83. Uber Bestandteile der Nebennierenrinde und verwandte Stoffe
36. Mitteilung 1)

Nachweis der Lage der Doppelbindung im Corticosteron
von T. Reichstein und H. G. Fuchs?),
(10. V. 40.)

Fiur Corticosteron ist heute die Formel (I) allgemein anerkannt.
Bewiesen ist darin das Kohlenstoffskelett, und zwar durch Uberfiih-
rung in Allo-pregnan (II)3), ferner die Anordnung und Funktion der
zwei Sauerstoffatome in der Seitenkette?). Nicht bewiesen ist bisher
die Liage der beiden anderen Sauerstoffatome, sowie diejenige der
Doppelbindung. Die Formulierung (I) stitzt sich in dieser Beziehung
hauptsichlich auf Analogieschliisse8). In dieser Arbeit wird ein erster
chemischer Beweis dafiir erbracht, dass die zweite Keto-Gruppe sich
wirklich in 3-Stellung und die benachbarte Doppelbindung in 4-Stel-
lung befindet.

Zu diesem Zwecke wurde (I) durch Oxydation mit Chromsiure
und anschliessende Veresterung mit Diazomethan in den bekannten®)
Methylester (ILI) der Diketo-dAtio-cholensdure iibergefithrt. Die
letztere ist auch leicht aus Dehydro-corticosteron mit Chromsiure
oder besser mit Perjodsiure zu gewinnen?). Der Ester (1II) wurde
nun mit Ozon abgebaut, wobei neben wenig Neutralstoffen der Mono-
methylester einer Dicarbonsdure erhalten wurde, dessen Analysen-
werte mit der erbrachten Formel (IV) iibereinstimmen. Dieser Me-
thylester wurde einer Clemmensen-Reduktion unterworfen, wobei
ein Gemisch von Siuren entstand. Um daraus die gesuchte Dicarbon-
sdure (V) zu isolieren, wurde das Siuregemisch iiber das Chlorid ins
Anilid iibergefithrt und dieses chromatographisch gereinigt. Es liess
sich auf diese Weise in geringer Menge das reine Anilid (VI) isolieren.
Dasselbe Anilid wurde nidmlich erhalten, als 3-Keto-dtio-cholen-
(4)-sdure-methylester (VII)®), dessen Konstitution feststeht, einem

1) 35. Mitteilung, 7. Reichstein, W. Schindler, Helv. 23, 669 (1940).

2) Auszug aus der Diss. H. (/. Fuchs, die demnéchst erscheint.

3y M. Steiger, T. Reichstein, Helv. 21, 161 (1938).

4 H. L. Mason, W. M. Hoehn, B. F. McKenzie, E. C. Kendall, J. Biol. Chem.
120, 719 (1937) u. a. T. Reichstein, Helv. 20, 953 (1937).

5) Vgl. die Zusammenstellungen: H. L. Mason, Endocrinology 25, 405 (1939);
T. Reichstein, Handbuch der biolog. Arbeitsmethoden (herausgegeben von E. Abder-
halden) Abt. V. Teil 3 B. 1367 (1938).

8) T. Reichstein, Helv. 20, 953 (1937).

"y H. L. Mason, W. M. Hoehn, B. F. McKenzie, E. C. Kendall, J. Biol. Chem. 120,
719 (1937) u. a.

8y M. Steiger, T. Reichstein, Helv. 20, 1040 (1937).



677

analogen Abbau unterworfen wurde. Die Spaltung mit Ozon lieferte
auch hier zundchst einen sauren Methylester (VIII), der durch Re-
duktion nach Clemmensen die Dicarbonsidure (V) ergab. In diesem

Fall wurde die Dicarbonsiure (

V) leicht in reiner Form und in brauch-

barer Ausbeute erhalten. Thr Dianilid war mit dem aus Corticosteron
erhaltenen nach Schmelzpunkt und Mischprobe identisch.
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Der hier beschriebene Konstitutionsheweis ist mit einer gewissen
I}nsicherheit behaftet wegen der sehr schlechten Ausbeute bei der
Uberfithrung von (IV) in (VI). Dies ist zwar verstindlich, da durch
die Nachbarschaft der 11-stindigen Keto-Gruppe zu dem Asym-
metriezentrum an C, die Bildung von zwei stereoisomeren Sduren
moglich ist. Auch in fritheren Fillen?!) wurde beobachtet, dass bei der
Olemmensen-Reduktion von Siuren mit einer Keto-Gruppe in 11-
Stellung sehr schlechte Ausbeuten resultieren. Der Einwand, dass die
am Schluss igolierte kleine Menge von (VI) gar nicht dem eingesetzten
(I) entstammt, sondern einer schwer abtrennbaren Verunreinigung
desselben, ist daher nicht mit volliger Sicherheit auszuschliessen. Wir
haben versucht, diese Moglichkeit auf ein Minimum zu reduzieren
durch Verwendung von hochgereinigtem Ausgangsmaterial. Ferner
wurde die 3-Stellung des einen Sauerstoffatoms inzwischen noch auf
einem anderen, unabhingigen Wege eindeutig bewiesen?). Wir glau-
ben daher, dass die hier beschriebenen Resultate als starke Stiitze dafur
anzusehen sind, dass sich die Doppelbindung des Corticosterons
wirklich in 4,5-Stellung befindet.

Fir Vergleichszwecke wurde schliesslich Progesteron (IX) einem
dhnlichen Abbau zu (X) und (XI) unterzogen. Die Siure (XI) sollte
urspriinglich als Bezugssubstanz fiir einen anderen Abbau des Cor-
ticosterons dienen. Sie ist jedoch relativ leicht 1slich und fiir diesen
Zweck nicht besonders geeignet.

Experimenteller Teil.

1,2-Cyclopentano-2,5-dimethyl-3,6-diketo-decalin-
propionsidure-(5)-carbonsidure-methylester-(3") (IV).

Um sicher reines Ausgangsmaterial zu haben, wurde Dehydro-
corticosteron-acetat®) chromatographisch gereinigt und zunichst aus
Ather durch Einengen, dann aus verdiinntem Methanol umkrystalli-
siert. Die rein weissen Nadeln schmolzen bei 181—181,56° korr. 360 mg
dieses reinsten Acetats wurden zur Verseifung?) in 36 ¢m?® Methanol
gelost und mit der Losung von 390 mg Kaliumbicarbonat in 10 em?
Wasser 40 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Hierauf
wurde mit ebwas mehr Wasser versetzt und im Vakuum das Methanol
langsam vollstindig entfernt, wobei das Oxyketon krystallisiert aus-
fiel. Es wurde abgenutscht und mit Wasser gewaschen. Erhalten
wurden 280 mg rein weisses Dehydro-corticosteron, das wie immer
unscharf bei 170—180° korr. schmolz. Zur Oxydation wurde es in
20 em3 Methanol gelost, mit der Losung von 420 mg Perjodsiure

1) M. Steiger, T. Reichstein, Helv. 21, 161 (1938).
2} C. W. Shoppee, Helv. 23, 740 (1940).

3) T. Reichstein, Helv. 20, 953 (1937)

4y T. Reichstern, J. ». Euw, Helv. 21, 1181 (1938).
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in 10 em3® Wasser versetzt und 16 Stunden stehen gelassen. Nach
Zusatz von etwas mehr Wasser wurde im Vakuum stark eingeengt
und anschliessend mit reichlichen Mengen Ather mehrmals ausge-
schiittelt. Die anschliessende Trennung mit Sodalosung lieferte etwas
Neutralprodukt (Smp. 174—180°), zur Hauptsache aber die 3,11-
Diketo-dtio-cholen-(4)-sdure, die beim Ansfiuern der Sodaausziige
sofort sehr rein ausfiel und mit Diazomethan methyliert wurde. Es
wurden 185 mg reiner umkrystallisierter Methylester (I1I) erhalten.

185 mg 3,11-Diketo-idtio-cholen-(4)-sdure-methylester (ITI) wur-
den in 10 ecm?® Chloroform geldst und bei 0° wihrend 4 Minuten Ozon
eingeleitet. Die Prifung ergab, dass nach dieser Zeit freies Ozon in
der Losung nachweisbar war. Hierauf wurde das Chloroform im
Vakuum abgedampft, der Riickstand mit 2,5 em? Eisessig und 0,5 cm3
Wagsser versetzt und 16 Stunden bei Zimmertemperatur stehen ge-
lassen. Die Mischung firbte Kaliumjodid-Stirke-Papier immer noch
blau. Nach Zugabe von 100 mg Zinkstaub wurde kurze Zeit lcicht
erwirmt, bis die genannte Reaktion auf Peroxyd negativ ausfiel. Dann
wurde filtriert, mit Ather und Wasser nachgewaschen und das Filtrat
im Vakuum zur Trockne gedampft. Der Riickstand wurde mit Wasser
und verdiinnter Salzsiiure versetzt und mit Ather ausgeschiittelt. Die
Atherlosung wurde mit verdiinnter Salzsiure gewaschen und hierauf
80 oft mit kleinen Portionen 2-n. Sodaldsung ausgezogen, bis diese beim
Ansiuern keine Ausscheidung mehr gaben. Die im Ather verbliebenen
geringen Mengen neutraler Bestandteile wurden vernachlissigt.

Die aus der Sodaldsung ausgefallenen sauren Anteile wurden
in Ather aufgenommen. Die Atherlosung wurde mit Wasser ge-
waschen, mit Natriumsulfat getrocknet und auf ein kleines Volumen
eingeengt. Die Krystallisation setzte bald ein.und wurde durch Pen-
tan vervollstindigt. Es wurden 65 mg farbloser Korner erhalten, die
bei 165—170° korr. schmolzen. Eine Probe wurde zur Analyse ohne
weitere Reinigung 1 Stunde im Hochvakuum bei 90° getrocknet.

3,216 mg Subst. gaben 7,76 mg CO, und 2,21 mg H,0

CpoHypsOp (364,42)  Ber. C 65,91 H 7.74%
Gef. ,, 65,87 ,, 7,69%

1,2-Cyclopentano-2,5-dimethyl-decalin-propionsdure-(5)-
carbonsiure-(3") (V) aus Diketo-estersdure (IV).

6 g Zinkwolle wurden mit 120 em? 5-proz. wissrig-alkoholischer
Sublimatlésung iibergossen und unter d6fterem Umschwenken 15 Mi-
nuten stehen gelassen. Dann wurde abgegossen und mehrmals mit
Wasser gewaschen; hierauf wurden 60 mg Diketo-estersiure (IV),
6 cm3 Eigessig und 8,5 cm? konz. Salzsdure zugegeben und nach Auf-
setzen des aufgeschliffenen Riickflusskiihlers auf dem siedenden Was-
serbad erhitzt. Durch ein durch den Kiihler nicht ganz bis an die
Flissigkeitsoberfliche reichendes Rohr wurde wéihrend des Wirmens
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ein langsamer Strom von Salzsduregas geleitet. Nach 2 Stunden war
die Zinkwolle fast aufgebraucht. Es wurden noch 5 g amalgamierte
grobere Zinkspine zugegeben und noch weitere 3 Stunden unter den-
selben Bedingungen erhitzt. Dann wurde ohne zu filtrieren im
Vakuum stark eingeengt, der Riickstand mehrmals griindlich mit
Wasser und Ather durchgeschiittelt und die Fliissigkeit in einen
Scheidetrichter abgegossen. Die Atherlosung wurde abgetrennt, mehr-
mals mit Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft. Es wurden
62 mg hellbraunes Rohprodukt erhalten, das mit etwas Ather versetzt
mehrere Tage bei 0° stehen blieb. Danach hatten sich wenig Krystalle
abgeschieden, die nach dem Waschen mit Ather farblos waren und bei
210—240° korr. schmolzen. Da eine Reinigung nicht gelang, wurde die
ganze Mutterlauge ins Dianilid {ibergefiihrt.

Dianilid (VI) aus (V). Dieim Vakuum gut getrocknete Mutter-
lauge (ca. 61,5 mg) wurde mit 0,3 g reingtem Thionylchlorid versetzt
und unter Feuchtigkeitsausschluss 16 Stunden bei Zimmertemperatur
stehen gelassen. Dann wurde im Vakuum eingedampft, der Riick-
stand in 2 em?® absolutem Ather gelost und in die Lésung von 140 mg
reinem Anilin in 5 em? absolutem Ather eingetragen. Es schied sich
sofort etwas Anilin-hydrochlorid ab.

Die ganze Mischung wurde hierauf mehrmals mit verdiinnter
Salzsiure, Natronlauge, Salzsdure und Wasser gewaschen, getrocknet
und eingedampft. Der Riickstand wog 50 mg. Er wurde in Benzol-
Pentan (1:4) geldst und iiber eine mit Pentan bereitete Siule von
1,5 g Aluminiumoxyd (Merck, standardisiert nach Brockmann) fil-
triert. Durch Nachwaschen mit Benzol-Pentan wurden zunichst 6lige
Anteile eluiert. Mit absolutem Benzol und mit Benzol-Ather (9:1)
wurden Eluate erhalten, die nach dem Eindampfen und Zusatz von
wenig Methanol allmédhlich krystallisierten. Zur Reinigung wurde
bei 09 zunichst auf Ton abgepresst, mit Methanol gewaschen und an-
schliessend dreimal aus Methanol umkrystallisiert. Es wurde knapp
1 mg farbloser Nadeln erhalten, die bei 176—178° korr. schmolzen.
Zur Analyse reichte die Menge nicht aus, doch schmolz das aus (VII)
iber (VIII) bereitete Vergleichspriparat (siehe weiter unten) genau
gleich, und die Mischprobe gab keine Schmelzpunktserniedrigung.

1,2-Cyclopentano-2,5-dimethyl-decalon-(6)-propion-
sdure-(b)-carbonsiure-methylester (3') (VIII).

700 mg 3-Keto-itio-cholen-(4)-sdure-methylester (VII)!) wurden
in 45 cm?3 reinem Chloroform bei 0° 15 Minuten ozonisiert. Anschlies-
send wurde wie bei (IV) verfahren. Es wurden ca. 500 mg sodaldsliche
Anteile erhalten, die teilweise krystallisierten. Die mit wenig Ather
gewaschenen Krystalle wurden aus Benzol-Ather umkrystallisiert

1) M. Steiger, T. Reichstein, Helv. 20, 1040 (1937).
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und lieferten 194 mg farblose Blittchen vom Smp. 159—161° korr.
Die spezifische Drehung betrug [«]f = + 77,00 + 2° (¢ = 1,936 in
Aceton).

19,6 mg + 0,2 mg Subst. zu 1,0125 cm?; [ = 1 dm; ag = +1,49° 4+ 0,03°,

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 70° getrocknet.
5,355 mg Subst. gaben 13,45 mg CO, und 3,98 mg H,0
CyoH3005 (350,44) Ber. C 68,54 H 8,639
Gef. ,, 68,50 ,, 8,32%

Die reichlichen gelbgefarbten Mutterlaugen der krystallisierten Siure enthalten
offenbar noch «-Ketosiure, so dass evtl. auch hier eine Nachoxydation mit Wasserstoff-
peroxyd in Betracht kéme, wie dies weiter unten beinm1 Abbau des Progesterons beschrieben
ist. Aus Zeitmangel musste von diesem Versuch abgesehen werden.

1,2-Cyclopentano-2,5-dimethyl-decalin-carbonsiure-(3’)-
propionsaure-(5) (V) aus (VIILIL).

100 mg Estersdure (VIII) wurden wie bei (IV) beschrieben, nach
Clemmensen reduziert. Die erhaltene Dicarbonsidure krystallisierte
in diesem Falle aus Aceton-Pentan sehr rasch. Die mit Ather-Pentan
gewaschenen Krystalle wurden aus absolutem Benzol und dann aus
wenig Eisessig umkrystallisiert und lieferten 20 mg farbloser Krystalle
vom Smp. 263—266° korr. Die spezifische Drehung betrug [«]f =
+ 53,79 4+ 4% (¢ = 1,323 in Aceton).

13,4 mg + 0,2 mg Subst. zu 1,0125 cm?; | = 1 dm; aif = ++0,71° + 0,030,

Zur Analyse wurde 1 Stunde bei 909 im Hochvakuum getrocknet.
3,165 mg Subst. gaben 8,21 mg CO, und 2,61 mg H,0
CroH,00, (322,43)  Ber. C 70,77 H 9,389
Gef. ,, 70,90 ,, 9.24%
Dimethylester. Eine Probe der Siure wurde mit Diazo-
methan in den Dimethylester verwandelt. KEr krystallisierte aus
wissrigem Methanol in Nadeln vom Smp. 65—68°.

1,2-Cyclopentano-2,5-dimethyl-decalin-propionsiure-(5)-
carbonsdure-(3')-dianilid (VI).

24 mg Dicarbonsiure (V) aus (VIII) wurden mit 0,3 ¢m?3 Thionyl-
chlorid 16 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dann
wurde im Vakuum eingedampft, der Riickstand in absolutem Ather
gelost und in die Lésung von 0,2 g Anilin in absolutem Ather einge-
tragen. Es fiel sofort etwas Anilin-hydrochlorid aus. Die Suspension
wurde im Scheidetrichter mit wissriger Salzsidure, Natronlauge, Salz-
sdure und Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und ein-
gedampft. Der Riickstand wurde in wenig Methanol gelést und bei
—159 krystallisieren gelassen. Nach 24 Stunden hatten sich leicht gelb
gefarbte Drusen abgeschieden, die mit Methanol gewaschen und im
Vakuum getrocknet wurden. Sie schmolzen bei 173—177° und wogen
20 mg. Die Mutterlauge gab noch 5 mg etwas weniger reine Krystalle.
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Sie wurden zusammen durch Chromatographierung iber Aluminium-
oxyd vorgereinigt. Dabei liessen sie sich mit absolutem Benzol und
Benzol-Ather (9:1) von der Siule eluieren. Durch Umkrystallisieren
der entsprechenden Fraktionen aus Methanol wurden farblose Nadeln
erhalten. Sie wurden beim Erwirmen zuerst opak und schmolzen bei
177—179° korr. Die spezifische Drehung betrug: [«]y = + 82,89
+ 49 [l = + 110,40 4 49 (¢ = 0,724 in Aceton).

7,320 mg Subst. zu 1,0125 em®; | — 1 dm; al) = +0,600 2+ 0,03% a7 — +0,80° 3 0,03°

Zur Analyse wurde 1 Stunde im Hochvakuum bei 90° getrocknet.

4,861 mg Subst. gaben 14,055 mg CO, und 3,760 mg H,0
CuH,0,N, (472,65) Ber. C 78,72 H 8,53
Gef. ,, 78,90 ,, 8,659,

1,2-[3-Aceto-cyclopentano]-2,5-dimethyl-decalon-(6)-
propionsiure-(5) (X).

1 g Progesteron (IX) wurde in 60 cm3 Chloroform 20 Minuten
bei 0° ozonisiert. Die Aufarbeitung geschah wie oben beschrieben
und gab 650 mg sodaldsliche Anteile. Durch Umkrystallisieren aus
Ather-Pentan wurden daraus 100 mg Krystalle vom Smp. 170—175°
erhalten. Die gelben Mutterlaugen wurden im Vakuum eingedampft,
der Riickstand (550 mg) in 5 cm? 2-n. Sodalosung geldst, mit 2 cm?3
12-proz. Wasserstoffperoxydlosung versetzt und 24 Stunden bei
Zimmertemperatur stehen gelassen. Die anfangs gelbe Losung ent-
firbte sich schon nach kurzer Zeit. Dann wurde mit verdinnter
Schwefelsdure bis zur rein blauen Reaktion auf Kongo versetzt und
mehrmals mit Ather ausgeschiittelt. Die Atherlosung gab auf Kalium-
jodid-Stirke-Papier keine Blaufirbung: Sie wurde daher nur mit
Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet, stark eingeengt und
die eintretende Krystallisation durch Pentanzusatz moglichst ver-
vollstéandigt. Es wurden noch 200 mg farblose Krystalle vom Smp.
170—175° erhalten. Sie wurden zusammen mit den direkt erhaltenen
100 mg zuerst aus Aceton-Ather, dann nochmals aus Eisessig mit etwas
Wasser umkrystallisiert. Danach schmolzen sie bei 173—1759 korr.
Die spezifische Drehung betrug [o]y = + 108° + 3° (¢ = 2,618 in
Aceton).

25,6 mg + 0,2 mg Subst. zu 1,0125 cm?; 1 =1 dm; ocg = 2,720 4+ 0,03°.

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 90° getrocknet.

1,66 mg Subst. gaben 4,37 mg CO, und 1,34 mg H,0
CyoH3,0, (334,44) Ber. € 71,82 H 9,049
Gef. ,, 71,84 ,, 9,03%

Der mit Diazomethan bereitete Methylester krystallisierte nicht.
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1,2-[3"-Athyl-cyclopentano]-2,5-dimethyl-decalin-pro-
pionsaure-(d) (XI).

250 mg Diketosidure (X) wurden in Chlorwasserstoff- Atmosphére
mit 24 mg amalgamierter Zinkwolle, 20 cm3 Eisessig und 28 em? konz.
Salzsdure auf dem siedenden Wasserbad unter Riickfluss erwirmt.
Nach 3 Stunden wurden noch 20 g amalgamierte grobere Zinkspine
eingetragen und die Mischung weitere 6 Stunden erhitzt. Die Auf-
arbeitung wurde wie bei (V) durchgefiithrt und ergab 165 mg rohes Re-
duktionsprodukt. Dieses wurde in Pentan gelést und bei —159
stehen gelassen. Es schieden sich etwas Krystalle ab, die nach dem
Waschen mit gekiihltem Pentan bei 126 —134° schmolzen. Es wurden
nur einige Impfkrystalle behalten. Die Hauptmenge wurde mit der
Mutterlauge vereinigt, in Ather gelost und mit 3 em3 2-n. wissriger
Natronlauge kraftig durchgeschiittelt. Dabei schied sich ein schwer-
16sliches Natriumsalz ab. Die fast klare wissrige Losung wurde abge-
lassen, der Ather abdekantiert und das Natriumsalz noch zweimal
mit Ather gewaschen. Dann wurde es durch Schiitteln mit verdiinnter
Salzsiure und Ather zerlegt, die Atherlosung mit Wasser gewaschen,
mit Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wog
107 mg, krystallisierte bald und schmolz roh bei 70—120° Aus wéss-
rigem Methanol wurden 23 mg Nadelbiischel erhalten, die mit auf
—80° vorgekiihltem Methanol gewaschen wurden. Sie schmolzen bei
124-—130° und wandelten sich dabei in lange Spiesse um, die dann bei
141—145° wieder schmolzen. Die Mutterlauge gab noch 20 mg etwas
weniger reiner Krystalle. Beide Krystallisate wurden zusammen aus
wenig Aceton bei —80° umkrystallisiert und mit Aceton von derselben
Temperatur gewaschen. Es wurden wiederum Nadeln erhalten,
die bei 126° zu schmelzen begannen und kurz darauf unter Bildung
von Spiessen wieder erstarrten, die bei 141—145° korr. neuerdings
schmolzen. Die spezifische Drehung betrug [«]; = + 8,69 4 1,5°
(c = 1,511 in Chloroform).

15,3 mg Subst. zu 1,0125 cm®; = 1dm; o = +0,130 - 0,020,

Zur Analyse wurde 1 Stunde im Hochvakuum bei 60° getrocknet.
2,35 mg Subst. gaben 6,73 mg CO, und 2,21 H,0
C,yoH,,0, (306,47) Ber. C 78,38 H 11,18%
Gef. ,, 78,15 ,, 10,52%
Die Sdure gab bei der Probe mit Tetranitro-methan in wenig
Chloroform keine Gelbfirbung. Das Anilid der Siure krystallisierte
nicht.

Die Mikroanalysen wurden von Hrn. Dr. A. Schoeller, Berlin, ausgefiihrt.

Pharmazeutische Anstalt der Universitit Basel.





