechenden Allopregnan-Derivat?) mit
Hilic von Chrom(Ilj-acetat reduziert. Das erhaltene Reaktionsprodukt (70 mg) wurde aus
Ather-Pentan-Gemisch umkristallisiert und gab 10 mg reines 3w, 16¢-Dihydroxy-pregnan-20-on
(I} vom Swmp. 211-213°.

CyH, 04 (334,48)  Ber. C 7540 H 10,259  Gef. C 75,15 H 9,999

So-Acetoxy-10p-hydvoxy-17a-brom-pregnan-20-on. (VIII): 300 mg A¥-3a-Acetoxy-pregnen-
20-on (VI) wurden in 10 ml Dioxan gelost. Die Lésung versetzte man mit 1 ml Wasser, 0,05 ml
70-proz. Perchlorsiure und 500 mg N-Bromacetamid, liess sie 1 Std. bei 20° stehen, verdiinnte
sie dann mit Wasser und etwas Natriumhydrogensulfit-Lésung und extrahierte mit Ather. Die
dtherischen Losungen wurden mit Wasser gewaschen, getrocknet und cingedampft. Der amorphe
Riickstand wurde an 9 g Aluminiumoxyd (Aktivitdt III) chromatographiert. Die im Vakuum
cingedampften Benzol-Fraktionen gaben 260 mg Riickstand, aus welchem 100 mg des kristalli-
sierten Bromids VII1 vom Smp. 160-168° (u. Zers.) erhalten wurden.

Ju-Acetoxy-108-hydroxy-pregnan-20-on (IX):100 mg Bromid VIII wurden in 10 ml Methanol
gelost und in Gegenwart von 100 mg Ammoniumacetat und 50 mg 5-proz. Pd/CaCO,-Katalysator
hydricrt. Die Wasserstoff-Aufnahme horte nach 30 Min. auf, wonach die filtrierte Losung im
Vakuum eingcengt wurde. Den Riickstand extrahierte man mit Ather, wusch die #therischen
Losungen mit Wasser, trocknete und dampfte sie ein. Aus dem Riickstand liessen sich 20 mg
des Monoacetats IX vom Smp. 157-167° durch Umkristallisieren aus Ather-Pentan-Gemisch
gewinnen.

3o, 168-Dihydroxy-pregnan-20-on (X): 20 mg IX loste man in 6 ml Methanol, setzte eine
Losung von 30 mg Kaliumcarbonat in 1,5 ml Wasser zu und liess 15 Std. bei 20° stchen. Hierauf
wurde mit Wasser verdiinnt und im Vakuum eingeengt. Den Riickstand extrahierte man mit
Essigester, wusch die Essigcester-Losungen mit Wasser, trocknete und dampfte sie im Vakuum
cin. Die zuriickgebliebene Dihydroxy-Verbindung X wurde aus Ather-Hexan-Gemisch umkristal-
lisiert und gab 4 mg Nadeln, die langsam ab ca. 180° sublimierten und bei 208-212° schmolzen.
Bei der Papierchromatographie (Tab. 1) und im IR.-Spektrum liess sich X vondem 16¢-Isomeren I
(Fig. 2) nicht eindcutig unterscheiden, hingegen zcigte das Gemisch beider eine Smp.-Depression.
Tm Gegensatz zu I war X biologisch inaktiv.

3a, 16a-Dihydroxy-allopregnan-20-on (III). — a) Isolierung aus Urin. Entsprechend dem
Schema 2 befand sich III in Zone c,. Das Eluat wurde in acetonischer Losung iiber wenig Kohle
filtriert und der farblose Riickstand aus Aceton-Pentan kristallisiert. Nach Waschen mit Ather
schmolzen die Kristallnadeln bei 209-211°. Keine Depression im Misch-Smp. mit der unter c)
beschriebenen niedrig schmelzenden Modifikation.

b) Isolierung aus Schweine-Nebennieren, s. theoret. Teil. Aus Aceton-Ather erhielt man dicke,
kurze Prismen, die ab ca. 190° in Blattchen oder Trépfchen sublimierten und bei 227-229°
schmolzen. Keine Depression im Misch-Smp. mit der unter ¢} beschriebenen héher schmelzenden
Modifikation. [¢]28=+ 59,9 4-1,3° (c = 0,77; CH;OH-CHCI, 1:1); Mp = + 200°.

CyyHy, 04 (334,48)  Ber. C 75,40 H 10,25%  Gef. C 75,50 H 190,569,

Amax 285 my (¢ = 48). — Ihr in KBr aufgenommenes IR.-Spektrum (Fig. 5b) ist im Finger-
printgebiet und besonders zwischen 9 und 10 y deutlich verschieden von demjenigen der niedrig
schmelzenden TForm (Fig. 5a); letzteres liess typische Banden fiir ein 3a-Hydroxy-S«-steroid
crkennen, ersteres aber nicht. Die identischen Spektren beider Formen in CHCI, entsprachen
cinem 3o-Hydroxy-5a-steroid.

ITI war mit Digitonin nicht fillbar; es bildete mit GirarD-Reagens T nur in Gegenwart
von Essigsdure cin Hydrazon, das sich in n. salzsaurer Losung leicht wieder spalten liess unter
Regeneration von TI1. Die Acetylierung fiihrte zu einem amorphen Diacetat XIII, das in Phenyl-

#) Vgl hierzu P. L. Jurian, E. W. MEVER, W. J. KaArRPEL & F. R. WALLER, J. Amer. chem.
Soc, 72, 5145 (1950).



Volumen xti1, Fasciculus 1 (1959) — No. 10 149

cellosolve/Heptan praktisch gleich schnell wanderte wie das Diacetat von XV und nur sehr
langsam kristallisierte. Es liess sich mit K,CO, in wisserigem Methanol bedeutend schlechter
verseifen als das Diacetat von XV, aber dhnlich wie jenes von XIX, und lieferte u. a. das sehr
schwach polare, bei 240 my absorbierende Produkt XI (vgl. 1)).

¢) Paritalsynthese: 260 mg A'-3u-Acetoxy-allopregnen-20-on28) wurden in 20 ml Methanol
gelost. Die Losung versetztc man mit 2 ml 30-proz. Wasserstoffsuperoxyd und einer Ldsung
von 200 mg Natriumhydroxyd in 3 ml Wasser und liess sie 20 Std. bei 20° stehen. Die mit Wasser
versetzte Losung engte man im Vakuum ein; der Riickstand wurde in Ather anfgenommen. Die
atherischen Losungen wusch man mit Wasser, trocknete und dampfte sie im Vakuum ein, wobei
250 mg rohes 3o-Hydroxy-16,17a-epoxy-allopregnan-20-on (XII) erhalten wurden. Man ver-
setzte ein Gemisch von 60 ml Eisessig, 12 m} 10-n. Natriumhydroxyd und 15ml Dimethylformamid
bei 0° mit 18 ml einer salzsauren Losung von 18 mMol Chrom(II)-chlorid®%) und gab zu dieser
Losung die erhaltenen 260 mg des rohen Epoxyds XII in wenig Chloroform gelost zu. Das Ganze
wurde kurz evakuiert und im geschlossenen Gefass 12 Std. geschiittelt. Dann wurde das Reak-
tionsgemisch mit Essigester versetzt. Die Essigesterldsungen wusch man mit verd. Salzsidure,
Wasser, verd. Kaliumhydrogencarbonat-Losung und Wasser, trocknete und dampfte sie im
Vakuum cin. Der Riickstand wurde an 8 g Aluminiumoxyd (Aktivitdt IIT) chromatographiert.
Die Siule wurde nacheinander mit Benzol, Ather und Essigester eluiert. Die eingedampften
LEssigesterlosungen gaben 40 mg Rickstand, aus welchem durch Umkristallisieren aus Aceton-
Pentan 3a, 16a-Dihydroxy-allopregnan-20-on (I1I) vom Smp. 209-211° erhalten wurde. Kristal-
lisierte man letzteres aus Aceton allein oder Aceton-Isopropylither-Gemisch, erhiclt man meistens
die Modifikation mit dem Smp. 224-228°. Die Substanz sublimierte zum Teil ab ca. 180°, Fiir
die Analyse wurde sie bei 130° im Hochvakuum getrocknet, enthielt aber immer noch ctwas
Kristall-Losungsmittel.

Cy1HyyO, (334,48)  Ber. C 75,40 H 10,259, Gef. C 74,38 H 10,309,

16a-Hydroxy-allopregnan-3,20-dion (XVI)1): Oxydation von 1 mg III in Pyridin mit 4 mg
CrO, wie fiir die Oxydation von SEF beschriebent); Smp. 223-225°, keine Smp.-Depression im
Gemisch mit authentischem XVI, identische IR.-Spektren in KBr und CH,Cl,, identisches
papierchromatographisches Verhalten.

Allopregnan-3a, 16a, 208-triol (XIV)). — a) 10 mg synthetisches I1I wurden in 15 ml Eisessig
mit 10 mg PtO, unter 45 at Druck bei 20° 4 Std. hydriert. Nach Filtrieren und Eindampfen der
Losung kristallisierte das Triol XIV aus Methanol-Aceton in feinen Nadeln mit dem Smp.
234-235°.

b) Aus 15 mg T1I vom Smp. 227-229°, aus Nebennicren, wie unter a) angegeben; Smp. 234~
235°, keine Smp.-Depression im Gemisch.

3B, 160-Dihydroxy-pregnan-20-on (X1X): 2 g Pseudosarsasapogenin in 10 ml Pyridin liess
man 16 Std. bei 20° mit 10 ml Acetanhydrid stehen, riithrte das Gemisch mit 70 ml Wasser eine
halbe Std. und extrahierte dreimal mit 100 ml Ather. Nach mehrmaligem Waschen mit Wasser,
2-n. HCI, 2-n. Sodalésung und Wasser wurde der Ather abdestilliert und der Riickstand (2,3 g
rohes Di-O-acetylpseudosarsasapogenin XVTII) in je 12,6 ml Athylenchlorid und 90-proz. Essig-
siurc mit einer Losung von 1,1 g CrO; in 12,6 ml 80-proz. Essigsdure innerhalb 30 Min. bei
5-8° oxydiert. Das Gemisch goss man in 105 ml Wasscr und 2,6 ml NaHSO,-[.gsung, extrahierte
viermal mit je 100 m1 Ather und wusch die Ather-Lésung mit je 40 m} Wasser, 2-n. HCI, 2-n. Soda
und Wasser. Nach Abdestillieren des Athers wurde der Riickstand in 10,5 ml Eisessig 2 Std.
unter Riickfluss gekocht und die halbe Menge davon nach Eindampfen in 50 m! Methanol gelost,
bei 8° mit 2,6 ml 30-proz. HyO, und 2,6 m! 4-n. NaOH versetzt und 15 Std. bei 20° stehengelassen,
Das durch Extraktion der auf 10 ml eingeengten und mit Wasser verdiinnten Lésung mit Ather-
Aceton (9:1) erhaltene Produkt (629 mg) stellte rohes 3f-Hydroxy-pregnan-20-on-16,17«-epo-
xyd*®) dar. Zu 60 ml Eisessig gab man zuerst 13,8 m110-n. NaOH, dann bei 20° 20 ml einer salz-
sauren Losung von 20 mMol CrCl,%%) und schliesslich das oben erhaltene Epoxyd und schiittelte
12 Std. bei 20° im Vakuum. Nach {iblicher Aufarbeitung (vgl. bei Verbindung IIT und in 1))
4y J. B. ConaNT & H. B. CuTTER, J. Amer. chem. Soc. 48, 1016 (1926); H. HIRSCHMANN
& F. B. HirscamMANN, J. biol. Chemistry 184, 259 (1950).

1) H. E. KEnny, E. A. WEAVER & M. E. WatLL, J. Amer. chem. Soc. 80, 5568 (1958).
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erhielten wir einen dtherloslichen Riickstand, aus dem sich nach Behandlung mit wenig Kohle
Verbindung XIX mit Accton-Pentan in diinnen, unregelméssigen Blittchen kristallisieren liess,
welche aber noch verunreinigt waren. IZin Chromatogramm an 20 g Silicagel (mit 159, Wasser-
gehalt) lieferte die Hauptmenge von XIX durch Elution mit CH,Cl, und CH,Cl,-Aceton 8:2;
sie erwies sich aber immer noch als etwas verunreinigt, so dass sie in einem Chromatoblock zu
110 Blatt im System Formamid/Benzol-CHCly (1:1) rechromatographiert wurde. Das Eluat der
mittleren Zonc lieferte nach Filtrieren iiber Kohle aus Aceton-Pentan reines XIX in diinnen
Prismen, Smp. 198-199° (seltenere, zweite Modifikation Smp. 212-215%). [a]3»* = + 53° + 3° [c =
0,393, CH;OH-CHCl,; 1:1].
Cp1HyO4 (334,48)  Ber. C 75,40 H 10,25%  Gef. C 75,13 H 10,03%

3B,16p-Dikydrvoxy-allopregnan-20-on (XX IV): 1g A*8-38- Acetoxy-allopregnen-20-on4?) (X XI)
wurde in 20 ml Dioxan gelost. Die Losung versetzte man mit 2 ml Wasser, 0,1 ml Perchlor-
saure und 1 g N-Bromacetamid, liess 1 Std. bei 20° stehen, fiigte Wasser und etwas Natrium-
hydrogensulfit-Losung zu und engte im Vakuum cin. Den Riickstand extrahierte man mit Ather,
wusch die dtherischen Losungen mit Wasser, trocknete und dampfte sie ein. Der Riickstand
kristallisierte aus Isopropylither und gab 620 mg 3f-Acetoxy-168-hydvoxy-17u-brom-allopregnan-
20-on (XXII) vom Smp. 180-185° (u. Zers.). 1 g des Bromids XXII wurde, wie bei der Herstellung
von IX beschriecben, hydriert. Nach Aufarbeitung des Reaktions-Gemisches erhielt man, aus
Ather-Pentan-Gemisch  umkristallisiert, 300 mg 38-Acetoxy-168-hydroxy-allopregnan-20-on
(XXIII). Es schmolz bei 161°, kristallisierte wieder und schmolz definitiv bei 173°. Eine Losung
von 80 mg XXIII in 50 ml Methanol versetzte man mit 100 mg Kaliumhydrogencarbonat, geldst
in 5 ml Wasser, und kochte sic 1 Std. unter Riickfluss. Die mit Wasser versetzte Losung wurde
im Vakuum eingeengt und mit Essigester ausgeschiittelt. Die Essigesterlosungen wusch man mit
Wasser, trocknete und dampfte sic im Vakuum ein. Den Rickstand (70 mg) 16ste man in 50 ml
Aceton und engte die Losung ein, wobei 55 mg 3f8,168-Dihydroxy-allopregnan-20-on (XXIV)
vom Smp. 255-258° (u. Zers.) auskristallisierten. [af* = + 51,3° 4 1° (¢ = 0,95; CH,OH-CHCl,
1:1); Mp =+ 172°.

CyH,, 05 (334,48) Ber. C 75,40 H 10,25%,  Gef. C 7544 H 10,439,

Durch Acetylierung von XXIII erhielt man das 38, 168-Diacetoxy-allopregnan-20-on (XXIVa)
vom Smp.174° (Ather-Pentan). [o]8 = + 53,0° 4-2,8° (¢ = 0,55; CH,OH-CHCl,1:1); M, = + 222°,

3f-Acetoxy-16,17B-epoxy-17-iso-allopregnan-20-on (XXXI). — a) Aus XXII: 1 g Bromid
XXII wurde in 20 ml Athanol und 5 ml Wasser gelost. Die Losung kochte man mit 500 mg
Kaliumhydroxyd 1 Std. unter Riickfluss, versetzte sic mit Wasser, engte im Vakuum ein und
extrahierte den Riickstand mit Ather. Die dtherischen Losungen wurden mit Wasser gewaschen,
getrocknet und eingedampft. Den Rickstand (Epoxyd XXX) léste man in 1 ml Pyridin und
2 ml Acetanhydrid und erwirmte die Losung 1 Std. auf 100°. Nach Einengen der mit Wasser
versetzten Losung im Vakuum extrahierte man den Riickstand mit Ather, wusch die dtherischen
Lésungen mit verd. Salzsdure, Wasser, verd. Soda-Lésung und Wasser, trocknete und dampfte
sic ein. Das zuriickbleibende 3p-Acetoxy-16,17f#-epoxy-17-iso-allopregnan-20-on (XXXI} gab
aus Mecthanol Nadeln vom Smp. 159-161".

CoHy Oy (374,50)  Ber. € 73,76 H 9,159,  Gef. € 73,68 H 0,189

b) Aus XX diber XXITX:1 g XX wurde in 20 ml Eisessig bei 20° geldst. Die Lésung versetzte
man langsam mit ciner Lésung von 0,105 ml Brom in 10 ml Eisessig, wobel bald Entfirbung
cintrat. Die Losung wurde nach Wasserzusatz bei 30° im Vakuum eingeengt. Den Riickstand
schiittelte man mit Ather aus, wusch die Atherischen Ldsungen mit Wasser, trocknete und
dampfte sie im Vakuum ein. Das zuriickbleibende amorphe Bromid XXIX wurde in 50 ml Me-
thanol gelost. Man versetzte die Losung mit 2 g Kaliumhydroxyd und 5 ml Wasser, kochte sie
1 Std. unter Riickfluss und engte sie im Vakuum cin. Der Riickstand wurde mit Ather ausge-
schitttelt. Die dtherischen Losungen wusch man mit Wasser, trocknete und dampite sie im
Vakuum ein. Dic Chromatographic des Riickstandes (570 mg) an 15 g Aluminiumoxyd licferte
300 mg Benzol-Pentan-(3:1)-Fraktionen, die aus Ather-Pentan-Gemisch 200 mg Kristalle des
47} R. E. MarkeR, H. M. Crooxks, Jr., R. B. WacNER & E. L. WITTBECKER, J. Amer. chem.
Soc. 64, 2089 (1942).
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Epoxyds XXX gaben. Sie schmolzen bei 90°, kristallisierten dann wieder und schmolzen definitiv
bis 124°. Zur Charakterisierung wurde XXX wie oben beschrieben acetyliert. Das aus Methanol
umkristallisierte 38-Acetoxy-16,17f3-epoxy-17-iso-allopregnan-20-on (XXXI) war vollig identisch
mit dem nach a) erhaltenen Acetat. )

Uberfithrung von XXIII in das bekannte 38,768,208- Triacetoxy-allopregnan (XXVII)??)
iibev das Triol-monoacetat XXV und das Tviol XXV I: Eine Losung von 100 mg XXIII in 50 ml
Fisessig hydrierte man 5 Std. bei 25° und 45-50 at in Gegenwart von 50 mg Platin. Dic filtrierte
Losung dampfte man im Vakuum ein. Der mit Aceton und Ather gewaschene Riickstand schmolz
bei 238-245° (schwitzte vorher). Das so gewonnene, noch nicht rcine Monoacetat XXV wurde in
einem Wasser-Methanol-Gemisch gelost und mit 100 mg Kaliumhydroxyd versetzt. Man kochte
die Losung 1 Std. unter Riickfluss, engte sie im Vakuum ein und versetzte sie mit etwas Wasser.
Die Kristalle wurden abgesaugt, mit Wasser-Methanol-Gemisch gewaschen und aus Athanol
umkristallisiert. Das so gewonnene 38,168, 208-Trihydroxy-allopregnan (XXVI) schmolz bei
260-280°. Um ein reines Derivat zu erhalten, wurden das kristallisierte Triol sowie die einge-
dampften Mutterlaugen davon in cinem Gemisch von 0,3 ml Pyridin und 0,6 ml Acetanhydrid
1 Std. bei 100° acetyliert. Die Losung wurde nach Wasserzusatz im Vakuum eingeengt. Den
Riickstand schiittelte man mit Ather aus, wusch die dtherischen L&sungen mit verd. Salzsiure,
Wasser, verd. Sodalésung und Wasser, trocknete und dampfte sie ein. Der Riickstand kristalli-
sierte aus Pentan und gab 16,5 mg des reinen Triacetats XXVII vom Smp. 161-163°. Im Gemisch
mit dem aus XX erhaltenen Triacetat (siche unten) gab es keine Smp.-Depression, wohl aber
cine solche im Gemisch mit dem 3f, 16w, 208-Triacetoxy-allopregnan %),

Uberfishvung von XX in das bekannie XX VII?) gibey XXVIII und XXVI: 100 mg 3p-
Acetoxy-168-(d-acetoxy-isocaproyloxy)-allopregnan-20-on (XX) wurden analog zu XXIII unter
Druck in Eisessig mit Platinhydriert. Nach Aufarbeitung wurde das rohe 3-Acetoxy-16f-(d-acetoxy-
isocaproyloxy)-208-hydroxy-allopregnan (XX VIII), dhnlich wie XXV, mit Kaliumhydroxyd hydro-
lysiert und das so erhaltene rohe Triol XX VI wie schon angegeben acetyliert. Das Triacetat XXVII
wurde an Aluminiumoxyd (Aktivitit 1II) gereinigt. Die Pentan- und Benzol-Pentan-(1:1)-
Fraktionen gaben aus Pentan Kristalle vom Smp. 161-163°. Diese waren identisch mit dem oben
erhaltenen Triacetat XXVIL.

A8-3B, 160-Dihydroxy-pregnen-20-on (XXXII) 2%): [a)f] =—9,7° £ 0,9° (c=1,04; CH,O0H-
CHCI, 1:1); Mp = — 32°.

A5-38,716B-Dihydroxy-pregnen-20-on (XXXIII): 230 mg A5-38-Acetoxy-16f-hydroxy-preg-
nen-20-on28) wurden in 60 ml Methanol gelost. Die Lésung versetzte man mit 15 ml 0,075-n.
Kaliumhydrogencarbonat und liess 15 Std. bei 20° stehen. Nach Versetzen mit Wasser engte
man das Gemisch im Vakuum bei 20° ein und nahm den Riickstand mit Essigester auf. Die
Essigesterlgsungen wurden mit Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft. Den Riickstand
(220 mg) kristallisierte man einige Male aus Aceton-Ather- oder Aceton-Isopropylather-Gemisch
um, wobei 40 mg des A15-38,168-Dihydroxy-pregnen-20-ons (XXXIII) in Form von Nadeln mit
dem Smp. 220-236° (u. Zers.) erhalten wurden. Aus den Mutterlaugen kristallisierten noch
23 mg der gleichen Verbindung vom Smp. 210-220° (u. Zers.). [a]f] = —13,8° £ 1° (c==1,01;
CH,OH-CHCI, 1:1); Mp = —46°.

CoiH30, (332,47)  Ber. € 75,86 H 9,709  Gef. C 75,60 H 9,459,

Charaktevisierung von Pregnan-3u,17x, 20u-triol'') aus Harn: Smp. 254-256°, keine Smp.-
Depression im Gemisch mit authentischem Material®®), identisch damit nach IR.-Spektram in
KBr, nach UV.-Absorption in konz. H,SO, (Apmax 300:e = 3800; Amay 432: ¢ == 22400) und
nach Papierchromatographie.
3a-Hydroxy-allopregnan-20-on: [aj3f = + 105° 4- 1° (¢ = 0,95; CH;OH-CHCl; 1:1); Mp == + 337°.
3B-Acetoxy-allopregnan-20-on: [0]3 = +75,7° 4 0,8° (¢ = 1,12; CH;OH-CHCL 1:1); M = + 273°.

Die Mikroanalysen verdanken wir Herrn Dr. H. GyseL, die Anfnahmen der IR.-Spektren
Herrn Dr. E. Ganz. Fir Hilfe bei der Papierchromatographie sind wir Herrn E. von Arx
dankbar.

4) Fiir die freundliche Uberlassung einer Probe von Pregnan-3«,17q,20a-tricl sind wir
Herrn Dr. M. FINKELSTEIN zu Dank verpflichtet.
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SUMMARY

Some new compounds, including 3e,16¢-dihydroxy-pregnan-20-one (I) and
3a, 16a-dihydroxy-allopregnan-20-one (III), have been isolated from urine of patients
with clinically compensated adrenogenital salt-losing syndrome. Compound I seems
to be responsible for the original salt loss. This effect could be demonstrated under
certain conditions in male adrenalectomized rats. Compound ITI was also isolated
from hog adrenals. The synthesis of these steroids and of a few others, stereoisomeric
in positions 3, 5 and 16, and of a 5,6-dehydro analog is described. There is some
preliminary evidence for the presence of compound I and IIT in urines of origin other
than patients with adrenogenital syndrome.

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel,
Pharmazeutische Abteilung

11. Die enzymatische Dehydrierung der Stearinsiure zu Olsiurel)
von Karl Bernhard, J. von Biilow-Koster und H. Wagner
(1. XII. 58)

Wir zeigten kiirzlich?), dass Linolsdure und y-Linolensdure im Tierkérper nicht
zu gesittigten Sduren hydriert werden und entgegen der allgemeinen Annahme auch
die Olsiure nicht in Stearin- bzw. Palmitinsiure, Stearinsdure aber in Bestitigung
der Befunde von ScHONHEIMER & RITTENBERG3) in Olsdure iibergeht. Nach Fiit-
terung 4C-signierter Stearinsdure an Ratten betrng der Anteil der Olsdure an der
Gesamtaktivitiat der Leberfettsiuren z. B. 27,59%,.

Der Nachweis eines die Stearinsiure in Stellung 9,10 dehydrierenden Enzymes
wurde von verschiedenen Autoren versucht?). Lane & ADICKES®) fiigten Leber-
bzw. Muskelextrakten Kaliumstearat zu und schlossen aus dem Nachweis von
Azelainsdurealdehyd, nach erfolgter Oxydation des Reaktionsgemisches, auf eine
Bildung von Olsiure. Analoge Extrakte entfirbten in Gegenwart anderer Fettsiuren
(Palmitin-, Laurin-, Undecyl-, Caprylsdure usw.) Methylenblau bedeutend rascher
als Kontrollen ohne Fettsiurezugabe®).

Le BreroN und Mitarbeiter versuchten in der Folge zu stirker wirksamen De-
hydrase-Priaparaten aus Leber zu gelangen und beobachteten sehr kurze Entfiarbungs-
zeiten des Methylenblaus, wenn Nicotinsdureamid, Pyridoxin oder Pantothensiure
zugefiigt wurden?). Diese Ergebnisse wurden mit dem Bodensatz erzielt, wihrend
das Uberstehende verworfen wurde. Wir stellten fest, dass solche Fermentextrakte,

1

} Vorgetragen am 1V. Internat. Kongress fiir Biochemie, Wien 1958.
} K. BERNHARD, M. RoTHLIN & H. WAGNER, Helv. 41, 1155 {1958).
3) R. ScuéNHEiMER & D. RITTENBERG, J. biol. Chemistry 113, 505 (1936).
%) B. Suariro & E. WERTHEIMER, Biochem. J. 37, 102 (1943); K. Lang, Z. physiol. Chem.
261, 241 (1939).
5 K. LanG & F. ApIckES, Z. physiol. Chem. 262, 123 (1939/40).
6) K. LanNe & H. MAYER, Z. physiol. Chem. 261, 249 (1939).
7) J. Caampovsxy & E. LE BreTON, Compt. rend. Soc. biol. 139, 919 (1945).

)





