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207. 1dentifizierung der als « 68, 15a-Dihydroxyprogesteron»,
ulle, 153-Dihydroxyprogesteron» und « 1283, 153-
Dihydroxyprogesteron» beschriebenen Steroide mit
123, 15a-Dihydroxyprogesteron?)

von R. M. Dodson?), G.Langbein?), R. D. Muir#%), A. Schubert?),
R. Siebert?), Ch. Tamm?3) und E. Weiss-Berg?)

(13. X. 65)

Vor einiger Zeit erhielten TamMM et al. [4] bei der Umsetzung von Progesteron mit
Kulturen von Fusartum lini (BoLLEY) neben dem bekannten 15«-Hydroxyprogeste-
ron ein neues Dihydroxylierungsprodukt vom Smp. 192-203° und [«]® = +130°
{Chloroform), dem sie provisorisch die Konstitution des noch unbekannten 64, 15a«-
Dihydroxyprogesterons erteilten. Die beiden neuen Hydroxylgruppen waren leicht
acetylierbar. Mit CrOjy in Eisessig bei 20° lieferte dieses «68, 15a-Dihydroxyprogeste-
ron» ein Monohydroxy-triketon, dessen IR.-Spektrum eine neue Carbonylschwingung
eines Fiinfringketons aufwies. Da dieses Oxydationsprodukt nicht die Eigenschaften
einer §-Dicarbonylverbindung aufwies, konnte fiir die neue Ketogruppe die 16-Stel-
lung ausgeschlossen werden. Infolgedessen enthilt es eine 15-Ketogruppe. Damit war
die 15-Stellung der einen Hydroxylgruppe des Dihydroxylierungsproduktes gesichert.
Die 15«-Konfiguration war auf Grund der Tatsache, dass Fusarium lini bei Steroiden
der Androstan- und Pregnanreihe, deren Ringe C und D #rans-stindig verkniipft sind,
15¢-Hydroxylierung bewirkt [4], nicht bewiesen, doch sehr wahrscheinlich. Zweifel
an der 63-Stellung des zweiten Hydroxyls tauchten auf, als Sato ef al. [5] bei der
selektiven Oxydation von 68, 158-Dihydroxyprogesteron mit CrO, 68-Hydroxy-A%-
pregnentrion-(3,15,20) (4) erhielten, dessen Struktur eindeutig bewiesen war, dessen
physikalische Eigenschaften aber von denjenigen unseres Priparates stark abwichen
{(vgl. Tab. 1). Wir dachten zunichst, dass unsere Verbindung anstelle des 65-Hydro-
xyls eine 6a-Hydroxygruppe enthilt. Auf Grund der folgenden Versuche konnten wir
aber die 6a-Stellung ausschliessen: Die fiir 6-Hydroxy-/4-3-keto-Steroide typische
Isomerisierung zu 3, 6-Diketo-5a-Steroiden mit alkoholischem HCI [6] blieb aus. Fer-
ner gelang weder die reduktive Entfernung des fraglichen Hydroxyls mit Zn in Essig-
sdure [7], noch seine Elimination mit Sduren. Gegen die 6«-Stellung sprachen auch
der molekulare Drehungsbeitrag (4] sowie das NMR.-Spektrum (s. unten).

Nach den physikalischen Daten konnte das mit F. /ins erhaltene Dihydroxypro-
gesteron nur noch entweder mit «11«, 155-Dihydroxyprogesteron» vom Doppel-Smp.
202-203°/218° identisch sein, das DopsoNn & MUIR [8] nach Inkubation von Pro-
gesteron mit Kulturen von Nigrospora oryzae isoliert hatten, oder mit dem von

1) 14. Mitteilung iiber Reaktionen mit Mikroorganismen, 13. Mitteilung vgl. [1]; bzw. Microbio-
logical Transformations XIV, fiir XIIT vgl. [2]; bzw. 14. Mitt. iber mikrobiologische Reak-
tionen, 13. Mitt. vgl. [3].
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ScHUBERT et al. [9] nach Inkubation von Progesteron mit Kulturen von Calonectria
decora entstandenen «128, 158-Dihydroxyprogesteron» vom Smp. 218°. Beim direkten
Vergleich der drei Verbindungen stellte sich nun iiberraschenderweise heraus, dass
nach Misch-Smp., IR.-Spektrum und Laufstrecke im Diinnschichtchromatogramm
alle identisch sind. Véllige Ubereinstimmung zeigten auch die Di-O-acetyl-Derivate
und die nach Oxydation mit CrO,;~H,SO, in Aceton [10] erhaltenen Tetraketone. Bei
dieser Reaktion entsteht neben dem Tetraketon noch etwas Hydroxytriketon, wah-
rend mit CrO,-Pyridin ausschliesslich das Tetraketon erhalten wird (vgl. Exper. Teil).
Die Daten sind in Tabelle 1 nochmals zusammengestellt. Wie nachfolgend gezeigt
wird, besitzen «6f,15«-Dihydroxyprogesteron» [4], «11a, 155-Dihydroxyprogesteron»
[8] und «128,156-Dihydroxyprogesteron» [9] die Konstitution des 12f5,15«-Dihy-
droxyprogesterons (1).
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Es bedeuten: Ac = —COCH,; TsOH = p-Toluolsulfonsdure; Me = Methanol

Die Erteilung der 158-Konfiguration anstelle der korrekten 15«-Konfiguration im
Falle der beiden letzteren Priparate war in Anlehnung an die irrtiimliche Zuordnung
von VISCHER & WETTSTEIN [11] vorgenommen worden®). SCHUBERT & SIEBERT [14]
stellten diesen Irrtum bei ihrer Verbindung etwas spater richtig.

Fiir die andere Hydroxylgruppe wire noch die 1la-Stellung moglich gewesen.
SCHUBERT et af. [9] hatten sie ausschliessen konnen, da 11e-Hydroxyprogesteron bei
der mikrobiellen 15x-Hydroxylierung mit Calonectria decora nicht das gleiche, sondern
ein isomeres Dihydroxyprogesteron geliefert hatte. Die gefundenen chemischen Ver-
schiebungen der 18- und 19-Methylgruppe dieses 11«,15x-Dihydroxyprogesterons 7
stimmen mit den nach ZURCHER [15] berechneten Werten gut iiberein (vgl. Tab. 2)
und weichen stark von den Werten des 128, 15x¢-Dihydroxyprogesterons (1) ab (siehe
unten). So blieb per exclusionem nur noch die 12-Stellung fiir diese Hydroxylgruppe

8y Zur Korrektur dieser Konfigurationsbestimmung vgl. {12] [13].
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tibrig. Die Zuordnung der 12f-Konfiguration war auf Grund des molekularen Dre-
hungsbeitrags vorgenommen worden [9]. Damit im Einklang ist auch das IR.-Spek-
trum von 1. Die 20-Ketobande zeigt eine durch Assoziation bedingte Rotverschiebung
von der normalen Lage bei 1710 nach 1690 cm~1, wie sie fiir 128-Hydroxy-20-keto-
Steroide typisch ist [9]. Den endgiiltigen Beweis konnten wir jetzt mit Hilfe der
NMR.-Spektren (vgl. Tab. 2) erbringen. Die Lage des Signals der 18- und 19-Methyl-
gruppe von 128,15«-Dihydroxyprogesteron (1) stimmt mit den nach ZUrcHER [15]
berechneten chemischen Verschiebungen sehr gut iiberein. Diese Werte wiren aber
auch mit Vorliegen des isomeren 12«-Hydroxyderivats vereinbar, da die Berechnun-
gen nur sehr geringe Abweichungen ergeben, niamlich — 0,04 ppm (— 2,5 Hz) fiir die
18-Methylgruppe und — 0,016 ppm (— 1 Hz) fiir die 19-Methylgruppe. Ausserdem
sind die berechneten Werte mit einem ziemlich grossen Unsicherheitsfaktor belastet,
danur sehr wenige geeignete Vergleichsverbindungen zur Verfiigung stehen (vgl. [15]).
Fiir das Vorliegen eines 125-Hydroxyls spricht auch das NMR.-Spektrum des
Hydroxytrions 3, indem fiir die beiden anguliren Methylgruppen zwischen den gefun-
denen und berechneten Werten gute Ubereinstimmung herrscht. Eine grosse Abwei-
chung hingegen findet man beim Tetraketon 5, besonders fiir die 18-Methylgruppe,
die wir nicht erkliren kénnen. In allen Verbindungen erschienen das C-4-Vinylproton
und die 21-Methylgruppe wie erwartet zwischen § = 5,63 bis 5,72 bzw. zwischen ¢ =
2,12 bis 2,35. Die Analyse der 18- und 19-Methylsignale von 1 und 3 erlaubt somit
keine eindeuntige Bestimmung der raumtichen Lage der 12-Hydroxygruppe. Die 126-
Konfiguration ergab sich erst eindeutig aus dem 100-MHz-Spektrum von 128, 15«-
Dihydroxyprogesteron (1) (vgl. Fig.). Es zeigte bei d = 3,6 ein aus 4 Linien bestehen-
des Multiplett, das nach Torr & KonDo [16] fiir ein 12«-H-Atom charakteristisch ist.
Das 124-Proton miisste als Triplett erscheinen. Das Quartett befindet sich auch in der
erwarteten Lage?). Die Spin-Spin-Kopplungskonstanten J zwischen den beiden Was-
serstoffatomen in 11-Stellung und dem 12«-H-Atom betragen ca. 5 und ca. 10 Hz,
vermutlich [31, 12, > 5 Hz und Jy44 12, ~ 10 Hz [18]. Die Signalkomplexe bei 6 ~ 4,3

T T T B L T T T T T
100Mc 657 20084
™S
J MWM
L X H A ) L I : | . I
ppm 9 8 7 3 5 4 3 2 1 0

100-MHz-NMR.-Spektrum von 128, 15«¢-Dihydroxyprogesteron (1) in CDCl, 8)

7} Nach SmrrH [17] erscheinen die Signale der 12a-H-Atome zwischen § = 3,39 bis 3,71, wihrend
diejenigen der 128-H-Atome zwischen § = 3,88 und 4,41 auftreten.

8) Aufgenommen mit einem Varian-HA-100-Kernresonanzspcktrometer im Physiklaboratorium
der CIBA, Aktiengesellschaft, Basel (Dr. R. F. ZURCHER).
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und 8 ~ 2,7 ordnen wir mit Vorbehalt dem 158-H-Atom bzw. 17«-H-Atom zu. Dies
stimmt allerdings nicht sehr mit dem von Torl & Konpo [16] angegebenen Bild
iiberein. Das breite Signal bei é = 5,0 riihrt von den Hydroxylgruppen her, wie der
Austausch mit D,O zeigt. Das Vinylproton von C-4 erscheint als Singlett bei § = 5,72.

Damit ist die Konstitution von 128, 15¢-Dihydroxyprogesteron (1) endgiiltig be-
wiesen?®).

Das Vorliegen eines 123-stindigen Hydroxyls steht in bester Ubereinstimmung
mit der Beobachtung, dass Fusarium lini Steroide entweder in 15«- oder in 128-Stel-
lung hydroxyliert [20].

Abschliessend sei noch erwihnt, dass 44-Pregnentetraon-(3,12,15,20) (5) bei der
Behandlung mit Toluolsulfonsdure in Methanol sehr leicht in ein Isomeres iibergeht,
dem wir auf Grund von bekannten Analogien die Konstitution 6 des 148,17a-4%-
Pregnen-tetraons-(3,12,15,20) erteilen. Bei der Oxydation von 1243, 15a-Dihydroxy-
progesteron (1) mit CrO,-Pyridin entstand, wie bereits erwdhnt, meist das Tetra-
keton 5, gelegentlich aber auch das isomere 148,17a-Tetraketon 6.

Wir méchten Herrn Dr. R. F. ZURCHER, CIBA, Aktiengesellschaft, Basel, unseren besten
Dank fiir die Diskussion der NMR.-Spektren aussprechen. Herrn Dr. M. Okapa, Tokyo Biochemi-
cal Research Institute, Tokyo, Japan, danken wir fiir dic Uberlassung eines Priparates von
128, 15a-Dihydroxyprogesteron.

Die an der Universitit Basel ausgefiihrten Arbeiten wurden durch den SCHWEIZERISCHEN
NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG (Projekt Nr. 2535)
unterstiitzt.

Experimentelles. — Allgemeines. Die Smp. wurden auf dem KoFLERrR-Block oder im Réhr-
chen bestimmt und sind nicht korrigiert. Substanzproben wurden zur Messung der Spektren und
der spez. Drehungen 1 Std. bei 0,02 Torr/60-70° und zur Mikroanalyse 3 Std. bei 0,01 Torr und
100° getrocknet. Fiir die Diinnschichtchromatographien nach Stanr [21] diente Kieselgel G als
Tréiger und Methylenchlorid-Methanol-(9:1) als Fliessmittel. Die Flecke wurden durch J,-Dampfe
sichtbar gemacht.

1. 728, 150-Dihydroxyprogestevon (1). — 1.1. Isomerisierungsversuch: Eine Probe wurde mit
konz. HCl-Athanol-(1:50) 3 Std. unter Riickfluss gekocht. Der nach Eindampfen im Vakuum
erhaltene Riickstand bestand nach dem Diinnschichtchromatogramm nur aus Ausgangsmaterial

1.2. Wasserabspaltungsversuch: Eine Probe wurde mit konz. HCl-Methanol-(1:1) 6 Std. unter
Riickfluss gekocht. Der Eindampiriickstand zeigte im Diinnschichtchromatogramm neben dem
Ausgangsmaterial noch einen dusserst schwachen, schneller laufenden Fleck.

1.3. Reduktionsversuch®): Eine Probe wurde mit Eisessig-Wasser-(10:3) und aktiviertem
Zn-Staub 10 Min. bei 22° gerithrt. Nach Abfiltrieren des Zinks wurde im Vakuum eingedampit,
der Eindampfriickstand mit Wasser versetzt und mit Chloroform ausgeschiittelt. Das nach Wa-
schen der Ausziige mit 28 Na,CO; und H,0O, Trocknen mit Na,50, und Eindampifen resultie-
rende Rohprodukt enthielt nach dem Diinnschichtchromatogramm nur Ausgangsmaterial!

2. 128-Hydroxy-A*-pregnen-trion-(3,15, 20) (3) und A%- Pregnen-tetvaon-(3,72,715, 20) (5). Eine
Lasung von 71 mg 128, 15a-Dihydroxyprogesteron (1) in 5,0 ml Aceton wurde mit 0,11 ml einer
2,67 M-Losung von CrOj, in wisscriger H,SO, (vgl. [10]) bei 22° stehengelassen. Nachdem sich die
Losung entfirbt hatte und die Chromsalze ausgefallen waren, wurde das Reaktionsgemisch mit

9) Bei dem von ISHIDATE & Oxapa [19] durch Umsetzung von Progesteron mit Gibbervella saubi-
netti erhaltenen 6f3, 15a- Dihydroxyprogesteron handelt es sich ebenfalls um 12f, 15¢-Dihydroxy-
progesteron. — Die Konstitution der von MUIR & DobpsoN im erwidhnten U.S.-Patent [8] als
158,17a-Dihydroxyprogesteron beschriebenen Verbindung und ihres Oxydationsprodukts sind
auch zweifelhaft. Das IR.-Spektrum des letzteren spricht nicht eindeutig fiir das Vorliegen
eines 15-Ketons.

10y Dieser Versuch wurde erstmals von Dr. M. Okapa, Tokyo, durchgefiihrt.
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Eis und Wasser versetzt und mit Methylenchlorid ausgeschiittelt. Das nach Trocknen mit Na,SO,
und Eindampfen erhaltene Rohprodukt (70 mg) wurde an 7,0 g Kieselgel chromatographiert. Die
mit Athylacetat-Benzol-(3:7) eluierten Fraktionen ergaben aus wisserigem Aceton Kristalle.
Nach Umbkristallisieren aus Aceton-Cyclohexan resultierten 21 mg reines A%- Pregnentetraon-(3, 72,
75,20) (5) vom Smp. 199-202°; [«]}§ = +261° -+ 2° (Chloroform). 4, = 238,5 nm; & = 15900
(Methanol). Im IR.-Spektrum (KBr) Banden bei 1735-1737 cm™! (15-Keton), 1706-1708 cm—1
(12+20-Keton), 1670 cm™! (3-Keton) und 1612-1614 cm™1 (44).
Co1HpeO4 (342,4)  Ber. C73,66 H 7,66 Gef. C73,54 H 7,74%

Die folgenden mit Athylacetat-Benzol-(1:1) eluierten Fraktionen ergaben nur Spuren. Die
nichsten mit Athylacetat-Benzol-(3:1) eluierten Fraktionen lieferten nach zweimaligem Umkristal-
lisieren aus Aceton-Petrolither (Sdp. 60-68°) 7,5 mg reines 72f-Hydroxy-A%-pregnentrion-(3,15, 20)
(3) vom Smp. 192,5-196°. Im IR.-Spektrum (KBr) Banden bei 3413-3414 cm~1 (128-OH); 1748—
1750 cm~! (15-Keton); 1700-1701 cm~! (20-Keton); 1672 cm™! (3-Keton) und 1613 cm~1 (A494).

Cy1HogOy4 (344,4)  Ber. C73,22 H 8,19 Gef. C73,17 H 8,41%

In einem weiteren Versuch entstanden aus 15 mg 128, 15«-Dihydroxyprogesteron (1) in 6 ml
mit 0,06 ml 2,67m-Lésung von CrO, in wisseriger H,SO, (vgl. [10]) bei 10° nach 5 Min. 17 mg
Tetraketon 5, welches nur Spuren des Hydroxytriketons 3 enthielt. Nach dreimal Umkristalli-
sieren aus Chloroform-Ather 10 mg reines Tetraketon 5 vom Smp. 178-184°,

Oxydation von 1 mit CrO,;-Pyridin lieferte das gleiche Tetraketon 5 vom Smp. 204-206°;
[e)3§ = +260,5° 4- 2° (Chloroform). In einem weiteren Versuch wurde aber das unten beschrie-
bene isomere Tetraketon 6 vom Smp. 218,5-221° erhalten.

3. 748, 17a-A*- Pregnen-tetraon-(3,12,715,20) (6). Eine Losung von 21 mg A%Pregnen-tetraon-
(3,12,15,20) (5) in 1,0 ml Methanol wurde mit 25 mg p-Toluolsulfonsiure 3,5 Std. bei 22° stehen-
gelassen. Bis zur vollstindigen Losung wurde das Reaktionsgemisch etwas erwdrmt. Hierauf
wurde mit Wasser verdiinnt. Die nach Stehen iiber Nacht ausgefallenen Kristalle lieferten nach
zweimaligem Umkristallisieren aus wisserigem Aceton 9 mg 748, 77a-A%pregnentetraon-(3,72,15,
20) (6) vom Smp. 218,5-221°; [e]}® = +155° £ 2°; 154°  2° (Chloroform). Im IR.-Spektrum
(KBr) Banden bei 1734 cm~! (15-Keton); 1700 cm~! (12 + 20-Keton); 1675 cm~! (3-Keton) und
1616 cm™1 (A49).

Cy HogOy (342,4)  Ber. C73,66 H 7,65 Gef. C73,68 H 7,58%

SUMMARY

The microbial transformation products described as «6f, 15«-dihydroxy-progeste-
rone», «lle,158-dihydroxy-progesterones and «128,158-dihydroxy-progesterone»
are shown to be identical and to possess the structure of 123, 15¢-dihydroxy-proges-
terone (1).

Department of Chemistry, University Wissenschaftliche Laboratorien des
of Minnesota, Minneapolis, VEB Jenapharm, Jena, Deutschland
Minnesota, USA

Institut fiir Organische Chemie der
Universitit Basel, Schweiz
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208. Studien iiber Triazine als eventuelle orale Antidiabetika
von Hans Suter und Hans Zutter

(9. X. 1965)

Die intensive Bearbeitung hypoglykdmisch wirkender Sulfonamide wihrend der
letzten Jahre hat auch eine neue Bearbeitung von Guanidinverbindungen ausgeldst.
Im Anschluss an frithere Arbeiten [1] sind laufend neue Biguanid-Derivate zur klini-
schen Priifung gelangt [2]. Einige davon erlangten eine gewisse praktische Bedeutung.
Die bis heute verwendeten Guanidinverbindungen (Ubersicht s. Tabelle 1) zeigen aber
fiir eine Dauerverabreichung, wie sie diese Indikation erfordert, eine relativ geringe
therapeutische Breite.

Die Struktur der Biguanidgruppe wird konventionell als offene Kette dargestellt.

R—NH—C—-NH-—-C-NH, —> R—NH-C-—-N=C—NH,

1 I ? I |
NH NH NH NH,
A B

Diese Formulierung reprisentiert die Eigenschaften dieser Molekeln véllig ungenii-
gend. Nach Gage [7] wird das konjugierte Doppelbindungssystem der tautomeren
Form B durch eine intermolekulare Wasserstoffbriicke unter Bildung eines Sechser-





