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entstehende Fehler vernachlassigt werden kann. Dieser Fehler kime bei der Vergleichs-
messung zwischen der alkalischen und der sauren Lésung in das Resultat, weil bei diesem
Vergleich vorausgesetzt wird, dass bei gleicher Extinktion in beidenh Lésungen die Kon-
zentration des Dinitrophenolations die gleiche ist. Wenn aber die Extinktion in der
sauren Losung zu einem nicht zu vernachlissigenden Bruchteil durch die nicht-disso-
ziierten Molekeln bedingt wire, wihrend die Lichtabsorption in der alkalischen Lésung
nur von dem Ion herriihrt, wiirde, wenn der Extinktionskoeffizient der Molekeln gegen-
iiber demjenigen der Ionen nicht geniigend klein ist, ein zu grosser Wert fiir die Kon-
zentration des Dinitrophenolations und damit des Anteils an Wasserstoffionen, der von
dem Dinitrophenol herriihrt, in die Rechnung eingesetzt. Die Durchrechnung zeigt, dass
dieser Fehler bei der Benzoesiure vernachlissigt werden kann. Bei der Jodsdure und
erst recht bei der Trichloressigsiure spielt dies ja nach dem oben Gesagten keine Rolle,
da hier der ganze Beitrag an Wasserstoffionen, der von dem Indikator herriihrt, nur eine
kleine Korrekturgrosse dargestellt.

Natiirlich wire es zu miithsam, die Konzentration einer Vergleichsldsung so lange
abzuindern, bis die beiden Extinktionen einander innerhalb der Messgenauigkeit der
Methode gleich sind. Man begniigt sich damit, je eine Konzentration zu finden, die ge-
niigend nahe oberhalb, bezw. unterhalb, des richtigen Wertes liegt und interpoliert dann
linear!).

Auch bei diesen' Messungen hat sich das kiirzlich beschriebene®) Netzanschluss-
gerat sehr gut bewahrt.

Zirich, Physikalisch-Chemisches Institut der Universitit.
Oktober 1944

205. Uber Steroide.
37. Mitteilung?).
Konstitution und Synthese hochwirksamer Abkommlinge
Ostrogener Hormone*)
von K. Miescher.
(12. X. 44.)

Anlésslich ihrer ersten Untersuchungen iiber die Konstitution
ostrogener Hormone erhielten 1932 Marrian und Haslewood3) und
kurz darauf anch Doisy und Mitarbeiter®) bei der Kalischmelze des
Oestriols (Ia) neben anderen Produkten eine Dicarbonsiure C;¢H,,0,
(ITa), die sich mit Acetanhydrid leicht zu IIIb anhydrisieren liess

Y u. Halban, H. und Ebert, L., Z. physikal. Ch. 112, 359 (1924). Das Prinzip der
,,Feinkolorimetrie.

2y Keller, H. und v. Halban, H., Helv. 27, 702 (1944).

%) 36. Mitteilung siehe Helv. 27, 1153 (1944).

4) Vorgetragen an der Jahresversammlung der Schweizerischen Naturforschenden
(esellschaft vom 3. September 1944.

5 (.. F. Marrian und G. Haslewood, J. Soc. Chem. Ind. 51, IT, 279 T. (1932).

8y D. W. Mac Corquodale, S. A. Thayer und FE. A. Doisy, J. Biol. Chem. 99, 327
(1933).
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und die durch Aufspaltung eines 5-Ringes zwischen benachbarten
Carbinolgruppen entstanden sein musste. Butenandt!) und Mit-
arbeiter konnten sie 1933 durch Dehydrierung mit Selen in ein
Dimethyl-phenanthrol (IV) und dieses durch Destillation mit Zink-
staub in ein Dimethyl-phenanthren iiberfithren. Durch Vergleich mit
einem auf rein synthetischem Wege gewonnenen Produkt wurde es
als 1,2-Dimethyl-phenanthren (V) erkannt. Damit waren die kurz
zuvor von Butenandt aufgestellten Konstitutionsformeln fiir Oestron
und Oestriol weitgehend gesichert.

Doisy?) und Mitarbeitern gelang es bald darauf, durch Oxyda-
tion des Methylithers des Oestriols (Ib) mit Permanganat auch die
entsprechende am Phenolhydroxyl methylierte Dicarbonsiure (IIb)
herzustellen. Erstmalig beschrieben sie die Bildung einer Mono-
carbonsidure C;;H,,0, vom Smp. 195° durch Kalischmelze von
Oestron (VIa). Diese Saure scheint auch Weidlich®) im Laboratorium
von Butenandt isoliert zu haben, doch gelang es ihm nicht, sie ana-
lysenrein zu erhalten.
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1) A. Butenandt, H. A. Werdlich und H. Thompsen, B. 66, 601 (1933); J. Soc. Chem.
Ind. 52, 1, 289 (1933); siehe auch H. 4. Weidlich, Inauguraldiss., Gottingen 1934.

2) D. W. Mac Corquodale, L. Lewin, S. A. Thayer und E. 4. Doisy, J. Biol. Chem.
101, 753 (1933); siehe auch U. 8. A.-Patent Nr. 2069096 vom 9. 8. 33.

3) H. A. Weidlich 1. c. Die Analyse ergab ,,unterschiedliche** Werte.
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Auffallenderweise behaupteten die amerikanischen Autoren, dass
den aus Oestriol und Oestron gewonnenen Carbonsiuren im Oestrus-
test an der Ratte eine Wirksamkeit zukomme, die diejenige von
Oestron um ein Mehrfaches iibertreffe, wenn sie auch etwas verspitet
auftrete. In den folgenden Jahren wurde aber diese Angabe wider-
rufen. Die Schwellendosis der Dicarbonsiure betrage etwa 300 v,
wihrend sie fiir Oestron bei 0,7 9 liegt?).

1937 und 1939 meldeten Hohlweg und Inhoffen von der Firma
Schering?) Verfahren zum Patent an, wonach durch Behandeln von
Oestradiol und von Dihydro-equilin, aber auch von Equilenin und
Equilin mit schmelzendem KXali die gleiche oder dhnliche Mono-
carbonsduren erhalten werden, wie aus Oestron. Per os solle die
Schwellendosis an der Ratte bei diesen Verbindungen zwischen
1 und 6 y betragen, wihrend bei oraler Zufuhr 20—30 y Oestron
erforderlich sind. Alle diese Sduren erfuhren bisher keine nihere
Charakterisierung. IThre Konstitution soll nach den Patenten ver-
mutlich den Formeln IX—XI entsprechen.

@ /\-cH, {/\‘—CHa
H,-CO,H H,-CO.H -CH,-CO,H
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1
HO IX RO A x HOAAS x1
Smp 191—193° Smp. 110—120° Smp. unscharf um 100°
(aus Oestradiol) (aus Dehydro-equilin) (aus Equilin)

Smp. 120—122°
(aus Equilenin)

Nach dieser Formulierung handelt es sich um Monocarbon-
sauren der C,;-Reihe. Sie wiren durch Verlust von einem Kohlen-
stoffatom aus den ostrogenen Hormonen, zum Teil unter partieller
Dehydrierung des Ringsystems, entstanden. Offenbar ist daran
gedacht, dass der 5-Ring unter Bildung einer Dicarbonsiure oxy-
dativ aufgespalten wird, die dann unter Verlust von einem CO, in
die Monocarbonsiure iibergehen wiirde. Unverstindlich blieb aber,
wieso bei der Bildung der Dicarbonséure (ITa) durch Kalischmelze
des Oestriols keine CO,-Abspaltung eintritt.

Zur Abkldrung aller noch offenen Fragen dringte sich daher eine
griindliche experimentelle Uberpriifung des Tatbestandes in chemi-
scher und biologischer Beziehung auf.

Die dem Oestriol entsprechende Dicarbonsidure entstand in be-
sonders einfacher Weise aus Oestron-benzylidther (VIb) durch Auf-

Y 8. 4. Thayer, D. W. Mac Corquodale und E. A, Doisy, J. Pharmacol. exp. Therap.
59, 48 (1937); sieheauch schon Mac Corquodale, L. Levin und S. A. Thayer, J. Biol Chem.
105, LV (1934).
%) Schering A. ., Berlin (W. Hohlweg und H. H. Inhoffen), D.R.P. 705862 vom
19. 12. 37 und 719572 vom 20. 1. 39.
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spaltung des 5-Rings mit Hypojodit und hydrierende Abtrennung
der Benzylgruppe. Die reine Siure schmolz bei 217-218%1), In 4hn-
licher Weise wurde auch aus Equilenin-benzylither eine Dicarbon-
siure vom Smp. 252-2549 gewonnen. Beide Carbonsduren liessen
sich leicht durch blosses Erhitzen in ihre Anhydride (z. B. I111a) iiber-
fithren. Die freien Siuren gaben mit Diazomethan Dimethylester
(z. B. VII), deren eine Methylgruppe besonders glatt verseifbar war.
Offenbar wird dabei nur die primir gebundene Carbomethoxygruppe
(Formel VIII) angegriffen. Die Konstitution der Dicarbonsduren
erscheint geniigend gesichert. Es handelt sich um die 2-Carboxy-
2-methyl-7T-0xy-1,2,3,4,9,10,11,12-0ctahydro- und die 2-Carboxy-2-
methyl-7-0xy-1,2,3,4-tetrahydro-phenanthryl-2-essigsdure. Erstere
sel nach ihrem Entdecker Marrian kurz als Marrianolsiure,
letztere als Bisdehydro-marrianolsdure bezeichnet. Beide Mar-
rianolsiuren erwiesen sich im Oestrustest an der Ratte bis zu Dosen
von 100 y und dartiber in Bestitigung der revidierten Ergebnisse
von Doisy und Mitarbeitern als véllig unwirksam.

Hierauf wurde das Oestradiol (XII) der Alkalischmelze unter-
worfen und in etwa 47-proz. Ausbeute eine noch unreine Carbon-
sdure erhalten, die nach mehrfachem Umkrystallisieren bei 197 —198,59
schmolz. Die Analyse erlaubte zuniichst nicht sicher, zwischen der
bisher angenommenen Formel C,;H,,0, oder der Formel C;;H,,0, zu
unterscheiden. Doch sprach die Analyse ihres Methylesters, wie auch
seines 3-Benzoylderivats eindeutig zugunsten der Formulierung mit
18 C-Atomen. Die Carbomethoxygruppe erwies sich als schwer ver-
seifbar. Erst durch schmelzendes Kali wird sie aufgespalten. Ander-
seits liess sich die freie Carbonsdure durch alkoholische Salzsiure
nicht verestern. Dies spricht eindeutig gegen die Formulierung von
Hohlweg und Inhoffen der Monocarbonsiduren als Hydrophenanthryl-
1-essigsduren.
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1) Bisher hochster Smp. nach Literatur (Doisy) 210—211° (korr.).
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Endgiiltige Aufklirung brachte die Dehydrierung mit Palladium-
kohle. Die Formulierung der amerikanischen und deutschen For-
scher liess die Bildung von 1,2-Dimethyl-7-phenanthrol bzw. 1,2-Di-
methyl-phenanthren wie bei der Dicarbonsiure aus Qestriol erwarten.
In Wirklichkeit entstand ein Athyl-methyl-phenanthrol (XIV), das
sich mit Zinkstaub in 1-Athyl-2-methyl-phenanthren (XV) vom
Smp. 80 —81° iberfithren liess. Letzteres erwies sich mit einem von
RB. D. Haworth auf synthetischem Wege dargestellten Priaparat als
identiseh?).

Der Monocarbonsiure, wir wollen sie nach ihrem Erstentdecker
Doisynols'alure nennen, muss somit die Formel XIIT einer 1-Athyl-

2-methyl-7-0xy-1,2,3,4,9,10,11,12-octahydro-phenanthryl-2-carbon-
siure zukommen. Sie entsteht offenbar durch oxydierende Auf-
spaltung des 5-Rings des Oestradiols oder durch hydrolytische Off-
nung des 5-Rings des Oestrons.

Diese Reaktion erfolgt nicht ganz unerwartet, konnte doch schon
Delalande?®) vor mehr als 100 Jahren durch Uberleiten von dampf-
féormigen Campher (XVI) iiber ein Kalikalkgemisch bei 300—400°
die Campholsdure (XVII) derselben Kohlenstoffatomzahl bereiten.
Spiater gewann Guerbet3) diese Sidure auch durch Kalischmelze von
Borneol (XVIII). Auch hier tritt ganz analog im einen Fall eine
hydroly sierende, im anderen eine oxydierende Spaltung des 5-Rings
ein, und die Offnung des Rings findet vorzugsweise zwischen dem
tertidr gebundenen Carbony! bzw. Carbinol und der benachbarten
CH,-Gruppe statt.
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Wichtig ist nun der Befund, dass die Doisynolsdure in Bestitigung
der alten, wenn auch widerrufenen Angaben von Doisy im Oestrus-
test an der Ratte hervorragend wirksam ist. Bei subkutaner Appli-
kation erreicht die Sdure mit 0,7 y—1 y nahezu die Wirksamkeit des

Y R. D. Haworth, Soc. 1934, 460. Der Vergleich wurde durch Haworth selbst
durchgefiihrt, wofiir ihm auch an diesem Ort bestens gedankt sei.

2) Z. Delalande, A. 38, 337 (1841).

3) M. Guerbet, C. 1. 147, 70 (1908).
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Oestrons. Oral betrigt die Schwellendosis bloss 1,5 y, in guter
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Hohlweg und Inhoffen,
die einen Schwellenwert von 2,5 y angeben.

Durch Kalischmelze von Equilenin oder Dihydro-equilenin ent-
stehen offenbar S#iuren dhnlicher Wirkungsgrésse wie aus Oestron
oder Qestradiol. Hier bereitet aber die Reindarstellung besondere
Schwierigkeiten. Wie wir uns ilberzeugen konnten, gelingt ebenfalls
der Abbau zu 1-Athyl-2-methyl-7-phenanthrol. Zweifellos liegt eine
Bisdehydro-doisynolsdure vor, die vier Wasserstoffatome weniger
als die Doisynolsdure enthilt.

In Anbetracht des teuren Ausgangsmaterials und der beschriank-
ten Ausbeute kam eine praktische Verwertung der Doisynolsiuren
nicht in Betracht. Die Aufklirung ihrer Konstitution erlaubte es
aber, hier mit Erfolg den Weg des kiinstlichen Aufbaus zu beschreiten.
Diese Aufgabe wurde durch die schéne Synthese des Equilenins durch
den Schweizer Bachmann!) in U.S.A. ausserordentlich erleichtert.
Sie geht von dem von Butenandt?) 1935 aus Cleve-Sdure gewonnenen
1-Keto-7-methoxy-tetrahydro-phenanthren (XIX) aus und wird
durch die Formeln XIX —~XXVIII gekennzeichnet.
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Anstatt mit Bromessigester nach Reformatzky wurde der 1-Keto-
2-methyl-7-phenanthrol-2-carbonsiure-ester (X X1I) mit Athyl-magne-
siumbromid umgesetzt. Gliicklicherweise reagierte das Grignard-
Reagens bloss mit der Ketogruppe und lieferte ein tertifires Carbinol
(XXIX). Durch Wasserabspaltung ging daraus der Ester (XXX)

1) W. E. Bachmann und Mitarbeiter, Am. Soc. 61, 974 (1939); 62, 824 (1940).
2) A. Butenandt und G. Schramm, B. 68, 2083 (1935).
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einer f#,y-ungesittigten Sdure hervor. Dieser wurde verseift und die
gebildete Sdure (XXXI) katalytisch hydriert. Die entstandene
7-Methoxy-carbonsiure (XXXTI) konnten wir auf verschiedenen We-
gen in die gesuchte freie 1-Athyl-2-methyl-7-oxy-1,2,3,4-tetrahydro-
phenanthryl-2-carbonséure (XX XIII), die Bisdehydro-doisynolséure,
tiberfiithren.
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Infolge der zwei Asymmetriezentren des Phenanthrenskeletts
bilden sich jeweils Isomere, doch soll hier auf die zahlreichen von
uns isolierten Zwischenprodukte und auch auf gewisse weitere Syn-
thesevarianten nicht eingetreten werden. Wie erwartet, liessen sich
zwei Racemate isolieren. Sie sechmolzen bei 204 -203° und 235 -238°,
Wir bezeichnen sie als normale und als iso-Bisdehydro-doisynolsidure,
wobei vermutlich der normalen Sdure die trans-, der Isosdure die ecis-
Konfiguration zukommt. Beide Sduren sind schwer veresterbar und
schwierig wieder verseifbar. Immerhin ist die sterische Hinderung
hier etwas geringer als bei der Doisynolsdure selbst.

Uber die Wirkung der neuen Verbindung bei subcutaner und
oraler Applikation im Oestrustest an der Ratte orientiert folgende
Tabelle:

Schwellenwerte im QOestrustest (Ratte).

subcutan oral
n-Dehydro-doisynolsaures Natrium (rac.}. . . 0,1—0,15y | 0,1—0,2 9
Methyl-ester . . . . . . . .. ... ... 0.1—0.13 0,1—0,2
iso-Dehydro-doisynolsaures Natrium (rac.) . . > 100 —
Doisynolsdure (aus Oestradiol) . . . . . . . 0.7—1,0 1.5
OQestron . . . . . . . . . . ... .... 0,7 20—30
Oestradiol . . . . . . . . .. ... ... 0,3—0,4 20---30
Didthyl-stilbostrol . . . . . . . . . . . .. 0,3—0,4 0,7—1,0

Es ist daraus ersichtlich, dass die rein synthetische normale
Dehydro-doisynolsiure vom Smp. 204 —205° alle bisher bekannten
Verbindungen mit 6strogener Wirkung, sowohl die natiirlichen als
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auch die kiinstlichen, ja selbst die optisch aktive Doisynolsdure iiber-
trifft. Das gleiche gilt fiir ihren Methylester, wihrend die isomere
Siure anscheinend wirkungslos ist. Es besteht hier dasselbe Ver-
hiltnis wie zwischen Equilenin und Iso-equilenin nach Bachmann?).
Bei subcutaner Applikation zeigt die Dehydro-doisynolsiure eine Wir-
kungsverbesserung um mehr als das Doppelte gegeniiber Oestradiol
oder Stilboestrol und etwa um das 3-fache im Vergleich zu Oestron.
Oral ist der Unterschied noch sehr viel betrichtlicher, da hier die
Dehydro-doisynolsiure die gleiche Wirkung zeigt wie subcutan, da-
gegen die der natiirlichen Hormone, aber auch des Stilboestrols,
stark abfillt.

Wihrend bei der Austestierung ostrogener Hormone, besonders
in wisseriger Losung, die Dosis mehrfach unterteilt werden mauss,
wurde mit der normalen Dehydro-doisynolsdure schon bei einmaliger
Applikation eine volle Wirkung erzielt. Schon dies sprach dafiir,
dass letztere anhilt. Diese Annahme wurde durch die Bestimmung dex
QOestrusdauer an der Ratte bestitigt. Die Kurven der Fig. 1 geben

die Dauer in Tagen bei wachsender

Tage o Dosis an. Die Dosis (y) ist in lo-
200 Dengdrodoisynolsiiure ga.?lthmlschem Masse ;_Lufge!:rag'en.
synthetisch Wiederum besteht Ubereinstim-

mung zwischen subcutaner und
oraler Wirkung bei der syntheti-
schen Sdure. Interessant erscheint
der geradlinige Verlauf im unter-
suchten Intervall. Schon subcutan
wirkt die Siure linger wie die

x subcutan

o oral

15

Qestron
Qestradiol
Stilboestrol

x subcutan

o oral

11lflllllll—rllllllll‘j

Hormone oder Stilboestrol, die bei
diesem Test iibereinstimmen. Be-
sonders auffillig ist der Unter-
schied bei oraler Applikation, wo
die Dehydro-doisynolsiure die na-
tiirlichen Hormone und auch das
Stilboestrol, die auch hier unter
sich nicht differieren, weit hinter

0 50 100 500 1000 sich lasst. Dies ist darum iber-
DO(SI?JY raschend, weil im allgemeinen die
Fig. 1. wasserloslichen Derivate der Se-

Oestrusdauer in Tagen (Ratte)

xualhormone nur eine fliichtige
Wirkung aufweisen.

Vorliegende Synthese erlaubt es natiirlich auch, Homologe und
Analoge der Doisynolsduren herzustellen. Auch dieser Weg ist be-
schritten worden. Hieriiber wird spiter zu berichten sein.

1y W. E. Bachmann, . c.
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Neuartige Befunde vorliegender Art bedeuten selbstverstindlich
keinen Abschluss, sondern geben zu einer Fiille weiterer Frage-
stellungen Anlass. Hier sei bloss auf zwei Aspekte hingewiesen. Das
Vorkommen von Oestron, Oestradiol oder Oestriol ist erst in wenigen
Tierarten nachgewiesen worden. Moglicherweise bedient sich die
Natur in andern Féllen selbst der hochwirksamen Doisynolsduren.
Vielleicht kommen auch die bisher bekannten Hormone, zum min-
destens teilweise, erst nach ihrer hydrolytischen (oder dehydrieren-
den) Aufspaltung zur Wirkung. Sie wiirden damit bloss Vorstufen
der eigentlichen Hormone darstellen.

Anderseits ist es auffillig, dass nur geringe Mengen exogen ein-
gefiihrter Hormone wieder ausgeschieden werden. Kiirzliche Unter-
suchungen durch v. Wattenwyl!) an der Zircher Frauenklinik zeigen,
dass es oft nur Bruchteile von Prozenten bis wenige Prozente sind.
Wire es nicht moglich, dass der Abbau iiber die unwirksamen Di-
carbonsduren fithrt ? Ein Ubergang einer Marrianol- zu einer Doisynol-
saure oder umgekehrt im Tierkdérper scheint dagegen wenig wahr-
scheinlich. Jedenfalls wird man in Zukunft im Harn und Blut nach
dem Vorkommen beiderlei Siuren zu suchen haben.

Mit der KErkenntnis, dass auch gewissen Oxy-phenanthryl-
carbonsiuren ausgesprochen ostrogene Wirkung zukommt, ja mit der
Dehydro-doisynolsidure alle bekannten Verbindungen iibertroffen wer-
den, erféihrt das vielgestaltige Problem des Zusammenhangs zwischen
Konstitution und hormonaler Wirkung eine neue und interessante
Wendung. Von einer Erklidrungsmoéglichkeit stehen wir immer noch
weit entfernt.

In folgenden Arbeiten werden die erzielten experimentellen Ergebnisse ausfiihrlicher
dargelegt werden. Hieraus wird auch der Anteil der Mitarbeiter, insbesondere der Herren

Drs. Heer und Billeter hervorgehen. Uber die ausgedehnten tierexperimentellen Befunde
wird andernorts berichtet.

‘Wissenschaftliche Laboratorien der Ciba, Basel.
Pharmazeutische Abteilung.

1 v, Wattenwyl, Schweiz. med. Wschr. 74, 160 (1944).




