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Zu sammenf a s  sung .  
Es wird die Herstellung von d 5-Androsten-3 p, 1 7  p-diol-3- und 

17-monoestern der 4-Amino-2-sulfo-benzoesaure beschrieben. Zur 
Synthese dieser Ester eignet sich das 4-Nitro-2-sulfo-benzoesaure- 
endoanhydrid, welches nach verschiedenen Verfahren hergestellt 
wurde, am besten. 

Die Alkalisalze dieser Ester sind wasserloslich und lassen sich 
diazotieren. Die diazotierten Verbindungen wurden mit verschie- 
denen Proteinen zu Androstendiol-azoproteinen gekuppelt. I n  einem 
Falle wurde ein solches Azoprotein verseift, wobei Androstendiol 
zuruckgewonnen werden konnte. 
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26. Versuche zur Herstellung kunstlicher Komplexantigene 
der Steroidreihe. 

2. Mitteilung. 

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

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

I n  der ersten Mitteilungl) haben wir uber eine Methode zur Her- 
stellung wasserloslicher, diazotierbarer Steroidderivate berichtet. 
Diese beruht auf der leichten Veresterbarkeit der 3- rcsp. 17-standigen 
Hydroxylgruppe des A 5-Androsten-3 /I, 1 7  8-diols mit 4-Nitro-2-sulfo- 
henzoesaure-endoanhydrid (I). Die so erhaltenen Ester konnten in 
Form ihrer Salze (IT, R = Steroidrest) isoliert und durch Reduktion 
in 4-Amino-2-sulfo-benzoesiiureester (111), welche als Alkalisalze 
wasserloslich sind, ubergefuhrt werden. Diese Ester liessen sich diazo- 
tieren und mit Proteinen kuppeln. 

co-0 COOR COOR 
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Es war zu erwarten, dass sich diese Methode auch auf andere 
Steroide ubertragen liesse, und so haben wir in der Folge versucht, 

l) Grob und Goldberg, Helv. 32, 172 (1949). 
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analoge Ester des A 5-3-Chlor-androsten-17 p-01s (IVa) und des Oestra- 
diols (Va) herzustellen. Wir hofften, diese Ester diazotieren und rnit 
Proteinen kuppeln zu konnen, um auf diese Weise zu markierten Anti- 
genen zu gelangen. Obschon sich die Vcrbindungen IVa iind Va glatt 
mit Nitro-sulfo-benzoesaure-anhydrid verestern liessen, scheiterte der 
letzte Teil dieses Planes an der Unmoglichkeit, die Amino-sulfo . 
henzoeshreester IVb und V b  in reiner, krystalliner Form zu er- 
halten. Wir haben ferner rnit ebensowenig Erfolg versucht, Ester 
der 4 -Amino -phtalsiiure herzustellen, woruber anschliessend be- 
rich t e t wird. 

3-Chlor-androsten-l7,8-01 ist von Kuwada und Miyasakal)  in 
guter Ausbeute durch partielle Chlorierung von il 5-Androsten-3 ,/3, 
1 7  p-diol (VIa) mittels Thionylchlorid in Gegenwart von Calcium- 
carbonat erhalten worden. Wir haben diese Angaben bestatigen 
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 
d 5-3-Chlorandrosten-l 7-on (TX). Wallis und PernhoW) haben eine 
ausgiehige Methode zur Herstellung letzterer Verbindung entwickelt, 
welche in der Einwirkung von Phosphorpentachlorid auf B-Dehydro- 
sndrosteron (VI I I )  besteht. Die Reduktion des Chlorketons IX zum 
:3-Chlor-androsten-l7-01 (VII) gelingt befriedigend mit Wasserstoff 
und Raney-Nickel, wenn durch Zusatz einer Spur Essigsaure zum 
neutral gewaschenen Katalysator der letzte Rest anhaftenden Alkalis 
heseitigt wird. 

Die Veresterung des Chlor-androstenols (VII) mit 4-Nitro-2- 
sulfo-benzorsaure-anhydrid (I) fand in ublicher Weise statt. Der 
Nitro-ester X wurde als Pyridinsalz uncl als Kaliumsalz isoliert. Die 
Reduktion der Nitrogruppe im Kaliumsalz von X wurde rnit Wasser- 
stoff und Raney-Nickel durchgefuhrt. Das entstandene Amin IVb, 
welches durch Diazotieren uncl Kuppeln mit R-Salz nachgewiesen 
wurde, konnte jedoch nur sehr schwer zur Krystallisation gebracht 
werden. Auch die Reduktion mit Zinn(I1)-chlorid und Chlorwasser- 
stoff3), welche von King und Pranks4) zur Reduktion des p-Nitro- 
phenylathers des Oestrons rnit Erfolg verwendet wurde, fuhrte nieht 
zu eineni besser krystsllisierbaren Produkt. 

Wir haben uns dann der Herstellung des Oestradiol-l7-(4’- 
amino-2’-sulfo)-benzoats (Vb) zugewandt, zu dem in der Veresterung 
von Oestradiol-%acetat (XI) mit Nitro-sulfo-benzoesaure-anhydrid 

I )  K u w d a  und Miyasaka, J. Pharm. Soc. Jap. 57, 232 (1937), ziticrt nach C. 

2, Wallis und Fernholz, Am. Soc. 59, 764 (1937). 
3, Thiele, A. 305, 114 (1899). 
4, King und Franks, Am. Soc. 63, 2042 (1941). 

1938, 11, 1611. 
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(I) zu XIII,  der partiellen Verseifung zu XIV und anschliessenden 
Reduktion ein gangbarer Weg fuhrt. 

IVtl R = H 
IVbR=CO t- 
&poH v 

R 
V I t l R = H  
VIb R = CHsCO 

I 
NO, X 

Von Miescher und rScholxl) wird 

V t l R = H  
V b R = C O  

vI1 T 

XI R=COCH3 
XI1 R = H  

als Darstellungsmethode fur 
Oestradiol-3-acetat (XI)  die Reduktion von Oestron-acetat (XV) an- 
gegeben. Da uns aber Oestradid (XII )  zur Verfugung 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 (XI)  liess sich glatt mit 
Nitro-sulfo-benzoesaure-anhydrid in 17-Stellung verestern. Um zum 

1) Miescher und Scholz, Helv. 20, 264 (1937). 
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Oestradiolderivat mit freier 3-standiger Hydroxylgruppe (XIV) zu 
gelangen, ist die partielle Verseifung der Acetoxygruppe in XI11 not- 
wendig. Vorverauche ergaben, dass dies durch kurzes Erhitzen mit 
Natriumcarbonatlosung erfolgt, bei Bedingungen also, unter denen 
der substituierte Benzoesaurerest in 17-  Stellung nicht angegriffen 
wird. Man gewinnt so das Natriumsalz der Verbindung XIV (Natriuni 
statt H), welches in Wasser unloslich, in verdunntem Alkohol jedoch 
loslich ist und krystallin erhalten werden kann. 

Obschon bei der katalptischen Hydrierung yon XIV mit Wasser- 
stoff uber Raney-Nickel die erforderliche Menge Wasserstoff aufge- 
nommen und das Amin durch Diazotieren und Kuppeln mit R-Salz 
nachgewiesen wurde, konnte die Amino-sulfo-saure V b nicht in 
krystalliner Form erhalten werden. Auch die Reduktion nach Thiele l) 
ergab keine besseren Resultate. 

//v Croco  /v I 1  //\-fQH 
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XI11 R = CH,CO Ao, 
XIV R = H  

XVI R =CH,CO do, 
XVII R = H 
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XIX NH,' 

co-0 , 

KO, XVIII 

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-phtalsaure als 
diazotierbare Komponente. Die dabei gemachten Erfahrungen waren 
aber nicht ermutigend, indem trotz ziemlich energischer Bedingungen 
die Umsetzung von Nitro-phtalsgure-anhydrid (XVIII) mit Andro- 
st8endiol-3-mono-acetat (VI b)  nicht vollstandig erfolgte. Der Halb- 

l) Thiele, loc. cit. 
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ester XVI konnte nicht analysenrein erlialten wtwien, so (lass mit 
Kaliumhydrogencarbonat direkt zum kr,ystaMnen 3-Oxy-deriwt 
(XVII) partiell verseift wurde. Letzterw wurde niit Run cyNickel 
und Wasserstoff in wiisserigem Alkohol recluzicrt, wohri uriter Auf- 
nahme der theoretischen Menge Wasserstoff einr sch wer krptallisier- 
bare Aminosaure erhalten wurde. Diese licferte rmch Ilia zoticlren iind 
Kuppeln mit 1%-Salz einen roten Farbstoff. Da es aber riiclit gelang, 
die Aminosaure XIX in analysenreineni Zustand zu fiisseri, wurcle 
der Weg nicht weiter verfolgt. 

Aus den bisher gemachten Erlahrungchn goht lierror, (lass sich 
die Diazoniummethode nicht besonders ziir He1 1Iung \on  Steroid- 
konjugierten Proteinen eignet. Dies liegt vor al  i itn den unerfreu- 
lichen physikalischen Eigenschaften tier diazoticrbiiren Steroitl- 
derivate, welche zuniichst hergestellt wcJrden miiswen. 11% (lie Kot- 
wendigkeit zur Einfuhrung eines griisscwn &Iolekelrestes hei der 
Azidmethode wegfallt, wurde im weitereri tliese Methodr uiitcrsucht. 
woruber wir in einer weiteren Mitteilung lxhrich tcn. 

E x  p c r im e n t e 11 e r I c i 1 '). 
d5-3-Chlor -andros tenol - (  1 7 $ )  ( V 1 I ) .  

a) 4,5 g 3-Chlor-andro~tenon-(17)~) wurden in 40 vm3 I d t e m  Ff~insprit gelost und 
mit moglichst alkalifreiem Nickel aus 4 g Raney-Legiming linter Zusatz eincr Spur Eis- 
essig hydriert. Nachdem 90% der Theorie an Wassentoff aufgenoirinieu waren, kam die 
Hydrierung zum Stillstand. Der Katalysator wurde itllfiltriert nnd d a b  1,osutigsmittel im 
Vakuum abgedampft. Xach zweimaligem Umlosen : iub Methanol wuiden 3.25 g rcinrs 
Produkt vom Smp. 166--166,5O erhalten. 

3,650 mg Subst. gaben 9,899 mg CO 
C,,H,,OCl Ber. C 73,88 H 9,46% 

b) 500 mg Androstendiol, 500 mg getrocknetes Calciunicxrbonat tind cline I,osung 
von 1 g Thionylchlorid in 25 em3 absolutem Benzol v urden v ahrend em'r htundc untcr 
Ruckfluss gekocht. Der Ubrrschuss an Thionylchlorid wiirde mit dcin Henzol iin Vakuum 
abgedampft, der Ruckstand mit Ather in einen Schridetrichter gespult . Ilas Calcium- 
carbonat wurde mit verdunnter Salzsaure zersetzt lint1 die &hrrlosung grundlich mit 
verdunnter Natronlauge und Wasser gewaschen. Ila dc r nac.h drrii Trocknen und Ab- 
dampfen des Athers verbleibende Ruckstand braiin gefarbt R ar wid nicht schon 
krystallisierte, wurde er durch eine Aluminmmoxyd-h.iule cbrcimatographicrt. 1)ic Bcnzol- 
fraktion ergab 460 mg Substanz vom Smp. 163O, die niit dmr auf mtlcreni IV'ege 
hergestellten Produkt bei der Mischprobr keine Ernidrigung des Scliwelzpnnktts gab. 

A - 3 - C hlor  - a n  dro s t r no1 - ( 1 7 @) - ( 4' - n i t r o  - 2 ' - s ul f 0 s  a I I  r e )  - 1 )  c rr z o t ( X ). 
500 mg 3-Chlor-androstenol wurden mit 390 mg Nit ro-sulfo hcnzocsaure-anhvdrid in 

30 em3 absolutem Benzol wahrend einer Stunde auf tiem JYasscrhad linter Ruckfluss 
und Feuchtigkeitsausschluss gekocht. Nach dem Abkuhleti wurde ein Tell der Henzollosung 
nut Pyridin versetzt und zur Trockne verdampft. 1)as Pyridinsalz wurde a m  Alkohol- 
Pyridin umkrystallisiert. Nach viermaligem Umlosen whmolz die Substanz Iwi 177-179O 
unter Braunfarbung. 

4,248 mg Subst. gaben 9,277 mg CO, und 2.280 mg H,O 
C,,H,,O,N,CIS Ber. C 60,32 H 6,04% C k f .  c* 59,80 H f;,0oo; 

______ 
l) Alle Schmelzpunktc sind liorrigiert. 2)  FaElis untl F P ) l l h O I Z ,  loc. c1t. 
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.Die Substanz, die schon beim Trocknen bei 90O sich verfarbt, konnte nicht reiner 
erhalten werden. 

Der Rest der Benzollosung wurde mit einer wasserigen Losung von Kaliumhydrogen- 
carbonat geschuttelt, wobei das Kaliumsalz ausfiel. Es wurde abgenutscht und mit Wasser 
gewaschen. Die Substanz ist unloslich in Wasser, schwerloslich in Alkohol, leichtloslich 
in verdunntem Alkohol oder Aceton. Sie wurde viermal aus Alkohol-Wasser (8:2) um- 
krystallisiert, wobei schone Nadeln erhalten wurden. Zur Analyse wurde 18 Stunden im 
Luftstrom bei 122O getrocknet und mit Bichromat verbrannt. 

4,884 mg Subst. gaben 9,69 mg CO, und 2,35 mg H,O 
C,,H,,O,NClSK Ber. C 54,20 H 5,42% Gef. C 54J4 H 5,3874 

4 5 -  3 - C hl  o r - a n d r  0s t en01 - ( I 7 ) - ( 4 ’ - a m i n o  - 2 ’ - s u l  fo s a ur  e ) - b e  n z o a t ( IVb ). 
Das Kaliumsalz wurde in wasserigem Feinsprit gelost und mit sorgfaltig neutral 

gcwaschenem Pu’ickel hydriert, bis 3 Mol Wasserstoff aufgenommen waren. Die filtrierte 
Losung wurde dann im Vakuum eingeengt und mit verdiinnter Salzsaure die freie Amino- 
sulfostiure gefallt und abgenutscht. Aus Wasser-Pyridin liessen sich Krystalle vom 
Smp. 245-250O erhalten, die sich aber nicht weiter reinigcn liessen und nicht analysen- 
rein erhalten werden konnten. Die Substanz liess sich diazotieren und mit alkdischer 
R,-Salzlosung kuppeln. 

R e d u k t i o n  rnit Thiele-Losung: Die Reduktionslosung wurde durch Losen von 
90 g Zinn(I1)-chlorid in 150 em3 Eisessig und Sattigung der Losung mit HCI-Gas her- 
gestellt. Die Losung wurde dann mit Eisessig auf 200 cm3 aufgefullt. 

400 mg des Kaliumsalzes der Kitroverbindung wurden in wenig Eisessig gelost und 
mit 15 em3 obiger Losung wahrend 48 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 
Allmahlich fiel ein feiner Niederschlag aus, der offcnbar das Zinn-Doppelsalz darstellte. 
Dieser wurde abgenutscht und mit Eisessig gewaschen. Das Salz wurde dann in Methanol 
gelost und durch Einruhren desselben in kalte, verdunnte 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 verdunuter Salzsaure 
die freie Sulfosaure hergestellt. Diese konnte aber nicht in krystalliner Form erhalten 
werden. 

Oestradiol-(3,l7)-3-monoacetat. 
0,4 g Oestradiol wurden in einem Wageglaschen in 4 em3 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 
Salzsaure, verdunnter Sodalosung und mit Wasser gewaschen. Die dtherlosung wurde mit 
Natriumsulfat getrocknet und der Ather abgedampft. Der Ruckstand wurde aus Essig- 
ester-Hexan umkrystallisiert, wobei 0,3 g Monoacetat in Form von spiessigen Nadeln vom 
Smp. 130---132O erhalten wurden. Nach nochmaligeni Umlosen aus Essigester-Hexan 
schmolz die Substanz bei 135--136°. 

Verseifungsversuch:  32 mg Oestradiol-3-mono-acetat wurden in einer Mischung 
von 2 om3 Dioxan und 1 em3 Wasser gelost und mit 1 em3 einer verdunnt-alkoholischen 
Sodalosung (hergestellt durch Losen von 500 mg Soda in 16 om3 50-proz. Alkohol) ver- 
setzt. Die Losung wurde wahrend 15 Minuten auf dem Dampfbad erhitzt, dann in  Wasser 
gegossen und der Niederschlag ausgeathert. Die atherische Losung wurde mit Wasser ge- 
waschen, getrocknet und der Ather abgedampft. Das zuruckgewonnene Oestradiol schmolz 
bei 174--175,5O. 

0 e s t r adio  1 - ( 3,  I 7 ) - 1 7 - ( 4’- n i t r o  - 2’- s u lfo s Lure ) - b e  n z o a t ( XIV). 
314 mg Oestradiol-3-monoacetat und 230 mg Nitro-sulfo-benzoesaureanhydrid wur- 

den in 40 01333 absolutem Benzol gelost und auf dem Wasserbad wahrend 1 ‘/z Stunden 
unter Riickfluss gekocht. Nach dem Erkalten wurde alles Benzol im Vakuum abgedampft 
und der Ruckstand mit 6 cm3 verdunnt-alkoholischer Sodalosung (hergestcllt aus 500 mg 
kalz. Soda und 16 om3 50-proz. Alkohol) 20 Minuten auf dem Wasserbad unter Ruckfluss 



190 IIELVETICA CHIMICA \C'l'.k. 

gekocht. Anfangs ging alles in Losung; gegen Ende der Heakt,ion schied sioh Pin gallertiger 
Niederschlag aus. Der Sodauberschuss wurde mit cinigen Tropfrn Eisrssig iieutralisiert 
und das Ganze im Vakuum zur Trockne verdampft. Ilcr Kiickstand war in verdiinntem 
Alkohol loslich, in Wasser unloslich. Der Nitro-ester wui.dc daher vieriiial niit ca. 80 em3 
Wasser digeriert. wobei jedesmal die gallertige Suspcmvion duri.h Zrntrifugicren geklart 
wurde. Der gewaschene Niederschlag wurde aus M~.t~h:tnol riinkrystallisicrt. wobei sich 
nach einigen Tagen das Natrium-Estersalz in kugellgrri Krystallen ar 

3,772 mg Subst. gaben 7,922 mg ('02 und 1.739 ing 
C,,H,,O,NSNa Ber. C 57,35 H 5,01% ( k f .  ( '  S7,X H 5,16°/o 

Bei der Reduktion mit Nickel und Wasserst,off in Feinsprit wm-dcn 3 Jlol \Vasser- 
stoff aufgenommen. Das isolierte Produkt gab nach tk>m Diazotieren niit It-Salz einrn 
roten Farbstoff, konnte aber nicht zur Krystallisat ioi1 gebrwht werdcxn. 

A5-  An d r  o s t e n - 3 ,!I, 1 7 /I - diol  ~ 1 7 - ( 4'- n i t  r o - 1') - 11 h t a 1 :L t ( XVI I ) . 
I g Androstendiol-3-monoacetat und 0,59 g I\'it~r~)-phtals81ircanli~drid wurden in 

10 em3 absolutem Pyridin gelost und im &bad 6 Stiinrien bis znni gclindcii Lie  S' d en des 
P-yridius erhitzt. Nach den1 Erkalten wurde die Haiipt tnenge des 
abgedampft und der Ruckstand in Ather aufgenonini(m. Die .Ktlierl 
diinnter Salzsaure und mit Wasser gewaschen, getrorlinct iind c~iiigctlanipft~. Der nach 
dem Entfernen des Athers zuruckbleibende Ester war iir Acrt on, Xthci., Alkohol, Benzol 
und Chloroform loslich, in Benzin und Ligroin schn-ei,loslich. Es gelang nicht, schiine 
Krystalle zu erhalten, sodass direkt verseift wurde. 

1 g des obigen rohen d5-Androsten-3,0, 17P-diol- I7-(4'-nitro-l ')-pt~tals8iirehalbesters 
wurde mit 25 em3 Methanol und 25 em3 einer 5-Iimz. nkascrigcn Kaliumhydrogen- 
carbonatlosung versetzt und 1 y2 Stunden unter Riickfhies gekocht. S a c h  derri Abkiihlen 
wurde der grosste Teil des Methanols im Vakuum al)getiampft, iind mit verdunnter Salz- 
saure kongosauer gemacht. Der Halbester, der in fast alien organischrn L6sungsmit,teln 
schwer loslich ist, wurde abgenutscht und mit Wasscr gewxschrn. Sach rnrhrmaligern 
Umkrystallisieren aus Dioxan-Wasser konnten feine Siidelchrn voin Smp. 266,5O (Zers.) 
erhalten werden. 

3,903 mg Subst. gaben 9,603 mg CO, und 2,405 nig H,O 
C,,H,,O,N Ber. C 67,06 H 6,887' ( k f .  C 67,14 H 6,90",,, 

Das Natriumsalz ist in Wasser praktisch unloslii.li, loslich jedoch in 5O-pr'oz. dlkohol. 
Die Reduktion des Ratriumsalzes in verdiinntem Blliohol crfolgtc untcr Arifnahme dcr 
theoretischen Menge Wasserstoff. Nach Ansauern mit Essigsaiire fie1 cin inikrukrystalliner 
Sicderschlag aus, der aus verdiinntem Dioxan Krystallr voni Smp. 190--10:1° gab. Diese 
konnten durch mehrmaliges Umkrystallisiercn nicht pcw inigt \wrdc~ii und waren jedesmal 
schwerer abzuscheiden. 

Die Analysen wurden in unserer mikroana1ytisctii.n Abtc.ilung voii Herrrt IY. X n n s w  
ausgef uhrt . 

2; u s a m ni en f a s s 11 n g . 
A 5-3-Chlor-androst8en-17 j3-01 und Ocsti*aciiol wiirderi ill 17-Stel- 

lung mit 4-Nitro-2-sulfo-henzoesaure vtwstcrt. In  1)eitlvn Fiillen 
konnten die durch R'eduktion der Kitrogr111)pe c~hiilt~lichcri 4-Amino- 
I! -sulfobenzoesaureester nicht analy senrei I 1 (>rh:d ten wcwl en. 

Die Verwendung von 4-Amino-pht'a Isilure ziir Hcrstcllung ~ o 1 1  
diazot'ierharen Steroitlderivaten bietet kei1ic.n Vortcil. 

Allgemein erwies sich die Dia,zoniuriiinetliodc ziir Hcrstellurig 
voii Steroid-konjugierten Proteinen als n i c a l i t  btWJIltk1.s getbignet'. 

Organisch-cheinischrs Lahor:it80rium der 
Eidg. Technisc.htbn Hoc~hschidr, Zurich. 


