— 1478 —

pour Uozome, des constantes d’équilibre déduites, comme précé-
demment, de l'équation approchée de Nernst, mais en utilisant
une valeur plus exacte de la chaleur de formation de la molécule
d’oxygéne & partir des atomes,

pour Voxyde d’azote

19 de I’équation approchée de Nernst mais avec des valeurs
plus exactes des chaleurs de formation de O, et de N, & partir des
atomes,

290 des constantes d’équilibre déduites de formules plus complétes.

Les nouvelles valeurs trouvées pour les pressions partielles
maxima de 'ozone et de I'oxyde d’azote et pour les températures
qui leur correspondent, sont inférieures & celles que nous avons
calculées auparavant, en sorte que les conclusions développées
dans le mémoire précédent se trouvent encore renforcées.

Genéve, Laboratoire de Chimie technique, théorique et d"Electro-
chimie, octobre 1935.

185. Sexualhormone VIIIY).

Darstellung von Testosteron unter Anwendung gemischter Ester
von L. Ruzieka, A. Wettstein und H. Kigi.
(2. XI. 35.)

In unserer letzten Abhandlung!) beschrieben wir die Darstellung
von Testosteron (IV), wobei das Diacetat des trans-Androsten-
3,17-diols (II) partiell zum 17-Monoacetat (III) verseift wurde.
Danach oxydierte man das Dibromid des letzteren zur 3-Ketover-
bindung, entbromte letztere und verseifte dann vollstindig. Der
Hauptnachteil dieser Methode liegt darin, dass der Unterschied
in der Verseifbarkeit der beiden Acetatgruppen nicht gross genug
ist fiir die Erzielung einer guten Ausbeute an Monoester 17. Es
wurde daher versucht, die Ausbeute an letzterem dadurch zu er-
hohen, dass man bei der partiellen Verseifung von gemischten Di-
estern ausgeht, die in der 3-Stellung eine an sich leichter verseifbare
Estergruppe aufweisen als in der Stellung 17. Zu gemischten Estern
mit den gewiinschten Eigenschaften kann man nun kommen, wenn
Ester des trans-Dehydro-androsterons (I) in erster Reaktion an der
Ketogruppe reduziert werden ohne Angriff der Doppelbindung und
der vorhandenen Estergruppe. Das Arbeiten mit Natrium und
Alkohol spaltet aber bekanntlich die Esterbindung auf, kommt also
hier nicht in Frage, und bei der katalytischen Hydrierung hétte

1) Helv. 18, 1264 (1935).
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man im allgemeinen Wasserstoffanlagerung an die Kohlenstofi-
doppelbindung erwartet. Nun l4sst sich aber, wie schon in unserer
letzten Mitteilung!) angefithrt worden ist, sowohl trans-Dehydro-
androsteron wie sein Acetat in alkoholischer Losung in Anwesen-
heit von Nickelkatalysator selektiv nur an der Ketogruppe reduzieren.
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Verestert man jetzt das so gewonnene 3-Acetat in 17-Stellung
mit einer geeigneten Sdure, z. B. Benzoesiure, so ist der Unter-
schied in der Verseifbarkeit der Estergruppen durch die Ver-
schiedenartigkeit der Acylreste so weit gesteigert, dass man in
sehr guter Ausbeute zum 17-Monobenzoat (III) gelangt, wenn man
das 3-Acetat-17-benzoat partiell verseift. Dabei wurde noch die
Beobachtung gemacht, dass in Alkoholen als ILdsungsmittel das
Alkali nur zu einem kleinen Teil zur Verseifung verbraucht wird,
hauptsiechlich aber als Katalysator eine Umesterung an der reaktions-
fihigeren Stellung 3 bewirkt unter Entstehung der Verbindung III
und des Essigsiure-esters des als Losungsmittel angewandten Alkohols.

Das 17-Benzoat wurde genau so, wie wir es beim entsprechenden
17-Monoacetat beschrieben haben, weiter verarbeitet. Nach Ad-
dition von Brom und Oxydation mit Chromsdure in der Kilte,
gefolgt von Entbromung mittels Natriumjodid oder Zink wurde das
Testosteron-benzoat erhalten, das sich mit dem durch Benzoylierung
von Testosteron erhaltenen Priparat als identisch erwies. Der
Ester liefert bei der alkalischen Verseifung mit methylalkoholischer
Lauge reines Testosteron (IV). Dieses wichtige Hormon ist somit
2u einer, ausgehend von Cholesterin, bequem zugdnglichen Verbindung
geworden, wodurch jetzt die eingehende Untersuchung seiner
physiologischen Eigenschaften bei Tierund Menschermog-
licht wird.

Da somit die Erforschung des Testikelhormons zu einem
gewissen Abschluss gekommen ist, mochten wir die grundlegenden
Beobachtungen chronologisch zusammenstellen, die ¢n logischer
Folge zu diesem Ziele gefiihrt haben:

?) Helv. 18, 1273 (1935).
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1. Feststellung der Alkaliempfindlichkeit des wirksamen Prin-
zips von Testikelextrakten durch Gallagher und Kockl), sowie der
Alkali- und Permanganatempfindlichkeit durch Matsuzaki Kwanji?).

2. a) Isolierung des reinen Testikelhormons durch David, Dinge-
manse, Freud und Lagqueur3) und gleichzeitig

2. b) Aufstellung der Arbeitshypothese durch Ruzicka und Wett-
steint), dass die =, f-ungesittigten Ketoverbindungen Androsten-3,17-
dion oder Androsten-3-on-17-ol in den Testikeln anwesend sein
kénnten. Herstellung des Androsten-3,17-dions ausgehend von Chol-
esterin.

3. Feststellung der testikelkormondhnlichen physiologischen Eigen-
schaften des Androsten-3,17-dions durch Tschopp?).

4. Oxydation des Testosterons zu Androsten-3,17-dion durch
David®).

5. Bestatigung der daraus sich ergebenden Konsequenz der
Identitét von Testosteron mit Androsten-3-on-17-ol durch kiinstliche
Herstellung des letzteren von Ruzicka und Wettstein”) aus Cholesterin.

Die minnliche Hormonwirkung des Testikelextraktes scheint
allerdings durch die Anwesenheit des Testosteron noch keine voll-
stindige Erklirung zu finden. David, Dingemanse, Freud und La-
queur®) hatten angegeben, dass die Wirksamkeit des reinen natiir-
lichen Testosterons im Rattentest durch Zusatz eines aus Testikel-
extrakt gewonnenen, fiir sich allein physiologisch inerten ,,x-Stoffes‘
gesteigert werden kann. Bei ihren Versuchen arbeiteten diese For-
scher mit recht geringen Gesamtdosen an Testosteron und erzielten
Samenblasengewichte von 10 mg (ohne ,,x-Stoff*) bezw. 24 mg (mit
,,X-Stoff‘‘), ohne das Kontrollgewicht der Samenblase anzugeben.
Auf Grund der wesentlich stirkeren Effekte, die Tschopp allerdings
unter Anwendung hoherer Dosen erzielte, fusserten wir?) die Ver-
mutung, dass die steigernde Wirkung des ,,x-Stoffes’‘ noeh nicht
erwiesen sei. Zur Kontrolle hat Tschopp die Wirkung von synthe-
tischem Testosteron in Gegenwart des in liebenswiirdiger Weise von
Prof. Laquewr zur Verfiigung gestellten ,,x-Stoffes’* nachgeprif
und eine deuflich stirkere Zunahme des Gewichtes der Sexualdriisen
kastrierter Ratten festgestellt als in den Xontrollversuchen. In
ahnlicher Weise wird die Wirkung des Testosterons auch von nicht
besonders angereichertem ,,x-Stoff‘ beeinflusst. So zeigt z. B. das
Handelspriparat ,,Androstin Ciba‘ nach Zusatz von kiinstlichem

1) Endocrinology 8, 107 (1934).

2y Mitt. med. Ges. Tokyo 48, 1515 (1934).

3) Z. physiol. Ch. 233, 281 (1935).

4) Helv. 18, 990 (1935).

5) Nature 136, 258 (1935).

8) Acta brevia Neerland. 5, 85, 108 (1935).

7) Helv. 18, 1264 (1935); obiger Arbeitshypothese folgend konnten auch Bule-
nandt und Hanisch, B. 68, 1859 (1935), in der gleichen Weise Testosteron bereiten.
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Testosteron eine stiarkere Wirksamkeit im Rattentest als der blossen
Summierung der beiden Komponenten entsprechen wiirde!). Es
scheint also tatsichlich ein Aktivator des Testosterons in
Organextrakten enthalten zu sein.

Experimenteller Teil?).
A58 trans- Androsten-3,17-diol-3-acetat-17-benzoat.

10 g trans-Androsten-3,17-diol-3-monoacetat®) wurden in 50 g
wasserfreiem Pyridin gelost und mit 10 g Benzoylehlorid versetzt.
Nach dem Stehen iiber Nacht schiittelte man kriaftig mit Wasser
und Ather. Die dtherische Lésung wurde mit Salzsiure und Wasser
gewaschen. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels krystal-
lisierte der Riickstand vollstindig. Durch Umkrystallisieren aus
Alkohol wurde das Acetat-benzoat in Form glinzender bei 1801829
schmelzender Blittchen erhalten, die in Alkohol und in Ather sehr
schwer 16slich sind.

4,036 mg Subst. gaben 11,45 mg CO, und 2,96 mg H,0

CasHyeO,  Ber. C 77,01 H 8,32%
Gef. ,, 71,00 ,, 8,16%

A%8-trans- Androsten-3,17-diol-17-benzoat.

10,0 g trans-Androsten-diol-3-acetat-17-benzoat in 2 Liter
Methanol wurden bei Zimmertemperatur unter Rithren mit 0,8 Mol
methylalkoholischer Kalilauge und nach 18 Stunden nochmals
mit 0,2 Mol Lange versetzt und das Ganze noch weitere 32 Stunden
gerithrt. Dann neutralisierte man mit verdiinnter Salzsiure und
stellte dabei einen Laugenverbrauch von etwa 109% fest. Die neu-
trale Losung wurde auf 200 cm?® eingeengt, in 2 Liter Wasser ge-
gossen und mit Ather ausgezogen. Die mit Wasser gewaschene Ather-
losung lieferte einen Riickstand, der nach einmaliger Umkrystalli-
sation aus Isopropyldther in Form von Nadeln vom Smp. 220,5

bis 222° erhalten wurde, welche sich als reines 4%%-trans-Androsten-
3,17-diol-17-benzoat erwiesen.
3,897 mg Subst. gaben 11,33 mg CO, und 3,05 mg H,0
3,318 mg Subst. gaben 9,64 mg CO, und 2,62 mg H,0O
CyeH340;  Ber. C 79,13 H 8,69%
Gef. ,, 79,29; 79,24 ,, 8,76; 8,84%.

In ithylalkoholischer Lésung verlauft diese partielle Verseifung

ungefihr sechsmal rascher.

1) Genaunere Zahlen wird Tschopp spater mitteilen, da die Versuche zunichst
unter genau eingehaltenen Bedingungen wiederholt werden miissen. Vergl. iiber die
starke Abhingigkeit des Rattentests von verschiedenen Bedingungen Helv. 18, 1491
(1935), sowie die dort erwihnte ausfithrliche, im Druck sich befindende Publikation
von Tschopp in Arch. internat. Pharmacodyn. et Thérapie.

2) Alle Schmelzpunkte sind korrigiert.

3) Helv. 18, 1273 (1935).



— 1482 —

At Androsten-3-on-17-ol-benzoat ( Testosteron-benzoat).

10,27 g trans-Androsten-diol-17-benzoat in 400 cm?® Kisessig
wurden bei 10° tropfenweise mit einer Losung von 4,17 ¢ Brom in
20 em?® Eisessig versetzt, wobei immer sofort Entfarbung eintrat und
bisweilen glinzende Blattchen von Dibromid ausfielen. Dann gab
man weiter eine Ldsung von 2,57 g Chromtrioxyd in 30 em? 90-proz.
Essigsdure zu, liess das Ganze 18 Stunden bei Zimmertemperatur
stehen, goss die Reaktionslosung in Wasser, saugte das gebromte
Keton ab und wusch mit Wasser nach.

Zur Entbromung!) wurde das fast farblose Produkt in 200 c¢m3
Benzol aufgenommen, die Losung sorgfiltig getrocknet und nach
Zugabe von 75 cm? einer 20-proz. Losung von Natriumjodid in
absolutem Alkohol 3 Stunden am Riickfluss gekocht. Nun goss
man in 500 cm?® 2-proz. Natriumsulfitlosung, trennte die Schichten,
schiittelte die Benzollosung weiter mit wisseriger Natriumsulfit-
und Bicarbonatlésung und schliesslich mit Wasser, trocknete sie
und dampfte im Vakuum ein.

~ Das erhaltene Rohprodukt wurde im Hochvakuum (0,0003 mm)
sublimiert, wo es bei 170° rasch iibergeht, und dann aus Isopropyl-
dther oder Hexan umkrystallisiert. Man gewann so das A4%5-
Androsten-3-on-17-ol-benzoat (Testosteron-benzoat) in Form derber
Nadeln vom Smp. 194—196° korr.

3,077; 3,984 mg Subst. gaben 8,984; 11,59 mg CO, und 2,23; 2,92 mg H,0

CpeHy05  Ber. C 79,54 H 8,229
Gef. ,, 79,63; 79,39 ,, 8,11 8,239,

A4 Androsten-3-on-17-o0l ( Testosteron ).

8,5 g Testosteron-benzoat wurden mit 200 c¢m3 2-proz. methyl-
alkoholischer Kalilauge 11, Stunden unter Riickfluss zum gelinden
Sieden erhitzt. Danach goss man in 2 Liter Wasser, dem man 25 em3
10-proz. Schwefelsiure zugesetzt hatte, schiittelte erschopfend mit
Ather aus, wusch die vereinigten Atherschichten mit Sodalésung
und Wasser und dampfte sie im Vakuum ein. Durch Umkry-
stallisation ans Hexan oder Isopropylither gewann man so das
Testosteron vom Smp. 154,5—155,5°.

Das Testosteron lisst sich in Pyridinlésung mit Benzoylchlorid
wieder in das oben beschriebene Benzoat (A4*5-Androsten-3-on-
17-o0l-benzoat) iiberfithren.

Die Mikroanalysen wurden von Herrn Dr. Furter ausgefiihrt.

Basel, Wissenschaftliche Laboratorien der Gesellschaft fir

Chemische Indusirie in Basel, Pharmazeutische Abteilung, und

Zirich, Organisch-chemisches Laboratorium der Eidg. Techn.
Hochschule.

1} Siehe R. Schinheimer, J. Biol. Chem. 110, 461 (1935).





