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Schweinegaliensduren, V1)
Der Abbau von Hyocholsiiure zu Pregnanderivaten

Von G. LeeMmaxN, L. Korpe und G. HILGETAG

Inhaltsiibersicht

Die Darstellung von Norhyocholsiure und 3«, 6x,7x-Trihydroxy-3g-pregnanon-(20)
durch Seitenkettenabbau von Hyocholsdure (3x,6x,7x-Trihydroxy-5p-cholansiure) wird
beschrieben.

Im Rahmen unserer Steroidarbeiten benétigten wir das 3«,6«, 7a-Tri-
hydroxy-5 -pregnanon-(20) (X VI). Diese unseres Wissens bisher noch nicht
beschriebene Verbindung steht in enger struktureller und konformativer
Beziehung zu der vor einigen Jahren von G.A.D.HascEwoop?) und
P. Z1iecrER®) in der Schweinegalle entdeckten Hyocholsiure (3e,6«x,7x-
Trihydroxy-bg-cholansfiure) I. Da einerseits die Hyocholsédure nach verbes-
serten Methoden1)4)%) heute leicht zugénglich ist und andererseits fiir den
Abbau von Gallensiduren zu Pregnanderivaten wirksame Methoden bekannt
sind, entschieden wir uns zur Darstellung des gewiinschten Pregnans fiir den
Seitenkettenabbau der Hyocholséiure und wéhlten den bewihrten Abbauweg
nach MeysTtRE und MIESCHERS).

Wir isolierten die Hyocholsiure (I) aus dem Rohsduregemisch der
Schweinegalle als Methyl- (I1)5)2) oder Athylester-triacetat (I11)%)%). Durch
alkalische Verseifung erhielten wir aus den Esteracetaten II und III die
freie Siure I, die aus Athylacetat in feinen Nadeln vom Schmp. 186 —187 °C
kristallisierte. Der in der Literatur als Ol beschriebene Methylester IV kri-
stallisierte nach chromatographischer Reinigung an Aluminiumoxyd aus

1y IV. Mitteilung: G. Leamaxy, L, Korpg, H.-J. TEPPER u. G. HiLgeTac, Biochem. Z.
841, 430 (1965).

2} G. A. D. HasLEwoop, Biochem. J. 62, 637 (1956).

3) P. ZircLER, Canad. J. Chem. 84, 523 (1956).

Y) G. LEnvarw, H.-J. TErrER u. . HiLgETAG, Biochem. Preparations 11 (1965) im
Druck.

5} G. Leamaxw, H.-J. Tepper u. G. HiLgETAG, Biochem. Z. 340, 75 (1964).

¢} Cu, MevsTrE, H.FrEY, A. WETTsTEIN u. K. Migscaer, Helv. chim. Acta 27,
1815 (1944) und spitere Arbeiten.
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Benzol-Hexan; Schmp. 83 —85°C. Grignardierung des Esters mit 12 Mol
Phenylmagnesiumbromid fithrte zum 3«, 6 x, 7x, 24-Tetrahydroxy-24, 24- di-
phenylcholan (V). Nach Chromatographie an Aluminjiumoxyd bildete die
Verbindung feine Nadeln vom Schmp. 1356 —137°C. Eine sorgfiltige Ab-
trennung aller bei der Grignardierung entstehenden Nebenprodukte erwies
sich als sehr vorteilhaft fir die Kristallisationsfreudigkeit des in allen orga-
nischen Lésungsmitteln sehr leicht 1slichen Carbinols V und seiner weiteren
Umwandlungsprodukte. Das Carbinol lieferte mit Acetanhydrid/Pyridin das
Tetraacetat VI, das aus Ather-Hexan mit Schmp. 162 —164°C und aus
Methanol in Blittchen vom Schmp. 129 —132 °C kristallisierte. Die niedrig-
schmelzende Form lieB sich durch Kristallisation aus Ather-Hexan in die
hochschmelzende Form iiberfithren. Beim Kochen mit Eisessig wird die
(acetylierte) tertifire Hydroxylgruppe eliminiert und man erhdlt das
3,6, Ta-Triacetoxy-24, 24-diphenyl-423-cholen (VIl). Zu dem gleichen un-
gesittigten Triacetat VII gelangt man, ausgehend vom Carbinol V, auch in
einer Reaktionsstufe durch Erhitzen mit Acetanhydrid/Eisessig in Gegen-
wart katalytischer Mengen Salzséure. Im UV-Spektrum zeigt die Verbin-
dung das fiir ein Diphenylidthylen dieses Typs bei 250 my zu erwartende?)
Absorptionsmaximum. Die Doppelbindung 148t sich durch Bromaddition
zum Dibromid, Schmp. 133 —136 °C, nachweisen.

Durch Chromsidureoxydation und nachfolgende Verseifung erhélt man
aus dem ungesittigten Triacetat VII die Norhyocholsidure (VIII). Fiir den
Erfolg dieser Oxydation ist es jedoch nicht notwendig, von dem vorgebilde-
ten Olefin VII auszugehen. Die bereits bei der Acetylierung des Carbinols V
beobachtete leichte Abspaltbarkeit der tert. Acetoxygruppe in Position 24
ermoglicht es, statt des Athylens VII auch das Carbinolacetat VI einzuset-
zen. Die Norhyocholséure wurde durch den Methylester (IX) und das Methyl-
estertriacetat (X) charakterisiert.

Zum weiteren Abbau der Carbonsiureseitenkette gingen wir vom acety-
lierten Diphenylithylen VII aus. Mit N-Brom-succinimid in trockenem
Tetrachlorkohlenstoff liell sich die Verbindung bei UV-Bestrahlung in das
Allylbromid X1 iiberfithren. Wegen seiner Zersetzlichkeit haben wir eine
Isolierung dieses Bromids nicht angestrebt, sondern es sogleich einer Brom-
wasserstoffabspaltung zum A%°22:2.Dien XII unterworfen. Diese Elimi-
nierung vollzieht sich mit groter Leichtigkeit bei kurzem Erhitzen des
Bromids mit Dimethylanilin, kann aber auch im gleichen Arbeitsgang mit
der Bromierung durch mehrstiindiges Erhitzen der Tetrachlorkohlenstoff-
16sung errveicht werden. Das acetylierte Dien XII lieB sich nicht kristallin
erhalten; es blieb selbst nach sdulenchromatographischer Reinigung harzig.

7y K. R. BrarvcHa, G. C. BuckLry, C. K. Cross, L. J. AuBiy u. P. ZiecLER, Canad.
J. Chem. 34, 982 (1956).
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Die hydrolytische Abspaltung der Acetylgruppen mit wéBrig-alkoholischer
Kalilauge fithrte zum 3,6, 7-Trihydroxy-24, 24-diphenyl-42%*2-3.chola-
dien (XIIT), das im Gegensatz zu seinem Acetylderivat XII ganz vorziigliche
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Kristallisationseigenschaften aufweist und sich daher besonders zur Reini-
gung solcher Ansitze empfiehlt, bei denen in vorangegangenen Stufen auf
eine Isolierung oder Reindarstellung der Zwischenprodukte verzichtet
wurde.

Durch Reacetylierung des kristallisierten reinen Diens XIII haben wir
das Acetylderivat XII ebenfalls nicht kristallin erhalten kénnen. Die Dien-
Struktur der Verbindung XII kann aber durch das Absorptionsmaximum
bei 308 my. als gesichert angesehen werden.

Die amorphe Acetylverbindung X1II haben wir dann in bekannter Weise
mit Chromsdure oxydiert. Benzophenon und Oxalsiure kénnen dabei als
Bruchstiicke der Seitenkette gefaBt werden. Das resultierende 3o, 6, 7x-
Triacetoxy-5 f-pregnanon-(20) (XIV) kristallisiert aus Athanol oder Isopro-
panol in Blattchen vom Schmp. 181 —183°C; Semicarbazon (XV): Schmp.
252 —257°C. Alkalische Hydrolyse in wiBrigem Athanol liefert das ge-
wilnschte 3,6« ,7«-Trihydroxy-5 g-pregnanon-(20) (XVI).

Beschreibung der Versuche

Allgemeines: Alle Schmelzpunkte wurden mit einem Heiztischmikroskop nach Bogrius
bestimmt und sind korrigiert. Die Ultrarot-Spektren wurden mit dem Zeiss-Gerét UR 10
an KBr-Prefllingen, die Ultraviolett-Spektren mit dem UVISPEK H 700 308 (Fa. Hilger
und Watts, London) in Athanol aufgenommen.

3a,6x, 7x-Trihydroxy-53-cholanséure (Hyocholsdure) (I)

55 g Hyocholsduremethylester-triacetat (IT) werden in 750 ml Methanol! suspendiert
und mit 18 g Natriumhydroxyd in 150 ml Wasser 1 Stunde unter Rithren zum Riickfluf§ er-
hitzt. Dann wird mit 750 ml Wasser verdiinnt, die Hauptmenge Methanol abdestilliert und
nach dem Abkiihlen die freie Siure mit Salzséure gefillt. Das lufttrockene Rohprodukt
(43 g) wird aus 860 ml Athylacetat unter Zusatz einiger ml Wasser umkristallisiert. Aus-
beute 36 g (889,) Nadeln vom Schmp. 186—187°C |Lit.%): 183 —-185°C].

3o, 6x,7x-Trihydroxy-53-cholansinremethylester
(Hyocholséiuremethylester) (IV)

Eine Losung von 5 g Hyocholsdure in 50 ml Methanol wird mit 0,3 ml konz. Schwefel-
siure 2 Stunden zum RiickfluB erhitzt. Nach EingieBen in 150 ml Wasser extrahiert man
den Ester mit Benzol. Die Benzollosung hinterlift nach Waschen, Trocknen und Ein-
dampfen 5,1 g Methylester als gelbes Harz. Der Ester wird wieder in Benzol aufgenommen,
auf eine Sdule von 100 g Aluminiumoxyd aufgetragen und mit Chloroform-Methanol (98:2)
eluiert. Dic vereinigten Mittelfraktionen werden mit 1 g Kohle aufgekocht und ergeben
8,0 g farbloses Esterharz. Dieses 16st man in 6 ml heiBem Benzol und setzt bis zur Tritbung
Hexan zu. Dabei erhilt man den Ester in kleinen unregelmiBigen Schuppen vom Schmp.
88—85°C, [x]5, = 8 4+ 3° (¢ = 1, in Chloroform).
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3x,6x,7x,24-Tetrahydroxy-24, 24-diphenyleholan (V)

43 g (0,105 Mol) Hyocholsiure werden mit Methanol verestert. Nach tiblicher Aufarb ei-
tung 16st man den Ester in 700 ml trockenem Benzol und tropft dazu unter Riithren eine
GriaNarD-Losung aus 31 g (1,27 Mol) Magnesiumspénen, 210 g (1,34 Mol) Brombenzol und
500 ml Ather. Nach Abdestillieren des Athers his zu einem Siedepunkt von etwa 60 °C wird
die Reaktion durch 4stiindiges Riithren unter RiickfluB beendet. Dann gieBt man in 11 Eis-
wasser und treibt den gréBten Teil des entstandenen Diphenyls mit Wasserdampf ab. Nach
Ansiiuern mit verdinnter Salzsdure 148t sich das Carbinol leicht absaugen. Zur Reinigung
chromatographiert man die Benzollosung der Substanz an einer Sdule aus 800 g Aluminium-
oxyd. Nach Auswaschen unpolarer Verunreinigungen mit Benzol wird das Carbinol mit
Chloroform-Ather (95:5) eluiert und aus der Hfachen Menge Aceton kristallisiert. Ausbeute
36 g (619%) Nadeln vom Schmp. 135—-137°C.

C,H;0, (546,8) ber.: C 79,08; H 9,22,
gef.: C 78,86; H 8,83.

3x,6x,7x,24-Tetraacetoxy-24, 24-diphenylcholan (VI)

30 g 3x,6x, 7x,24-Tetrahydroxy-24, 24-diphenylcholan (V) werden mit 150 ml Pyridin
und 150 ml Acetanhydrid 3-—4 Stunden zum Rickflufl erhitzt. Am nichsten Tage wird
im Vakuum eingeengt, in 250 ml Wasser eingegossen und mit 300 ml Chloroform extrahiert.
Die neutralgewaschene Chloroformlésung ergibt beim Eindampfen 35 g hellgelben harzigen
Riickstand. Die Substanz kristallisiert beim Auflésen in 150 ml Ather und Zugabe von
300 ml Hexan, Ausbeute 28 g (71%,), Schmp. 162—164°C.

AnschlieBende Kristallisation ans der 15fachen Menge Methanol fithrt zu Blattchen
vom Schmp. 129 —182°C, die mit Ather-Hexan wieder in die hochschmelzende Form iiber-
gehen,

CouHysOy  (714,9) ber.: C 73,92; H 8,18;
gef.: C73,78; H 8,07.

3, 6, 7a-Triacetoxy-24, 24-diphenyl-423-cholen (VII)

a) 80 g 3«,6«,7x,24-Tetrahydroxy-24, 24-diphenylcholan (V) werden mit 60 m! Eis-
essig, 90 ml Acetanhydrid und 0,6 ml konz. Salzsiure 2 Stunden auf 100 °C erhitzt. Am fol-
genden Tage wird das uberschiisssige Anhydrid mit Wasser zersetzt und das ausgefallene
Cholen in 250 m] Ather aufgenommen. Der Riickstand der neutral gewaschenen Atherldsung
kristallisiert aus 350 ml Benzol-Hexan (1:9) und ist fiir die Weiterverarbeitung geniigend
rein. Ausbeute 30 g (839%,), Schmp. zwischen 123 und 131°C.

Umkristallisation aus der 6fachen Menge Methanol erhoht den Schmp. anf 130—135°C
(Sintern ab 126°C), Ay, = 2562 my (log. ¢ = 4,56), IR-Banden: 1045, 1235, 1260, 1368,
1740/cm.

CpH., 0 (654,9) ber.: C71,03; H 8,31;
gef.: C77,32; H 8,09.
b) 2,6 g 3«, 6, Tax, 24-Tetraacetoxy-24, 24-diphenylcholan (VI) werden mit 15 ml Eis-
essig 2 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Nach EingieBen in 200 ml Wasser extrahiert man

mit Ather, 16st den Atherriickstand (2,7 g) in 2,5 m]l Benzol und versetzt mit 25 ml Hexan.
Dabei kristallisieren 1,9 g VII, Schmp. und Mischprobe wie unter a) angegeben.
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23,24-Dibrom-3x,6x, 7x-triacetoxy-24, 24-diphenyleholan
Aus VII mit Brom in Chloroform; Schmp. 133—136°C (aus Methanol).

3x,6x, 7x-Trihydroxy-24, 24-diphenyl-423-cholen (VILa)

Man erhitzt 5 g 3«, 6a, 7x-Triacetoxy-24, 24-diphenyl-4%-cholen (VII) in 40 ml Atha-
nol mit 1,7 g Natriumhydroxyd in 5 ml Wasser 2 Stunden zum Rickflull. Dann destilliert
man das Athanol ab, verdiinnt mit Wasser und schiittelt mit Ather aus. Die neutralgewa-
schene Atherlssung hinterliBt beim Eindampfen etwa 4 g 6lige Substanz, die beim Anreiben
mit Aceton gréBtenteils kristallisiert. Schmp. 164—167°C (aus Aceton).

CyeH,s0;  (528,8) ber.: € 81,76; H 9,15;
gef.: C82,06; H 9,32,

3x,6a, 7a-Trihydroxy-24-nor-cholan-23-siuremethylester
(Norhyocholsiiuremethylester) (IX)

Zu einer Lésung von 5,8 g 3w, 6, 7o, 24-Tetraacetoxy-24, 24-diphenyl-cholan (VI) in
90 m] Eisessig tropft man innerhalb einer Stunde unter Riihren eine Losung von 3,8 g
Chrom(V1)-oxyd in 8,8 ml Wasser und 30 ml Eisessig. Dann laf3t man 4 Standen bei 95°C
stehen, kithlt ab, gieBt in Wasser und extrahiert mit Ather. Die Atherlésung wird mit ver-
dinnter Schwefelsdure und Wasser gewaschen und eingedampft. Es hinterbleibt ein gelb-
liches O, das zur Verseifung 2 Stunden mit wiiBrig-methanolischer Kalilauge zum RiickfluB
erhitzt wird. Nach dem Abtreiben des Methanols wird die waBrige Losung mit Ather ge-
waschen und angesduert. Die ausgefallene Norhyocholsiure (lufttrocken etwa 1,8 g) wird
mit Methanol in Gegenwart von etwas Schwefelsdure verestert und der Ester nach tblicher
Aufarbeitung aus Benzol-Hexan kristallisiert. Der rohe Ester (Schmp. 97—103°C) bildet
nach Umkristallisation aus Aceton derbe Nadeln vom Schmp. 104—106°C.

Oy H,,0, (408,8) ber.: C70,65; H 9,87;
gef.: C70,54; H 10,19.

3x,6x, 7x-Triacetoxy-24-nor-cholan-23-sduremethylester
(Norhyocholsiuremethylester-triacetat) (X)

1,6 g Norhyocholsduremethylester (IX), 2 ml Pyridin und 10 ml Acetanhydrid werden
4 Stunden zum RickfluB erhitzt. Dann engt man im Vakuum ein, zersetzt restliches Anhy-
drid mit Wasser und extrahiert den acetylierten Ester mit Ather. Die Atherlésung wird
nacheinander mit verdinnter Salzséure, Sodalésung und Wasser gewaschen. Den Abdampf-
riickstand des Athers kristallisiert man aus 12—15 ml Hexan. Ausbeute 1,2 g Blittchen
vom Schmp. 92—-94°C,

CypHy05  (534,7) ber.: C67,39; H 8,67;
gef.: C67,67; H 8,54,

3a, 6, 7x-Triacetoxy-24, 24-diphenyl-429(?2),23.choladien (XII)

Eine siedende Losung von 22,7 g (0,035 Mol) 8«, 6, 7a-Triacetoxy-24, 24-diphenyl-423.
cholen (VII) in 720 ml trockenem Tetrachlorkohlenstoff wird mit 6,9 g (0,089 Mol) frisch
bereitetem N-Bromsuccinimid versetzt und unter RiickfluB gerithrt. Bei kriftiger UV-
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Bestrahlung dauert die Bromierung etwa 15 Minuten. Nach dieser Zeit setzt bereits Brom-
wasserstoffabspaltung ein und man kithlt auf 0°C und filtriert das ausgeschiedene Succin-
imid ab. Nach Zusatz von 130 ml Dimethylanilin destilliert man den Tetrachlorkohlenstoff
ab und vervollstindigt die Bromwasserstoffspaltung durch 10minttiges Erhitzen auf 190 °C.
Nach Abkithlen wird die Losung mit Salzsiure angesinert und das Dien in Ather aufge-
nommen. Der Atherriickstand kristallisierte nicht und bildete, auch nach chromatogra-
phischer Reinigung, ein amorphes gelbes Pulver. Ausbeute 20 g. 4,,,,. = 308 my (log. ¢ =
4,45), IR-Banden: 1045, 1235, 1255, 1878, 1745/cm.

3x,6a, 7a-Trihydroxy-24, 24-diphenyl-A420(22).23.choladien (XIII)

20 g (0,03 Mol) 3o, 6, 7x-Triacetoxy-24, 24-diphenyl-42®.2_choladien (XII) werden
in 240 ml Athanol geldst und mit 6,6 g (0,12 Mol) Kaliumhydroxyd in 48 ml Wasser 2 Stun-
den zum RiickfluBl erhitzt. Beim Abkiithlen kristallisieren 12,2 g verfilzte Nadeln, weitere
1,5 g erhait man durch Einengen der Mutterlauge, Ausbeute zusammen 85%,. Zur Analyse
wird aus der 6fachen Menge Aceton—Methanol (9:1) kristallisiert, Schmp. 177—178°C,
Atnax = 808 my. (log. e = 4,40). IR-Banden: 1060, 1375, 1445, 3200—3400/cm.

CyH,eOy  (526,8) ber.: C82,09; H 8,80; 0 9,11;
gef.: C82,06; H 9,32; 09,16,

3«, 6, 7x-Triacetoxy-53-pregnanon-(20) (XIV)

14 g (0,028 Mol) 3a, 6, Ta-Trihydroxy-24, 24-diphenyl-A*#).23.choladien (XIII) wer-
den durch dreistitndiges RiickfluBkochen mit 70 mi Pyridin und 98 ml Acetanhydrid reace-
tyliert. Nach Einengen im Vakuum zersetzt man das restliche Anhydrid mit Wasser und
schiittelt das Triacetat XIT mit Ather aus. Der Atherriickstand, 17 g gelbliches Ol, wird in
340 m] Chloroform und 220 m] 80proz. Essigsiure aufgenommen. Zu dieser Lésung tropft
man unter gutem Rihren innerhalb von 30 Minuten eine Lésung von 12 g (0,12 Mol)
Chrom(VI)-oxyd in 340 ml 80proz. Essigsiure und hilt dabei die Temperatur bei + 3°C.
Anschliefend rithrt man weitere 3 Stunden bei 23 °C und reduziert dann die tiberschiissige
Chromsédure mit Hydrogensulfit. Nach Abziehen der Hauptmenge Losungsmittel im
Vakuum wird die Losung zunichst mit Ather, dann mit Chloroform erschipfend extrahiert.
Beim Eindampfen der vereinigten organischen Phasen hinterbleiben etwa 17 g gelbliches
0l. Nach Zusatz von 40 ml Ather scheiden sich etwa 5,6 g (429,) kristallines Keton ab.
Schmp. nach Umkristallisation aus Athanol oder Isopropanol 181—183°C, TR-Banden:
1040, 1235, 1255, 1365, 1695, 1735/cm.

CpH,00, (476,6) ber.: C 68,05; H 8,46;
gef.: C68,02; H 8,47.

Semicarbazon (XV): Nadeln, Schmp, 252—257°C {(aus 70proz. Athanol).
CoH,sN,0,  (533,7) ber.: C63,02; H 8,12; N 7,87;
gef.: C62,71; H 7,86; N 7,66.

3a, 6, 7x-Trihydroxy-53-pregnanon- (20) (XVI)

1,7 g 3,80, 7x-Triacetoxy-58-pregnanon-(20) (XIV) werden in 25 ml Athanol geldst
und mit 1,12 g Kaliumhydroxyd in 10 ml Wasser 2 Stunden zum RiickfluB erhitzt. Beim
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Einengen kristallisierren 1,2 g (959,) des Triolons. Nach Umkristallisation aus der 12fachen
Menge Athanol bildet die Substanz derbe Wiirfel vom Schmp. 236—238°C, die wenig unter-
halb des Schmp. zu sublimieren beginnen.

0y H,,0, (350,5) ber.: € 71,96; H 9,78;
gef.: € 71,68; T 9,91.

Berlin-Adlershof, Institut fiir organische Chemie der Deutschen Aka-
demie der Wissenschaften zu Berlin, Berlin-Griinau, VEB Chemisches Werk.

Bei der Redaktion eingegangen am 8. April 1965.
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