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404. E. Fernholz: Die Darstellung des Corpus-luteum-
Hormons aus Stigmasterin.

[Aus d. Allgem. Chem. Universitdts-Laborat. Géttingen.]
(Eingegangen am 16. November 1934.)

Vor kurzem!) konnte ich bereits berichten, daB mir die Uberfithrung
des ungesittigten Oxy-ketons I in das a, B-ungesittigte Diketon II gelungen
ist. Dieses Diketon besitzt eine Konstitution, wie sie von A. Butenandt?)
und K. H. Slotta3) fiir das von ihnen isolierte Corpus-luteum-Hormon vor-
geschlagen ist. Auch sein Schmp. und der seines Dioxims stimmten mit den
Angaben iiberein, die fiir das Hormon gemacht wurden, so dafl ich mit grofler
Sicherheit bereits annehmen konnte, diesen Naturstoff in {ibersichtlicher
Weise dargestellt und damit in seiner Konstitution aufgeklirt zu haben.

Es ist wohl nétig, darauf hinzuweisen, daBl ich diesen Weg zum Corpus-
luteum-Hormon génzlich unabhingig von A. Butenandt gegangen bin, da
dieser bereits die Vorversuche zur Synthese in einer vorliufigen Mitteilung
veroffentlicht hat?). Gleich nach Erscheinen der Arbeit von K. H. Slotta,
H. Ruschig und E. Felst), die zwar noch keine Konstitutionsformel brachte,
aber doch keinen Zweifel dariiber aufkommen lie}, da3 sie Formulierung II
fiir sehr wahrscheinlich hielten, konnte ich mit Versuchen zur Synthese dieses
Stoffes beginnen. In Anschlufl an meine Arbeiten iiber die Konstitution des
Stigmasterins hatte ich bereits dhnliche Ko6rper dargestellt, unter anderem
auch das unwirksame Oxy-keton vom Schmp. 194°, itber dessen Synthese
kiirzlich A, Butenandt u. L.Mamoli®) berichtet haben. Dieses Keton
hatte ich schon etwa ein Jahr vor seiner Isolierung aus Corpora lutea in den
Hinden, und ich habe die betreffende Arbeit am 18. September an die Ztschr.
physiol. Chem. geschickt. Sie ist bisher noch nicht erschienen. Der von mir
gegangene Weg deckt sich mit dem von Butenandt und Mamoli.

Es war mir sofort klar, dall die von mir aus Stigmasterin (III) dar-
gestellte 3-Oxy-bis-nor-cholensiure (IV) geeignet war, die fiir das Hormon
vorgeschlagene Formel zu priifen, und ich hielt es fiir wichtig, diese Priifung
selbst vorzunehmen. So hatte ich bereits Ende Juli festgestellt, da} die fiir
die Arbeit so entscheidende Beobachtung, daf§ beim Stigmasterin (III) Brom
sich vorwiegend an die Doppelbindung 5.6 addiert, so dal man die weitere
Doppelbindung mit Ozon sprengen kann, auch auf das aus der Siure IV
leicht zu erhaltende Diphenyl-dthylen V zutrifft. Die Selektivitat der Ad-
dition ist noch viel groBer, denn mehr als T Mol Brom wird kaum angelagert.
Ein Tetrabromid 148t sich nicht gewinnen.

Es gelang mir jedoch nicht, bei der auf verschiedene Weise durchgefiihrten
Dehydrierung des Oxy-ketons I mit Kupferbronze und Kupferoxyd oder bei
Oxydation des Dibromids von I, das zweifellos in bedeutenden Mengen vor-
handene Dehydrierungsprodukt II zu krystallisieren. Dies mulite einem
Zufall iiberlassen werden, der dann auch schlieflich eintrat bei Produkten,
die durch Oxydation des Dibromids dargestellt waren.

1) B. 67, 1855 [1934]. 2) B. 67, 1611 [1934].
% B. 67, 1625 [1934]. 4) B. 67, 1270 [1934].
) B. 67, 1897 T1934].
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Inzwischen haben A. Butenandt und J. Schmidt®) einen zweiten Weg
gefunden, der von einem Sterin, dem Pregnandiol, zu demselben Diketon
fithrt, so daB in kurzem Abstande zwei Synthesen durchgefiihrt worden sind.
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Nachdem ich die Moglichkeit hatte, animpfen zu konnen, gelang mir
seine Isolierung auch bei der Dehydrierung des Oxy-ketons I mit Kupfer-
oxyd. Die Ausbeute war jedoch sehr schlecht. Zur Sicherung der Identitat
mit dem Corpus-luteum-Hormon war seine physiologische Priifung un-
bedingt erforderlich, denn bei den zur Bildung von Misch-krystallen be-
sonders leicht neigenden Sterinen war es nicht ausgeschlossen, dall das Hormon
lediglich eine kleine Beimengung des Diketons darstellte. Die Priiffung des
synthetischen Priparates, die inzwischen in der Pharmakologischen Abteilung
der Firma E. Merck, Darmstadt, ausgefithrt wurde, ergab jedoch eine hohe
Wirksamkeit. Sie wurde nach den Angaben von A. Butenandt, U, West-
phal und W. Hohlweg?) ausgefithrt, und die Kaninchen-Einheit zu 0.5 mg
bestimmt, in befriedigender Ubereinstimmung mit dem Naturstoff.

Wenn ich das Diketon aus trocknem Methanol umkrystallisierte, so
beobachtete ich nur die Form vom Schmp. 12¢°; bei Anwendung von Alkohol-
Wasser traten hiufig Gemische auf. FEine vollstindige Uberfithrung gelang
mir jedoch immer bei Anwendung eines Gemisches aus Alkohol, Wasser und
Ather, wenn ich die Losung durch einen Luftstrom einengte. Die dabei auf-
tretende starke Abkithlung scheint die Bildung der niedrig schinelzenden

6 B. 67, 1901 1934 . ?) Ztschr. physiol. Chem. 227, 87 [1934].
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Modifikation zu begiinstigen. Umkrystallisieren aus Methanol wandelte sie
jedoch gleich wieder in die héher schmelzende Form um. Da A. Neuhaus$)
aus der Bestimmung der Molrefraktion geschlossen hatte, dal3 es sich um
eine Form mit T Mol. Krystall-Wasser handele, habe ich mein , Luteosteron D*
in luft-trocknem Zustande verbrennen lassen. Der Kohlenstoffwert lag dann
wohl 0.59, zu niedrig, aber bei einem Gehalt von 1 H,0O miiBte er 4.35%
zu niedrig sein. Bei beiden Modifikationen fand ich dieselbe spez. Drehung
[ajp +200° in Chloroform; O. Wintersteiner und W. M. Allen®) geben fiir
beide dasselbe Spektrum an. In geléstem Zustande sind sie also wohl identisch
und ein Unterschied in der physiologischen Wirksamkeit, wie ihn K. H. Slotta
noch in seiner letzten Arbeit!®) findet, ist schwer vorstellbar.

Zur Sicherung der Identitdt mit dem Naturstoff habe ich noch
eine krystallographische Untersuchung machen lassen. Sie wurde in
dankenswerter Weise im hiesigen Mineralogischen Institut von Hrn. cand. phys.
W. Schiitz ausgefithrt und ergab beim Luteosteron C eine gute Uberein-
stimmung mit den letzten Werten von A. Neuhaus8), wihrend beim Luteo-
steron D wegen technischer Schwierigkeiten eine sichere Identifizierung nicht
moglich war.

Das Spektrum des synthetischen Hormons habe ich bisher nur in einer
Hartley-Baly-Aufnahme untersucht. Eine 0.0I-proz. Losung in Alkohol
zeigte eine Absorption, die mit einer Losung von Cholestenon derselben
molaren Konzentration (0.0122%,) weitgehend iibereinstinmte. An dieser
Stelle sei bemerkt, daB Cholestenon auch in einer Dosis von 20 mg noch
keine Wirkung als Corpus-luteum-Hormon aufwies.

Beschreibung der Versuche.
Den Abbauder 3-Oxy-bisnor-cholensidure bis zum Oxy-keton I,
der bereits von A. Butenandt?) beschrieben ist, brauche ich hier nicht zu
wiederholen, da ich die gemachten Angaben im wesentlichen bestitigen kann.

Oxydation als Dibromid: 1.34g des Oxy-ketons I wurden in
50 cem gelost und 0.68 g Brom in 30 cem Chloroform aus einer Biirette in
diinnem Strahle zulaufen gelassen. Das Losungsmittel wurde dann bei 30°
im Vak. abgedampft und das zuriickbleibende Harz in 40 ccmi Benzol gelost.
Diese Losung wurde mit 30 ccm 5-proz. Kalilumpermanganat und 1o ccm
20-proz. Schwefelsdure 8 Stdn. geschiittelt. Der entstandene Braunstein
wurde durch vorsichtigen Zusatz von schwefliger Sdure gelést und die Benzol-
Schicht abgetrennt. Der wiBrige Teil wurde noch einmal mit Ather aus-
geschiittelt. Ather- und Benzol-Losung wurden vereinigt und nach Zusatz
von Ig Zinkstaub und 20 cem Eisessig am absteigenden Kithler erhitzt,
bis kein Destillat mehr tiberging. Zur Vervollstindigung der Entbromung
wurde der Riickstand nach Zugabe von I ccmi Wasser noch 1/, Stde. unter
RiickfluB gekocht. Das organische Material wurde in Ather aufgenommen
und durch Schiitteln mit verd. Natronlauge von der geringen Menge saurer
Oxydationsprodukte befreit. Der Ather hinterlieB beim Verdampfen ein mit
Krystallen durchsetztes Harz. Dies wurde 10 Min. mit 10 ccm Essigsidure-
anhydrid gekocht, um zu verhindern, dall gleichzeitig mit dem Diketon
auch unveridndertes Ausgangsmaterial auskrystallisierte. Nach Zerstorung

8 B. 67, 7 [1934]. 9 Journ. biol. Chem. 107, 321 [1934].
) B. & 7 [1934].
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des Anhydrids mit Wasser wurde das Harz in wenig Methanol gelést, woraus
sich bald Krystalle abzuscheiden begannen: 0.6 g vom Schmp. 115° (unscharf).
Es wurde bis zur Konstanz von Schmp. und Drehung aus Methanol um-
krystallisiert. Charakteristische kurze Prismen vom Schmp. 129°; leicht
loslich in den meisten Losungsmitteln, weniger leicht in Petrolither.

15.5 mg Sbst., in 2 ccm Chloroform: ap = +1.55°, [a]® = +200°.

4.681 mg Sbst.: 13.720 mg CO,, 3.980 mg H,O,.

CyH300,. Ber. C 80.20, H 9.62. Gef. C 79.94, H 9.51.

Dioxim: 40 mg Substanz wurden mit 0.2 g Hydroxylamin-Hydrochlorid,
0.25 g Natriumacetat und 20 ccm absol. Alkohol 2 Stdn. gekocht. Das Oxim
wurde dann 1nit Wasser ausgefillt und aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert.
Kleine Blédttchen, die bei raschem Erhitzen bei 246—248° schmolzen.

2.878 mg Shst.: 0.206 cem N (24° 753 mm).

C,Hy,0,N,. Ber. N 8.13. Gef. N 8.15.
Ein einheitliches Semicarbazon liel sich nicht gewinnen. Ein nach der iiblichen

Methode erhaltenes, nicht krystallines Pulver war in den iiblichen Lésungsmitteln fast
unloslich.

Uberfithrung in die Modifikation vom Schmp. 121°: 350 mg des
Diketons vom Schmp. 129° wurden in wenig Alkohol gelést und die bei
Zusatz etwa des halben Volumens Wasser eingetretene Fillung mit Ather
wieder in Losung gebracht. Durch Ubersaugen von Luft wurde die Losung
dann eingeengt, wobei sich diinne Nadeln abschieden. Schmp. 121°.

6.6 mg Sbst., in 2 ccm Chloroform: ap = +0.66°, (213 = +200°.

4.612 mg Sbst. (luft-trocken): 13.480 myg CO,, 3.970 mg H,O.

Cy3H;00,. Ber. C 8o.20, H 9.62. Gef. C 79.73, H 9.63.

Dehydrierung mit Kupferoxyd: o.5g Oxy-keton wurden in einer
kleinen Retorte mit 1.5 g nicht zu feinem Kupferoxyd in einem Salzbade
20 Min. auf 310° erwdrmt. Hierbei entwickelte sich eine merkliche Menge
Wasser. Im Hochvakuum wurde die Substanz dann abdestilliert und die
Destillation noch einmal wiederholt. Das Destillat (0.3 g) wurde in wenig
Methanol gelost und mit dem Diketon vom Schmp. 129° angeimpft. Nach
mehreren Tagen setzte eine langsame Krystallisation ein. Ausbeute an noch
nicht ganz reinem Produkt etwa 20 mg. Bei kiirzerer Einwirkungszeit blieb
ein zu groBer Teil der Substanz unverindert.

Physiologische Priifung.

Ausfithrung nach den Angaben von Butenmandt?). Olige Losung, von der I com
1 mg Substanz enthélt.

o.1mg Kaninchen 1 Stadium o o.5mg Kaninchen ¢ Stadium 3
o1 ., " 2 . o—I 1.0 ,, . 7 . 3
0.25,, . 3 ) 1—2 1.0 ,, . 3 . 3
0.5 ,, 1 . 2 1.0 ,, . 9 . 3
0.5 ,, " 3 . 2—3

Nach der Definition Butenandts liegt die Kaninchen-Einheit bei 0.3 mg.

Mikro-krystallographische Untersuchung (W. Schiitz).
Diketon vom Schmp. 129%: Habitus: Kurz-sidulige Prismen. Spaltet ausgezeichnet
in diinnen, rechteckigen Tafeln. Optische Bestimmung: Starke Doppelbrechung. Aus-
loschungs-Richtungen parallel den Spaltrissen. Optisch 2-achsig, positiv doppelbrechend.
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Nach Schitzungen aus den Kriimmungen des Achsen-Balkens betrdgt der Achsen-Winkel
2V ungefihr 30—40°.

Die optische Orientierung war meistens so, dall die Spaltstiickchen bei konoskopi-
scher Betrachtung die erste Mittellinie y mitten im Gesichtsfeld erkennen lassen. Be-
stimmung des Brechungsquotienten o und 8 fiir Na-Licht: Als Finbettungs-Fliissigkeit
diente eine wibrige Losung von Kalium- Quecksilberjodid.

Ny = 1.543 == 0.003; ng = I.552 + 0.003
v lie sich wegen Fehlens einer geeigneten Einbettungs-Fliissigkeit nicht bestimmen.

Der vorliegende Befund 148t rhombische Symmetrie erkennen und widerspricht
nicht den imitgeteilten Daten iiber Luteosteron C.

Diketon vom Schmp. 121°: Habitus: Nadelférmige Krystalle. Wegen einer aus-
gezeichneten Spaltbarkeit traten immer lineal-férmige Krystalle auf, die eine eindeutige
Bestimmung mit dem Mikroskop nicht zulieflen. Optische Bestimmung: Die Spalt-
pliattchen zeigten starke Doppelbrechung, 2-Achsigkeit und Ausléschungs-Richtungen
parallel zu Spaltrissen. Der Charakter der Doppelbrechung konnte nicht eindeutig be-
stimmt werden.

Zwei Brechungsquotienten kounten bestimmt werden fiir Na-Licht. Es diente auch
hier wieder eine wifrige Losung von Kalium- Quecksilberjodid als Einbettungsmittel.

I. 1 = I.530 4= 0.003 2. n = 1.580 + 0.003.
Der dritte, héhere Brechungsquotient konnte nicht bestimmt werden aus oben schon
erwidhnten Griinden.

Der Befund deutet auf rhombische Symmetrie. Die Brechungsquotienten 1 und 2
decken sich sehr gut mit den angegebenen Werten fiir Luteosteron D fiir o und J.

Der Firma E.Merck, Darmstadt, bin ich fiir die vielseitige Unter-
stiitzung dieser Arbeit zu besonderem Dank verpflichtet.

405. Georg Hahn und Hermann Ludewig:
Synthese von Tetrahydro-harman-Derivaten unter physiologischen
Bedingungen, I. (vorlauf.) Mitteil.l).

[Aus d. Chem. Institut d. Universitit Frankfurt a/M.:

(Fingegangen am 13. November 1934.)

Nachdem wir, zusammen mit E.Kappes? die Konstitutionsformel
des Yohimbins bis auf die Stellung der Hydroxylgruppe ermittelt
hatten, gingen wir dazu {iber, diese letzte Unklarheit auf synthetischem
Wege zu beseitigen. Am einfachsten erschien es zunichst, die Synthese des
Yohimbols (II) in Angriff zu nehmen, das Hahn und Stenner?®) durch
Decarboxylierung von Yohimboasiure erhalten hatten, und in dem sich
das Hydroxyl entweder in Stellung 17, 18 oder 19 befinden kann.

1) C.Schépf hat sich A. 513, 195 [1934] die Kondensation von Tryptamin mit
Acetaldehyd unter physiologischen Bedingungen vorbehalten. Da wir diese Kondern-
sation bereits ausgefiihrt hatten -— was wir Hm. Schopf brieflich mitgeteilt haben —
sehen wir uns zu dieser vorliufigen Mitteilung veranlaft.

2) G. Hahn, E. Kappes u. H.Ludewig, B. 67, 686 [1934..

3) G. Hahn u. W. Stenner, B. 61, 278 [1928].





