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Aromatisierungsreaktionen in der Gallensaure-Reihe und ihre moglichen
Beziehungen zum Krebsproblem

Von Prof. Dr. H. H. INHOFF EN, Braunschweig. Organisch-Chemisches Institut der TH. Braunschweig

Koénnen aus Steroiden im Verlauf eines anomalen Zell-Stoffwechsels Methyl-cholanthren bzw. Abkémmlinge
desselben als Krebsursache entstehen? Es wird eine diesbezigliche, spezielle Reaktionsfolge unter Darlegung
der moglichen Zwischenstufen entwickelt.

Einleitung

Seit Cook, Hewett und Hieger') entdeckten, daB die krebs-
erzeugende Wirksamkeit des Steinkohlenteers im wesentlichen
auf das hierin enthaltene 3,4-Benzpyren (I) zuriickzufiihren
sei, sind zahllose héhermolekulare Benzolkohlenwasserstoffe im
Tierversuch auf Carcinogenese gepriifft worden. Unter den un-
tersuchten Verbindungen befand sich auch das Methyl-cholan-
thren (V), das von Wieland und Dane?) schon vor lingerer Zeit
aus Desoxycholsdure (II) iiber 12-Keto-cholansiure (IIT) und
Dehydro-norcholen (IV) dargestellt worden war.
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Das Methyl-cholanthren hat sich in der Folgezeit im Tier-
versuch als eine der am stidrksten krebserregenden Verbindungen
erwiesen, die bisher bekannt geworden sind. Da es sich von einem
Steroid, nidmlich der Desoxy-cholsdure, chemisch ableitete, ist
man zu der Vorstellung gekommen, daB auch in der Zelle im Ver-
lauf eines anomalen Stoffwechsels Methyl-cholanthren entstehen
und dies die Ursache einer Bildung maligner Geschwulste sein
konne®). Uberzeugende experimentelle Beweise konnten jedoch
nach dieser Richtung bislang nicht beigebracht werden.

Problemstellung und theoretische Erwigungen

Seit langerer Zeit schon (1942) habe ich mich mit der Frage befaft,
auf welche Weise die in Frage stehende Hypothese gepriift werden kénne.
Da bislang alle Versuche geseheitert sind, das Problem von der physiolo-
gisch-chemischen Seite her zu {érdern, z. B. durch Isolierung definierter
krebserregender Stoffwechselprodukte aus Tumorgewcbe resp. aus an-
deren physiologischen Materialien carcinomkranker Organismen, erschien
es angebracht, das Problem von der rein chemischenSeite her anzufassen.

Hierfiir schien es vor allem zweckmiBig, Zwischenreaktionen
bzw. Zwischenprodukte bei chemischen Ubergingen von
Steroiden in cholanthren-hnliche Verbindungen in méglichst
groBer Zahi aufzusuchen, um die dargestellten Verbindungen
auf krebserregende Wirksamkeit zu prﬁfen.'_..]e eher auf diesem

1) J. chem. Soc. [London] 1933, 395; s. auch J. W. Cook, ebenda 1932,
456; Cook u. Kennaway, Amer. J. Cdl‘lCEl’ 39, 381 521 []94]

] Hoppe Seylers Z. phys;olog Chem. 219, 240 [1933], s. auch J. W.
Cook u. Haslewood, Chem. a. Ind. 1933, 758 J. Chem. Soc. [London]
1934, 428,

) Kennaway u. Sampson, J. pathol. Bact. 31, 609 [1928]; s. auch J. W,

Cook, Polycyclic aromatic hydrocarbons, Pedler Lecture, J. Chem. Soc.
[London] 1950, 2110.
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Wege vom Steroid zum Cholanthren-Derivat ein carcinogenes
Produkt angetroffen wiirde, und je zweifelsfreier die hierbei zu
bewerkstelligenden Umwandlungen als zellméglich anzuspre-
chen wiren, desto mehr wiirde die Hypothese an Gewicht ge-
winnen bzw. umgekehrt.

Inwieweit die bisherigen und kiinftigen Reaktionen als ,,zell-
moglich* angesprochen werden diirfen, soll zun4dchst dahingestellt
bleiben.

Beim eventuellen Ubergang eines Steroids in eine voll-
aromatische Verbindung in der Zelle ist es vor allem schwie-
rig, sich die Eliminierung der beiden quartidren, sehr fest haf-
tenden Methyl-Seitenketten vorzustellen, deren biochemische An-
greifbarkeit nicht ohne weiteres gegeben erscheint4).

In den letzten 15 Jahren wurden nun Steroid-Reaktionen be-
kannt, bei denen das anguldre Methyl am C,, des Vierring-Sy-
stems sich relativ leicht und glatt von seinem Platz entfernen
1aB8t, um damit eine Aromatisierung des Ringes A moglich zu
machen.

Hier ist vornehmlich eine Reaktion interessant, die bei spe-
ziellen Steroid-Abkémmlingen angetroffen wird®). Bei ihr wer-
den im Ring A zweifach ungesittigte 3-Keto-steroide (V1)
zu Phenolen der Struktur VII umgelagert. Die Reaktion tritt un-
ter der Einwirkung von konz. Schwefelsiure und Essigsdure-
anhydrid ein:
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Der Mechanismus dieser Siure-Umlagerung konnte erst im
letzten jahr von Woodward und Singh®) in einer ausgezeichneten
Untersuchung endgiiltig aufgekldrt werden. Woodward formuliert
die Reaktion als Wagner-Meerwein-Umlagerung und ldBt sie iber
die labile Zwischenstufe entweder eines Spirans oder des Kations
Vla verlaufen. Von diesen beiden Mdglichkeiten sei die letztere
als bevorzugt wiedergegeben. Unter Sprengung der Bindung
9—10 und nach Drehung des Ringes A kommt es zur Ausbildung
einer neuen Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung zwischen den C-
Atomen 4 und 9. Das Hydroxyl gerdt damit an den oberen Teil

4) vgl. jedoch H. H, Inhoffen, diese Ztschr. 59, 212 [1947].

5) Inhoffen u. Huang-Minlon, Naturwiss. 26, 756 [1938]; Inhoffen, Zihls-
dorff u. Huang-Minlon Bef. dtsch. chem. Ges. 73, 451 [1940); Inhoffen,
diese Ztschr. 53, 473 f194(]] Inhoffen u. Zuhlsdorff, Ber, dtsch chem,
Ges. 74, 604, 1911 [1941); Wilds u, Djerassi Amer. Chem. Soc, 68,
1712 [1946], Inhoffen, diese Ztschr. 59, 207 (1 47] Djerassi u. Scholz,
J. Amer, Chem. Soc. 70 1911 [1948]; Inhofen u. Stoeck Liebigs Ann,
Chem. 563, 127 [1949]; lnhoffen Stoeck u. Litbcke, ebenda 583 177 [1949).

9y J. Amer. Chem, Soc. 72, 494 [1950], vel. diese Ztschr. 62, '542 1950].
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des neuen Ringes A (neues C,), wihrend das Methyl, ohne seinen
Platz am chemaligen C-Atom 10 verlassen zu haben, nunmehr
am ,neuen‘ C-Atom 4 haftet. Dem Meerweinschen Sprach-
gebrauch zufolge wire dies also ¢ine Umlagerung im Kation.

Djerassi und Mitarbeiter?) haben gezeigt, daB auch die ,,nor-
male** Form einer einfachen Methyl-Wanderung moglich ist. Sie
fanden, daB im Ring B zusdtzlich ungesittigte A-Dienone
(V111) sich isomerisicren:
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Hier verlagert sich also tatsichlich die Methyl-Gruppe von
C .o an das C-Atom 1, wie dies schon frither angenommen worden
wars).

Je nach der Struktur der Ausgangsstoffe (VI oder VIII) er-
halten wir daher bei den geschilderten Aromatisierungsreaktionen
entweder 1-Oxy-4-methyl-(VII) oder 1-Methyl-3-oxy-Derivate
(IX) des Oestratriens-(1,3,5) (ohne Beriicksichtigung der Sei-
tenkette),

Die von Woodward als moglich angefihrte Bildung ciner I-
Methyl-4-oxy-Verbindung konnte durch synthetische Darstel-
lung des 3%,8-Dimethyl-1,2-cyclopenteno-phenanthrens C  H,,
(X) ausgeschlossen werden?). Es erwies sich mit unserem aus
AY4-Cholestadienon-3 (XI) bzw. aus Sterinphenol (X1!) erhal-
tenen Kohlenwasserstoff gleicher Zusammensetzung!'?) als iden-
tisch.
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Fithren wir die beiden Mdoglichkeiten der Aromatisierung des
Ringes A in der Androstan-Reihe durch, so gelangen wir folge-
richtig zu zwei Vertretern der Oestron-Gruppe, von denen das
zuerst dargestetite 4-Methyl-oestradiol-1,17 (X11I) verstdndlicher-
weise oestrogen unwirksam ist, wdhrend das echte [-Methyl-
oestradiol-3,17 (X1V) von Djerassi?) sich im Allen-Doisy-Test als
fast so wirksam erweist wic das Follikelhormon selbst.
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Wenn hier eine kurze Zwischenbemerkung iiber den Zusammen-
hang zwischen physiologischer Wirksamkeit und chemischer Kon-
stitution gemacht werden darf, so sei auf den raumlichen Abstand
zwischen den beiden Hydroxyl-Gruppen im Oestradiol hinge-
wiesen (Bild 1, oberes Modell). Sehen wir den hiermit festgeleg-
ten OH-Abstand als unerliBliche Voraussetzung fir eine (noch
nicht eindeutig bewiesene) Symplex-Bildung zwischen dem Fol-
likethormon und einem Protein an, so ist es ohne weiteres ver-
stdndlich, dab bei verkirzter Entfernung der beiden Hydroxyle,
wie sie in XIII vorliegt eine Anlagerung an die physiologische
Matrize nicht mehr moglich ist und folglich ein Wirksamwerden
dieses Qestron-Derivates nicht zustande kommen kann,

7) Ebenda 72, 4534, 4540 [1950].

8) H. H. Inhoffen u. G. Zihisdorff, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 604 [1941].
®) Privatmitteilung von Woodward.

10y H, H. Inhoffen, G. Stoeck u. G. Kélling, Chem. Ber. 82, 263 [1949].
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Das Stilboestrol erfiillt {ibrigens diese Anforderungen, die an
die Struktur hinsichtlich des Sauerstoff-Abstandes gestellt wer-
den, weitestgehend, wovon man sich leicht am Stuart-Modell
tiberzeugen kann (Bild I, unteres Modell)t!).

Auch die Dicke
der Molekel im Be-
rejch des C,,-Methyls
findet sich beim Stil-
boestrol-Dietrich als
Folge der sterischen
Hinderung durch die
beiden Athyl-Grup-
pen und der hiermit
zusammenhdngenden
Verdrehung der Ben-
zol-Kerne wieder.

Durch die beiden
dargelegten Aroma-
tisiecrungsreaktionen
ist die Moglichkeit ge-
geben, daB 3-Keto-
steroide, die in den
Ringen A bzw. A
und B mehrfach un-
gesattigt sind, bei
Zimmertemperatur
unter,, Verschichung*
des anguldrenC, -Me-
thyls an das C-Atom
1 oder 4 in Derivate
des p- und m-Kresols

Biid 1
Stilboestrol

dbergehen,
Mit den bisherigen Ergebnissen ist zu diskutieren, ob eine sog.
»einleitende Aromatisierung* — als zellmoglich angenommen —

den Beginn und die Voraussetzung zu weiterer Dehydrierung dar-
stellen kdnnten. Sie wire somit im einzelnen iber nachstehende

Anfangsstufen laufend zu formulierent?):
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Durch weiteren Wasserstoff-Entzug kdnnten schlieBlich im
Falie des Cholesterins die nachfolgenden Reaktionen vor sich
gehen, XV — XVII:
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) Zu den Modellen: Mit den jetzigen Kalotten der Fa. Leybold ist der
Aufbau eines trans-Hydrindans nicht moglich; im Modell ist daher
Ring D ein 6-Ring, was jedoch fiir die hier behandelten Fragen keine
entscheidende Bedeutung hat.

7y H. !g] Inhoffen, G. Stoeck u. E. Liibcke, Liebigs Ann. Chem. 663, 177
[1949].
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Wesentlich ist vor allem der RingschiufB der aliphatischen
Seitenkette zum C,, im Verlauf der Dehydrierung. Fiihren wir
diese Reaktionsfolge mit einer Gallensaure durch, so hitten
wir am C-Atom 23 infolge der kiirzeren Seitenkette an Stelle des
Isobutyl-Restes ein Wasserstoffatom (R,). DaB die Seitenkette
von Sterinen und Gallensduren unter energischen Dehydrierungs-
Bedingungen auch ohne Sauerstoff am C-Atom 12 zur Neubildung
eines fiinften Ringes AnlaB geben kann, geht schon aus dlteren
Resultaten hervor. Allerdings finden hier simtliche Ringschliisse
zum C-Atom 16 statt.

Zu der vorletzten Phase XV — XVI1 sei bemerkt, daB die
zweite der anguldren Methyl-Gruppen, ndmlich die an C,,, formal
zundchst erhalten bleibt; ihre Eliminierung erscheint nicht ohne
weiteres gegeben. Um die entwickelte Arbeitshypothese zu prii-
fen, miissen daher auch derartige Stoffe dargestellt und auf ihre
krebserregende Wirksamkeit untersucht werden. Fiihren wir die
Dehydrierung weiter bis zum méglichen Endpunkt durch, d. h.
also unter Abspaltung auch dieser letzten anguldren Methyl-
Gruppe, so gelangen wir schlieBlich zu echten Cholanthren-
Derivaten (XVII).

Zwei Grundsubstanzen, an deren Darstellung uns im Augen-
blick am meisten gelegen ist und deren baldige Gewinnung uns
mdglich erscheint, ndmlich das [-Oxy-4-methyl-hexadecadehydro-

10,23-bisnorcholen (XVI) und das 1-Oxy-4,20-dimethyl-.

cholanthren XVII sind in den Bildern 2 und 3 als Modell
wiedergegeben.

Bild 3, XVII

Alter Weg zur Aromatisierung des Ringes A

In der Cholesterin-Molekel ist der RingschluB der Seitenkette
zum C-Atom 12 noch ungeldst. Daher sind die im Folgenden ge-
schilderten Reaktionen zunichst in die Gallensdure-Reihe
fibertragen, wo durch den C,-Sauerstoff die von Wieland durch-
gefiihrte unerliBliche Bildung des fiinften Ringes ermdglicht wird.

Vorstufe fiir die Aromatisierung des Ringes A unter Ver-
schiebung des Methyls sind, wie wir sahen, die im Ring A zwei-
fach ungesittigten Steroid-3-ketone (XX). Diese wiederum wer-
den aus den 2 4-Dibromiden (XIX) der gesattigten 3-Ketone
(XVIIIT) durch 2-fache HBr-Abspaltung gewonnen. Damit die
beiden Bromatome an die C-Atome 2 und 4 treten, war es nach
unseren bisherigen Anschauungen erforderlich, daB die Ringe A
und B des Sterin-Geriistes in trans-Stellung miteinander ver-
kniipft vorliegen, wie dies beim Cholestanon der Fall ist.
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Im Falle der beim Koprostanon vorhandenen cis-Verkniipfung
sollten nach der Butenandtschen Regel beide Bromatome nach-
einander am C-Atom 4 eintreten, entsprechend dem (bergang
XXT — XXIIL
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Da wir bei den Gallensduren cis-Stellung der Ringe A und B
vorfinden, soliten bei der Bromierung die nicht brauchbaren
4,4-Dibromketone entstehen, so daB sich zwangsldufig als erste
Zielsetzung ergab, die sterische Konfiguration am C-Atom 5 der
Gallensiuren zu dndern. NacheUberwindung einiger Schwierig-
keiten gelangten wir zu einer grundsdtzlichen Losung, die durch
das Formelschema XXI — XXVIII?) dargestellt ist:
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Cholan-3-ketone (XXI1), z. B. Koprostanon und 3-Keto-cho-
lansiure-ester, werden in 4-Stellung monobromiert (XXII) und
durch HBr-Abspaltung zundchst in die A4S5-ungesidttigten Ke-
tone (XXI1V) iibergefithrt. Die 2-fach ungesattigten Enoldther
dieser Ketone mit der Konfiguration XXV lassen sich, wie wir
schlieBlich nach zahlreichen Versuchen fanden, partiell zu den
einfach ungesittigten trans-Enolidthern (XXVI) hydrieren. Spal-
tung der trans-Enolidther fithrt letzten. Endes zu den trans-Ke-
tonen (XXVII), die nun in bekannter Weise in 2,4-Stellung
bromiert werden konnen.

Wenn auch dieses Verfahren als durchaus brauchbar ange-
sehen werden darf, so war doch die Gesamtausbeute im Hinblick
auf die noch anzuschlieBenden Reaktionen als ungenigend an-
zusprechen. Wir suchten daher nach einem neuen Reaktionsweg,
der schlieBlich gefunden wurde.

Die neue Methode zur Aromatisierung des Ringes A

Zwei Beobachtungen brachten uns auf den richtigen Weg.
Einmal war uns aufgefallen, daB das Monobromid des Kopro-
stanons allem Anschein nach immer als Gemisch erhalten wurde,
aus dem das von Butenandt und Wolf'*) beschriebene 4-Bromid
nur schwierig und nur mit sehr geringer Ausbeute abgetrennt
werden konnte. Zum zweiten erinnerten wir uns an die Beobach-
tung von Windaus und Mielke'®), dafl bei der Sulfurierung des
Koprostanons auch eine 2-Sulfosdure entsteht. Wir untersuchten

13) H. H. Inhoffen, G. Sloeck, G. K3lling u. U. Stoeck, ebenda 568, 52 [1950] ;
H. H, Inhoffen, W. Becker u. G. Kolling, ebenda 568, 181 [1950].

14y Ber, dtsch. chem. Ges. 68, 2091 [1935].

15) Liebigs Ann. Chem. 536, 116 [1938].
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daher nochmals die Bromierung des Koprostanons und fan-
den sehr bald, daB diese im Gegensatz zu alten Vorstellungen fol-
genden Verlauf nimmt?e):
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Bei der Monobromierung des Koprostanons (XXI) entsteht
das schwer trennbare Gemisch von 2- und 4-Bromid, das durch
HBr-Abspaltung in das chromatographisch leicht trennbare Ge-
misch von annidhernd gleichen Teilen A'- und A¢-Cholestenon
(XXIX und XXIV) iibergefithrt wird.

DaB die Dibromierung des Koprostanons bei dieser Sachlage
zu XXVIII fithren wiirde, war jetzt nicht mehr iiberraschend.
Denn die Bildung eines Gemisches aus 2,2- und 4,4-Dibromiden
war als unwahrscheinlich anzusprechen. -

In der Tat nimmt die Dibromierung den angegebenen Verlauf
und die HBr-Abspaltung fiithrt in glatter Reaktion zu den be-
kannten Al4-Dienketonen, wie dies bereits in der Formelreihe
XXI — XXVIII — XX schon eingezeichnet ist'®). Die ins
Auge fallende Verkiirzung des Reaktionsweges hat auch die an-
gestrebte Steigerung der Ausbeute um mehr als eine Zehner-
potenz zur Folge: An Stelle von 7 Stufen mit insgesamt 29,
kommen wir jetzt mit nur 2 Stufen mit iiber 209, Ausbeute aus.

Wollen wir die 1-Methyl-3-oxy-Verbindungen (XXXIII) ge-
winnen, so gehen wir ven dem einfach ungesédttigten Cholansdure-
keton der Struktur XXX aus, dessen bisher unbekanntes Di-
bromierungsprodukt (XXXI) nach Djerassi und Mitarbeitern?)
als 2,6-Dibromid zu formulieren sein wird und spalten aus dem
letzteren 2 Mol Bromwasserstoff ab unter Bildung des Al.4:¢-
Trien-3-ketons (XX XII), das nun seinerseits in ,,normaler‘‘ Weise
aromatisiert (XXXIII)?).
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k , ;- COOCH, ALK
4 i/\l Br | i
=. NN
A — \1 :
P NI\
AN o
0 XXX Br XXXT
? ?* /C4Hy:COOCH, o C,11,-COOCH,
| |
CH, /\i/\i /\‘/\1
//'\/L\/" — AN
|
aYav4 AN
HO XXX (¢} XXX11

Jetziger Stand der Reaktionen
Durch Ubertragung der gewonnenen Erkenntnisse auf Desoxy-
cholsdure bzw. deren Methylester konnten wir vor kurzem die
nachstehenden Reaktionen durchfiihren!?).
3,12-Diketo-cholansiureester und 3-Keto-12(«)acetoxy-cho-
lansdureester lieBen sich glatt in die 2,4-Dibromide XXXIV und
XXXV vom Fp 185,5—-186° resp. 184—185¢ uberfithren, die durch
Bromwasserstoff-Abspaltung die entspr. Dien-ketone XXXVI
und XXXVII vom Fp 132,5—-133° resp. 115~116° ergaben. Die
Umlagerung unter den bekannten Bedingungen lieferte die im
Ring A aromatischen Sduren, die sich als acetylierter Ester
XXXVIII vom Fp 135,5—-136° resp. als 1-methylierte Siure
XXXIX vom Fp 187—188° charakterisieren lieBen.

1)y H. H. Inhoffen, G. Koch, I. Nebel u. G. Kélling, Chemiker-Z, 74, 309
{1950]; dieselben Chem. Ber, &4, 361 [1951].
17y Noch unveréffentlicht.
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Die 1-methylierte aromatische Keto-cholansiure (XL) soll
nunmehr dem dargelegten RingschiuB zu XLI zugefithrt werden.
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Zusammenfassung

Die von Cook und Kennaway erérterte Mdglichkeit, daB der
krebserregende Kohlenwasserstoff Methyl-cholanthren auch in
vivo im Verlauf eines anomalen Stoffwechsels aus Choleste-
rin entstehen und dies die letztliche Ursache einer Carcinom-
bildung sein kdnne, soll von der chemischen Seite her gepriift
werden.

Es wird eine mogliche Reaktionsfolge des Ubergangs vom
Cholesterin bzw. der Cholsdure in bestimmte Abkémmlinge des
Methyl-cholanthrens dargelegt, und die Darstellung mdaglichst
aller Zwischenprodukte als Arbeitsziel angegeben.

Die ,,einleitende Aromatisierung‘‘ des Ringes A wird iiber die
im Ring A 2-fach ungesittigten Steroid-3-ketone verlaufend an-
genommen. Diese vermégen sich in bemerkenswerter Weise un-
ter Verschiebung der C,,-Methyigruppe in Methyl-phenole um-
zulagern. Hiernach ist das Aromatischwerden auch des Ringes B
durch Wasserstoffentzug moglich. Weitere Dehydrierung und
Bildung des fiinften Ringes zwischen C,, und C,; soll zu einer
,,Cholanthren-Vorstufe* fithren, die moglicherweise schon selbst
cancerogen wirksam sein konnte; hiermit wiirde die bisherige
Annahme einer notwendigen Entfernung der letzten anguldren
Methylgruppe hinféllig werden. Als erste Glieder der Reihe wer-
den zwei im Ring A aromatische Gallensdure-Derivate beschrie-

ben.

Eingeg. am 2, April 1951 [A 349]
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