Der Weg vom Cholesterin zum Follikelhormon Qestradiol

Von Prof. Dr. H. . INHOFFEN, Braunschweig
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Einleitung

Nachdem die Reindarstellung und die Konstitutionsaufklirung
der Sexualhormone vor etwa 10 Jahren erfolgreich abgeschtossen
worden war, konnte man an Versuche herangehen, diese so wichti-
gen Wirkstoffe kiinstlich zu gewinnen. Zwei Wege standen hierfiir
prinzipiell zur Verfiigung. Einmal die Totalsynthese aus einfachen
Bausteinen und zweitens der Abbau strukturell verwandter Natur-
stoffe. Bisher ist es noch nicht gelungen, die Synthese der Hor-
mone Testosteron und Progesteron durchzufiihren, und man mu8
diese Aufgabe auch weiterhin als ungewdhnlich schwierig bezeich-
nen. Dagegen konnte ein Naturstoff, der zwar selbst kein Hormon
ist, aber dem Follikelhormon sehr nahe steht, ndmlich das Equi-
lenin, in einer klassischen Arbeit von Bachmann kiinstlich aufge-
baut werden. Das Testikethormon Testosteron sowie das Cor-
pus luteurn Hormon Progesteron wurden in schénen Arbeiten von
Butenandt und seiner Schule sowie den Schweizer Arbeitskreisen
von Ruzicka und Miescher aus dem konstitutionell nahe verwand-
tenCholesterin durch Ab-und Umbau dargestellt, wobei als Haupt-
zwischenprodukt Dehydro-androsteron auftritt.
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Das Follikelhormon Oestradiol nimmt insofern eine Mittel-
stellung ein, als es infolge seiner. strukturellen Besonderheit fast
ebenso schwierig aus geeigneten Naturstoffen durch Abbau wie
aus einfachen Verbindungen durch Aufbau zu gewinnen schien.
Wihrend somit eine Totalsynthese auch des Oestradiols bisher
noch nicht mit eindeutigem Ergebnis durchgefiihrt werden konnte,
ist es andererseits gelungen, eine Umwandlung des Cholesterins
in das Follikelhormon zu bewerkstelligen!).

Konstitution und Reaktionen verwandter Verbindungen
Die besondere Schwierigkeit dieser Umwandlung von Chole-
sterin in Oestradiol lag im wesentlichen in dem Umstand begriin-
det, daB das Follikelhormon einen aromatischen Ring besitzt,
wihrend die iibrigen bekannten Sterine und Steroidhormone rein
hydroaromatischer Natur sind. Hiermit hingt es zusammen, dag
das Ringsystem der sogenannten Oestran-Verbindungen nur 18
Kohienstoffatome aufweist, im Gegensatz zu den 19 C-Atomen
des Ringsystems der iibrigen Steroide (ohne eine kohlenstoffhal-
tige Seitenkette am C;). Und zwar fehlt den Vertretern der Fol-
likelhormonreihe die anguldre Methylgruppe, die normaler Weise
zwischen den Ringen A und B am Kohlenstoffatom 10 haftet.
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Wenn es, wie schon erwéhnt, gelingen konnte, das Naphtol-Deri-
vat Equilenin zu synthetisieren:
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so deshalb, weil nur 2 asymmetrische C-Atome (X) zur Bildung
von nur 4 Isomeren AnlaB geben, wiahrend beim Phenol-Derivat

') H. H. Inhoffen u. G. Zihisdorff, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1911 [1941].

1_

Equilenin

Angew. Chem. 4 | 59. Jahrg. 1947 | Nr. 7/8

5. Darstellung des Qestradiols
6. Entwicklung des technischen Verfahrens
7. Entstehung des Oestradiols in vivo

Oestradiol 4 Asymmetriezentren (ohne C,;) das Auftreten von 16
Isoneren moglich machen:
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Jedoch diirfte dieses Ziel sicherlich noch erreicht werden.

Die anguldre Cy-Methyl-Gruppe des Cholesterins stellt somit
das wesentlichste Hindernis eines Uberganges der Ringe A und/
oder B in den aromatischen Zustand dar. Ihre Entfernung war
demzufoige das Hauptziel der ,,Aromatisierung von Sterinen*;
wurde es erreicht, so war das Problem prinzipiell geldst.

Zur Aufnahme dieser Arbeit wurde ich durch das eingehende
Studium einer verwandten, eigenartigen Reaktion angeregt, deren
Kenntnis spezielle Riickschliisse auf das fragliche Probiem zulie8.

‘Es ist dies die Umwandlung des sogenannten Ergopi-

nakons in das Neo-Ergosterin, eine Reaktion, dievon Win-
daus und Borgeaud?) eritdeckt worden war. Im Verlauf dieses in-
teressanten Uberganges zwischen zwei Verbindungen wird dieselbe
10-Methyl-Gruppe schon bei 135° als Methan abgespalten, wobei
in diesem Fall das im Ring B aromatische Neo-Ergosterin ent-

steht. Fiir den ungewdhnlichen Vorgang konnte schlieBlich fol-
gende Formulierung aufgestellt werden?):
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Ergopinakon
(Di-ergosteryl)

Das Ergopinakon, ein Di-ergosteryl, enhélt wie man sieht im
Ringsystem je zwei Doppelbindungen in gleicher ,,chinoider‘‘ Lage
zur Verkniipfungsstelle und den beiden einander entsprechenden
10-Methyl-Gruppen. Der thermische Zerfall (in Minuten bei 2000,
in Stunden bei 135°) fithrt also zum ZerreiBen der Dimol-Bindung
unter Abspaltung von Methan, ynd zwar werden diejenigen Koh-
lenstoffbindungen gesprengt, die entsprechend der Schmidtschen
Doppelbindungsregel gelockert sein sollen, ndmlich C,-C,;, und
C10-C1s-

Wie dieser Zerfall im Einzelnen vor sich geht, ist noch unklar,
bei einer summenformelmafigen Betrachtung 148t sich jedoch er-
kennen, daB die Bildung von Methan Wasserstoff erfordert, der
der Gesamtmolekel an irgendeiner Stelle entnommen werden muB.
Man kann es als wahrscheinlich ansehen, daB der Zerfall des Pina-
kons ,,unsymmetrisch’ vertiuft, d.. h. nur eine Hilfte geht unter
Methyl-Abspaltung in Neo-ergosterin iiber, wihrend die andere
Hilfte das notige Wasserstoffatom spendet. Es muB hierbei indes
offen bleiben, ob dieser Vorgang lediglich intramolekular statt-
findet oder nicht auch intermolekular verlaufen kann. Fir die
erstere Annahme spricht allerdings der Befund, daB einerseits in
dem erhaltenen Gas kein Athan aufgefunden wurde, sowie anderer-
seits nach den vorliegenden Versuchen die gemessene Methan-
menge ziemlich genau 509, betrug (bezogen auf Ergopinakon).
Man kdnnte noch daran denken, daB sich das Ergopinakon beim

) Lieblgs Ann. Chem. 460, 235 [192

%) H. H, Inhoffen, Naturwiss 25, 1251[1937]
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Erhitzen unter ZerreiBen der Dimoi-Bindung und unter Wasser-

stoffverschiebung zunichst ,,disproportioniert* zu einem Iso-er-

gosterin und einem Dehydro-ergosterin folgender Formeln:
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Iso-ergosterin Dehydro-ergosterin
und daB erst sekundir das ,,chinol-artige*‘ Iso-ergosterin Methan
abspaltet.

Wie dem auch sei, die vorstehend geschilderten Befunde und
ihre Auslegung haben zu der Arbeitshypothese gefiihrt, daB eine
entsprechende Aromatisierung des Ringes A eintreten wird, wenn
prinzipiell dhnliche struktureile Verhiltnisse im ersten Ring vor-
liegen. Da das Foliikelhormon indessen am C-Atom 3 eine
Hydroxyl-Gruppe besitzt, wiirde eine véllig analoge Verbindung
zwangsldufig zur Bildung eines Desoxy-oestradiols (1I) foigender
Formel fithren:
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I, x = CH,, oder OH
Es gibt nun eine Substanz, die sich in interessanter Weise fur
die experimentelle Ausrichtung des vorliegenden Probiems heran-

ziehen 148t, nidmiich das Santonin.
H, O0—CO
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Wenn man die vorstehende, ﬂbhche Schreibweise fiir das Santonin
dahingehend 4ndert, daB man die Formel einfach auf den Kopf
stellt, so tritt eine auffallende Ahnlichkeit der so geschriebenen
Santonin-Molekel hinsichtlich des ersten Ringes mit dem Chole-
stenon, dem Keton des Cholesterins zu Tage:
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Wir finden jeweils eine anguidre Methyl-Gruppe an der glei-
chen Ringverkniipfungsstelle, in p-Steilung (3) dazu eine Keto-
Gruppe und 2 bzw. 1 Doppelbindung in Ring A. Das Santonin hat
aiso 2 Doppelbindungen in einem 4hniichen Ringsystem in der-
seiben Steliung zur Methyl-Gruppe wie das Ergopinakon, nur in
diesem Falle im Ring A (vergl.l), also das was als erforderlich
postuliert worden war. Es fehit andererseits die Dimoi-Bindung,
wohingegen an der entsprechende Stelie (C,) Sauerstoff vorhanden
ist, der nach einer Aromatisierung die verlangte phenolische Hy-
droxyl-Gruppe abgeben warde. Das Santonin ist nun in der Tat
einer interessanten Aromatisierungsreaktion fihig. Behandelt man
es mit konzentrierter Salzsiure, so wandert die anguldre Methyl-
Gruppe an das benachbarte Kohlenstoff-Atom und es kann nun-
mehr unter Umlagerung das aromatische Phenol Desmotropo-
Santonin entstehen!?):

Cholestenon

CH,
/,/
Ho/ N\ \CH-CH.
s O—CO Desmotropo-santonin

Es lag nahe zu priifen, ob das Santonin, was bisher noch nicht
versucht worden war, beim Erhitzen anstelle der Methyl-Wande-
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rung eine Methan-Abspaltung aufweisen wiirde. Das ist tatsich-
lich der Fall. Bei etwa 300° spaltet das Santonin beinahe erup-
tionsartig Methan ab und liefert hierbei phenolische Produkte in
erheblicher Menge®). Durch dieses Ergebnis schien die nunmehr
einzuschlagende Richtung eindeutig festgelegt. Es waren die im
Ring A 2-fach ungesittigten 3-Ketone von Steroiden darzustellen
und diese nicht nur zu erhitzen, sondern nunin Analogie zur Bil-
dung des Desmotropo-Santonins auch mit Mineralsiure zu be-
handeln.

Dieser erste Teil des Problems, nimlich die Darstellung der
im Ring A 2-fach ungesidttigten 3-Ketone, hat zahlreiche, nicht
vorherzusehende Schwierigkeiten bereitet und einen erheblichen
Teil der Gesamtarbeitszeit verschlungen. Ich mdchte an dieser
Stelle einmai alie Reaktionen schildern, die durchschritten wur-
den und gekldrt werden muBten.

Darstellung im Ring A 2-fach ungesittigter 3-Ketone

Naheliegend und aussichtsreich schien es, an die 4,5-Doppel-
bindung des Cholestenons (s.d.) Brom zu addieren (I1I) und hier-
nach ein weiteres Bromatom durch Substitution am Kohlenstoff-
atom 2 einzufihren (IV). Nach vorsichtiger Herausnahme der
benachbarten Bromatome (Natriumjodid in Alkohol) unter Rick-
bildung der 4,5-Doppelbindung (V) sollte das 2-Brom als Halogen-
wasserstoff unter Bildung der wichtigen A'.2-Doppelbindung ab-

gespalten werden (V).
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Prinzlplell die glelche, Reaktionsfolge kdnnte sich auch beim
Cholesterin seibst durchfdahren lassen. Nach Brom-Addition an
die 5,6-Doppelbindung und nachtriglicher Oxydation der sekun-
ddren Hydroxyl-Gruppe zum Carbonyl (VII) sollte wiederum in 2-
Stellung bromsubstituiert werden(VI1I11). Die 5,6-Bromatome wilr-
den sich in bekannter Weise unter Rickbildung der Doppelbin-
dung und gleichzeitiger Verlagerung nach 4,5 unter dem Einflu8
der Keto-Gruppe wieder herausnehmen lassen (V), wonach ab-
schlieBend die Darstellung der A'3-Doppelbindung zu erfolgen
hitte. (Vl)

L3000

Vlll v VI

Dlese so einfach scheinenden Reaktionsfolgen haben sich
nicht verwirklichen lassen. Die Reaktionen verliefen grundsitz-
lich anders und machten die Aufkidrung des anormalen Verlaufs
notwendig®).

Grundsitzlich 148t sich an die Doppelbindung des Choleste-
nons kein Brom addieren, unter neutralen Bedingungen ist Cho-
lestenon gegen Brom weitgehend bestidndig. Erst in Gegen-
wart'von Bromwasserstoffsjure tritt Reaktion ein, aber es findet
Tediglich Substitution statt. Mit 1 Mol entsteht ein Cholestenon-
6-bromid (X), mit 2 Mol ein 4,6-Dibromid (XI), wobei die Enol-

CH

(\/‘j/
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form (1X) und Allyl-Umlagerurgen eine entscheidende Rolle spie-
len3). Mehr Brom erzeugt lediglich weitere Doppelbindungen im
Ring B (XII, XIII), eine Substitution am C, findet tiberhaupt
nicht statt.
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4y H. H. Inhoffen, diese Ztschr. 63, 473 [1940].
Y H H lnho]/en, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 1134 1702, 2141 [19386]}.
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Beim gesittigten 5,6-Dibrom-keton aus Cholesterin (VI1I) las-
sen sich noch 1 und 2 Bromatome einfahren, beide gehen aber in
die 4-Steltung®) (XIV, XV). Die Einfohtung eines 5. Broms,
das jetzt zwangsldufig in dje 2-Stellung gehen maBte, ist nunmehr
uninteressant, da die mit so viel Brom beladene Molekel (XV) kein
geeignetes Ausgangsmaterial far unseren Zweék mehr abgibt.

N /\I/\/ /\/\/ N
LO *Wg %Y

vil

Behandelt man das 4,5,6-Tribromid (XIV) vorsichtig mit 1 Mol
Kaliumacetat, so kann man das 5-Brom selektiv unter Bildung
der 4,5-Doppel-Bindung herausnehmen. Dabei ensteht das gleiche
4,6-Dibrom-cholestenon (X 1), welches wie vorstehend geschildert
auch direkt durch Bromierung von Cholestenon erhalten wurde.
Dieser Befund hat die verhidltnismaBig rasche Aufkldrung des
Verlaufs der Cholestenon-Bromlerung ermbglicht (Brom in 6-Stel-
lung)®).

Nach diesen MiBerfolgen habe ich mich den Bromierungspro-
dukten des Cholestanons, des gesittigten Cholesterin-ketons zu-
gewandt, hier lagen bereits 2 isomere Dibromide vor%). Wahrend
fiir das isomere Koprostanon von Butenandt bewiesen werden
konnte, daB die erste und zweite Bromierung gleichfalls in der
4-Stellungstattfindet, war fiir dasCholestanon-monobromid(XV1I)
die 2-Stellung des Broms bereits sichergestellt worden. Man durfte
daher auch als wahrscheinlich annehmen, daB eines der beiden
Cholestanon-dibromlde das gesuchte 2,4-Derivat sein wiirde.

Die nihere Untersuchung der Reaktlonen ergab folgende Re-
sultate®s). Fahrt man die Bromlerung gesittigter 3-Ketone vom
Steroiden (XVI) mit trans-Verknipfung der Ringe A und B
(Cholestan-Relhe) unter bestimmten Bedingungen durch (Zimmer-
temperatur und darunter, sofortiges Aufarbeiten der Reaktions-
18sung nach der Bromierung, gegebenenfalls Abstumpfung der
bei der Reaktlon entstehenden Bromwasserstotfsiure mittels Ka-
liumacetats), so gelingt es, die 2,2-Dibromketone (XVIII) in
relner Form zu fassen®s). Von den belden vorerwahnten isomeren
Dibrom-cholestanonen Ist das niedriger schmelzende (Fp = 1409
das 2,2-Dibromid. Dfese 2,2-Dibromide sind jedoch relativ unbe-
stindig und lagern sich In Eisessig-Ldsung glatt unter dem Ein-
fluB der Bromwasserstoffsiure (also unter den normalen Bedingun-
gen der Reaktion) In die 24—Dibromide‘um (X1X):

’ Br C:HI
SEN0SEI000)0
AN NN q/\/
XVI Xvil XvHI XIX

Das meistens direkt entstehende bzw. durch Umlagerung des
2,2-1someren erhaltene, oberhalb 190 ° schmelzende Dibrom-cho-
lestanon war somit die lange gesuchte und einzig geeignet schei-
nende Brom-Verbindung

Die Gewinnung des Dien-ketons hieraus (VI) stieB aber
zunichst wiederum auf erhebliche und nicht erwartete Schwierig-
keiten. Bel dem Versuch der Bromwasserstoff-Abspaltung mittels
Pyridins wurde zunichst als erstes faBbares Reaktionsprodukt
ein stickstoff- und halogen-haltiges Kondensationsprodukt gefaBt?)
far das folgende Konstitutionsformel aufgestellt werden konnte®):

—~ H
N+

0/\/\/
Der Versuch der thermischen Abspaltung des Pyridin-Restes

Cholestenonyl-pyridin.HBr.

9 Darée J. chem. Soc. [London] 95, 648 [1909].

a) H Inhoffen u. G. Zihisdorff, ‘Ber. dtsch. chem, Ges, 76, 233 [1943].
) H, Inlwf en u. Huang-Minlon, Ber, dtsch. chem. Ges, 71, 1720 (1938).
D) H lnlwffen. G. Zihlsdorff u. Huang-Minlon, Ber. dtsch chem, Ges.

73, 451 {1940},
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ergab ein dliges Produkt, aus dem seinerzeit das noch unbekannte
Dien-keton nicht in reiner Form isoliert werden konnte, obwohl
Pyridiniumbromid als zweite Komponente der Spaltung glatt er-
halten wurde.

Hierauf wurde versucht, die Doppelbindungen in das Dibromid
durch Kochen mit Kaliumbenzoat in Butanol-Toluollésung hin-
einzulegen®). Aber-auch in diesem Falle verliet die Reaktion an-
ders. Es entstanden zwar bromfreie und gut kristallisierende Pro-
dukte, dle sich indessen als die Benzoesdureester einfach unge-
sdttigter Oxy-ketone erwiesen (XX, XXI):

Cl“l’
CH,
/ / \i j

C,H,C00 CH- CH,

1 /\/\
N Q AN

COC, H,

XX XXI1

Auch hier lieB sich eine thermische Zersetzung herbeifiihren
und lieferte im Destlllat Benzoes4ure, aber es erwies sich wiederum
als sehr schwierig, aus dem erhaltenen Ol die vorhandenen gerin-
gen Mengen Dien-keton rein zu isolieren.

Die fernerhin erstrebenswerten, einfach ungesattigten Oxy-Ke-
tone (XXI11, XXI111)(Wasserabspaltung) verschwanden sozusagen
direkt-unter den Hinden, indem sie sich bei der alkalischen Ver-
seifung der Benzoate unmittelbar zu gesittigten Diketonen um-
lagerten (XXIV, XXV):

HO CH, [s) CH,
C/ /\/\/ \/\/\l/ \/\/\I/
. < P> j
/L( N NN AN
XXt xxnv XXII XXV

Der Pfell von XXII nach XXIV zelgt die teilweise Blldung
des 3,4-Dlketons aus X X11 durch Wanderung der Hydroxyl-Grup-
pe an. Auch dieser Befund 148t erkennen, wie ungewdhnlich aus-
geprigt die Neigung von Substituenten der 2-Stellung zum Sprung
in dle 4-Stellung ist?) (vergl. auch weiter unten).

‘In diesem hoffnungslos scheinendem Stadlum hatten sich in-
zwischen aus denMutterlaugen der bei der Pyridin-Behandlung
von Dibrom-cholestanon angefallenen 6ligen Mutterlaugen Kri-
stalle abgeschieden, die kelnen Stickstoff enthielten und fast halo-
gen-frel waren. Dle bei 110 ¢ schmelzende, bei 80 ° getrocknete
Substanz gab jedoch keine brauchbarén Analysenwerte und lie-
ferte auBerdem in Methanol kein Semlcarbazon, so daB auch dieser
Versuch endgualtlg in einer Sackgasse zu enden schien. SchlieB-
lich brachte mich aber die Vorstellung, daB das Dienon auch im
Kristall teilweise oder sogar ganz als Trienol (XXVI) vorliegen
kénnte, dazu, die Analyse nach Trocknen in der Nidhe des Schmelz

CH,

//\/\i/
we VN

punktes (100 ®) zu wiederholen, denn Sterine mit freier Hydroxyl-
Gruppe halten meist hartnickig Kristallbsungsmittel fest, wihrend
die entsprechenden Ketone dies im allgemeinen nicht tun.. Jetzt
stimmten die Analysen eindeutig auf ein Dienon und die Wieder-
holung der Semicarbazon-Darstellung, diesmai in Athanol, lieferte
das gewtinschte Derivat ebenfalls in glatter Reaktion. Wir hatten
also ohne Zweifel ein Cholestadienon in H4nden. Trotzdem
waren wir miBtrauisch und sicherten erst die Konstitution durch
genaue Ermittlung der Doppelbindungslage bevor mit dem Stoff
weiter gearbeitet wurde'?).

DaB diese Vorsicht angebracht war, zeigt folgender Befund,
Bei der spiteren Gewinnung der Dien-ketone der Cholestan- und
Androstan-Reihe nach der Butenandtschen Methode mittels Colli-
dins erhielten wir neben dem Ab%i45-Dien (XXXI) als Haupt-
produkt in Kkleiner, jedoch eindeutig isolierbarer Menge das

XXVI

W H.H

8 Inhofen, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 1685 {1937).

. Inhoffen u. Huang-Minlon, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 1686 [1939],
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A45;47. Dien (XXX), welches sich aus dem 2,4-Dibrom-keton-

(XXVIIaber folgende Zwischenstufen bildetel):

CH, CH,
NN NN NS
90 SO NS
0/1/ \/ 0/\/ 0/\ (\/
+ xxvi \ XXV : +
N N A
Y Y !
NN NAV AV NN
XXXl XXX xxn}:r

Eine systematische Zerlegung der Gesamtreaktion XXV1I bis
XXX indieHauptzwischenstufen XXV 11 bis XXVI11I, XXV 111bis
XX[X, XXIX bis XXX konnte durchgefithrt werden. Man sieht
an diesém Beispiel, wie vorsichtig man bei der Deutung selbst

einer so einfach scheinenden Reaktion wie der Abspaltung von

2 Mol Bromwasserstoff unter Umst4nden sein muB.

Zur Konstitutionsaufkldrung unseres Dienons haben
wir die katalytische Hydrierung und den Ozonabbau herange-
zogen'¢). Bei der totalen Hydrierung erhielten wir erwartungs-
gemiB Koprostanon, bei der partiellen Hydrierung ein schwierig
trennbares Gemisch, aus dem die 1-fach ungesittigten Ketone,
das A%5-Cholestenon (XXXI1I) und das noch unbekannte Al:2-
Koprostenon (XXX111) jedoch isoliert werden konnten.

C.Hn
CH, CH,| w CH,
NN N NSNS
: < _ > P
i ! [ i
o\ NS a4 o\
XXX1I A123 45 cnolestadienon-3 XXX

Auch der Ozonabbau lieB sich sukzessive durchfithren. Die
Aufsprengung nur einer Doppelbindung fahrte zur einfach un-
gesittigten Ketostdure (XXXIV), die sich zur gesittigten, auch
aus Cholestenon darstellbaren Ketoséure (XXXV) hydrieren lieB:

CHy'
/\|/\/ /\i ( \/\/ /\/\/
SN Thoot ) oo /\/ /\/ W
XXXI1 xxxw XXXV XXXl
Die volistindige Ozonisierung ergab schlieBlich glatt das neu-
trale Keton (XXXVII) unter villiger Absprengung des Ringes A,
wobei intermedidr eine B-Ketosdure (XXXVI) auftritt.

CH, C,H,,
CH HOOC CH, CH,
\ N NS N/
' > A
N\ I\ N
xxx1v XXXVI XXXVIL

Die Konstitution unserer Verbindung aus 2,4-Dibrom-chole-
stanon war damit eindeutig als die des lange gesuchten Al2i4,5.
Cholestandienons-3 (X X X1I) sichergestellt. Fiireine verbesserte
Darstellung dieses Diens kam uns, wie schon erwihnt, eine Mit-
teilung von Butenandt und Mitarbeitern'?) zu Hilfe, die besagte,
daB die erforderliche Bromwasserstoff Abspaltung in guter Aus-
beute mit Collldin anstelle von Pyridin durchffihrbar ist. Beim
niheren Studium dieser Reaktion fanden wir, daB nicht der hthere
Siedepunkt des Collidins far diesen Effekt verantwortlich zu ma-
chen ist, sondern ausschlieBlich die 4-stindige Methyl-Gruppe.
Es war uns nidmlich aufgefallen. daB mit Collidin keine stickstoff-
haltigen Kondensationsstoffe entstehen wie dies beim Pyridin der
Fall ist. Bei der systematischen Durchprifung anderer Methyl-
pyridine fanden wir, daB Collidin durch 2,4-Lutidin ersetzbar ist,
wobel auch in diesem Fall keine Pyridinium-Verbindungen ge-

"; H. H. Inhoffen u, G. Z8hisdorff, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 233 [1043].
Ber. dtsch. chent, Oeu 72, 1 1 [1939].
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‘bildet werden: Dagegen reaglert- das. isomere, fast gleich hach-

siedende 2,6- Dimethylpyridin wieder imnter Bildung ven Pyridin-
Verbindungen (XX XV IIT) und liefert entsprechend schlechté Aus-
beuten an 2-fach ungesittigtem Keton. Demzufoige formulieren
wir auch die Pytidinium-Verbindungen als p-Substitutionsproduk-
te des Pyridins und -nehmen an, daB die labilen Zwischenstufen
mit Steroid-Verknapfung zum Stickstoff (X XXIX)infolge Bestre-
bens zur Umlagerung in die p-Derivate bei Besetzung der p-Stel-
lung in ungesittigtes Keton und Pyridiniumsalz zerfallen'?),

| CH,
A
i I
\N/ C'H. i H,
W hl \(\[/\/I A NS
| .
K mall \B/\/ of/\/\J NN AN
r I I \H Br—
2,‘4-Lutidln XXXIX
”/ \I Br uNf"__/C
o —sH, L\
Br  CH, — Ny  CH _ CH
I\ ) \;/\{/\l/:' NP —\/\O
H.C—\N/—Cﬂl 0/\/\/ 0// Y \/ /\/

2,6 Lutidln «

Versuche zur Aromatisierung des Dienons

Ein erster Aromatisierungsversuch mit dem A3;4S-Chole-
stadienon-3 verlief 4uBerst entmutigend. Methan spaltete sich auch
bei 350 ° nur sehr wenig und sehr langsam ab. Des weiteren
konnten mit wiBrigem Alkali aus dem 6ligen Erhitzungsprodukt
keine phenolischen Anteile herausgeholt werden, so daB. zu be-
firchten stand, daB der Molekel schlieBlich doch noch ein unvor-
hergesehener grundsitzlicher Fehler anhaftete.

Daraufhin wurde -die ganz¢ Reaktionsfolge in die. An-
drostan-Reihe tibertragen, wobei ich mich von der in der
Sterinchemie h4ufig gemachten Erfahrung leiten lieB, daB die Ab-
4nderung der Struktur einer Verbindung an einer vom Reaktions-
ort weit entfernten Stelle zuweilen bedeutsame und aberraschende
Einfliisse am gewiinschten Reaktionsort mit sich bringen kann,

Eine Vorstudie am Androstrandion-3,17 (XL) fahrte aber die
uneinheitlichen Zwischenstufen des rohen 2,4-Dibrom-androstan-
dions-3,17 (XLI) und des entsprechenden Al2;%5-Androstadien-
dions-3,17 (XL11) durch Erhitzen dieses Dien-Diketons auf 300 °
unterglatter Methan-Abspaltungzueinem Phenol c,,h,.o,,
das ich als Iso-equilenin angespYochen habel4:15,16);

[¢]
CH, /
A
CH,
AN \‘/\/ N
YRy 9.
AV /Y\/ /\/\/
XL XLl XL

Es hat also auBer der Methan-Abspaltung noch eine weitere
Dehydrierung zum Naphtol-Derivat sowie eine Isomerisierung an
C,, stattgefunden (beides wahrscheinlich unter dem EinfluB von
restlichem, in vorliegendem Falle schwer entfernbarem Brom).
Immerhin hatte dieser Versuch eine glatte Methan-Abspaltung
unter Bildung alkalilslicher Phenole ergeben.

Wir sind daraufhin nochmals zu unserem Cholestadienon zu-
riickgekehrt, haben aber diesmal versucht, die Methyl-Gruppe
zur Wanderung zu bewegen, also -die dem Ubergang von Santonin

1) H, H. Inho Ien,G Zahisdorff u. Huang-Minlon, Bet. disch. chem. Ges.

73, 46
"; H. H. Inhoj en, Naturwiss. 85, 125 [19371.
H. H. Inhoffen, diese Ztschr. 53, 474 [1

1¢) Hirschmann u. Wintersteiner, J. ‘biol. mLtry 1268, 737 {1938].
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in Degmotropo-santoninl”) analoge Reaktion zu erzwingen. Dies
gelang in der Tat durch Einwirkung von konzentrierter Schwefel-
sdure und Essigsiureanhydrid, einer spezlellen Versuchsbedingung,

die gerade von Windaus und Kuhr'®) zur Darstellung von Sulfo-_

sduren von 1-fach ungesittigten Keto-steroiden angegeben worden
war. Bei den im Ring A 2-fach ungesittigten Keto-steroiden ent-
stehen also keine Sulfosiduren, sondern es findet ausschlieBlich Aro-
matisierung unter Methyl-Wanderung statt. Das als Sterin-phe-
nol bezeichnete Reaktionsprodukt wird in vorzaglicher Ausbeute
erhalten??):

Can C,H,,

CH,
/\f/ﬁ
NS

Sterin-phenol

Das Phenol gab mit Dimethylsulfat und Alkali einen Methyl-
4ther und kuppelte mit diazotiertem Anilin zu schénen Azo-Farb-
stoffen. Uberraschend war wiederum zun4chst sein Verhalten ge-
gen Alkali, es lieB sich aus seiner 4therischen Ldsung mittels Al-
kall nicht in die wissrige Phase aberfiihren. Fir ein derartiges
Verhalten gibt es jedoch Beispiele in Gestalt der sogenannten
Kryptophenole, deren Phenol-Charakter in dieser Hinsicht gleich-
falls nicht ohne weiteres erkennbar ist.

Daraufhin durchsuchten wir nochmals das &lige Erhitzungs-
produkt aus Cholestadienon und stieBen nunmehr auf das gleiche
Sterinphenol'?), woraus die nicht angenehme SchtuBfolgerung ge-
zogen werden muSte, 'daB in der Sterinreihe sich die Methyl-Grup-
pe auch beim Erhitzen zu einem Teil der Abspaltung durch Wan-
derung an das benachbarte Kohlenstoffatom entzieht. Und in
der 17-Keto-androstan-Reihe schien die Reaktion weit @iber das
Ziel hinauszugehen.

Die theoretische Betrachtung der Reaktion hatte ferner zu dem
Ergebnis getahrt, daB im Falle einer ausschiieBlich monomole-
kularen Methan-Abspaltung durch die Mitnahme von Wasser-
stoff eine vierte, zusitzliche Doppelbindung entstehen maBte. Es
muBte also zumindest teilweise auch mit einem equilin-ghnlichen
Erhitzungsprodukt gerechnet werden, dessen Hydrierung zu
Oestradiol in Anbetracht der bereits vorliegenden Erfahriungen als
4uBerst fraglich anzusehen war.

Mit diesen nicht gerade ermutigenden Aussichten gingen wir
an die letzte Versuchsserie.

Darstellung des Oestradiols

Ausgehend vom Acetat des Androstanol-17-on-3 (XLIII)-
lieB sich die 2,4-Bromierung in diesem Falle glatt und iibersicht-
lich infolge Fehlens eines konkurrierenden 17-Carbonyls durch-
fithren. Und die Collidin-Behandlung des 2,4-Dibrom-androsta-
nolon-acetats (XL1V) iiefertein ebenso glatter Reaktion das schén
kristallisierende, einheitliche A’s%;4:5-.Androstadienol-17-on-3-
acetat. Dieser auch als Dehydro-testosteron zu bezeichnende
Stoff erwies sich Im Hahnenkammtest -als sehr stark wirksam.

cH,
CH. b

HO

cH, 0CO.CH, C%OCO .CH®
. c‘u, __/3 K fﬂ.m__J
|
‘m\/ ” AN

XLiv Androstadienolon-acetat

XL

Mit diesem Androstadienolon-acetat haben wir zundchst die
Methyl-Wanderung durchgefithrt, in der Hoffnung, daB sich
das 1-Methyl-Derivat moglicherweise als fast ebenso wirksam er-
weisen wiitde wie das Oestradiol und somit ein eventuelter Fehl-
schlag hinsichtlich der Methan-Abspaltung von vornherein etwas-
gemildert werden Konnte. Die Methyl-Wanderung lie8 sich unter

496 (1893); G. R, Clemo, R, D.

ital, 33
) A el ) chem, Sob. [London] 1930, 1110, 257,

Haworth u. 5[ chem.
14) Lleblgl Ann. Chem A 32, 52 [193
{0 Na iss. 26, 756 [1938];
=y ﬁ l:hmfen G b{uggfls]:‘g?jﬁn .;‘:h chem. Qes. 74, 604, [1941].
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den bereits erprobten Bedingungen' mit konzentrierter Schwefel-
sdure und Acetanhydrid auch glatt: bewerkstelligen“)

0CO.CH,
CH,
S
sC_H‘ l.._
/N,
A —
o” 7N\ cu,coo/ N

1-Methyl-oestradiol-diacetat

Das nach Verseifung der Acetyl-Gruppen erhaltene 1:Methyl-
oestradiol konnte leicht durch Darstellung von Methyl4ther und
Azofarbstoffen als Phenol charakterisiert werden. Auch das Ultra-
violett-Absorptionsspektrum deckte sich vollkommen mit dem des
Oestradiols. Wiederum wurde auch hier eine fast vollige Indiffe-
renz gegeniiber starken, wiBrigen Alkalilaugen festgestellt, Eine
groBe Uberraschung bildete dann schlieBlich die physiologische
Priifung des l-Methyl-oestradlols Wihrend das Follikelhormon
an der kastrierten Ratte mit 0,1 y die Brunstreaktion auszulsen
vermag, erwies sich das.1- -Methyl-Derivat noch mit 1 mg, also bei
10000facher Uberdosierung, als villig unwirksam,

Diese physiologische Unwirksamkeit hingt woh! ohne Zweifel
mit der Unldslichkeit in Alkali zusammen, und dieses ist augen-
scheinlich eine Folgeerscheinung der 1-stindigen Methyl-Gruppe.
Wenn man bedenkt, da8 die Einfhrung einer Methyl-Gruppe in
die 17-Stellung (XLV) keinen Verlust an physiologischer Wirk-
samkeit mit sich bringt, so unterstreicht diese Tatsache nochmals
den bemerkenswerten und nicht ohne weiteres erklirlichen Ein-
fluB, den die-1-stindige Methyl-Gruppe auf die Eigenschaften
der Grundmolekel ausiibt.

OH CH,
CH,
o
[y
0y
|
ud N\, XLV 17-Methyl-oestradiol

Nunmehr gingen wir — nach 5-jihrigem Anmarsch — an den
letzten Versuch, ndmlich die thermische Umwandlung des Andio-
stadienolons. Wurde diese Substanz im EinschluBrohr wenige
Minuten auf 320 ° erhitzt, so konnten wir bei der Aufarbeitung
aber 509, phenqlische Anteile erhalten, aus denen sich nach Hoch-
vacuumdestillation iber die Digitonin-Additionsverbindung kri-
statlisiertes Oestradiol in reiner Form gewinnen lie8. Das
so erhaltene Produkt erwies sich in allen seinen Elgenschaften
sowohl den chemischen, den physﬂ(ahschen als auch den physio-
logischen, als véllig identisch mit dem natdirlichen Follikelhormon
Oestradiol.

Mit der Uberfithrung von Cholesterin in Oestradiol wurdegleich-
zeitig noch die bereits wahrscheinliche Annahme gestatzt, daB
das Follikelhormon bezaglich der asymmetrischen C-Atome 8, 9,
13 und 14 sterisch den gleichen Bau besitzt wie das Cholesterin.
Damit war das Problem zwar fiir die Wissenschaft geldst, aber die
Technik zeigte sich in keiner Weise zufrieden gestellt, denn die
Ausbeute war derart geringfiigig, daB an eine Verwertung des
Verfahrens zunichst aberhaupt nicht gedacht werden konnte.

Entwicklung des technischen Verfahrens

Doch nun gelang es in kurzer Aufeinanderfolge, die einzelnen
Stufen auBerordentlich zu verbessern. Vor allem fithrte die bereits
erwihnte theoretische Durchleuchtung der letzten Phase, der ther-
mischen Reaktion, zum entscheidenden Fortschritt.

Aus dem dreifach ungesittigten Keton hatten wir das ebenfalls
3fach ungesittigte Phenol erhalten, trotzdem Entmethylierung
stattgefunden hatte. Dies brachte uns zu der Vermutung, da8
der eigentliche Vorgang keine Methan-Abspaltung, sondern eine
Abs paltung von Methyl darstellt. Es muBten demzufolge
primir radikalartige Bruchsticke entstehen, die den zu ihrer Ab-
sittigung gebrauchten Wasserstoff anderen Teilen der Molekel
entziehen, z. B. der sekundiren Hydroxyl-Gruppe am Kohlenstoff-
Atom 17. Als Bestitigung fanden wir neben dem Alkohol Oestra-

%) H. H. Inhoffen u. G. Zahisdorff, Ber. dtsch. chem. Ges, 74, 604 [1941].

211



diol in der Mutterlauge in betrichtlichen Mengen das Keton Oe-
stron. Wir kamen daher auf den Gedanken, die thermische Spal-
tung in Gegenwart von wasserstotfspendenden Mitteln durchzu-
fhren, um hierdurch das Steroid-Material von: der Autodehydrie-
rung auszuschiieBen. Als wir hierfdr Tetralin verwendeten und
die Erhitzung in diesem Losungsmittél vornahmen, konnte in der
at dle den technischen Erfolg bestimmende Ausbeute dieser letz-
ten Reaktion von 5%, auf 60 9, gesteigert werden.

Wir gelangen somit letztlich zu folgender Formulierung der
Oestradlol-Bildung®).

OH ! - OH
_CH, CH, /
AN N
cn,| o
\|/\ + Hy —> // ' \/ .+ CH,
i .
0/\/ \\) uo/\\ / \
Oestradiol

Die Gewinnung des Follikelhormons aus Cholesterin in tech-
nischem MaBstab ist seither durchfiihrbar.

Bei diesen Untersuchungen hat mir wihrend der letzten Jahre
Herr Dr. Zihisdorff ganz wesentlich zur Seite gestanden; er kam
gleichfalls aus der damals noch unerschpflichen Gbttinger Che-
miker-Schule zu mir.

Entstehung des Oestradiols in vivo

Was schlieBlich die Frage der Enstehung des Oestradiols
im weiblichen Organismus anbetritft, so ist natarlich eine
Methan-Abspaltung, auch enzymatisch, als ZuBerst unwahrschein-
lich-anzusehen. Die Natur wird hier den Weg oiber weit reaktions-
fahigere Zwischenstufen beschreiten. Zwei Vorbilder far einen

CH, C=CH o  CHi C=CH
o a4 . HO \, "\ :
e | o, || L]
> —./" CH, CO NN SN H, CO
}! Yo Ny’ 37N Non o
‘ , N
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mogiichen physiologischen Ubergang liefert die Pflanze. Die Ge-
nine der Herzgifte Strophantin (XLV{) aus Strophantus combé

f) H. H. Inhoffen u. G. Zahlsdorff, Ber.dtsch. chem. Ges. 74, 1914 [1941),

und Ouabain (XLVI11) aus strophantus gratus besitzen als seltene
Axstishmen am Kohlenstoffatom 10 anstelle der Methyl-Gruppe
eine Aldehyd-Gruppe resp. eine primire Alkohol-Gruppe.

Diese Aldehyd-Gruppe sowohl wie die Oxy-methyl-Gruppe las-
sen slch im Verlauf tiefgrelfender Reaktionen leicht von ihrem
Platz durch Wanderung verschieben resp. ganz aus der Moleke!
entférnen?®s).

Man konnte im Hinblick auf diese Vorbilder daran denken,
daB im welblichen Organismus folgende Bildung des Oestradiols
aus Testosteron als Muttersubstanz vor sich geht:
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Nach Dehydrierung zum Dien-keton setzt eine stufenweise Oxy-
dation des Methyls bis zum Carboxyl ein. Die resultierende Saure
stellt infolge der konjugierten Zwischenlage der beiden Doppelbin-
dungen praktisch ein B-Ketonsiure dar, die leicht unter Veriust
von Kohlendioxyd in das Follikelhormon Giberzugehen vermag.
Eine Storung dieses Abbaumechanismus kdnnte wohl die teilweise
Erklarung des Auftretens mannlicher Merkmale bej vielen Frauen
abgeben, Da im mannlichen Organismus ebentalls Oestradiol an-
getroffen wird, wirde auch hier die namliche Umwandlung, wenn-
gleich im wesentlich geringeren AusmaB, anzunehmen sein.
Eingeg. am 10, Mal 1947 (A 39).

%) Jacobs u. Collins, J. blol. Chemistry, 63, 123 [1925). Jacobs u. Bigelow,
. biol. Chemistry, 101, 13 [1933). L. Fleser: Chemistry of Natural
roducts related "to Phenanthrene, S. 284 [1936].

Kohlenhydrat-EiwelBverbindungen

Von Prof. Dr. FRITZ MICHEEL, aus dem Chemischen Institut der Universitit Miinster|W.

Die EiweiBstoffe werden hinsichtlich der Mannigfaltigkeit ihrer
Struktur und der Vielseitigkeit ithrer Bedeutung von keiner anderen
Gruppe von Naturstoffen erreicht oder dbertroffen. Man pflegt
sie in die eigentlichen Proteine und die Proteide einzuteilen,
wobei man von ersteren ursprangiich annahm, daB sie ausschlie8-
lich aus a-Aminosduren aufgebaut seien, wihrend inietzteren auBer-
dem nochnicht-aminosaureartige Bausteine enthalten sind, alsoz. B.
Phosphorsiure im Casein, Purin- und Pyrimidin-zucker-phosphor-
sdurereste in den Nucleoproteiden. Eine solche Einteilung wiirde
jedoch bei ihrer konsequenten Durchfithrung heute dazu fohren,
daB die Gruppe der eigentlichen Proteine sehr kiein wire. Denn die
meisten EiweiBstotfe enthalten geringe Mengen an Kohlenhydraten.
Sie maBten also, streng genommen, zu den Proteiden gerechnet
werden, obwohl sich die kohlenhydrathaltigen in ihren wichtigsten
chemischen und physikalischen Eigenschaften nur geringfagig von
den kohlenhydratfrelen Proteinen unterscheiden, wenn der Kohlen-
hydrat-Gehalt kiein ist. Es ist schon lingere Zeit bekannt, daB die
meisten Eiweifistoffe kohlenhydrathaltig sind. Man glaubte es da-
bei jedoch lediglich mit Verunreinigungen zu tun zu haben, wenn
der Gehalt an Kohienhydrat klein war. Erst die Fortschritte in
der Reindarstellung der Proteine zeigten, daB dem nicht so ist.
Die folgende Tabelie gibt den Kohlerthydrat-Gehalt einlger nach
den gebrauchiichen Methoden dargesteliter Proteine!) an.

——
') Siehe z. B. die Zuummemtellungll;’ Jordan-Lloyd u. Shore: Chemistry

of the proteins, London 1938, S
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Kohlenhydrat-Gehalt (%)

Ejeralbumin ................. 1,7 Casein ..........ccoovveenene 0,81
Ederglobulin ................. 40 Laotalbumin ................. 0,44
Serumalbumin (Pferd) ........ 0,47 Gelatine ..............00.0.. 0,5
Serumglobulin (Pferd) ........ 1,82  Kollagen .............. Poaves Q,85

Voilig kohlenhydratfreie Proteine, z. B. Insulin, waren recht
seiten bekannt.

Der Kohlenhydrat-Gehait der EiweiBstoffe ist, wie weiter unten
ausgefihrt wird, fdar deren biologisches, insbesondere immunoio-
gisches Verhalten von groBer Bedeutung. Dies trifft in besonderem
MaBe fargewisse bakterielle Kohlenhydrat-EiweiBverbindungen zu,
deren Kohlenhydrat-Komponente spezifisch filr die betreffenden
Bakterien ist. Er Ist aber auch fiir das serologische Verhalten der
meisten andern Proteine von Wichtigkeit.

Die in den letzten Jahren stindig fortschreitende Entwicklung
der Reinigungsmethodik hat gezeigt, daB man scheinbar einheit-
liche Proteinein kohlenhydrathaltige und kohlenhydratfrele Kompo-
nenten zerlegen kann. In erster Linie geeignet fir solche Untersu-
chungen Bind die idslichen EiweiBstotfe aus Serum, Phuiita, Milch
oder Eiern. Die Ergebnisse werden besonders eindrucksvell, wenn
es gelingt, einen krystallinen EiwelBstoff scheinibar' homogener Zy-
sammensetzung in krystallisierte kohlenhydrathaltige und kohlen-
hydratfeie Komponenten zu zerlegen. Die Krystallisation hat bai
EiweiBstoffen nicht die gleiche Bedeutung wie bel nledrigmoleku-
laren Substanzen. Wihrend bei letzteren im aligemeinen nur Mo-
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