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Die vorliegende ArDeit wurde unter Leitung von Herrn Professor Dr. A. Butenandt im Orga­nisch-chemischen Institut der Technischen Hoch­schule zu Danzig und im Kaiser-Wilhelm-Insti­tut für Biochemie in Berlin-Dahlem in der Zeit von Fehruar 1956 Dis Juni 1957 ausgeführt. Herrn Professor Dr. Butenandt bin ich für stete Förderung und Unterstützung meiner Arbeit durch Anregungen und Ratschläge zu großem Dank verpflichtet.Für die Durchführung der physiologischen Prüfungen, die in der biochemischen Abteilung der Technischen Hochschule Danzig und des Kai­ser-Wilhelm- Institutes für Biochemie in Berlin- Dahlem vorgenommen wurden, danke ich Fräulein Ursula Meinerts.Der Schering-Kahlbaum A.-G. Berlin, ins­besondere Herrn Professor Dr. Schoeller danke ich für die Überlassung des Ausgangsmaterials.





1In den letzten 10 Jahren haden sich unsere Kenntnisse auf dem Gebiete der Keimdrusenhormone in rascher Folge erweitert.(1)Die in den Keimdrüsen gebildeten Prägungs­stoffe haben die funktionelle Aufgabe, die männ­lichen bezw. weiblichen Genitalorgane zu entwik- keln, deren Funktion zu überwachen und die se­kundären Geschlechtsmerkmale zur Ausbildung zu bringen; deshalb bezeichnet man sie auch als Sexualhormone.VZir wissen heute, daß beim Säugetier und Menschen drei verschiedene Arten von Keimdrüsen­hormonen produziert werden; ein im Testikel er­zeugtes männliches Keimdrüsenhormon „Testikel­hormon" und zwei im Ovarium erzeugte weibliche Keimdrüsenhormone: „Follikelhormon" und „Corpus Iuteum-Hormon".Bei ihrer Isolierung und chemischen Charak­terisierung hat sich ergeben, daß nicht ein Stoff für die ihm zukommende physiologische Funktion als Sexualhormon verantwortlich ist; Die Natur läßt die entsprechende Funktion offenbar durch verschiedene, chemisch sich nahestehende Stoffe erfüllen. Man faßt daher Stoffe mit qualitativ gleichartigen physiologischen Wirkungen in spezi­fische Gruppen zusammen ;■1) „Androsterongruppe" für die Stoffe mit TestikeIhormon-Wirkung.2) „Östrongruppe" für Stoffe mit Follikelhor­mon- Wirkung.Das Corpus Iateum-Hormon „Progesteron" läßt sich keiner.dieser spezifischen Gruppen zu­erteilen.Kurze Gruppencharakteristik.1) Androsterongruppe.(2)Die in der männlichen Keimdrüse gebildeten männlichen Sexualhormone haben die Aufgabe, die normale Ausbildung des männlichen Genitaltraktus
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ÖstriolOstradiol ist der im Allen-Eoisy-Test wirk­samste Vertreter der Ostrongruppe.Progesteron.(4)Es gilt nur einen natürlich .vorkommenden Stoff mit der physiologischen VZirkung des Cor­pus-Iuteum-Hormons, das Progesteron; die spezi­fischen Aufgahen dieses Hormons sind die Schwan­gerschafts-Vorbereitung und -erhaltung. "Wahrend Östron den Aufbau der Uterus- und Vaginal-Schleim- haut im Sinne der Proliferationsphase zu erfül­len hat, verläuft die anschließende Umbildung der proliferierten Uterusschleimhaut in eine Sekretionsschleimhaut unter dem Einfluß des im Corpus luteum gebildeten Hormons.Piese charakteristische Wirkung dient als Unterlage für die Testreaktion am Kaninchen: Man bezeichnet als eine KanincheneinIieit (1 K E) die Substanzmenge, die die proliferierte Schleim-

Progesteron



5Die chemische Konstitution des Progesterons zeigt auch die große chemische Uhereinstinrniung der drei, physiologisch so unterschiedlich wir­kenden Typen der Sexualhormone.Auf Grund der einzelnen Testreaktionen ge­lang es, die physiologisch erfaßten Keimdrüsen­hormone aus natürlichem Material anzureichern und in kristallisierter Form zu isolieren. In mühevoller Kleinarbeit wurde die chemische Kon­stitution in allen Einzelheiten festgelegt und teilweise durch ihre künstliche Darstellung aus ähnlichen Sterinderivaten weitgehend gesichert.Seitdem die chemische Konstitution der Keim­drüsenhormone feststeht, gehen ihre physiologisch­chemischen Beziehungen zueinander in steigendem Maße einer Klärung entgegen.Wir wissen heute, daß die Wirksamkeit eines männlichen oder weiblichen Prägungsstoffes durch geringe strukturelle Änderung des Moleküls ver­schiedenartig abgewandelt werden kann. Einige typische Fälle sollen hierfür Beispiel sein.Änderung der physiologischen Aktivität be­dingt :1) durch sterische Umlagerungena) Androsteron ist ein gesättigtes Oxyketon der Zusammensetzung C^ΞjqO2∙ Die Hydro­xylgruppe an Cj liegt in trans Stellung zur Methylgruppe an eɪɑ. Legt man dieCj Hydroxylgruppe in die entsprechende cis Stellung, so erhält man Iso-androste- ron (5). Androsteron ist im Hahnenkamm- test 7 mal Vfirksamer als Isoandrosteron.(Formel nächste Seite)b) 17-trans- und Cis-Testosteron (6) unter­scheiden sich nur durch die verschiedene Stellung der I7-HydroxyIgruppe zur Methyl gruppe an C .
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(natürlich) (künstlich)Nach Ruzicka entsprechen IJ y trans-Testoste- ron und. 400 y Cis-Testosteron einer internatio­nalen Hahnenkamm-einheit.2) durch Veränderung der funktionellen Gruppen:a) Androstendion (7) ist ein einfach unge­sättigtes Diketon mit männlichen Prä­gungseigenschaften. Durch Reduktion der 17-CarbonyIgruppe entsteht der im Hahnen- kammtest physiologisch aktivste Vertre­ter der Androsterongruppe: Testosteron (8)(Formel nächste Seite)b) Dieselhen Beobachtungen wurden heim Östron gemacht; Durch Reduktion der 17-CarbonyIgruppe entsteht Ostradiol (11)
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Östron - Ostradiolɪm Allen-Doisy-Test an der kastrierten Maus ist Ostradiol 21/2 mal wirksamer als Östron.Allgemein Desteht die Erfahrung: 17-redu- zierte Eetone zeigen bedeutend höhere Wirksam­keit, als die entsprechenden Ketone.3) durch Einführung neuer funktioneller Gruppen.a) Wird in das Testosteron-molekül eine wei­tere Ketogruppe in Konjugation zur Dop­pelbindung eingeführt, so resultiert 6-Oxo-Testosteron (9).
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Testosteron 6-0xo-Testosteron6-Oxo-Testosteron zeigt keine männlichen Prägungseigenschaften mehr, dafür tritt eine eindeutige Follikelhormon-VZirksamkeit auf!b) Tritt in das Ostradiol-Molekul dem 17-Hy- droxyl benachbart eine neue Hydroxylgruppe an Cpg ein, so wird die Ostradiol-Wirksam­keit im Allen-Doisy-Test an der kastrier­ten Maus um 75 % verringert.

Die gegebenen Beispiele zeigen, wie weit­gehend die einzelnen Keimdrüsenhormone durch kleinere chemische Umwandlungen in ihrer physio­logischen Wirksamlceit geändert werden.In welchem Grade die Natur sich solcher Um­wandlungen bedient, darüber können bestimmte



9 Aussagen nicht gemacht werden. Es scheint jedoch, daß die Natur hei den am Cpy und Cz isomeren Hor- Hionverhindungen diejenige isomere Verbindung für ihre Zwecke gebraucht, die den höchsten physiolo­gischen Wert besitzt. Aus natürlichem Material sind nur die physiologisch aktivsten Verbindungen, wie Androsteron, „trans"-Testosteron und das „nor­male" Ostradiol isoliert worden. Die entsprechen­den, weniger Vzirksamen Isomeren, Iso-androsteron und „cis"-Testosteron sind auf künstlichem Wege dargestellt worden. Ein Iso-östradiol harrt noch einer genauen Charakterisierung.Im Rahmen der allgemeinen Untersuchungen über die Abhängigkeit der physiologischen Wirk­samkeit von Stoffen der Östron- und Androsteron­gruppe von der chemischen Veränderung des Mole­küls war es von Interesse, Cpg substituierte, ins­besondere Östriol ähnliche 'Wirkstoffe darzustel­len und physiologisch auszuwerten.Das Ziel dieser Arbeit war:I. Trennung eines durch Hydrierung von Östron dargestellten Gemisches isomerer Ostradiole und ihre Charakterisierung und physiolo­gische Auswertung im Allen-Doisy-Test.II. Versuche zur Darstellung des Östriols über Cpg substituierte Derivate des Östrons und deren physiologische Prüfung.III. Darstellung von am Cpg-Substituierten Deri­vaten der Androsterongruppe und deren phy­siologische Auswertung.
I. Über isomere Ostradioleja- undß-Ostradiol.Im Jahre 1953 wurde von Schwenk und Hildebrandt gefunden, daß bei der katalytischen Hydrierung des Östrons ein „DihydrofOllilcelhormon" gebildet wird, für das sie einen Schmelzpunkt von i7θ0 an­gaben (11). Es erwies sich, daß dies Reduktions­produkt bedeutend wirksamer als Östron war. Die genannten Autoren gaben weiter an, daß sie aus 



10demselben Hydrierungsprodukt in geringer Menge ein isomeres „Dihydro-fOllikelhormon" vom Schmelzpunkt 198 - 204° mit geringer physiolo­gischer Wirksamkeit isolieren konnten. Von an­derer Seite (12) wurden die Angaben von Schwenk und Hildebrandt über die Darstellung und phy­siologische Viiirksamkeit des Stoffes i7θ0 be­stätigt, jedoch nicht die Existenz des isomeren Stoffes vom Schmelzpunkt 204° •In der vorliegenden Arbeit werden die An­gaben von Schwenk und Hildebrandt qualitativ be­stätigt. Es wird die Existenz zweier isomerer llDihydro-fOllikelhormone" nachgewiesen und als a- und ß-östradiol genauer charakterisiert.Interessanterweise konnte das hochwirksame Ostradiol mit einem Schmelzpunkt 175° zwei Jahre nach seiner künstlichen Darstellung aus Follikel­flüssigkeit (15) und Stutenharn (I4) isoliert und somit in die Gruppe der natürlichen Vertre­ter der Ostrongruppe eingereiht werden.

α-Ostradiol (natürlich) ß-Östradiol (künstlich)Zur Isolierung und Charakterisierung der beiden Ostradiole stand ein kristallisiertes Hy­drierungsprodukt , das durch katalytische Hydrie­rung des Ostrons hergestellt worden war, zur Ver­fügung. Zur Trennung der in diesem Rohprodukt vorhandenen isomeren Ostradiole wurde ausschließ- 



11lich die fraktionierte Kristallisation verwendet. Zunächst wurde versucht, das Gemisch durch Über­führung in den J-Mono-methyläther und anschließen­de Fraktionierung zu trennen, was aber nicht ge­lang. Auch die fraktionierte Sublimation im Hoch­vakuum führte nicht zum Ziel. Die Feststellung, daß das in dem Gemisch im Übergewicht vorhandene a-Östradiol sich vom ß-Ostradiol durch viel ge­ringere Löslichkeit in Äthanol unterschied, er­möglichte schließlich eine fraktionierte Tren­nung durch Kristallisation. Es wurden so die bei­den isomeren Ostradiole in reiner Form erhalten.Das <τ -Ostradiol kristallisiert aus 96 % Äthanol in prismatischen Nadeln vom Schmelzpunkt 175 - ?6° und hat einen optischen Drehwert [α]18 = + 780 ■ (in Äthanol). Dies steht in Übereinstimmung mit den Angaben anderer Autoren (12). An Derivaten wurde der 3-LIono-methyläther (Schmelzpunkt 97 ~ 980) > das 5-kono-benzoat (Schmelzpurikt I92 - 1930), das 3,17-Di-benzoat (Schmelzpunkt 168 - 1690) und das 3j17-Diazetat (Schmelzpunkt) 125 - 1260) darge­stellt.Das ß-Ostradiol kristallisiert aus verdünntem Äthanol in derben büschelförmig zusammenwachsenden Nadeln. Der Schmelzpunkt wurde zu 216 - 2180 und der optische Drehwert zu [∙α(βθ= + 56,7° (in Äthanol) ermittelt. Schwenk und Hildeorandt geben für das ß-Östradiol einen Schmelzpunkt von I98 - 2040 an. Ihr Stoff scheint jedoch nicht einheitlich gewe­sen zu sein (siehe unter „Über die physiologische Viirksamkeit von ...). Weitere Angaben liegen bis­her in der Literatur nicht vor. - Um das β-∏stra- diol näher zu kennzeichnen und mit dem α-Isomeren zu vergleichen, wurde von ihm der 5-Mono-methyl- äther (Schmelzpunkt 109 - HO0), das 3-Mono-ben- Loat (Schmelzpunkt I50 - 1510) und das 3,17-Diaz®- tat (Schmelzpunkt 139 - 140°) dargestellt.Beweis der C1γ-Epimerie von <x- und ß-Ostradiol.Zur völligen Sicherung der Konstitution des bisher noch nicht beschriebenen ß-Östradiols wurde 



12sein 3-Mono-benzoat (Schmelzpunlit I50 - i5i0) in der Kälte vorsichtig mit Chromsäure oxydiert. Aus dem Reaktionsprodukt wurde das bekannte Östron-benzwat (15) vom Schmelzpunkt 216 - 217,5° erhalten, das zum freien Östron vom Schmelzpunkt 2540 verseift wurde. Das Benzoat und sein Ver- Seifungsprcdukt wurden mit reinem Östronbenzoat, bezw. Östron im. Mischschmelzpunkt und' in der optischen Drehung verglichen und kein Unter­schied festgestellt. Zu weiteren Vergleichs­zwecken wurde noch das Ostronoxim vom Schmelz­punkt 23i0 bereitet. Das α-Ostradiol verhält sich bei der Oxydation entsprechend.Durch diese Reaktionsfolge kann es als völ­lig gesichert gelten, daß sicha- und ß-östra- diol nur durch die Konfiguration an Cpy von ein­ander unterscheiden.Über die physiologische Wirksamkeit (x) von cc- und ß-Östradiol.Die beiden Ostradiole wurden an der kastrier­ten weiblichen Maus im Allen-Doisy-Test nach völ­lig gleichartiger Methodik unter Verwendung einer einmaligen Injektion in öliger Lösung geprüft (16).(x) Über die physiologische Wirksamkeit eines Kristallisates im Allen-Doisy-Test, ausgewer­tet in verschiedenen Laboratorien, darf man nur mit Vorbehalt Vergleiche anstellen. Die Testreaktion ist von einer Reihe von Fakto­ren, wie Art des Lösungsmittels, Tierrasse, Injektionsteclmilc u.s.w., in starkem Maße abhängig. Die Testwerte werden durch die ver­schiedenen Bedingungen weitgehend beein­flußt .Unter Berücksichtigung dessen ist es ver­ständlich, daß die Angaben verschiedener Au­toren über die physiologische ‘Wirksamkeit eines Östrogenen Stoffes bisweilen so stark von einander abweichen.



13Die Angaben der Literatur, daß q-Östradiol der im Allen-Doisy-Test höchst wirksame Stoff ist, vzurden bestätigt: α-Ostradipl besitzt eine Wirk­samkeit von 20 000 000 M E pro Gramm, wogegen Östron bei gleicher Auswertungstechnik einen Wert von 8 000 000 M S pro GramTn erreicht.Das 3-Mono-benzoat des q-Östradiols hat seine besondere Bedeutung dadurch erhalten, daß es in­folge seiner protrahierten Wirkung als „Progynon Oleosum B" therapeutische Vervzendung gefunden hat. Aus diesem Grunde wurde seine physiologische Wirksamkeit unter denselben Bedingungen geprüft.Mehrere Versuchsreihen zeigten, daß die Wirk­samkeit des a-Östradiol-5-mono-benzoates an der Maus starken Schwankungen unterworfen ist. Im Mittel enthielt es etwa IJ - 15 000 000 M E pro Gramm.Bemerkenswerterweise zeigte sich, daß das ß-Ostradiol eine bedeutend geringere Wirksamkeit besitzt. Für dieses Isomere wurde ein Wirkungs­wert von 600 - 800 000 M E /g ermittelt; es ist also 10 mal geringer wirksam als Östron und etwa 25 mal geringer wirksam als das 17-epimere q-Östra- diol! Schwenk und Hildebrandt (11) geben einen Wert von 20 000 000 M E / g für das ß—Isomere an; zweifelfrei enthielt ihre Substanz noch von dem hochvzirksamen «-östradiol.Der sehr große Unterschied in der physiolo­gischen Wirksamkeit von <x- und ß-Östradiol ist ein weiteres interessantes Beispiel für die Ab­hängigkeit der hohen physiologischen Wirksam­keit natürlich vorkommender Stoffe von der Kon­figuration.Die sehr ähnlichen, schon angedeuteten Ver­hältnisse bei den Opy-isomeren Testosteronen (6) werden in der folgenden Tabelle den Ciy-Isomeren Ostradiolen in ihren physikal⅛aθhen und physiolo­gischen Verhältnissen gegenübergestellt:
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C1γ-IS0~mere isoliert aus : Schmelz­punkt ws

Physio­logische Wirksam­keita-Östra-diol natür­lichem Material 175-176° + 78° 1 Me=O,057
ß-östra- diol künst­lichem Material 216-218° + 57° 1 ME=I, 257
trans-Testo- steron natürr- Iichem Material 154,5-155,5° +109° 1 HF-IJ 7
ci s-Test steron Iɔ künst­lichem Material 220-221° + 71,5° 1 HE=400γ

Der Vergleich läßt es gerechtfertigt er­scheinen, dem Ostradiol dieselbe Konfiguration zuzusprechen, wie dem natürlich vorkommenden Testosteron, dem von Ruzicka eine trans-Stellung der Hydroxylgruppe am Cpy im Vergleich zur Methylgruppe am Cpj zuerteilt worden ist.II. Versuche zur Darstellung des Östriols über Cpg substituierte Derivate des Östrons und deren physiologische Prüfung.1) Der einfachste Weg zu Östriol aus Östra- diol zu gelangen, schien der folgende zu sein:
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α-0stradiol-3-mono- methyl-äther Wasser-Abspaltungs­produkt

Der Versuch wurde so durchgeführt,daß eine innige Mischung ven a-Östradiol-3-mono-methyl- äther und Kaliuffibisulfat in einer RetQrte 2 Stun­den auf 150 - 160° water CO2 erhitzt und anschlie­ßend ans Hochvakuum angeschlossen wurde .Hach kurzer Zeit destillierte bei 950 ein helles Öl über. Es war sehr Iuftempfindlich und verharzte sehr bald. Kristallisationsversuche unter CO2 oder Stick­stoff waren ohne Erfolg. Das Ol fiel aus den einzelnen Lösungsmitteln in der Kälte wieder aus. Unter anderen Bedingungen, wie Änderung der Reaktions-temperatur und -zeit wurde dasselbe empfindliche Öl erhalten. Umsetzungen mit ande­ren wasserentziehenden Mitteln (Phosphor-



16Oxychlorid und. Chlorsulfonsaure) ergaben das­selbe Resultat. Eine El ementaranalyse durchzu­führen, war nicht möglich, da das Öl sich schon beim Einfüllen in ein Analysenrohrchen stark bräunte. Zweifelsohne lag in diesem Öl eine reaktionsfähige Doppelbindung vor: die Bayersche Probe war positiv und Brom wurde entfärbt. Es war trotz vieler Versuchsreihen nicht möglich, das Öl zur Kristallisation zu bringen und denn erwünschten Stoff zu isolieren.2) Da dieser einfachste Versuch zur Darstel­lung des Östriols nicht gelang, wurde versucht an der 16-Methylengruppe des Östrons, die durch die benachbarte 17-Ketogruppe aktiviert ist, eine Substituenten einzuführen, der sich durch wei­tere Reaktionen in eine Hydroxylgruppe Überführer lassen konnte. Durch nachfolgende Reduktion der 17-Ketogruppe würde dann Östriol entstehen.a) Die folgenden Versuche fußen auf dem Ge­danken, daß die 16-Methylengruppe sich mit sal­petriger Säure zum Isonitroso-Derivat umsetzen würde, die mit Säure zum 1,2-Diketon hydrolysiert würde.

Ostron 16-Isonitroso-östron
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16-Oxo-östronUm den skizzierten Realitionsvzeg experimentell durchzuführen, wurde zunächst Östron in absolutem Äther mit Iso-amyInitrit und ITatriumathylat zur . Umsetzung gebracht. Die ätherische Lösung wurde aufgearbeitet, und der gelblich rote Rückstand in wenig Äthanol umgelöst. Aus der alkoholischen Lösung kristallisierte ein Stoff in gelben Ra­deln, der nach mehrmaligem Umkristallisieren einen scharfen SclTmelzpunkt von 177 ~ 1780 zeigte.In einem weiteren Versuch wurde Ostron in essigsaurer Lösung mit Natriumnitrit in der Kälte umgesetzt. Die Essigsäure wurde im Vakuum ent­fernt und der Rückstand unter denselben Bedingun­gen wie oben gereinigt. Aus Äthanol wurde dassel­be Kristallisat vom Schmelzpunkt 177 ~ 1780 in * hellgelben Nadeln gewonnen.Läßt man auf Östron in ätherischer Lösung N2O3 in der Kälte einwirken, so erhält man in bester Ausbeute denselben Stoff vom scharfen Schmelzpunkt 177 - 1780.Die unter den verschiedenen Bedingungen dar­gestellten Kristallisate gaben untereinander bei der Mischprobe keine Depression5 die Analysen lieferten die gleichen Resultate: Die beschrie­benen Stoffe sind unter sich gleich. Die folgen­de Tabelle gibt einen Überblick über die er­haltenen Analysenwerte:
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Präparat, dargo- steɔlt aus C gef. d∣o H gef. % N gef. % Spalte
Östron + NaNQ2 in Eisessig 62,65 6,01 6,67 a
Ostron+ N2Oj inÄther 62,61 5,97 6,91 b

C her. % H ber. % N ber. %berechnete Werte für 16-Iso­nitroso­östron 72,20 7,07 4,68 c
berechnete Werte für 4-Nitro- 16-nitroso- östron 65,82 6,10 8,48 d

In der Tabelle sind in Spalte a und b die für die beiden Kristallisate gefundenen Werte wie­dergegeben; sie zeigen eine gute Übereinstim­mung untereinander. Die Werte von a und b stim­men jedoch nicht mit den für das gesuchte Iso- nitroso-östron berechneten Werten überein. Der gefundene höhere Stickstoffgehalt der darge­stellten Präparate läßt vermuten, daß in das Östron-molekül ein zweites Stickstoffatom auf­genommen worden ist. Man könnte dies durch fol­gende Formulierung deuten:
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Östron 2 oder 4-Nitroso- is Onitroso--OstronFür dies 2- oder 4-Nitroso-16-isonitroso- östron sind die "berechneten Werte in Spalte d eingetragen. Der Vergleich der Werte d mit denen von a und D zeigt, daß ein solcher Stofi ebenfalls nicht vorliegen kann. Interessanter­weise reagiert Östron-methyläther mit salpe­triger Säure nicht; es wird Ausgangsmaterial zurückgewonnen. Dieser Befund deutet darauf hin, daß die 16-MethyIengruppe vielleicht gar- nicht reagiert hat. Es scheint demnach, daß bei der Nitrosierung nur' der aromatische Ring angegriffen wird, da die Reaktion mit salpe­triger Säure nur bei freier Phenolgruppe ein­tritt. Um zu entscheiden, ob etwa die pheno- * lisch© Hydroxylgruppe bei der Reaktion ver- estert oder nur der aromatische Ring substi­tuiert wird, wurde der Stoff 177 - i780 mit Essigsäureanhydrid behandelt. Aus dem Reaktions­produkt ließ sich ein Acetat nicht isolieren; es wurde Ausgangsmaterial Wiedergefunden. - Dieser Befund deutet darauf hin, daß sich bei der Nitrosierung Ester der salpetrigen Säure gebildet haben, Der Stoff wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht.b) Nachdem die beiden vorher beschriebenen Wege nicht zum Ziel geführt hatten, wurde eine



20Esterkondensation in Erwägung gezogen. 1936 beschrieb Bardhan (x) einen von ihm dargestell­ten 16-Formy l-östron-3-methyläther. - Dies Formylderivat wurde dargestellt, desgleichen ein Formylostradiol. Sie wurden in ihrer chemi­schen Struktur genauer untersucht und auf ihre physiologische Wirksamkeit geprüft. •Beschreibung zweier Formylderivate der Östrongruppe.
a) 16-Formyl-östron-5-methyläther.Man läßt Östron-methyläther in absolutem Benzol mit Ameisensäureester und metallischem Natrium bei Zimmertemperatur längere Zeit reagie ren und zieht das Formylderivat mit verdünntem Alkali als Oxymethylen-salz aus der benzolischen Lösung aus.

Natrium-Verbindung des 16-oxymethylen-ostron-3-(x)'zitat^i⅛. 17- methyläther



21Durch Ansäuern der alkalischen Lösung fällt das Forinylderivat aus. Aus Äthanol kristalli­siert der Stoff in weißen schuppigen Platten vom Schmelzpunkt 172 - 175,50∙ Bardhan (x) gibt den Schmelzpunkt mit 170 - 17I0 an. Das Kristallisat ist in verdünntem Alkali als Natrium-enolat sehr gut löslich und gibt mit Ferrichlorid in Äthanol die typische violette Bnolfarbung. Zur vzeiteren Charakterisierung vzurde von der Tatsache Gebrauch gemacht, daß Enole kristallisierte Kupfersalze bilden. Zu diesem Zwecke wurde das Formylderivat in der Hitze in Methanol eben gelöst und mit wässri­gem Kupferacetat versetzt. Das dabei ausfal­lende Kupfersalz wurde abfiltriert und in Chloroform gelöst und mit Wasser gewaschen. Nach dem Abdampfen des Chloroforms wurde der grünliche Rückstand in Essigester gelöst und- durch Hinz/ufügen von Äthanol zur Kristallisa­tion gebracht. Das Kupfersalz bildet blau grünliche Nadeln, die von 200° an unscharf schmelzen.. Die Umsetzung des Fortrylderivates mit Ace- 
tyIchlorid und Essigsäure-anhydrid führt zu einem EnOlacetat, das aus verdünntem Aceton in

16-Formyl-östron-5-methyläther
(x) Zitat Nr. 17
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16-AcetOxymethylen-östron-5-methylätherß) 16-Formyl-östradiol.Östron wurde in absolutem Dioxan mit Ameisen- säureester und metallischem Natrium umgesetzt. Aus der Lösung wurde ein Formylderivat (in schlechter Ausbeute 10 %) als Natriumsalz iso,- Iiert. Das Salz wurde in Wasser gelöst und das Formjrlderivat mit Säure gefällt. Aus verdünn­tem Äthanol kristallisierten filzige Nadeln vom Schmelzpunlit 218 - 2190 • Die Analyse wies darauf hin, daß in diesem Steff ein ,,Dihydro"- formyIderivat des Östrons vorliegen mußte. Durch Isolierung eines schön kristallisierten Kupfer­salzes wurde nachgewiesen, daß die Formylgrup- pierung noch vorlag. Bei der Umsetzung in Dioxan scheint die Ketogruppe des Östrons in sekun­därer Reaktion zum Alkohol reduziert worden zu sein. Leider konnte infolge der geringen Sub­stanzmenge ein Acetat nicht dargestellt werden.y) Versuche zur Abspaltung der Acetoxy- methylengruppe mit Ozon.In dem 16-Acetoxymethylen-östron-J-methyl- äther ist die Oxymethylengruppe durch eine Dop­pelbindung an θɪg gebunden. Ss wurde versucht, diese Doppelbindung durch vorsichtige Ozonisie­rung aufzuspalten und durch Zersetzung des ge­bildeten Ozonides zu einer 16-Oxo-Verbindung des Östrons zu kommen.
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16-AcetOxymethy len-östron-5-methylather

Das Enolacetat wurde in Chloroform in mehre­ren Versuchsreihen ozonisiert. Aus der Reaktions­lösung wurde jedesmal ein "braunes Öl isoliert, das nicht zur Kristallisation zu bringen war; Versuche, das Öl über das Oxim zu reinigen, scheiterten. Auch das Kupfersalz lieferte nach der Ozonisierung keinen Kristallisierharen Stoff. Bei der Ozonisierung wird sicherlich neben der Aufspaltung der Doppelbindung an Cpg der aroma­tische Ring angegriffen und daher kein charakte­risiertes Produkt erhalten.5. Physiologische Prüfung der Formylderivate des Ostronmethylathers und Ostradiols an der Weiblicheh kastrierten Maus im Allen- Doisy-Test.In der Einleitung dieser Arbeit Wurdedar lber 



24berichtet, daß durch die Einführung eines Sub­stituenten in das Hormon-moIekul die physiolo­gische ViTirksankeit weitgehend verändert wird. Es war daher von Interesse, festzustellen, wie sich die beschriebenen Forniylderivate als θɪg substituierte weibliche Keimdrusenhormone im Allen-Doisy-Test an der kastrierten Maus ver­halten würden.Für den 16-Formyl-0stron-5-methylather (x) vom Schmelzpunkt 172 - 173,5° wurde eine Wirk­samkeit von 20 000 ME/g festgestellt.Um diesen Wert mit dem für reinen Östron­methyläther, über den bisher in der Literatur keine zahlenmäßige Angabe über die Einheit im Allen-Doisy-Test vorlag, vergleichen zu können, wurde Östron-methyläther unter den gleichen Be­dingungen ausgewertet. Östron-methyläther be­sitzt im Allen-Doisy-Test eine Wirksamkeit von 200 000 ME pro Gramm.Dieser Wert war insofern überraschend, da man bisher angenommen hatte, daß bei der Methy­lierung des Östrons seine physiologische Wirk­samkeit an der Maus aufgehoben würde! 16-Formyl- östron-3-methylather ist 10 mal schwächer wirk­sam als Östron-methyläther.Formyl-Ostradiol ergab einen Wirkungswert von 200 000 ME pro Gram. Der Vergleich der physiologischen Wirksamkeit des Ostradiols und Formyl-Ostradiols zeigte, daß das Formylderivat bedeutend weniger wirksam ist als Ostradiol. - Aus dem Vergleich der physiologischen Wirksam­keit der Formylderivate und ihrer Grundsubstan­zen ergibt sich, daß durch Einführung einer For- mylgruppe an das θɪg des Östrons und Ostradiols die physiologische Wirksamkeit weitgehend ver­mindert wird.(x) Die Teste wurden nach völlig gleichartiger Methodik unter Verwendung einer viermaligen Unterteilung in öliger Lösung durchgeführt.



25III. Formylderivate des Androsterons and Dehydroandrosterons.Um über die Abhängigkeit der physiologi­schen Wirksamkeit von der chemischen Struktur auf dem Gebiete der männlichen Wirkstoffe eini­ge Erfahrungen zu sammeln, wurden die 16-Formyl- derivate des Androsterons und Dehydro-andro- sterons dargestellt und in ihrem chemischen wie physiologischen Verhalten näher untersucht.1) Darstellung des 16-Formy1-androsterons und 16-Formy1-dehydro-androsterons.a) 16-FormyIandrosteron.Androsteron wird in absolutem Benzol mit Ameisensäureester und IJatrium 10 Stunden bei Zimmertemperatur sich selbst überlassen. Nach dem Aufarbeiten resultiert aus verdünntem Äthanol das 16-Formy1-androsteron in dünnen Na­deln vom Sclimelzpunkt 254 - 255°" bas Formyl- derivat gibt mit Ferrichlorid die violette Enol- farbung und bildet ein gut kristallisiertes Kupfersala.Bei der Umsetzung mit Acetylchlorid und Essigsäure-anhydrid bildet sich IS-Acetosy- methylen-androsteron-5-acetat.

16-Formy1-androsteron
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IIC=C-O-C-CH,Il >

16-Acetoxy-methylen-androsteron-3-acetat

O

Das Diacetat kristallisiert aus verdünntem Äthanol in Hadeln vom Schmelzpunkt IJ 5 - 1560.b) 16-Formy1-dehydro-androsteron.16-Formyl-dehydro-androsteron wurde aus Dehydro-androsteron nach derselben. Vorschrift, wie oben angegeben, dargestellt. Aus verdünn­tem Äthanol kristallisiert es in dünnen Plätt­chen vom Schmelzpunkt 258 - 25 9° ∙ ɪɔiθ Ferri- Chlorid-Reaktion ist positiv. Mit Kupferacetat fällt aus der methylalkoholischen Lösung ein Kupfersalz, das keine so ausgeprägten Kristalle bildete, wie die beschriebenen Kupfersalze der übrigen Formylderivate. Durch längeres Erhitzen mit Acetylchlorid und Essigsäureanhydrid und Umkristallisieren des gewonnenen Rückstandes in 96 % Alkohol wurde das 16-Acetoxymethylen- dehydro-androsteron-3-acetat"in langen Nadeln vom Schmelzpunkt 188 - 189° gewonnen.2) Ozcnisierung des 16-Acetoxymethylen- androsteron-J-acetat in Chloroform.Bei der Ozonisierung des 16-Acetoxymethylen- oestron-J-methyläthers wird, wie wir oben sahen, wahrscheinlich der aromatische Ring angegriffen. Es wurde daher die analoge Reaktion auf die entsprechende Androsteronverbindung übertragen, die keinen aromatischen Ring besitzt und daher zu Nebenreaktionen keinen Anlaß geben kann.



Nach der Ozonisierung wurde das Ozonid gespal­ten und aus Chloroform':ein Öl isoliert, das hei der Hochvakuum-Iestillation nach einem gerin­gen öligen Vorlauf kristallisierte. Aus ver­dünntem Aceton wurden derbe Nadeln vom Schmelz­punkt 179 - 180° erhalten. Das Kristallisat löste sich in heißer 1 n-Kalilauge und wurde als Anhydrid der 5-Acetoxy-allo-äthiobilian- säure identifiziert.

16-Acetoxymethylen-androsteron-J-acetat

3-Acetoxy-allo-äthiObiliansaure
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3-Acetoxy-allo-äthiobiliansäure-anhydridDer Versach läßt erkennen, daß bei der Ozonspaltcmg der 5 Ring D zur Dicarbonsaure aufgespalten wird, die sofort unter Wasser­abspaltung in das Anhydrid übergeht!3) Physiologische Eigenschaften des 16-Fornyl- androsterons und 16-Fornyl-dehydro-andro- sterons.Die Prüfung der beiden Forrrylderivate auf ihre physiologische Wirksamkeit im Hahnenkamm- test ergab folgenden interessanten Befund:16-FornyIandrosteron zeigt nur eine geringe VZirksamkeit*, mit 1 mg als Dosis wurde lediglich ein Kammwachstum von 6,67 % erzielt. 16-Forcyl- dehydro-androsteron verhält sich im Hahnenlcamm- test ebenso: Img Substanz als Gesamtdosis er­gibt ein durchschnittliches Kammwachstum von 3,13 %. Bei dieser Dosierung sind beide Stoffe also praktisch unwirksam; AndrOsteron ist unter denselben Bedingungen mit 200 γ und Dehydro­androsteron mit 600 γ.wirksam!Durch Einführung der Formylgruppe wird die physiologische Wirksamkeit des Androsterons und Dehydro-androsterons wesentlich verringert!Besonderes Interesse beanspruchte das Ver­halten des Formyl-dehydro-androsterons im Allen- Doisy-Test: Dehydro-androsteron steht in sei­nem Sättigungsgrad zwischen Androsteron und Oestron; es vermag bei der weiblichen kastrier- 



29ten Maus den Brunstzyklus auszulösen. Für die Genese der Keimdrusenliormone hat Dehydro-andro- steron daher eine besondere Bedeutung: Dehydro­androsteron wird als Muttersubstanz sowohl für die ,,Oestrongruppe" (Follikelhornone) als auch für die ,,Androsterongruppe" (Testikelhorinone) betrachtet. (lθɪEs war daher von Interesse zu prüfen, wel­che physiologische VZirksamkeit dem Formyl- dehydro-androsteron im Allen-Doisy-Test zu­kommen würde.Formy1-dehydro-androsteron vermag erst mit4 mg einen Brunstzyklus bei der kastrierten Maus hervorzurufen, wogegen Dehydro-androsteron dieselbe Wirkung mit 5 »4 ɪɪɪg erreichte.
Zusammenfassend kann man auf Grund der physiologischen Ergebnisse dieser Arbeit sagen, daß durch Einfulirung einer Formylgruppe an θɪg die physiologische Wirksamkeit sowohl in der Oestrongruppe wie auch in der Androsteron­gruppe stark vermindert wird.Der große Unterschied in der Wirksamkeit dera - undß-Oestradiole zeigt eindringlich die starke Abhängigkeit der physiologischen Akti­vität von der sterischen Konfiguration.



30 BeschreiLrmg der Versuche.(x)1) Darstellung der isomeren Oetradiole aus dem Hydrierungsprodukt.10 g eines aus Oestron durch katalytische Hydrierung mit Nickel-katalysator darg.esteilten Hydrierungsproduktes γmrden in 4OO cm3 Äthanol gelöst und von Verunreinigungen abfiltriert. Das Filtrat wurde auf dem ViTasserhade vorsich­tig auf 150 cm3 eingeengt. Die Lösung wurde 12 Stunden hei Zimmertempatur sich seihst über­lassen. Nach dieser Zeit war ein bräunlich ge­färbtes Kristallisat in kleinen Nadeln aus­kristallisiert. (Kristallisat 1) Das Filtrat wurde bis auf~~110 cm3 weiter eingeengt. Nach längerem Stehen kristallisierte ein weiterer Stoff aus, der abfiltriert wurde (Kristalli- sat 2). Aus dem Filtrat wurde nach nochmaligem Einengen auf-^80 cm3 Kristallisat 3 gewonnen. Diese 3 Kristallisate ähnelten sich in ihrer Kristallform und ihre Schmelzpunkte lagen auch in denselben Grenzen, (siehe Übersichtstabelle)Das Filtrat von Kristallisat 5 wurde nun stufenweise eingeengt; aus 30 cm? des Filtrates schied sich nach längerem Stehen im Eisschrank ein kristallisierter Stoff aus (Kristallisat 4), der sich in der Löslichkeit, Kristallform und Schmelzpunkt vom Kristallisat 1-3 unterschied. Aus Kristallisat 1-3 wurde nach öfterem Um­kristallisieren a-Oestradiol, aus Kristallisat 4 ß-Oestradiol in reinem Zustande gewonnen.Die Trennung im einzelnen ergibt das Tren­nungsschema (Einlage ) 
(x) Alle Sclimelzpunkte sind Iinkorrigiert.



Einlage. Fraktionierte Kristallisatipn ¿es cc- und P-Oestradiol-Geinisches.
x -•10 g Oestradiol-Geinisch in 4OO cnr Äthanol ausgenommen und stufenweise eingeengt, *∙aιιf 150°≡l—-----------2,50 g Kristallisat 1 auf 110 c¿ FP X 157-160° eingeengtaus C0H0OE2 5umkristallisiert

„ , V2,34 g Kristallisat 1 ⅛ FP = I7i-i72oaus CnHcOH2 3 umkristallisiert
V2,24 g Kristallisat 1 c

1,73 g Kristallisat 2 auf 80 cmZ 0,39 g Kristallisat 3 auf 30 ci FP = 150-152° eingeengt πτ^, '1'l'^7 ιcnr, ~Jaus C0H0OH
2 9Umkristallis iert

Vl,70 g Kristallisat 2 aFP. ≡ 170-172°aus CoIKOH
2 5umkristallisiert

V
z Kristallisat 2 hFP = 173-174°
V4,00 g (x-Oestradiol

FP = i47-i5θ0 eingeengt^ aus C0H0OH2 5 umkristallisiert√0,33 g Kristallisat 3 aFP ≡ l68-i7i0 aus C0Ξ0OH2 3umkristallisiert
Y0,32 g Kristallisat 3 t>FP = 170-172°

FP = i75-i760

0,32 g Kristallisat 4FP = I9θ-i980 aus C0II0OH um-2 5 kristallisiert
Y0,44 g Kristallisat 4FP = 2O4-2O90VfiederholtUtokristalli-siert
V0,42 g ß-OestradiolFP = 216-218°

a





312) CL-Oestradiol. Schmelzpunkt 175 - 176°.Aus Äthanol kristallisiert die Substanz in farblosen Nadeln.5,422 mg Einwage: 15,685 mg CO2, 4,270 mg H2O Ciqh22(OH)2: ber∙ : c = 79,56 % H = 8,89 % gef. : C = 78,99 % H ≈ 9,01 %Aus verdünntem ILLkohol kristallisiert die Substanz in glänzenden Plättchen. Die Analyse läßt auf 1/2 Mol Alkoholgehalt schließen.13,095, I3,i5θ mg CO2 3,730, 3,720 mg H2O • = 77,23 /o' H = 9,22 % = 77,64 %; 77,47'% = 9,07 %; 8,93 % 74° th Dioxhn 78° in Äthanol.3) 3-Monomethylather desα-Oestradiols.30 mg «.-Oestradiol wurden in I50 cm3 10 % Natronlauge in der^Hitze gelöst. Nach dem Ab­kühlen wurden 5 c∏p Dimetliylsulfat tropfenwei­se zugesetzt und kräftig geschüttelt; nachdem alles Dimethylsulfat zugesetzt, wurde noch 2 Stunden auf der Schuttelmaschine geschüttelt. Zur Zerstörung überschüssigen Dimethylsulfates wurde auf dem Wasserbade 35 Minuten erhitzt, danach wurde die Lösung auf das doppelte Volu­men mit h20 verdünnt und von dem ausgefalle­nen Niederschlag abfiltriert. Der gut mit H^O gewaschene Rückstand wurde bis zum konstanten Schmelzpunkt 97 - 9θ0 aus verdünntem Methanol umkristallisiert. Ausbeute 28 mg in farblosen Nadeln.



523,721 mg Einwage: 10,810 mg C02;CiqΞ220Ξ.(0CΞ ) ber.; C = 79,65gef.; C = 79,23
3,040 mg H2OH = 9,15 %H = 9,14 %4) 3,17-liazstn⅜ des ɑθestradiols.20 mg CiOestradiol warden in 2 cm^ Essig- Saureanhydrid 25 Minuten gekocht und über­schüssiges Anhydrid im Vakuum entfernt. Der ölige Rückstand wurde noch 2 mal auf dem Was­serbad mit Methanol abgedampft. Das Diazetat wurde aus Äthanol bis zum Schmelzpunkt 125 - 126° umkristallisiert. Ausbeute 22 mg in glän­zenden Plättchen vom Schmelzpunkt 125 - 1260.5,350 mg Substanz: 14,555 mg CO2 5,710 mg H3O Ci8H22(O-COCH5)2 ber.: C = 74,12 % H = 7,92 % gef.: C = 74,ll % H = 7,76 %5) 3-Monobenzoa⅞ HesciOestradiols.20 mg et Oestradil wurden in 7 % Natronlauge in der Hitze gelöst und bei Zimmertemperatur unter kräftigem Schütteln tropfenweise 2 cm5 Benzoylchlorid zugesetzt. Das Benzoat schied sich schnell aus der alkalischen Lösung aus und wurde sofort abfiltriert und mit Wasser gut nachgewaschen. Aus Äthanol (verdünntem) kristal­lisierte das Benzoat in farblosen Nadeln und gab einen konstanten SchEielzpunkt von I92 - 1930. Ausbeute 25 mg.4,202 mg Einwage: 12,260 mg CO2, 2,840 mg H3O CigH22(OH) .O-COCgH5 ber.: C = 79,74 % H = 7,50 ¡o gef.: C = 79,57 % H = 7,56 ⅛6) 3,17 Dibenzoat HesciOestradiols.27 mg Oestradiol wurden in wenig Pyridin gelöst, tropfenweise mit 1 cm3 Benzoylchlorid



55 versetzt und. kräftig geschüttelt. Die Pyridin­lösung wurde in Äther aufgenommen und mit ver­dünnter Schvzefelsaure, Soda und Wasser durch­geschüttelt. Der Äther wurde getrocknet und abgedampft. Der weiße Rückstand wurde aus 96 % Äthanol mehrfach Umkristallisiert. Ausbeute 29 mg in glänzenden Plättchen vom Schmelz­punkt 168 - I69o.7) ßOestradiol. Schmelzpunkt 216 - 218°.Die Substanz kristallisiert aus verdünn­tem Äthanol in schönen zu Rosetten vereinigten Prismen.4»445 Hg Sinwage: 12,920 mg C02, 5,580 mg H2O cI8H22(O11)2 ber∙≈ c = 79,56 % H = 8,89 % gef.: C = 79,52 % H = 9,01 % optische Drehung [ɑ]ɪ3= + 56,7° in Äthanol.Mach den beim Oestradiol angegebenen Metho­den wurden folgende Derivate des Oestradiols dargestellt :5-Monomethylather.55 mg ß-Oestradiol ergaben 51 mg Monomethyl­äther. Aus verdünntem Methanol kristallisiert die Substanz in dünnen, bunt schillernden Blätt­chen. Schmelzpunlvt 109 - HO0.4»599 ng Einwage: 12,825 ∏g CO2, 5,5θO mg H2O cI8H22(OH).0cH3 ber. : 0 = 79,65 % H = 9,15 % gef.: O - 79,5i % H = 9,11 %5,17-Diazetat des ß -Oestradiols.57 mg POestradiol ergaben 42 mg Diazetat, das aus verdünntem Methanol umkristallisiert vnirde.Farblose Nadeln vom Splimelzpunkt I59 - I4O0. Aus verdünntem Methanol kristallisiert die Sub­stanz mit ɪ Mol CH3OH.



544,.415 mg Einwage: 11,740 mg C02, 5,090 mg ≡20 C18H22.(o.CO.CH5)2x-j∙ CH5OH ber.: C = 72,90 % H = 8,10 %gef.: C = 72,52 % H = 7,84 %Wird, die Substanz im Hochvakuum sublimiert, ver­liert sie ihren Kristallalkohol.5,215 mg Einwage: 14,200 mg CO2, 5,710 mg H2OC18H22(OCOCH5)2 ber.: C = 74,12 %; H = 7,92 % gef.s C = 74,26 ‰ H = 7,96 fo5-Monobenzoat des ß.Oestradiols.21 mg ß-Oestradiol ergaben 25 mg 5-Monoben- zoat: aus verdünntem Methanol kristallisierten dünne rechtwinkelige Plättchen aus. Schmelz­punkt 150 - 151°.Das Monobenzoat kristallisiert, analog dem Diazetat, aus verdünntem Methanol mit i Mol Kristallalkehol.2,584 mg Einwage: 7,455 mg C02, 1,780 mg H2O ∙. . -. C18H22(OH)-O.COC 6H5x∣CΞ5OΞber.: C = 78,21 % H = 7,47 %gef.: C = 78,47 % H = 7,71 %Aus dem Hochvakuum sublimierte Substanz ergab folgende Analyse;5,587 mg Einwage: 10,49 mg CO2, 2,410 mg H2O Ci8H22-(OE)-0COC6H5 ber.: C = 79,74 % H = 7,50 $ gef.: C = 79,76 % H ≡ 7,51 %Oxydation des P-Oestradiols zum Oestron.70 mg ßOestradiol-monobenzoat-5 wurden in55 ɑm^ Eisessig gelöst und in der Kälte mit 4. der berechneten Menge Chromtrioxyd in Eisessig versetzt. Die Lösung blieb über Wacht bei Zimmer-



35temperatur stehen; sie wurde dann in Wasser ge­gossen und bis zur alkalischen Reaktion mit ɪ FaOH, verd. HCl und HgO gewaschen, getrocknet und eingedampft. Der Rückstand wurde aus -Itha- nol umkristallisiert; es resultierten farblose Hadeln vom Schmelzpunkt 216-217,5°, die mit rei­nem Oestronbenzoat (FP = 216-217,5°) keine Depres­sion des Schmelzpunktes zeigten. Die optischen Drehungen beider Benzoate zeigten denselben Dreh­wert. 1) Optische Drehung des Follikelhormonben- zoates aus Oestron 0,015 g in'2 emʒ Dioxan ge­

ll
2) Optische Drehung des Follikelhormonbenzoates aus ß-Oestradiol 0,012 g in 2 emʒ Dioxan gelöst.
Verseifung des aus ß-Oestradiol dargestellten15 mg Substanz wurden in 5 cm 2 n-methyl- alkoholischer Kalilauge 2 Stunden auf dem Was­serbad gekocht. Nach dem Erkalten wurde die Lösung angesäuert und ausgeäthert. Die ätheri­sche Lösung wurde mit H2O gewaschen, getrocknet und der Äther eingedampft. Der Rückstand wurde aus verdünntem Äthanol umkristallisiert: farb- *lose Blättchen'vom Schmelzpunkt 255°. Der Misch­schmelzpunkt mit Oestron ergab keine Depression; der Vergleich der optischen Drehungen ergab eben­so die Identität der Präparate.1) Optische Drehung_^des reinen Oestrons .0,0051 g in 2 emʒ Dioxan gelöst, 1=1 dm,
2) Optische Drehung des Oestrons aus ß-Oestradiol 0,003 g in 2 emɔ Dioxan gelöst, 1=1 dm, α = 0,24°, t = 23° [ft]23o= ɪ^ɔOxim des Qestrons aus ß-Oestradiol.7 mg Substanz wurden mit überschüssigem Hydro- 



36Xylaminacetat 2 Stunden auf dem Wasserbad ge­kocht. Die .alkoholische Losungwurde einge­engt und in der Hitze mit HgO angespritzt. Aus Xthanol kristallisierte das Oxim in feinen dün­nen Nadeln vom Schmelzpunkt 230 - 2310.IvIit reinem Oestronoxim gab die Substanz keine Depression.Oxydation des «.-Oestradiols zu Oestron.I50 ŋg (X-Ostradiolmonobenzoat vom Schmelz­punkt 192,5° und [a]£°0= 60° (in. Alkohol) ’wurde nach der oben gegebenen Methode oxydiert. Es wurden aus Alkohol Kristalle in weißen prisma­tischen Nadeln erhalten.Schmelzpunkt 216 - 217,50∙ Die Substanz ergab mit dem Oxydationsprodukt vom ß-Oestradiol- monobenzoat keine Depression.Die optische Drehung ergibt für Oestron- benzoat aus a-Oestradiolbenzoat und für darge­stelltes Oestronbenzoat den gleichen VYert:1) für Oestronbenzoat aus Oestradiolbenzoat 0,0101 g Einwage in 2 cm> Dioxan, 1=1 dm, 
a = 0,61°, t = 21° E∏-]21o = + 120,8°2) für Oestronbenzoat aus Oestron dargestellt: 0,015 g Substanz in 2 emɔ Dioxan gelöst,1 = 1 dm, « = 0,91, t = 220, [«]§2 = + 1210.Das verseifte Oestronbenzoat aus ∏∙-0estra- diolbenzoat zeigte dieselben Eigenschaften, wie weiter oben beschrieben.Versuch zur Wasserabspaltung aus a-Oestradiol-3-monomethylather.150 mg αθestradiol-mono-methyläther wurden im Achatmörser mit 1,8 g Kaliumbisulfat sehr innig vermischt. Nach Iiberschichtung mit trocke­ner Kohlensäure wurde das Gemenge im Parrafin- bad zwei Stunden auf I50 - 160° erhitzt. Im Hochvakuum destillierte bei 950 θiɪɪ hellgelbes Öl, das mit Äthanol herausgelöst wurde. Die



57 alkoholische Lösung wurde sehr bald braun, und es fiel ein harziges Öl aus. Kristallisierver­suche in anderen Lösungsmitteln unter CO2 lie­ferten alle ein harziges Produkt.Versuche zur Darstellung von Iso-nitroso-oestron.a) Durch Umsetzung von Oestron mit Isoamylni- trit und Natriumathylat in ätherischer Lösung.5OO mg.Oestron wurden in 600 cm5 abs. Äther in der Hitze gelöst, nach dem Abkühlen wurde der ätherischen Lösung 254 mg Isoamylnitrit in 50 cm3 abs. Äther zugegeben. Die Lösung wurde in Eis-Kochsalz einige Zeit gekühlt und dann in eine Eis-Kochsalz gekühlte Lösung von 500 mg ‘ fein gepulvertem trockenem Natriumathylat in 100 cm3 abs. Äther gegossen. Die vereinigten, ätherischen Lösungen wurden 55 Minuten bei gu­ter Kühlung kräftig geschüttelt und über Nacht bei - IO0 sich selbst überlassen. Nach dieser Zeit war die Reaktion beendet; die Lösung wur­de angesäuert und mit Wasser des öfteren ge­waschen, mit Natriumsulfat getrocknet und der Äther in schwachem Vakuum abdestilliert. Der gelbliche ölige Rückstand löste sich in heißem Äthanol. Nach einiger Zeit kristallisierte aus der alkoholischen Lösung in kurzen hellgelben . Nadeln ein Stoff vom Schmelzpunkt I65 - 1680.Nach mehrmaligem Umlösen aus Äthanol wurde ein Kristallisat vom Schmelzpunkt 177 - 17θ0 er­halten.b) Umsetzung von Oestron mit Natriumnitrit in essigsaurer Lösung.Zu einer Lösung von 540 mg Oestron in 125 cm3 Eisessig wurden in der Kälte 125 mg Natrium­nitrit, in wenig Wasser gelöst, hinzugefügt und 55 Minuten in einer Eis-Kochsalz-Mischung' bei öfterem Umschütteln gekühlt. Über Nacht blieb die Lösung bei Zimmertemperatur stehen. Die Essigsäure wurde im Vakuum bis auf einige cm3 entfernt, der Rest in Äther aufgenommen und 



38mit Ξ2O gut ausgewaschen. Der ölige Rückstand der ätherischen Lösung wurde aus Äthanol um­kristallisiert : Geloe Nadeln vom Schmelzpunkt 177 - 178°.Das Kristallisat vom Versuch a gab mit diesem Kristallisat in der Mischprohe keine Depression.Analyse; 4,668 mg Substanz, 10,720 mg CO^,2,510 mg H2O3,254 mg Substanz, 0,186 cm3 N bei 210 und 76O mm.gef. N = 6,67 % ber. für C13HplOxNi C = 72,20 % H = 7,07 %N = 4,68 % ber. für C13H20O4N2: C = 65,82 % H = 6,I4 %N = 8,53 %c) Umsetzung des Oestrons mit N2⅜ ɪɪ1 a∙n°s∙ Äther.57O mg Oestron wurden in 550 cm3 abs. Äther gelöst und unter Kühlung 55 Minuten N2O5 einge­leitet. Die ätherische Lösung wurde noch.5 Stun den bei - IO0 C sich selbst überlassen, 8 mal mit je 50 cm3 Wasser ausgeschütteIt, getrock­net und in schwachem Vakuum eingedampft. Der ölige Rückstand kristallisiert aus Äthanol in gelben Nadeln vom Schmelzpunkt 177 - i780.Die aus den Versuchen a und b erhaltenen Stoffe geben in der Mischprobe mit diesem Kri- stallisat keine Depression.Analyse; G„; 4,308 mg Substanz; 9,890 mg CO2,2,500 mg H2O



392,649 mg Substanz; 0,160 cm3N bei 26,5° und 765 mm.gef. C = 62,61 % H= 5,97 %,N = 6,91ber. für Cpθ¾lθ5^s ’ ɑ ~ 72,20 % H = 7,07 %,N = 4,68 %ber. für c18E20°4N2: C = 65,82 H = 6,14 %,N =. 8,53 ‰Umsetzung ¿es Oestron-methyläthers mit salpe­triger Säure.Je JOO mg Oestron-Hiethylather wurde nach den "beschriebenen Methoden mit HNO2 bezw. zur Reaktion gebracht. Es wurde nach jeder Um­setzung Ausgangsmaterial zurückgewonnen.16-Foπ⅞yl-oes⅜ron-3-me⅜hyla⅜her.1,5 g Oestron-methyläther vom Schmelzpunkt 16θ - I69,5o, ɪɪɪ 30 cm3 abs. Benzol gelöst, wurden mit 1 g Natrium (in möglichst dünnen Scheiben) und 3 ɛɪɪ^ frisch destilliertem Amei- Sensaureathylester zur Reaktion gebracht. Nach • 10 Stunden wurde mit 200 cm3 Vfesser vorsichtig verdünnt und.die Vfessrige -Schicht abgetrennt. Nach dem Ansäuern fällt aus der alkalischen Lösung das Eormylderivat in weißen Flocken aus, die abfiltriert und in Aceton gelöst wurden. Aus verdünntem Aceton kristallisiert das Foimylderivat in dünnen schuppigen Plättchen vom Schmelzpunkt 172 - 17595° Ausbeute 75 ‰ Analyses 45343 ɪɪɪg Substanz"; 12,225 mg CO2, 5,060 mg H2O C20H24O5 ber.s C ='76,88 % H ≡ 7,75 % gef.s C = 76,77 % H = 7,88 %.



40Kupfersalz des 16-Formyl-oestron~methylather.200 mg 16-Formyl-oestron-methyläther wur­den in der Hitze in Methanol zur Lösung ge­bracht und sofort mit 5 cm3 einer gesättigten wässrigen Kupferacetatlosung versetzt. Das aus­gefallene Kupfersalz wurde abfiltriert und in Chloroform gelöst. Die grüne Chloroform-Iosung wäscht man zur Entfernung des Kupferacetates einige Mal mit H2O, trocknet sie und destil­liert Chloroform im Vakuum ab. Der Rückstand wird in der Hitze mit Essigester gelöst und durch Zufügen des doppelten Volumens Alkohol zur Kristallisation gebracht; Die auskristal­lisierten grünlich blauen !Tadeln schmelzen oberhalb 200° sehr unscharf.16-Acetoxy-methylen-oestron-5-methylather.50 mg Formy1-oestron-methyläther wurden mit 1,5 cm? Essigsaureaninrdrid und 2 cm3 Acetyl­chlorid eine Stunde auf 950 und anschließend 50 Minuten auf I5θ0 erhitzt. Die Reaktionslösung wurde in Wasser gegossen und J mal mit Äther ausgeschüttelt. Der Atherextralit wurde mit Was­ser und Sodalösung gewaschen und nach dem Trock­nen über Matriumsulfat eingedampft. Der Rück­stand der ätherischen Lösung kristallisiert aus verdünntem Aceton in dünnen Nadeln vom Sehmelz- punkt 168 - l690. Ausbeute: 40 mg.Analyse: 4,325 mg Substanz; 11,820 mg CO2,2,910 mg H2O c22h2604 ber∙≡ c = 74,53 % H ≡ 7,40 % gef.: C = 74,55 % H ≈ 7,55 %16-Formyl-Qestradiol.1 g Oestron vzurde mit 2 cm3 Ameisensäure­äthylester 1 g dünnen Natriumscheiben in 50 cm3 absolutem Dioxan zur Reaktion gebracht. Nach 



4115 Stxrnden wurde die braune Lösung filtriert und der Rückstand mit warmem Dioxan nachgewa­schen. Das Filtrat wurde eingeengt und mit eini­gen Tropfen heißem Wasser versetzt; in der Kälte kristallisierte Oestron aus.Der abfiltrierte Teil war in Wasser löslich und wurde mit verdünnter Schwefelsäure als Formyl- derivat gefällt. Das Formylderivat kristalli­siert in filzigen Nadeln, die nach mehrmaligem Umkristallisieren einen konstanten Schmelzpunkt von 218 - 2190 zeigten.Analyse: 5»621 mg Substanz, 10,045 ∞g ∞2,2,64θ mg H2O berechnet für Formyloestron C = 76,47 % H = 7»43 % berechnet für Formyl-Ostradiol C = 75,95 % H = θ.,06 % gefunden C = 75,66 % H= 8,16 %Die Analyse ergibt,, daß bei der beschriebenen Reaktion 2 H-Atome aufgenommen wurden. Da das Formylderivat in seiner Enolform reagierte, wur­de angenommen, daß die Cpy-Ketogruppe reduziert wurde.Kupfersalz des Formyl-Oestradiols.25 mg Formyl-Oestradiol wurden in der Hitze gelöst und mit wässrigem Kupferacetat versetzt. Das ausfallende Kupfersalz:Wurde, wie oben be­schrieben, gereinigt. Aus Äthanol kristallisier­te der Stoff in dunkelgrünen großen Nadeln.Ozonisierung des acetylierten Formyl-Qestron- methylathers.150 mg 16-Acetoxy-methylen-oestron-3-methyl- äther wurden in 10 cm? Chloroform gelöst. Durch die Chloroform-Lösung wurde bei - IO0 in ver­schiedenen Versuchen: 5, J und 2 Minuten lang Sauerstoff (10 Liter pro Stunde) mit 6 % Ozon­gehalt durchgeleitet. Darauf wurde die Lösung 



42mit 20 cm? Ξ2O J5 Minuten auf dem Wasserbad erhitzt. Die abgekühlte Lösung wurde mit Soda, verd. Salzsäure und Wasser ausgeschüttelt und das Chloroform mit Natriumsulfat getrocknet. Nach der Entfernung des Chloroforms blieb ein braunes Öl zurück, das aus den verschiedensten Lösungsmitteln nicht kristallisiert zu er­halten war. III. 16-Formyl-androsteron,16-Formyl-androsteron wurde nach der beim 16-Formyl-oestron-methyläther beschriebenen Methode dargestellt. Aus 1 g Androsteron resul­tierten 735 ɪɪɪg Formyl-androsteron vom Schmelz­punkt 234 - 235°.Analyse: 4,564 mg Substanz; 12,625 mg CO2,3,930 mg H2O ^2O^Oθ3 ber. : C = 75,41 % H = 9,50 % gef.: C = 75,28 $ H - 9,64 %16-Acetoxymethylen-androsteron-5-acetat.700 mg Formyl-androsteron ergaben nach der beschriebenen Acetylierungsvorschrift 635 mg Diacetat, das aus verdünntem Äthanol umgelöst in dünnen Nädelchen vom Schmelzpankt 135-136° erhalten wurde.Analyse: 3,918 mg Substanz; 10,290 mg CO0,3,000 mg H2O c24e3405 Ler,: C = 71,59 $ H = 8>52 % gef.: C = 71,63 % H ≈ 8,57 %16-Formyl-dehydro-androsteron.1 g Dehydro-andrósteron ergaben 8O4 mg Formylderivat. Es wurde aus verd. Äthanol um­kristallisiert: Schmelzpunkt 238 - 239°; ciïinne



45 Plättchen.Analyse: 4,64i mg Suhstanz; 12,915 mg CO2,5,760 mg H2O g20ξ2605 Łer,: C = 75,9° E = 8,92 ⅛ gef.: C - 75,91 % H = 9,06 %16-Acetoxymethylen-dehydro-androsteron-5-acetat.25O mg Formy1-dehydro-androsteron ergaben 215 mg Diacetat. Aus Äthanol umkristallisiert: lange Iiadeln vom Schmelzpunkt 188, - 1890 • Analyse: 5,261 mg Substanz; 15,860 mg CO2, 5,64O mg H2O ⅜4h5205 ber,s ° = 71,95 H ° 8’06 gef.: C = 71,85 .% H = 7,74 %Ozonisierung des16-Formyl-andr.osteron-diacetats.In eine Lösung von I50 mg 16-Formyl-androsteron- diacetat in 10 cm5 Chloroform wurde 5 Minuten lang Sauerstoff mit 6 % Ozongehalt eingeleitet und nach Zugabe von 20 cm5 Ξ2O auf dem Wasserbad 55 Minuten erhitzt. Das Chloroform wurde mit Soda, verd. Schwefelsäure und Wasser ausgeschüttelt, mit Na­triumsulfat getrocknet und im Vakuum abgedampft. Der ölige Rückstand destillierte im Hochvakuum nach einem geringen öligen Vorlauf in derben Na­deln. Nach öfterem Umlösen aus verd. Aceton wurde ein Kristallisat vom Schmelzpunlit I79 - 1800 in derben prismatischen Nadeln erhalten. Die Ferri- Chloridprobe war negativ.Das Kristallisat löste sich in 1 n KOH bei gewöhnlicher Temperatur nicht, beim Erhitzen je­doch gut. Ein Oxim konnte von diesem Stoff nicht dargestellt werden.Die Analyse ergab, daß das Anhydrid der 3-Ac etoxy-allo-äthiobiIiansaure vorlag.



44Analyse: 4,425 mg Substanz; 11,265 mg CO2,5,500 mg H2O c21h5O°5 ^ber∙ s c = 69,57 % H = 8,54 %gef.: C = 69,49 % H = 8,54 ‰
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49Tabelle IV.Physiologische Auswertung des 16-Formyl-oestron-3- Eiethylathers im Alleri-Doisy-Test an der kastrier­ten Maus. (Technik: 4 malige Injektion in Sesamöl­lösung. )
Injizierte Dosis inγ Gesamt­dosis in γ AnzahlTiere proDosis

Anzahl Tiere mit Voll­brunst
% Tiere aufVoll- In­brunst

M E proGramm
25 100 7 7 100 % 10 00020 80 6 6 100 '~∕'o 12 50012,5 50 6 5 85,4 % 20 000

Tabelle V.Physiologische Auswertung des Oestron-methyl- äthers. (nach gleicher Technik wie Tabelle IV.)
InjizierteDosis in y* Gesamt-Dosisin y • Anzahl Tiere pro Dosis

Anzalil Tiere mitVoll»brunst
% Tiere auf Voll­brunst

M E proGramm
2,5 10 6 6 100 % 100 0002 ■ 8 8 7 87,5 % 125 0001,25 5 8 6 75,0 200 00c



50 Tabelle VI.Physiologische Auswertung des Formyloestra- diols. (Technik: einmalige Injektion in Sesamöl-Lösung.)
Injizierte Dosis in y Gesamt­dosis , in ? AnzahlTiere proDosis

Anzahl Tiere mit Voll­brunst
% Tiere auf Voll­brunst

ME pro
10 10 8 7 87,5 % LOO 0005 5 8 6 75 % 200 0005 5 8 6 75 % 200 0004 4 8 5 67,5 % 250 000

Tabelle VII.Physiologische Ausvrertung des Formy1-androsterons. (nach gleicher Technik wie Tabelle IV.)
Injizierte Dosis iny Gesamt­dosis AnzahlTiere proDosis

Anzahl Tiere mit Voll­brunst
% Tiere auf Voll­brunst

ME proGramm
4 - 250 1 ɪrɪg 8 . 0 0 % 1 0004 . 500 2 mg 8 0 0 % 500



51Tabelle VIH.Physiologische Auswertung des Formy 1-dehydro- androsterons. (nach gleicher Technik wie Tabelle IV.)
InjizierteDosis Gesamt­dosis Anzahl Tiere pro Dosis

AnzahlTiere mit Voll­brunst
% TiereaufVoll­brunst

ME proGramm
4 . 850 γ 5,4 mg 6 1 16,6 % 2954 • 1 mg 4 mg 8 7 87,5 % 25O

Tabelle IX.Physiologische Wirksamkeit des Formy l*-dehydro- andrcsterons im Eahnenkammtest.
4OO γ 1 mgTier % % Tier ¢7Z0 %* * 5 .Tag 4. Tag 5-Tag 4. Tag299492555 04,856,74 02,434,8 5,86 % 240241200 000,6 2,786,00,6 5,15 Í



52 Tabelle X.Physiologische Wirksamkeit les Formylandro- sterons im Hahnenkammtest.
400 γ 1 mgPier % % Tier %5 .Tag 4. Tag 5 - Tag 4.Tag249566592 2; 780,85,55 5,70,81,85 5,55 549 % 572501 8,42,565,45 6,544,720,9 6,67
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