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Zusammenfassung.

Es wird die Herstellung von A43-Androsten-3 g, 17 f-diol-3- und
17-monoestern der 4-Amino-2-sulfo-benzoesiure beschrieben. Zur
Synthese dieser Hster eignet sich das 4-Nitro-2-sulfo-benzoesidure-
endoanhydrid, welches nach verschiedenen Verfahren hergestellt
wurde, am besten.

Die Alkalisalze dieser Ester sind wasserldslich und lassen sich
diazotieren. Die diazotierten Verbindungen wurden mit verschie-
denen Proteinen zu Androstendiol-azoproteinen gekuppelt. In einem
Falle wurde ein solches Azoprotein verseift, wobei Androstendiol
zuriickgewonnen werden konnte.

Organisch-Chemisches Laboratorium der
Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich.

26. Versuche zur Herstellung kiinstlicher Komplexantigene
der Steroidreihe.
2. Mitteilung.

Weitere Steroidester der 4-Amino-2-sulfo-benzoesiure

von C. A. Grob und W. A. Goldberg.
(18. XIL. 48.)

In der ersten Mitteilung!) haben wir iiber eine Methode zur Her-
stellung wasserloslicher, diazotierbarer Steroidderivate berichtet.
Diese beruht auf der leichten Veresterbarkeit der 3- resp. 17-stdndigen
Hydroxylgruppe des A% Androsten-3 g, 17 f-diols mit 4-Nitro-2-sulfo-
benzoesidure-endoanhydrid (I). Die so erhaltenen Ester konnten in
Form ihrer Salze (IT, R = Steroidrest) isoliert und durch Reduktion
in 4-Amino-2-sulfo-benzoesiureester (III), welche als Alkalisalze
wasserloslich sind, Gibergefiihrt werden. Diese Ester liessen sich diazo-
tieren und mit Proteinen kuppeln.
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Es war zu erwarten, dass sich diese Methode auch auf andere
Steroide iibertragen liesse, und so haben wir in der Folge versucht,

1) Grob und Goldberg, Helv. 32, 172 (1949).
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analoge Ester des 43-3-Chlor-androsten-17 g-ols (IVa) und des Oestra-
diols (Va) herzustellen. Wir hofften, diese Ester diazotieren und mit
Proteinen kuppeln zu konnen, um auf diese Weise zu markierten Anti-
genen zu gelangen. Obschon sich die Verbindungen IVa und Va glatt
mit Nitro-sulfo-benzoesiure-anhydrid verestern liessen, scheiterte der
letzte Teil dieses Planes an der Unmoglichkeit, die Amino-sulfo-
benzoesiureester IVb und Vb in reiner, krystalliner Form zu er-
halten. Wir haben ferner mit ebensowenig Erfolg versucht, Ester
der 4-Amino-phtalsiure herzustellen, woriiber anschliessend be-
richtet wird.

3-Chlor-androsten-17 §-ol ist von Kuwada und Miyasaka') in
guter Ausbeute durch partielle Chlorierung von A4°-Androsten-3 8,
17 p-diol (VIa) mittels Thionylchlorid in Gegenwart von Calcium-
carbonat erhalten worden. Wir haben diese Angaben bestitigen
konnen. Da aber das erhaltene Produkt oft erst nach chromato-
graphischer Reinigung gut krystallisierte, haben wir noch einen
zweiten Weg untersucht, namlich die katalytische Hydrierung von
A43-3-Chlorandrosten-17-on (IX). Wallis und Fernholz?) haben eine
ausgiebige Methode zur Herstellung letzterer Verbindung entwickelt,
welche in der Einwirkung von Phosphorpentachlorid auf g-Dehydro-
androsteron (VIII) besteht. Die Reduktion des Chlorketons IX zum
3-Chlor-androsten-17-ol (VII) gelingt befriedigend mit Wasserstoff
und Raney-Nickel, wenn durch Zusatz einer Spur Essigsdure zum
neutral gewaschenen Katalysator der letzte Rest anhaftenden Alkalis
beseitigt wird.

Die Veresterung des Chlor-androstenols (VII) mit 4-Nitro-2-
sulfo-benzoesdure-anhydrid (I) fand in iiblicher Weise statt. Der
Nitro-ester X wurde als Pyridinsalz und als Kaliumsalz isoliert. Die
Reduktion der Nitrogruppe im Kaliumsalz von X wurde mit Wasser-
stoff und Raney-Nickel durchgefithrt. Das entstandene Amin IVb,
welches durch Diazotieren und Kuppeln mit R-Salz nachgewiesen
wurde, konnte jedoch nur sehr schwer zur Krystallisation gebracht
werden. Auch die Reduktion mit Zinn(1I)-chlorid und Chlorwasser-
stoff3), welche von King und Franks?) zur Reduktion des p-Nitro-
phenylithers des Oestrons mit Erfolg verwendet wurde, fithrte nicht
zu einem besser krystallisierbaren Produkt.

Wir haben uns dann der Herstellung des Oestradiol-17-(4'-
amino-2’-sulfo)-benzoats (Vb) zugewandt, zu dem in der Veresterung
von Oestradiol-3-acetat (XI) mit Nitro-sulfo-benzoesiure-anhydrid

1) Kuwada wnd Miyasaka, J. Pharm. Soc. Jap. 57, 232 (1937), ziticrt nach C.
1938, IT, 1611.

2) Wallis und Fernholz, Am. Soc. 59, 764 (1937).

3) Thiele, A. 305, 114 (1899).

4) King und Franks, Am. Soc. 83, 2042 (1941).
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(I) zu XIII, der partiellen Verseifung zu XIV und anschliessenden
Reduktion ein gangbarer Weg fiihrt.
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Von Miescher und Scholz') wird als Darstellungsmethode fiir
QOestradiol-3-acetat (X1) die Reduktion von Oestron-acetat (XV) an-
gegeben. Da uns aber Oestradicl (XII) zur Verfiigung stand, wurde
versucht, durch partielle Acetylierung dieser Verbindung das 3-Mono-
acetat zu erhalten. Dies gelang bei der Behandlung von Oestradiol
mit der berechneten Menge Acetanhydrid in Gegenwart von Pyridin.
Das so erhaltene Oestradiol-3-mono-acetat (X1I) liess sich glatt mit
Nitro-sulfo-benzoesiure-anhydrid in 17-Stellung verestern. Um zum

1) Miescher und Scholz, Helv. 20, 264 (1937).
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Qestradiolderivat mit freier 3-stdndiger Hydroxylgruppe (XI1V) zu
gelangen, ist die partielle Verseifung der Acetoxygruppe in XIII not-
wendig. Vorversuche ergaben, dass dies durch kurzes Erhitzen mit
Natriumcarbonatlosung erfolgt, bei Bedingungen also, unter denen
der substituierte Benzoesdurerest in 17-Stellung nicht angegriffen
wird. Man gewinnt so das Natriumsalz der Verbindung XIV (Natrium
statt H), welches in Wasser unldslich, in verdiinntem Alkohol jedoch
16slich ist und krystallin erhalten werden kann.

Obschon bei-der katalytischen Hydrierung von XTIV mit Wasser-
stoff iiber Raney-Nickel die erforderliche Menge Wasserstoff aufge-
nommen und das Amin durch Diazotieren und Kuppeln mit R-Salz
nachgewiesen wurde, konnte die Amino-sulfo-sdure Vb nicht in
krystalliner Form erhalten werden. Auch die Reduktion nach Thiele!)
ergab keine besseren Resultate.
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Da es uns darauf ankam, fiir die biologischen Versuche nur reine,
wohldefinierte Verbindungen zu verwenden, wurde nach einer
Variante zur Herstellung diazotierbarer Steroidderivate gesucht. Wir
untersuchten deshalb die Verwendung von 4-Amino-phtalsdure als
diazotierbare Komponente. Die dabei gemachten Erfahrungen waren
aber nicht ermutigend, indem trotz ziemlich energischer Bedingungen
die Umsetzung von Nitro-phtalsdure-anhydrid (XVIIT) mit Andro-
stendiol-3-mono-acetat (VIb) nicht vollstindig erfolgte. Der Halb-

1y Thiele, loc. cit.
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ester XVI konnte nicht analysenrein erhalten werden, so dass mit
Kaliumhydrogencarbonat direkt zum krystallinen 3-Oxy-derivat
(XVII) partiell verseift wurde. Letzteres wurde mit Raney-Nickel
und Wasserstoff in wisserigem Alkohol reduziert, wobei unter Auf-
nahme der theoretischen Menge Wasserstoff eine schwer krystallisier-
bare Aminosiure erhalten wurde. Diese lieferte nach Diazotieren und
Kuppeln mit R-Salz einen roten Farbstoff. Da es aber nicht gelang,
die Aminosidure XIX in analysenreinem Zustand zu fassen, wurde
der. Weg nicht weiter verfolgt.

Aus den bisher gemachten Erfahrungen geht hervor, dass sich
die Diazoniummethode nicht besonders zur Herstellung von Steroid-
konjugierten Proteinen eignet. Dies liegt vor allem an den unerfreu-
lichen physikalischen Eigenschaften der diazotierbaren Steroid-
derivate, welche zunichst hergestellt werden miissen. Da die Not-
wendigkeit zur Einfiihrung eines grosseren Molekelrestes bei der
Azidmethode wegfillt, wurde im weiteren diese Methode untersucht,
woriiber wir in einer weiteren Mitteilung berichten.

Experimenteller Teill).
A5.3-Chlor-androstenol-(173) (VIT).

a) 4,5 g 3-Chlor-androstenon-(17)%) wurden in 40 ¢m?® kaltem Feinsprit gelost und
mit moglichst alkalifreiem Nickel aus 4 g Raney-Legicrung unter Zusatz einer Spur Eis-
essig hydriert. Nachdem 90% der Theorie an Wasserstoff aufgenommen waren, kam die
Hydrierung zum Stillstand. Der Katalysator wurde abfiltriert und das Losungsmittel im
Vakuum abgedampft. Nach zweimaligem Umlésen aus Methanol wurden 3,25 g reines
Produkt vom Smp. 166—166,5° erhalten.

3,650 mg Subst. gaben 9,899 mg CO, uwnd 3,147 mg H,0
CigHpqOCl Ber. C 73,88 H 9,46%  Gef. C 74,01 H 9,65%

b) 500 mg Androstendiol, 500 mg getrocknetes Calciumcarbonat und eine Losung
von 1 g Thionylchlorid in 25 cm?® absolutem Benzol wurden wihrend einer Stunde unter
Riickfluss gekocht. Der Uberschuss an Thionylchlorid wurde mit dem Benzol im Vakuam
abgedampft, der Riickstand mit Ather in einen Scheidetrichter gespiilt. Das Calcium-
carbonat wurde mit verdiinnter Salzsiure zersetzt und dic Atherlosung griindlich it
verdiinnter Natronlauge und Wasser gewaschen. Da der nach dem Trocknen und Ab-
dampfen des Athers verbleibende Riickstand braun gefirbt war und nicht schin
krystallisierte, wurde er durch eine Aluminiumoxyd-Saule chromatographiert. Die Benzol-
fraktion ergab 460 mg Substanz vom Smp. 163°, dic mit dem auf anderem Wege
hergestellten Produkt bei der Mischprobe keine Erniedrigung des Schmelzpunktes gab.

A5-3-Chlor-androstenol-(178)-(4’-nitro-2’ -sulfosdure)-benzoat (X).

500 mg 3-Chlor-androstenol wurden mit 390 mg Nitro-sulfo-benzoesiure-anhydrid in
30 cm? absolutem Benzol wihrend einer Stunde auf dem Wasscerbad unter Riickfluss
und Feuchtigkeitsausschluss gekocht. Nach dem Abkiiblen wurde ein Teil der Benzollésung
mit Pyridin versetzt und zur Trockne verdampft. Das Pyridinsalz wurde aus Alkohol-
Pyridin umkrystallisiert. Nach viermaligem Umlosen schmolz die Substanz bei 177—179°
unter Braunfiarbung.

4,248 mg Subst. gaben 9,277 mg CO, und 2,280 mg H,0
CgHy;O,N,CIS  Ber. C 60,32 H 6,049 Gef. € 59,60 H 6,009,

1) Alle Schmelzpunkte sind korrigiert. 2y Wallis und Fernholz, loc. cit.
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Die Substanz, die schon beim Trocknen bei 909 sich verfarbt, konnte nicht reiner
erhalten werden.

Der Rest der Benzollosung wurde mit einer wisserigen Losung von Kaliumhydrogen-
carbonat geschiittelt, wobei das Kaliumsalz ausfiel. Es wurde abgenutscht und mit Wasser
gewaschen. Die Substanz ist unléslich in Wasser, schwerloslich in Alkohol, leichtlsslich
in verdiinntem Alkohol oder Aceton. Sie wurde viermal aus Alkohol-Wasser (8:2) um-
krystallisiert, wobei schtne Nadeln erhalten wurden. Zur Analyse wurde 18 Stunden im
Luftstrom bei 122° getrocknet und mit Bichromat verbrannt.

4,884 mg Subst. gaben 9,69 mg CO, und 2,35 mg H,0
CyeH;,0,NCISK  Ber. C 54,20 H 5,429, Gef. C 54,14 H 5,38%

A%.3-Chlor-androstenol-(17)-(4'-amino-2’-sulfosdure)-benzoat (IVb).

Das Kaliumsalz wurde in wisserigem Feinsprit gelost und mit sorgféltig neutral
gewaschenem Nickel hydriert, bis 3 Mol Wasserstoff aufgenommen waren. Die filtrierte
Losung wurde dann im Vakuum eingeengt und mit verdiinnter Salzsiure die freie Amino-
sulfosiure gefallt und abgenutscht. Aus Wasser-Pyridin liessen sich Krystalle vom
Smp. 245—250° erhalten, die sich aber nicht weiter reinigen liessen und nicht analysen-
rein erhalten werden konnten. Die Substanz liess sich diazotieren und mit alkalischer
R-Salzlosung kuppeln.

Reduktion mit Thiele-Lisung: Die Reduktionslésung wurde durch Lésen von
90 g Zinn(II)-chlorid in 150 cm?® Eisessig und Séttigung der Losung mit HCl-Gas her-
gestellt. Die Losung wurde dann mit Eisessig auf 200 cm? aufgefiillt.

400 mg des Kaliumsalzes der Nitroverbindung wurden in wenig Hisessig gelost und
mit 15 cm® obiger Losung wihrend 48 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen.
Allmahlich fiel ein feiner Niederschlag aus, der offenbar das Zinn-Doppelsalz darstellte.
Dieser wurde abgenutscht und mit Eisessig gewaschen. Das Salz wurde dann in Methanol
gelost und durch Einriihren desselben in kalte, verdiinnte Natronlauge das Doppelsalz
zerlegt. Das Amin fiel in schleimiger Form aus und musste abzentrifugiert werden. Es
wurde in Wasser-Alkohol aufgenommen und durch Versetzen mit verdiinnter Salzsiure
die freie Sulfosidure hergestcllt. Diese konnte aber nicht in krystalliner Form erhalten
werden.

Oestradiol-(3,17)-3-monoacetat.

0,4 g Oestradiol wurden in einem Wageglischen in 4 em?® absolutem Pyridin gelost.
Dann wurden 0,15 g Acetanhydrid eingewogen und das Gemisch 36 Stunden bei Zimmer-
temperatur stehen gelassen. Es wurde dann in Ather aufgenommen und mit verdiinnter
Salzsiure, verdiinnter Sodalésung und mit Wasser gewaschen. Die Atherlssung wurde mit
Natriumsulfat getrocknet und der Ather abgedampft. Der Riickstand wurde aus Essig-
ester-Hexan umkrystallisiert, wobei 0,3 g Monoacetat in Form von spiessigen Nadeln vom
Smp. 130—132° erhalten wurden. Nach nochmaligem Umlssen aus Essigester-Hexan
schmolz die Substanz bei 135-—136°.

Verseifungsversuch: 32 mg Oestradiol-3-mono-acetat wurden in einer Mischung
von 2 cm?® Dioxan und 1 cm?® Wasser gelost und mit 1 em? einer verdiinnt-alkoholischen
Sodalssung (hergestellt durch Losen von 500 mg Soda in 16 em® 50-proz. Alkohol) ver-
setzt. Die Losung wurde withrend 15 Minuten auf dem Dampfbad erhitzt, dann in Wasser
gegossen und der Niederschlag ausgedthert. Die dtherische Losung wurde mit Wasser ge-
waschen, getrocknet und der Ather abgedampft. Das zuriickgewonnene Oestradiol schmolz
bei 174—175,5°.

Oestradiol-(3,17)-17-(4’-nitro-2’-sulfosdure)-benzoat (XIV).

314 mg Oestradiol-3-monoacetat und 230 mg Nitro-sulfo-benzoesiureanhydrid wur-
den in 40 cm?® absolutem Benzol gelost und auf dem Wasserbad wahrend 1%, Stunden
unter Riickfluss gekocht. Nach dem Erkalten wurde alles Benzol im Vakuum abgedampft
und der Riickstand mit 6 cm?® verdiinnt-alkoholischer Sodalésung (hergestellt aus 500 mg
kalz. Soda und 16 cm? 50-proz. Alkohol) 20 Minuten auf dem Wasserbad unter Riickfluss



190 HELVETICA CHIMICA ACTA.

gekocht. Anfangs ging alles in Losung; gegen Ende der Reaktion schied sich ein gallertiger
Niederschlag aus. Der Sodaiiberschuss wurde mit einigen Tropfen Eisessig neutralisiert
und das Ganze im Vakuum zur Trockne verdampft. Der Riickstand war in verdiinntem
Alkohol 18slich, in Wasser unloslich. Der Nitro-ester wurde daher viermal mit ca. 80 em?
Wasser digeriert. wobei jedesmal die gallertige Suspension durch Zentrifugicren geklart
wurde. Der gewaschene Niederschlag wurde aus Methanol umkrystallisiert. wobei sich
nach einigen Tagen das Natrium-Estersalz in kugeligen Krystallen ansschied.
3,772 mg Subst. gaben 7,922 mg CO, und 1,739 mg H,0
CyHygONSNa  Ber. C 57,35 H 5,019, Gef. (' 57,31 H 5,169,
Bei der Reduktion mit Nickel und Wasserstoff in Feinsprit wurden 3 Mol Wasser-
stoff aufgenommen. Das isolierte Produkt gab nach dem Diazotieren mit R-Salz eincn
roten Farbstoff, konnte aber nicht zur Krystallisation gebracht werden.

A5-Androsten-3§,178-diol-17-(4"-nitvo-1")-phtalat (XVII).

1 g Androstendiol-3-monoacetat und 0,59 g Nitro-phtalsiureanhydrid wurden in
10 cm® absolutem Pyridin gelést und im Olbad 6 Stunden bis zum gelinden Sieden des
Pyridins erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die Hauptmenge des Pyridins im Vakuum
abgedampft und der Riickstand in Ather aufgenommicn. Die Atherlésung wurde mit ver-
diinnter Salzsaure und mit Wasser gewaschen, getrocknet und cingedampft. Der nach
dem Entfernen des Athers zuriickbleibende Ester war in Aceton, Ather, Alkohol, Benzol
und Chloroform léslich, in Benzin und Ligroin schwerloslich. Es gelang nicht, schone
Krystalle zu erhalten, sodass direkt verseift wurde.

1 g des obigen rohen A5-Androsten-38,178-diol-17-(4"-nitro-1’)-phtalsiurehalbesters
wurde mit 25 cm® Methanol und 25 cm?® einer 5-proz. wasserigen Kaliumhydrogen-
carbonatlosung versetzt und 1% Stunden unter Riickfluss gekocht. Nach dem Abkiihlen
wurde der grosste Teil des Methanols im Vakuum abgedampft und mit verdinnter Salz-
siure kongosauer gemacht. Der Halbester, der in fast allen organischen Losungsmitteln
schwer 16slich ist, wurde abgenutscht und mit Wasser gewaschen. Nach mehrmaligem
Umkrystallisieren aus Dioxan-Wasser konnten feine Nadelehen vom Smp. 266,5° (Zers.)
erhalten werden.

3,903 mg Subst. gaben 9,603 mg CO, und 2,405 mg H,O
Cy;Hy;O, N Ber. C 67,06 H 6,889 Gef. C 67,14 H 6,909,

Dag Natriumsalz ist in Wasser praktisch unléslich, 16slich jedoch in 50-proz. Alkohol.
Die Reduktion des Natriumsalzes in verdiinntem Alkohol erfolgte unter Anfnahme der
theoretischen Menge Wasserstoff. Nach Ansiuern mit Essigsiure fiel ein mikrokrystalliner
Niederschlag aus, der aus verdiinntem Dioxan Krystalle vom Smyp. 190—193° gab. Diese
konnten durch mehrmaliges Umkrystallisieren nicht gereinigt werden und waren jedesmal
schwerer abzuscheiden.

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abtcilung von Herrn W. Manser
ausgefiihrt. )

Zusammenfassung.

A3-3-Chlor-androsten-17 $-ol und Oestradiol wuarden in 17-Stel-
lang mit 4-Nitro-2-sulfo-benzoesdure verestert. In beiden Fillen
konnten die durch Reduktion der Nitrogruppe erhiltlichen 1-Amino-
2-sulfobenzoesdureester nicht analysenrein erhalten werden.

Die Verwendung von 4-Amino-phtalsiiure zur Herstellung von
diazotierbaren Steroidderivaten bietet keinen Vorteil.

Allgemein erwies sich die Diazoniummethode zur Herstellung
von Steroid-konjugierten Proteinen als nicht besonders geeignet.

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



