Physiology. — Reinigung des mannlichen Hormons durch Hochvakuum-
destillation. Von E. DINGEMANSE, ]J. FREUD, S. KOBER, E. LAQUEUR
und A. P. W. MUNcH. (Communicated by Prof. B. BROUWER.)

(Communicated at the meeting of December 20, 1930).

Die Technik der Hochvakuumdestillation wurde in den Hormonwissen-
schaften in letzter Zeit erfolgreich durch BUTENANDT 1) bei der Darstellung
des kristallisierten weiblichen Hormons angewandt. Auch uns hat diese
Methode mit Erfolg zum gleichen Zwecke gedient; jedoch waren wir
bereits auch auf anderem Wege zu reinsten Pridparaten des weiblichen
Hormons Menformon gelangt 2).

‘Wihrend beim weiblichen Hormon die Anwendung der Hochvakuum-
destillation fiir uns keinen prinzipiellen Fortschritt mehr bedeutet hat, liegen
die Verhéltnisse beim minnlichen Hormon anders. Hier gelang es uns,
durch Hochvakuumdestillation Reinheitsgrade zu erreichen, die wir mit
chemischen Arbeitsmethoden nicht erzielen konnten.

Uber die ersten Resultate, die wir auf diesem Wege erreicht haben,
konnte der eine von uns (]. F.) in unserem Namen auf dem Kongress fiir
Sexual-Forschung in London im August dieses Jahres berichten. Inzwischen
hat auch DoDDS c.s. 3) mitgeteilt, dass sie bei Destillation von hormon-
haltigen Fraktionen zwischen 140 und 160° im Destillat wirksame Substanz
gefunden haben. Nahere Angaben quantitativer Art, insbesondere iiber den
Reinheitsgrad ihrer Produkte haben sie jedoch nicht angefiihrt.

‘Wihrend beim weiblichen Hormon Menformon kaum von einer regel-
rechten Destillation gesprochen werden kann, — es ist dort eher eine
Sublimierung, die sich in einem grossen Temperaturintervall (zwischen 150
und 220°) wihrend eines langen Zeitraums abspielt — findet beim mann-
lichen Hormon innerhalb eines kurzen Zeitraums eine regelrechte Destilla-
tion statt, die auch die Méglichkeit zu einer Fraktionierung geboten hat.

Als Ausgangsmaterial fiir diese Versuche verwandten wir Testes von
Stieren, die zundchst im Wesentlichen nach Methoden, die von KocH c.s. 4)
beschrieben sind, aufbereitet und gereinigt waren.

1) Naturwissenschaften Nr. 45, 1929.
2) E. LAQUEUR und S. E. DE JONGH, Journ, of Pharmacol. 36 Nr. 1, May 1929.
E. DINGEMANSE, S. E. DE JOoNGH, S. KOBER & E. LAQUEUR, Deutsche Med..
Wochenschr. 1930, Nr. 8.
3) Bioch. ]J. 24, 1036, 1930.
4) T. F. GALLAGHER & F. C. KocH, ]. of Biol. chem. 84, Nr. 2, 1929.
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Diese Methoden, namlich Extraktion der Testes mit Alkohol, Ausfrieren
des Extrakts aus Aceton, Verteilung zwischen Petroldther und 70 %igem
Alkohol, Verseifung, sind vorziiglich geeignet, um zu Praparaten von einem
Reinheitsgrad von == 0.1 mg. pro HE (= Hahnen-Einheit 1) ) zu gelangen.
Ein héherer Reinheitsgrad (etwa 0.03 mg./HE) kann zwar auch noch durch
wiederholte Anwendung der oben erwahnten Methoden erreicht werden,
jedoch treten dann bereits betrachtliche Hormonverluste auf. Hiermit ist
bisher jedoch die Méglichkeit fiir chemische Reinigungsmethoden erschépft,
und in diesem Punkte setzten wir mit der Hochvakuumdestillation ein.

Methode. Als Destillationsgefidss verwandten wir kleine Retorten von
etwa 2—5 cm.3 Inhalt; der Extrakt wurde in wenig Benzol gel6st durch ein
seitliches, spater dichtzuschmelzendes Réhrchen eingebracht und das Benzol
im Luftstrom verdampft. Zur Erwarmung diente ein Bad aus Wood'schem
Metall, in das das Retértchen zur Halfte eintauchte. Eine besondere Kiih-
lung erwies sich als iiberfliissig.

Das Destillat setzt sich scharf oberhalb der Erwirmungszone ab und
kann durch Zerschneiden der Retorte leicht vom Riickstand getrennt wer-
den. Die Evakuierung erfolgte durch eine Hg-Pumpe unter Vorschaltung
einer rotierenden Olpumpe als Vorvakuum. Zur Kontrolle des Vakuums
bedienten wir uns des Lichteffekts, der durch Teslastréme im evakuierten
Raume hervorgerufen wird. Ein Teil der im folgenden beschriebenen Ver-
suche wurde unter Verwendung einer einstufigen Hg-Pumpe (bis Fraktion
IX der Ubersicht), der Restim Vakuum einer 2-stufigen Pumpe ausgefiihrt.
Im ersten Fall betrug der Druck schitzungsweise 0.03—0.01 mm., im
zweiten Falle etwa 1/1000 mm. und darunter.

Versuche. In fritheren Versuchen hatten wir schon die relativ grosse
Fliichtigkeit des mannlichen Hormons ermittelt. Bei der Fraktionierung
gingen wir auf die Weise vor, dass wir von oben nach unten fraktionierten.
Hierdurch erreichten wir eine gute quantitative Ausbeute. Wiirde man z.B.
das noch relativ unreine Ausgangsprodukt von Anfang an bei der als cbere
Fliichtigkeitsgrenze des m.H. gefundenen Temperatur von 90° destillieren
wollen, so wiirden die Ausbeuten recht schlecht sein, da das Hormon mit
den hoher siedenden Begleitsubstanzen einen héher (als 90°) liegenden
Mischsiedepunkt bildet. Alle Einzelheiten iiber den Verlauf der Fraktionie-
rung kénnen im iibrigen aus der nebenstehenden Ubersicht entnommen
werden. In dieser Aufstellung sind die Destillate mit dem Ausgangsprodukt
durch senkrechte, die Riickstinde durch wagrechte Linien verbunden.
Fraktionen, die wieder vereinigt werden, sind durch eine Klammer zu-
sammengefasst.

1) Anmerkung: Unter 1 H.E. ist diejenige kleinste Menge verstanden, die 4 Tage
hintereinander (in je 2 Teilen) kastrierten Leghorn-Hahnen eingespritzt werden muss, um
ein Flichenwachstum des Kammes von mindestens 150/ zu erreichen: nur héchstens !/;
der benutzten Héhne darf weniger als 150/p Wachstum zeigen.
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Von wesentlichen Punkten seien noch die folgenden hervorgehoben :

10, Die Fraktionierung verlduft beinahe quantitativ. In Fraktion XI
wird nach 7 Destillationen noch beinahe das gesamte im Ausgangsprodukt
vorhandene Hormon zuriickgefunden.

20, Der héchste, hierbei erreichte Reinheitsgrad betragt 8y/HE (XIV)
Bereits nach 2 Fraktionierungen wurde ein Produkt von 10y/HE erhalten.

30, Bei 90° destilliert das Hormon beinahe quantitativ in 15 Min. iiber
(XIV). Bei 80° wird es auch nach 3 Std. noch vollstindig im Riickstand
gefunden (XI).

Uber die phymkahschen und chemxschen Eigenschaften unserer reinsten
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Produkte lasst sich im Augenblick noch wenig sagen!). Die Substanz-
mengen, die zur Verfiigung stehen, sind zu ndherer Untersuchung noch zu
klein. Wie ersichtlich, arbeiteten wir nur mit wenigen Milligrammen. So
viel ist sicher, dass auch unsere reinsten Produkte noch nicht einheitlich
sind. Sie bestehen aus Kiristallen, die in einem z&hen Ol eingebettet sind.
Ob den Kiristallen die hormonale Wirksamkeit zuzuschreiben ist,
konnten wir bisher noch nicht mit Sicherheit feststellen. Wir haben im
Laufe unserer Destillationsversuche sowohl kristalline Fraktionen erhalten,
die wirksam waren, wie solche, die unwirksam waren. Zweifellos sind diese
jedoch voneinander verschieden, wie wir am Schmelzpunkt der Kristalle
bemerken konnten. ‘

Zum Schluss sei noch darauf verwiesen, dass die geschilderte Fraktio-
nierung eine neue Maéglichkeit bietet, um das m.H. vom weiblichen zu
trennen, da dieses sehr schwer fliichtig ist, wahrend sich das m.H. durch
eine hohe Fliichtigkeit auszeichnet.

Uber eine andere Trennungsmethode, die auf dem gegensitzlichen Ver-
halten des Menformons und des ménnlichen Hormons im Zwei-Phasen-
gemisch: Benzol-alkalischer Alkohol beruht, wurde an anderer Stelle
(Bioch. Ztschr.) ausfiihrlicher berichtet.

Zusammenfassung :

10, Das mannliche Hormon kann durch fraktionierte Destillation weit-
gehend gereinigt werden.

20, Bei 1/1000 mm. und 90° wird das Hormon im Destillat, bei 80° im
Riickstand gefunden.

30. Die fraktionierte Destillation bietet eine Méglichkeit, um das méann-
liche vom weiblichen Hormon zu trennen.

Pharmako-therap. Laboratorium der Universitit Amsterdam.
Amsterdam, den 11. Dezember 1930.
1) Anmerkung: Ueber unsere chemische Kenntnisse vom minnlichen Hormon, insbesondere

iiber den Unterschied vom weiblichen Hormon wird an anderer Stelle (Bioch. Ztschr.)
berichtet.





