8. Sexualhormone IIIY).

Zur Konstitutionsaufklirung des Androsterons
von L. Ruzieka, M. W. Goldberg und H. Wirz.
(20. XII. 34.)

Im vorigen Oktoberheft dieser Zeitschrift!) haben wir die
synthetische Bereitung des ménnlichen Sexualhormons Androsteron
beschrieben. Einige in der seither erschienenen Literatur enthaltenen
Bemerkungen veranlassen uns zu einer genaueren Stellungnahme
zu einzelnen Punkten.

1. J. W. Cook?) meint, dass die sterischen Formeln, die wir
fiir das Androsteron (I) sowie seine drei Stereoisomeren vorgeschlagen
haben?) (und mithin auch die vier sterischen Formeln fiir die als
Ausgangskorper der Bereitung der Oxyketone beniitzten Hydro-
sterine?)) zu Kritik Anlass geben ,,on the ground that they assign
definite configurations to rings A and C with respect to carbon atoms
Cy and C,,, and to rings B and D with respect to Cg and Cyy; DO
information bearing on these questions is at present available”.
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Beide Formeln: cis, trans, trans, trans.

Diese Bemerkung hat ihren Ursprung darin, dass Cook aus
unseren, anscheinend nicht geniigend erliuterten, Formeln mehr
herausgelesen hat, als wir damit ausdriicken wollten. Unsere Vor-
schldge zur rdumlichen Formulierung der 4 Stereoisomeren sind
namlich vollstindig enthalten in den 4 Prifixen, die wir unter jede
Formel geschrieben haben, also z. B. bei Androsteron und epi-
Dihydro-cholesterin: cis, trans, trans, trans, wobel immer das erste
Prifix die relative Stellung der Hydroxylgruppe zum H-Atom der be-
nachbarten Ringverkniipfungsstelle3) betrifft, und die anderen drei
Prifixe auf die aufeinanderfolgenden 3 Ringverkniipfungsstellen A/B,
B/C und C/D Bezug haben. Uber den relativen sterischen Bau der ein-

1) Helv. 17, 1395 (1934). 3) Helv. 17, 1396 (1934).

) Nature, 1934, 758. 4y Helv. 17, 1410 (1934).

5) Unter ,,Ringverkniipfungsstelle‘ sind beide, zweien Ringen gemeinsame, C-Atome
gemeint.
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zelnen C-Atome der benachbarten Ringverkniipfungsstellen konnten
und wollten wir nichts aussagen. Um ganz deutlich zu sein, ge-
ben wir hier eine der anderen ebenfalls moglichen sterischen Formeln
fir Androsteron (Ia), die, ebensogut wie Formel I, unserer Definition
(ausgedriickt durch die 4 Prifixe) entspricht. Was in diesen Formeln
in erster Linie zur Kritik Anlass geben kann, und worauf wir in
unseren Abhandlungen auch ausdriicklich hingewiesen haben, ist die
sterische Zuteilung der Hydroxylgruppe, die méglicherweise umge-
kehrt liegen konnte als unser Vorschlag lautet. Zu letzterem sind
wir, fussend auf der Awwers-Skita’schen Regel, hauptsichlich
dadurch ermutigt worden, weil sich in unseren Formeln beim Kopro-
sterin das Hydroxyl zu beiden Substituenten!) an der benachbarten
Ringverkniipfungsstelle (A/B) in eis- und beim epi-Koprosterin in
trans-Stellung befindet. Bei Dihydro-cholesterin und Koprosterin
muss natiirlich die rdumliche Stellung des Hydroxyls in bezug auf die
Ringverkniipfungsstellen B/C, €/D und die benachbarte Methyl-
gruppe die gleiche sein; ebenso muss in dieser Beziehung zwischen
den beiden epi-Derivaten Gleichheit herrschen. Die Sicherheit der
Forderungen des letzten Satzes ergibt sich aus der gleichzeitigen
Bildung von Dihydro-cholesterin und Koprosterin bei der Hydrierung
von Allo-cholesterin.
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Der Vollstindigkeit halber sei erwahnt, dass man bei den sterischen Formeln der
Hydrosterine noch ein fiinftes Prifix, betreffend die relative riumliche Lage der langen
Seitenkette zum benachbarten quartiren Methyl, hitte beriicksichtigen koénnen, das
nach Wieland und Dane?) trans lauten konnte. Durch Betrachtungen am Modell sowie
unter Beriicksichtigung der von Wieland und Dane diskutierten Ringschlussreaktion
zwischen der langen Seitenkette und dem C,, (bei II bzw. Ila) scheint uns auch die
cis-Stellung gleich wahrscheinlich zu sein:
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trans-Stellung von CH,; und der langen Seitenkette.

1) Die Unsicherheit unseres Vorschlages liegt darin, dass man nicht ganz sicher
ist, ob die raumliche Stellung des Hydroxyls in Bezug auf diese Substituenten (CH,
und H) oder aber vielleicht auf die Ringbindungen zwischen A;B der Jwwers-Skit«’schen
Regel angepasst werden soll.

?) Z. physiol. Ch. 216, 98 (1934).
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cis-Stellung von CH, und der langen Seitenkette.

Man sieht alsc, dass in beiden Fillen das Zwischenprodukt (III bzw. IIIa), von
dem allein die Ringbildung abhéngig ist, mit einem an den Ringen C und D cis-
stindig gebundenen neuen Sechsring formuliert werden kann. Tnd ebenso gut wire,
wenn sterisch erwiinscht, trans-Standigkeit moglich.

2, Wir haben in unserer zitierten Abhandlung angefiithrtl),
dass der ,,Weg unserer kiinstlichen Gewinnung des Androsterons
in grossen Ziigen vielleicht auch der von der Natur befolgte
sein diirfte: Hydrierung von Cholesterin, Epimerisierung der Hydro-
xylgruppe und Abbau der langen Seitenkette‘‘. Cook?) glaubt, dass
wir damit etwas iiber die wirkliche Reihenfolge der in der Natur
vor sich gehenden Umsetzungen aussagen wollten und kniipft daran
eine Diskussion. Wir sind der Uberzeugung, dass gar keine Anhalts-
punkte gegeben sind (auch nicht das von Butenandt und Tscherning
neben Androsteron aus Ménnerharn isolierte Dehydro-androsteron),
um tiiber diese Reihenfolge ernstliche Betrachtungen anstellen zu
konnen,

3. Wir machten in unserer Abhandlung?) folgende Feststellung:
,,Die synthetische Bereitung des Androsterons bildet die erste voll-
stdndige Xonstitutionsaufklirung eines Sexualhormons. Es liegt
hier der seltene Fall der Konstitutionsaufklirung eines
kompliziert gebauten Naturkbrpers vor, von dem noech
keine Einzelheiten iiber die Xonstitution bekannt
waren.* In vélliger Ubereinstimmung steht damit das Referat
itber unsere Abhandlung in Nature?): ,,By this simple experiment?),
the structure of a complexe natural product has been completely
elucidated and its stereochemical relationship to the sterols established.
Apart fromspeculation, the only previous chemieal knowledge
of the hormone was that it was a saturated hydroxy-
ketone of the probable formula C;H;,0,." A. Butenandt
und H. Dannenbaum?®) sind entgegengesetzter Meinung, indem sie
schreiben®): ,,Nach unserer Ansicht hat die Konstitutionsermittelung
des Androsterons den in vielen Fillen itblichen Weg genommen: die
Richtigkeit einer auf Grund von analytischen Studien
aufgestellten, nur in FEinzelheiten unsicheren Formel
ist durch ihre Synthese endgiiltig bewiesen worden."
1) Helv. 17, 1402 (1934). 3) Helv. 17, 1402 (1934).

2y Le. 4) Nature 1934, 563.

5) Gemeint ist die Oxydation von epi-Dihydro-cholesterin-acetat.
6) Z. physiol. Ch. 229, 201 (1934).
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Letztere Behauptung stellt nun leider eine vollstandige Ver-
kennung der Tatsachen dar. Dies folgt schon daraus, dass die erste
experimentelle Abhandlung von Butenandt iiber die Isolierung des
Androsterons und die Herstellung von Derivaten und Umwandlungs-
produkten desselben zwel Monate nach unserer Bekanntgabe!) der
synthetischen Bereitung erschienen ist. In dieser Abhandlung ver-
merken Butenandt und Tscherning?): ,,von den dargestellten
Derivaten ist jedoch keines identisch mit einem in der
Literatur beschriebenen Stoff gleicher Zusammen-
setzung.* In einer folgenden Abhandlung glauben nun Butenandt
und Dannenbaum wenigstens nachtriglich den ersten auf analytischer
Grundlage beruhenden Beweis fiir die Zugehorigkeit des Andro-
sterons zur Sterinreihe erbracht zu haben. Ein bei der Verarbeitung
von Ménnerharn von diesen Autoren isoliertes Chlorketon, das in
Androsteron iiberfithrbar ist, ,liefert mit Essigsdure-anhydrid und
konz. Schwefelsdure ein Farbspiel, wie es fiir natirliche
Sterine charakteristisch ist. Nach diesem Ergebnis zweifeln
wir nicht mehr daran, dass wir es mit einem Sterinderivat
zu tun haben?®).** Dieses Chlorketon gibt bei der Liebermann’schen
Farbenreaktion das Farbenspiel gelb und nachher rosa.

Es wurde schon vielfach der diagnostische Wert der Lieber-
mann’schen Farbenreaktion stark tbertrieben, worauf auch in der
Literatur aufmerksam gemacht wurde4). Um nochmals mif allem
Nachdruck auf diesen Umstand hinzuweisen, stellen wir in einem An-
hang einige Liebermann’sche Reaktionen zusammen, die von uns mit
Verbindungen der Diterpen-, Triterpen- und Sterinreihe ausgefiihrt
wurden, Man sieht daraus, dass weder der Eintritt einer Farben-
reaktion noch das Farbenspiel etwas genaueres iiber das Kohlenstofi-
geriist aussagt. Wir verweisen insbesondere auf die Tatsache, dass
die beiden Oxy-triterpen-carbonsiuren Oleanolsdure und
Ursolsiure, deren Kohlenstoffgeriist von dem des Chole-
sterins sehr verschieden ist3), genau das gleiche Farben-
spiel bei der Liebermann’schen Reaktion geben wie
Cholesterin: Ubergang von rotviolett iiber blau in griin. Also
das Farbenspiel beim erwihnten Chlorketon beweist nicht im geringsten
mehr, als man schon aus der Bruttoformel desselben und seinem

1) Vortrag vom 8. Sept. 1934, vgl. Verhandlungen der Schweiz. XNaturforsch.
GGes. 1934, 427.

2) Z. physiol. Ch. 229, 191 (1934).

3) Z. physiol. Ch. 229, 194 (1934).

1) Anm. bei der Korrektur: So ist z. B. in Richier- dnschiitz. Organische Chemie
11. 1, 8. 535 (1933), angegeben, dass ,,die Farbenreaktionen nicht spezifisch sind fiir die
Sterine*. RButenandt, als Bearbeiter des Abschnittes ,,Hormone, fithrt aber dennoch
auf S. 573 und 578 des gleichen Bandes die ,,Sterinfarbreaktionen* als einzige Stiitze
fir das Steringerist des Androsterons an.

3) Helv. 15, 431 (1932).



ungesattigten Charakter weiss: dass es ndmlich ein tetracyeclisches,
einfach ungesittigtes Ringsystem enthilt.

4. Es ist dagegen in der Abhandlung von Butenandi und Dannen-
baum!) ein Umwandlungsprodukt von Androsteron beschrieben, das
wir jetzt zur Durchfithrung des ersten auf analytischer Grund-
lage beruhenden Beweises fiir den Bau des Kohlenstoff-
geriistes, und somit fiir die Zugehérigkeit zur Cholestan-
reihe verwerten konnen, namlich das gesittigte Keton C;,Hj;,0,
Androstanon. Butenandt und Dannenbaum haben schon festgestellt,
dass dieses Keton vom Atio-cholanon-(17) verschieden ist, und
bemerken, dass es vielleicht mit dem noch unbekannten Atio-allo-
cholanon-(17) identisch sein kénnte. Diese ,,Vermutung* stellt
ja nach unserer synthetischen Herstellung des Androsterons eine
Selbstverstiandlichkeit dar. Wir haben inzwischen durch Oxy-
dation von Cholestan (IV) mit Chromsiure neben dem schon vor
langer Zeit von Windaus und Resau®) bei dieser Operation nach-
gewiesenen Methyl-isohexylketon auch das zweite Spaltstiick
fassen konnen: das Atio-allocholanon-(17) (V), das, wie zu erwarten
war, den gleichen Schmelzpunkt aufweist wie das Androstanon
von. Butenandt und Dannenbaum (121-—122° korr.). Ebenso stimmt
auch der Zersetzungspunkt des Semicarbazons (gegen 270° korr.)
iiberein.
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5. Die Behauptung von Butenandt und Dannenbaum?): ,Der
Inhalt der vorliegenden 3 Mitteilungen iiber Androsteron stellt
unsere bis zum April dieses Jahres erzielten Ergebnisse .... dar‘,
stimmt leider mit den bekannten Tatsachen nicht i{iberein, denn
in seinen publizierten Vortrigen im April und Mail934 hat Butenandt®)
weder das Androstan noch das Androstanon erwihnt, mit deren
Hilfe er jetzt die Verschiedenheit des Ringsystems des
Androsterons von dem des Koprosterins bewiesen hat,
sondern er leitete im Gegensatz dazu noch im Maid®) das
Hormon arbeitshypothetisch von Koprosterin ab.

6. Butenandt und Dannenbaum schreiben?): ,,Das aus dem Chlor-
keton dargestellte Dehydro-androsteron, iiber das wir bereits im

1 Le. S.206.
2) Windaus und Resau, B. 46, 1246 (1913).
%) Verhandl. d. Deutsch. Ges. f. inn. Mediz. 1934, 276; Wien. Klin. Wochenschr.
1934, No. 29 u. 30. s} Loe 197.
5
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Frithjahr') berichteten, war der erste Stoff mit der Wirkung
des miénnlichen Sexualhormons, der auf chemischem
Wege aus inaktivem Material dargestellt wurde.®* Wir
miissen in diesern Zusammenhange darauf hinweisen, dass die erste
Reaktion dieser Art in unserer am 9. I. 1934 bei der Redaktion dieser
Zeitschrift eingegangenen Abhandlung?) beschrieben ist: das Stereo-
isomere des Androsterons, das bei der Oxydation von
Dihydro-cholesterin-acetat mit Chromsédure bereitet wurde,
und dem im Hahnenkammtest 1/, der Wirkung des Androsterons
zukommt.

7. Butenandt und ZT'scherning®) bemerken: ,,Das dem Andro-
steron offenbar nahe verwandte Follikelhormon C,H,,0, ist
durch die einwandfrei gesicherte Formel (VIa) wiederzu-
geben.* Als Literaturstelle, wo diese Forme! einwandfrei bewiesen
sein soll, geben die Autoren eine Abhandlung von Butenandt, Weidlich
und Thompson?) an. Wir haben an anderer Stelle3) den Werdegang
unserer jetzigen Kenntnisse iiber die Konstitution des Follikel-
hormons geschildert und kommen in Ubereinstimmung mit Cook$)
zur Schlussfolgerung, dass zur Zeit abgesehen von den 16 denkbaren
stereoisomeren Formen des Kohlenstoffgeriistes VIa noch 4 ver-
schiedene Strukturformeln fiir das Follikelhormon méog-
lich sind (VIa, b, ¢ und d). Nach der von Butenandt, Weidlich
und Thompsont) beschriebenen Gewinnung von 1,2-Dimethyl-
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phenanthren (VII) aus Follikelhormon wire ibrigens ausserdem
noch ein ganz anderes Ringsystem fiir das Hormon (VIII) méglich?),

1) Gemeint ist die beildufige Erwihnung dieser Umwandlung in Vortrigen im

April und Mai 1934, vergl. Anm. 3. 4} B. 66, 601 (1933).
) Helv. 17, 1389 (1934). 5) Naturwissenschaften 1935, 44.
3y Z. physiol. Ch. 229, 191 (1934). §) Nature §934, 759.

) In den Formeln VIa—d und VIII ist durch einen punktierten Strich die Stelle
der oxydativen Sprengung des Fiinfringes zu einer Dicarbonsiure angegeben, die nach
Dehydrierung und Zinkstaubdestillation zum XKohlenwasserstoff VII fithren wiirde.
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das erst durch den von Cohen, Cook, Hewett und Girard') aufge-
fundenen Ubergang des Follikelhormons in das Methoxy-cyclo-
penteno-phenanthren (IX) einwandfrei ausgeschlossen wurde.
Wenn es auch ausserordentlich wahrscheinlich ist, dass sich
die Formel VIa des Follikelhormons als richtig erweisen wird, wohl
sogar in der dem Sterin- und Gallensfuregeriist entsprechenden ste-
rischen Form, so glauben wir nicht, dass es im Interesse einer exakten
Wissenschaft liegt, wenn Butenandi iiber die noch ausstehenden zu
leistenden Beweise2) fiir diese Formel hinwegzugehen versucht.
Unseresynthetische Bereitung des Androsterons stellf
daher den ersten einwandfreien Beweis fiur die Ab-
leitung eines Sexualhormons von einem Sterin dar.

Der Gesellschaft fiir Chemische Industrie in Basel danken wir fiir die Forderung
dieser Arbeit.

Experimentelles.

Die Liebermann’sche Farbenreaktion bet einigen polycyclischen Di-
und Triterpen- sowie Sterinderivatens).

Es wurden jeweils etwa 10 mg Substanz in 1 em? Chloroform
gelost und einige Tropfen Essigsdure-anhydrid und 1 Tropfen konz.
Schwefelsdure zugefiigt. Das entstehende Farbenspiel ist hier durch
Angabe der nacheinander eintretenden Farbenténe beschrieben. Das
Farbenspiel ist iibrigens von der Konzentration weitgehend abhingig.

Diterpenséuren.

Dextropimarsaure (rotviolett, briaunlich); Dihydro-dextropimarsiure (orange,
braungelb); Tetrahydro-dextropimarsidure (ganz schwach gelbrosa), es ist maglich, dass
letzteres Praparat noch Spuren der Dihydrosidure enthielt.

Agathen-disidure (gelb), Iso-agathen-disiure (gelb).

Triterpenalkohole und deren Acetate.

Amyrin (tiefrotviolett).

Lupeol (gelbrot, blutrot); Dihydro-lupeol (karminrot, violett).

Betulin (rosa, violettrot); Dihydro-betulin (violettrot, stark violett), bes lefzierem
sind die auftretenden Farben wesentlich infensiver als beim Betulin!

Betulin-diacetat (gelbrosa, braunrot); Dihydro-betulin-diacetat (schwach blau-
rosa, hell rotviolett), letzteres Priparat war vielleicht noch schwach ungesattigt.

Dihydro-,, hederabetulin®“-diacetat (farblos).

Triterpen-oxysauren.

Oleanolsiure (rotviolett, blau, griin).
Ursolsdure (rotviolett, blau, grim).
Gypsogenin (rotviolett, briunlich).
Caryocarsapogenin (rotviolett, braunlich).
Hederagenin (karminrot, gelbrosa, braun).

1) Soc. 1934, 653.

2) Anm. bei der Korrektur: Aus Chem. and Ind. 1935, 14 ist zu entnehmen,
dass Cook und Mitarb. Follikelhormon inzwischen in 7-Methoxyl-3’-methyl-1,2-cyclo-
penteno-phenanthren iiberfithren konnten, wodurch Formel VIa die bisher fehlende
Stiitze fiir die Ruchtigkeit der Strukiwr erhalten hat. Zu kliren blesbt also moch der
stertsche Bnu.

3) Wir verzichten hier auf Angabe der Literaturstellen, wo die Liebermann’sche
Reaktion frither fiir einzelne dieser Verbindungen schon beschrieben wurde.



Sterinderivate,.

Cholestan (farblos).

epi-Dihydro-cholesterin (griin, und in verdiinnterer Losung: rotlich, violett,
blau, grin); epi-Dihydro-cholesterin-acetat (praktisch farblos).

Ergostanol-acetat (farblos).

Androsteron (gelb, olivegriin, eigelb).

Oxzydation von Cholestan mit Chromsdure.

40 g Cholestan wurden in 2,1 Liter Fisessig bei 85—90° mit
einer Liosung von 57 g Chromtrioxyd in 620 cm? Eisessig und 60 cm3
Wasser in der iiblichen Weise oxydiert. Der vom unverinderten
Cholestan befreite neutrale Anteil der Oxydation betrug nach dem
Erhitzen im Vakuum auf 100° 4,5 g. Das daraus bereitete Semicar-
bazon besteht aus einem Gemisch krystallisierter und amorpher
Anteile. Eine Trennung derselben konnte bewirkt werden durch
Auskochen mit Alkohol, worin nur der krystallisierte Teil gut 16slich
ist. Durch Umkrystallisieren aus Alkohol wurde letzterer in Form
stibchenartigcer Krystalle vom Smp. gegen 270° korr. (unter Zer-
setzung nach vorhergehendem Sintern) erhalten. Es liegt das Semi-
carbazon des Atio-allocholanon-(17} vor.

CyoH4ON,; Ber. N 12,7 Gef. 13,19,

Der in Alkohol schwerlosliche Anteil des Semicarbazons ist
amorph und wurde nicht weiter untersucht.

Aus den sauren Anteilen der Oxydation wurde iiber das schwez-
losliche Kaliumsalz die Allo-cholansiure isoliert, die nach mehr-
maligem Umkrystallisieren aus Eisessig bei 169—170° schmilzt,
in Ubereinstimmung mit der Angabe von Wieland, Dane und Martius?)
bei der aus Dehydro-hyo-desoxycholsiure bereiteten Allo-cholan-
sdure. Der Smp. von 1629 den Windaus und Neukirchen?) fiir die
durch Oxydation von Cholestan mit Chromséaure entstehende Allo-
cholansidure angegeben haben, ist also zu tief.

Atio-allocholanon-(17). Das Semicarbazon vom Smp. gegen
270° wurde mit konz. Salzsiure einige Minuten am kochenden
Wasserbade erwirmt. Die Krystalle werden dabei rasch in ein Ol
umgewandelt. Es wird mit Ather ausgezogen. Nach dem Waschen
der dtherischen Lésung mit Wasser und Sodalosung wird das Losungs-
mittel verdampift. Der vollig krystallisierende Riickstand schmolz
bei 116°. Durch Umkrystallisieren aus Methylalkohol, dann Subli-
mieren im Hochvakuum bei etwa 90° und nochmaliges Umkrystalli-
sieren werden bei 121-—122° korr. schmelzende Krystalle erhalten.

3,481 mg Subst. gaben 10,56 mg CO, und 3,44 mg H,0
C Hy;,O  Ber. C 83,09 H 11,029
Gef. ,, 82,71 ,, 11,05%

Ziirich, Organ.-chem. Laboratorium der Eidg. Techn. Hochschule.

1y Z. physiol. Ch. 215, 20 (1933). 2) B. 52, 1915 (1919).





