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7. Theodor Wagner-Jauregg und Theodor Lennartz:
Thiocholesterin.

“Aus 4 Chem. Abtlg. d. Forschungsinstituts fiir Chemotherapie, Frankfurt a. M.
(Eingegangen am 3. Dezember 1940.)

Da einige héhere Alkylrhodanide, vor allem Chaulmoogryl- und
Oleylrhodanid eine therapeutischs Wirkung bei Lepra-infizierten Ratten
und Miusen ausiiben?) erschien es wiinschenswert festzustellen, ob auch die
diesen Substanzen zugrunde liegenden Thiole in gleichem Sinne wirken.
Man kann diese aus den entsprechenden Rhodaniden durch Reduktion er-
halten. Einfacher und ergiebiger ist die Darstellung durch Umsetzung der
Alkyl-bromide mit Natriumhydrosulfid in alkoholischer Losung. So stellten
wir Undecyl-, Hydnocarpyl-, Chaulmoogryl- und Oleylmercaptan
her; zur Priiffung im Tierversuch (iiber die C. Scholten an anderer Stelle be-
richten wird) gelangten nicht die freien Sulfhydrile, sondern deren Zimt-
sdureester bzw. Athyl-, Benzyl- und Cinnanmyl-thioither?).

Bei der Darstellung der Mercaptane entsprechend der Gleichung
RBr 4+ NaSH == R.5H -+ NaBr (1)

fanden wir die Angabe von L. M. Ellis und E. E. Reid3) bestitigt, dal} es
noétig ist, die Umsetzung der héhermolekularen Alkylbromide (z. B. Olein-
oder Chaulmoogrylbromid) in absolut trockner Ldsung vorzunehmen.
Andernfalls entstehen Dialkylsulfide (R,S) neben nur wenig Mercaptan.
Diese Reaktionsabweichung kommt offenbar durch Umsetzung von Alkyl-
bromid mit Mercaptan zustande, nach der Gleichung:

RBr + R.SH]= R,$ — HBr, 12)

Tatsédchlich erhielten wie aus einem dquimolaren Gemisch von Oleinbromid,
Oleinmercaptan und Natriuméthylat in siedendem Alkoho mit guter Ausbeute
Dioleinthiodther vom Schmp. 43—45%. Die oben erwihnte Bildung von
Dialkylsulfiden (Dialkylthiodthern) bei der Umsetzung von Alkylbromid mit
NaSH in feuchtem Alkohol ist wahrscheinlich folgendermaBen zu erkliren:
Wasser spaltet Natriumhydrosulfid in geringem Malle hydrolytisch und die
dabei entstandene Natronlauge begiinstigt (ebenso wie Alkoholat), durch
Entfernung des Bromwasserstoffs die Reaktion 2. Folgende Teilgleichungen
veranschaulichen die gesamte Reaktionsfolge:

RBr + NaSH = R.SH - NaBr
NaSH + H,0 = NaOH -+ H,$
RBr -+ R.SH - NaOH = R,S -+ H,0 + NabBr

" 2RBr + 2NaSH = R,S | 2NaBr - H,8 (3)

Als echter Katalysator erscheint das Wasser nicht in der Summengleichung 3.

1) Th. Wagner-Jauregg, Arbeiten aus dem staatl. Institut f. experim. Therapie
usw. zu Frankfurt a. M., Heft 39, 1 {1940]; R.'Kudicke, Med. Welt 14, 30 [19401;
Th. Wagner-Jauregg, H. Arnold u. H. Hippchen, Journ. prakt. Ch. [N. F.] 153,
216 119400,

?) Th. Wagner-Jauregg u. R. Voigt, unveroffentliclite Versuche; Th. l.en-
nartz, Dissertat. Frankfurt a. M., erscheint 1941.

%) Journ. Amer. chem. Soc. 34, 1674 1932
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Wir hielten es fiir angezeigt, auch das Cholesterylthiol fiir chemo-
therapeutische Versuche heranzuziehen. E. Montignie?) érhielt beim Kochen
von Cholesterin mit Phosphorpentasulfid in Schwefelkohlenstoff eine Substanz
vom Schmp. 1919, die er als Thiocholesterin ansah. Die Schwefelung des
Sterins wurde nach folgender Gleichung formuliert:

5C,H,;. OH + P,S; = Py0; - 5C,H,,. SH. 4)

Das angebliche Thiocholesterin ist in siedendem Alkohol oder Ather fast un-
16slich, 16slich in warmein Benzol und zeigt eine spezif. Drehung von [alp:
—39%, Es addiert Brom und gibt kein Quecksilbermercaptid; beim Erwarmen
mit konz. Schwefelsdure tritt Rotfarbung auf; die Reaktion nach Lieber-
mann ist negativ.

Wir fanden, daf} die nach der Methode von Montignie durch Erhitzen
von Cholesterin mit cinem Uberschu von P,S; erhiltliche Verbindung
Phosphor enthilt, und zwar entfillt auf 2 Atome Schwefel rund 1 Atom
Phosphor.  Die Elem=ntaranalyss des gereinigten Produktes steht im
Einklang mit der Form=l (C,H,.;S),POOH [bzw. (CpHy;S),P(OH); oder
(CoyH,55),P (OH),OP (OH),(Cy Hy;S), 7). Die Verbindung von Montignie,
die als ,/ Thiocholesterin‘ auch in die referierende Literatur auf-
gzenommen wurde®), ist demnach ein Dithiocholesteryvlphosphat.
Sie steht chemisch dem Dicholesterviphosphat von H. v. Euler und Mitarbb.?)
nahe, das hei 204° schimilzt und #hnliche Ioslichkeitseigenschaften besitzt.

Das Dithiocholesterylphosphat ‘st sowohl alkalisch als auch sauer schwer
verseifbar, und es war uns nicht méglich, daraus durch Hydrolyse Thio-
cholesterin zu gewinnen. Bei Spaltung mit wiBrig-alkoholischer p-Toluol-
sulfonsdure entsteht nur Cholesterin unter gleichzeitiger Entwicklung von
Schwefelwasserstoff. Die Verseifung verlanft demnach wohl vorwiegend nach
dem Schema:

HO "HH OH

Calls S 1,0
POOH —2»  2(,H,.OH = 2,3  H,l0,

C27H45 S

HO HH OH

Um das Thiocholesterin zu erhalteu, erhitzten wir ferner Cholesteryi-
hromid mit NaSH in alkoholischer Lisung zum Kochen, konnten aber keine
Umsetzung feststellen. Der Cholesteryl-p-toluolsulfonsdureester lieferte bei
der gleichen Behandlung ein 6lig=s Produkt, das Thiol enthielt, wie die Bildung
eines gelben Mercaptides beim Behandeln mit Bleiacetat zeigte. Ein krystalli-

4} Bull. Soc. chim. France [4] 49, 73 11931 .

%) Wir werden iiber die hosphorsiiureester des Thiocholesterins spiiter ausfithrlicher
berichten (gemeinsam mit H. Kothnyv); s. a. Th.LLennartz, Dissertat. Frankfurt a. M.
1941.

%) Abderhalden, Biochem. Handlexikon 14, 813 (1933 .

) B. 60,1724 [1927]; 62, 245511929 ; R. H. A. Plimmecru. W. J. N, Burch, Journ.
chem. Soc. Tondon 1929, 279.
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siertes Mercaptan liel} sich aber aus dem Reaktionsgemisch nicht isolieren.
SchlieBlich gelang es uns, durch Reduktion des Cholesterylrhodanides?)
{IT) mit amalgamiertem Zink in saurer Losung das Cholesterylthiol (I) herzu-
stellen. Dieses entsteht auch aus dem Dicholesteryldisulfid (III) durch
Reduktion nach Clemmensen. Das Disulfid ist aus dem Rhodanid durch
Alkalieinwirkung erhiltlich:

11 2C,H,;. 8CN \
/
r 9

KOOI 2CHy; . SH 1.

v /
T CpHy.5.5.CorHys

y

Das Thiocholesterin (I) schmilzt bei 99.5°9), ist in den gebriuchlichen
organ. Losungsmitteln beim Erwidrmen, oder schon in der Kilte 18slich und
gibt die charakteristischen Reaktionen der Mercaptane: positive Nitroprussid-
reaktion und ein gelbes Blei- und Mercurimercaptid. Es ist linksdrehend
‘ap: —23.95% und gibt eine positive Reaktion nach Liebermann-
Burchard.

Beim Krhitzen des Thiols mit Zimtsiurechlorid in Xylol entsteht das
Cinnamovl-thiocholesterin, das bei 141—142° zu einer triiben Masse
schiilzt, die bei 224—226° klar wird. Dieser Thioester zeigt demnach ebenso
wie der Zimtsidureester des Cholesterins, den R. Voigt!?) nach dem gleichen
Verfahren darstellte, im SchmelzfluB die Erscheinung der fliissigen Krystalle.
Der Chaulmoograsdureester des Thiocholesterins, der durch Um-
setzung von Chaulmoograsidurechlorid mit dem Thiol erhiltlich ist, schmilzt
bei 67—069°, nur 1° tiefer als der entsprechende Cholesterinester!l). Bringt
man das Natriumsalz des Cholesterylthiols in Alkohol mit Benzylbromid zur
Reaktion, dann erhalt man Benzvl-cholesteryl-thiodther vom Schmp.
98.5°.

Das mitgeteilte Verfahren zur Darstellung des Thiocholesterins wird sich
sinngemil} auf andere Sterine und Steroide iibertragen lassen. Es diirfte von
Interesse sein, die physiologischen Eigenschaften und Wirkungen geschwefelter
Sterine kennenzulernen. Uber die chemotherapeutische Priifung des Thio-
cholesterins und seiner oben angefiihrten Derivate werden wir spater
berichten.

%) Th. Wagner-Jauregg, H. Arnold u. H. Hippchen, Journ. prakt. Chem.
'N. F.] 155, 216 [1940].
?) Alle Schmelzpunkte unkorrigiert.

10) Dissertat., Universitit Frankfurt a. M. 1939. Das Cinnamoylcholesterin schmilzt
bei 158-—160° zu einer milchig-triiben, rétlich schimmernden, intensiv hellgriin fluores-
cierenden Masse; gegen 200° verblafit die Fluorescenz und wird hellbliulich; zwischen
205—209° entsteht eine klare Schmelze. Dieser Ester bildet sich nach E. Montignie,
Bull. Soc. chim. France [4] 45, 721 [1929] neben anderen Produkten auch beim Frhitzen
von Zimtsdure und Cholesterin auf 200°.

1) T, G. Farbenindustrie A.-G., Dtsch. Reichs-Pat. 506394 (C. 1934 II, 804).
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Beschreibung der Versuche.
Thiocholesterin.

a) Aus Cholesteryl-rhodanid.

1) Cholesteryl-rhodanid (II): 60g Cholesterylbromid werden
mit 334 g NaSCN +2H,0 in 2.11 99-proz. Alkohol 68 Stdn. zum Sieden er-
hitzt. Im FEisschrank 48 Stdn. der Krystallisation iiberlassen und einmal
aus 99-proz. Alkohol umkrystallisiert. Im Vak. itber P,O, bei 78° getrocknet.
Schnip. 1299 Ausb. 65—-709, d. Theorie.

‘alyy (Chloroform): —-0.110%100/1.0025 X1 = - -10.97°.

In der Kalte 16slich in Ather, Chloroform, Benzol, Essigester, in der Wirme
in Alkohol, Aceton, Eisessig, schwerlslich in Methanol. Positive Lieber-
mann-Burchard-Reaktion.

2) Thiocholesterin (I): In einem 2[-Kolben laf}t man 215 g einer
5-proz. Quecksilber IT-chlorid-Losung wihrend 1 Stde. auf 50 g Zinkwolle
unter hiaufigem kriftigen Umschiitteln einwirken, gieBt ab und spiilt einmal
kurz mit Wasser. Man gibt 310 g Salzsiure (1 T1. 36-proz. Salzsiure, d 1.19,
+ 2 Tle. Wasser) und 15 g Cholesterylrhodanid in 120 cent “Toluol gelést hinzu
und erhitzt zum Sieden. Nach 24 Stdn. 146t man 40 ccm 36-proz. Salzsiure
zufliefen, erhitzt weitere 24 Stdn. und gibt noch 20 cem 36-proz. Salzsiure
hinzu. Nach weiterem 12-stdg. Erhitzen wird vom etwa noch ungelosten
Zink abgegossen, die wilrige Siure abgetrennt und die Toluol-Lésung noch
einmal mit 50 g amalgamiertem Zink und Siure in der beschriebenen Weise
60 Stdn. zum Sieden erhitzt. (Gesamtdauer: 5 Tage.) Nach dem FErkalten
wird mit Ather aufgenommen, die dtherische Losung griindlich mit Wasser
gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im Vak. eingedampft. Der Riick-
stand — eine farblose bis blaBgelblich gefirbte Schmelze, die beim Erkalten
in strahlenférmig angeordneten Nadelbiischeln krystallisiert —, wird in 400 ccm
99-proz. siedenden Alkohol geldst und Wasser bis zur bleibenden schwachen
Triibung zugespritzt. Beim FErkalten Ausscheidung farbloser, glinzender,
diinner Plittchen, die nach nochmaligem Umkrystallisieren und ‘Trocknen
bei 99.5% schmelzen. Kalt 16slich in Petrolither (Sdp. 50%), Ather, Chloroform,
Essigester, in der Warme in Aceton, Benzol, Pyridin, schwach verdiinntem
bis absolutem Alkohol, Eisessig. Krystallisiert aus Alkohol, Eisessig (und
aus viel Methanol). Ausb. 80—909%, der Theorie.

[alp (Chloroform): —0.240% 100/1.006 1 = - --23.85¢.
C,rH oS (402.38). Ber. C 80.52, H11.52,S 7.97. Gef. C $0.39, 80.30. H 11.65, 11.40, 5 8.16.

Positive Liebermann-Burchard-Reaktion. Gelbfarbung mit Tetranitro-
methan in Chloroform.

Die Reinigung des Thiocholesterins ist auch iiber ein Mercaptid moglich.
Man fillt in Aceton-Ldsung mit Bleiacetat in 70-proz. Alkohol. Das gelbe
Pb-mercaptid wird in Ather gelost (auch in Benzol farblos 1éslich), mit H,S
entbleit, und aufgearbeitet wie oben.

b) Aus Dicholesteryl-disulfid:

1. Dicholesteryl-disulfid (I1I): 2.5g Cholestervl-rhodanid werden
mit 0.54 g Natrium in 50 ccm absol. Alkohol 7 Stdn. zum Sieden erhitzt.



Nr. 1/1941] Wagner-Jauregg, Lennartz: Thiocholesterin. 31

Nach dem Erkalten wird mit Wasser verdiinnt, mit 2-n. HCl angesduert, mit
Ather-Benzol (2:1) ausgeschiittelt, die Ather-Benzol-Losung mit Wasser neutral
gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet, im Vak. eingedampft. Der Riickstand,
eine farblose krystalline Substanz, wird zur Entfernung von gebildetem Thiol
und unverdndertem Rhodanid mit 99-proz. Alkohol ausgekocht. Der im
Alkohol unlésliche Riickstand wird aus Essigester umkrystallisiert. Nach dem
Trocknen im Vak. {iber P,O; bei 100° Schmp. 144.5%. Ausb. 1.3g (559, d. Th.).

felp (Chloroform): —1.129x 100/2.3401 x 2 = —+41.78°,
(Co;H ;3 9), (802.75). Ber. $7.99. Gef. §8.28.

Positive Liebermann-Burchard-Reaktion. Gelbfirbung mit Tetra-
nitromethan in Chloroform. Léslich in Ather, Benzol, Chloroform, FEssig-
ester, Dioxan. Unléslich in Methanol, schwer 16slich in Athanol und Propanol.
Krystallisiert aus Essigester oder Dioxan.

Die Gewinnung von Dicholesteryl-disulfid aus dem Rhodanid wurde auch
mit KOH in verd. Alkohol sowie durch lingere Behandlung mit wasserfreiem
K,CO, in siedendem Amylalkohol durchgefiihrt.

2. Thiocholesterin (I): 0.9 g Dicholesteryl-disulfid werden mit
amalgamiertem Zink und Salzsiure in Toluol behandelt und aufgearbeitet
wie unter a) beschrieben. Ausb. 0.6 g (669, d. Th.), Schmp. 99.5°.

“a]p (Chloroform): —0.49°x 100/1.0215% 2 = —-23.95",

Ein Gemisch dieses Thiocholesterins mit einem aus dem Rhodanid dar-
gestellten Priparat zeigt keine Schmelzpunktserniedrigung.

Cholesterin gibt mit Invertseifen vom Typus:

R, R; = lange Kohlenwasserstofikette,
R,.COZ.RZ.N/—R, R, = kiirzerer aliphatischer Rest,
| \R5 R, R, R; = Alkyl (oder eines davon Wasserstoff),
A A = Siiureradikal

Assoziationsverbindungen, die in Wasser kolloidal 16slich sind12). Beispielsweise konnten

wir durch Schiitteln von 1 g Cholesterin mit 100 ccm einer 1-proz. wifirigen Losung
von Chaulmoogroylcholinbromiad J;:>.(CHa)m.CO,.CHz.CH,.N(CHS)S.Br eine
vollkommen homogene, opalescierende 1,6su11g [herste]]en. In einem gleichen Ansatz
mit Thiocholesterin an Steile von Cholesterin blieb jenes umngelost.

Zimtsiureester des Thiocholesterins.

1.6 g Thiocholesterin werden mit 1.4 g (2 Mol) Zimtsiaurechlorid
in 10 ccm absol. Xylol 17 Stdn. im Metallbad auf 150° (aullen) erhitzt. Nach
dem Erkalten wird mit Ather aufgenommen, mit 2-n. NaOH durchgeschiittelt,
mit Wasser neutral gewaschen, iiber Na,80, getrocknet, im Vak. eingedampft.
Der feste braune Riickstand wird 5-mal aus 100 ccm Benzol mit 250 ccm
Methanol umgefdllt. Farblose, mikrokrystalline Substanz, die nach dem

1z) P. Baranger u. A., Compt. rend. hebd. Séances Acad. Scieuces 208, 502 [19363;
La Chimica ¢ I'Industria 20, 363 [1938}.
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Trocknen bei 100° im Vak. iiber P,O; bei 141—142° eine triibe Schmelze
gibt, welche bei 224—226° klar wird. Ausb. 1.1 g (549%, d. Th.).

{a|p (Chloroform): —0.20% 100/1.004 X 2 = —9.96°.
CyH,, 08 (532.46). Ber. $ 6.02. Gef. § 5.85.

Positive I.iebermann-Burchard-Reaktion. Loslich in Chloroform,
Ather, Aceton, Essigester, Benzol, Dioxan; krvstallisiert auch aus verd.
Alkohol.

Chaulmoograsiureester des Thiocholesterins!3),

11.5 g Thiocholesterin werden mit 7.8 g Chaulmoograsiaure-
chlorid in 35 cem absol. Xylol 17 Stdn. im Stickstoffstrom auf 160° (Metallbad)
erhitzt. Nach dem FErkalten wird mit Ather aufgenommen, mit 2-n. NaOH
2-mal, dann mit Wasser neutral gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das
Ather-Xylol im Vak. eingedampft. Der rotbraune, fliissige Riickstand wird
aus Aceton-Athanol (1:1), dem bis zur Triibung Wasser zugefiigt wird, 3-nial
umkrystallisiert. Farblose, keilférmige Krystalle, die unter dem Mikroskop
zwischen gekreuzten Nicols gerade Ausléschung zeigen. Bei Zimmertemperatur
im Hochvak. (0.1 mm) iiber P,0, getrockmet. Ausb. 7.4 g (419 d. Th.).
Schmp. 67-—69°. Loslich in Essigester, Chloroform, Benzol, Aceton, Py-
ridin, Dioxan, schwerer in Alkohol, schwer in Methanol.

% 1y {Chloroform): - 0,199 % 100:1.024 x 2 - ——9.280,
CiH;,08 (664.601). Ber. € 81.25, H 11.52, S 482, Gef. C 8142, H 11.36, S 5.03.

Benzyvl-thiocholesterin-ather.

7Zu 0.5 g Natrium in 20 ccm absol. Alkohol gibt man 2.5 g Thiochole-
sterin, das durch Erwirmen in 45 ccm absol. Alkohol gelost ist, dann 1.05 g
Benzylbromid und erhitzt 48 Stdn. unter Riickflufl. Nach dem Erkalten
wird mit Wasser verdiinnt, mehrmals ausgedthert, die dther. Losung mit
Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrccknet, mit Tierkohle entfarbt, filtriert
und im Vak. eingedampft. Der Riickstand wird aus Alkohol-Aceton (2:1)
2-mal umkrystallisiert. Farblose, lange Nadeln, die bei 56° im Vak. iiber P,O;
getrocknet wurden. Ausb. 70-—759, d. Th., Schmp. 98.5°. Léslich in Benzol,
Chloroform, Essigester, Aceton und in viel Alkohol, schwer 16slich in Methanol.

Positive I.iebermann-Burchard-Reaktion.

‘a'p (Chloroform): —0.64° x 100,1.0095 > 2 — —31.7°.
C, H;oS (492.46). Ber. S 6,51, Gef. 5 6.52,

Der Firma C. H. Bochringer Solhn, Nieder-Ingelheim a. Rh., danken

wir fiir die Uberlassung von 500 g Chol-starin.

1) Den Hydnocarpussiureester des Thiocholestering |:> (VH,) . CO 5. CyyH g

erhielten wir auf gleiche Weise mit 489%, Ausbeute. Schmp. 63—63°. [a];, (Chloro-
form): — 10.71°.



