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Spaltung von Oestratrien-derivaten zu Dicarbonsiuren
vom Typus der Muconsiure
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Scission of Estratrien Derivatives to Dicarbonic Acids of the Muconic Acid Type
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Metabolism of estrogens, 6,7-dihydroxy-tetraline, bis-carboxymethylene-cyclohexane,
2-hydroxy-estradiol- (17/) -acetate

By cleavage of the aromatic ring of 6,7-dihydroxy-tetraline (1) with peracetic acid 1,2-bis-carb-
oxymethylene-cyclohexane (3 a) is obtained. The addition of one mole of water to 3 a leads to
1-hydroxy-1-carboxymethyl-2-carboxymethylene-cyclohexane (4), which is readily converted to the
lactone 1-hydroxy-2-carboxymethylene-cyclohexane-y-lactone-aceticacid- (1) (3). By melting of com-
pound 4 or 5 1,2-dihydroxy-cyclohexane-diaceticacid-1(1,2)-di-y-lactone (6) is obtained.

1,2-bis-carboxymethylene-cyclohexane (3 a) shows a molecular asymmetry which is of a type
similar as found in atropisomeric compounds. On the basis of conformational considerations it is
demonstrated that in the dilactone 6 the cyclohexane ring is stabilized in the boat form.

Cleavage of the aromatic A-ring of 2-hydroxy-estradiol-(17/5)-acetate (7) with peracetic acid
occurs in a manner analogous to that of compound 1, giving rise to 2,3-seco-A'°®-estrenediol-
(5&, 17p) -diacid- (2,3) -lactone- (2 — 5) -17-acetate (8 a). 8 a is converted to the methylester 9 and
further to the corresponding estrone derivative 11 a.

Estrone-[16-14C] was incubated with the 15000 x g supernatant from rat liver homogenate in
order to investigate the possibility if scission of the aromatic ring A of estrogens is a step in their

katabolism. Substance 11 a was used as a carrier in these studies.

Einleitung

In Rattenlebermikrosomen entstehen aus Ostra-
diol-(178) bzw. Ostron 12 die entsprechenden 2-Hy-
droxy-ostratriene als mengenmiBig wichtigste Meta-
boliten. Durch Reaktion der Oxydationsprodukte
dieser Brenzkatechinabkommlinge mit SH-gruppen-
haltigen Aminoséduren bzw. Peptiden konnen Thio-
dther entstehen, die einen neuen Typus wasserlds-
licher Ostrogenmetaboliten darstellen 375, Bei diesen
sowie allen anderen bisher bekannten Ostrogenmeta-
boliten bleibt das tetracyclische Ostratrienskelett er-
halten. Es gibt aber verschiedene Hinweise dafiir,
daB Ostrogene auch unter Spaltung von Ringen
metabolisiert werden kénen & 7.

So kime als ein neuer Reaktionstypus fiir den
Abbau von Ostrogenen z.B. eine Spaltung des aro-
matischen Ringes der 2-Hydroxy-Gstratriene zu ent-

* II. Mitt.: vgl. loc. cit. 8.
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sprechenden Derivaten der Muconsdure in Be-
tracht. Es ist bekannt, da} Brenzcatechin und sub-
stituierte Brenzcatechine von bestimmten Mikroorga-
nismen tiber cis,cis-Muconsiuren und deren Lactone
abgebaut und dem Intermedidrstoffwechsel letztlich
als Acetyl-CoA zugefiihrt werden (vgl. z.B.%9).
Spaltungen hydroaromatischer oder aromatischer
Ringe bei Steroiden durch Mikroorganismen sind
bei Derivaten des Progesterons!® und des Andro-
sta-en- (4)-dion-(3.17) 11 beobachtet worden, wobei
teilweise Lactonvorstufen 10 entstehen.

Im folgenden wird iiber Versuche berichtet,
6.7-Dihydroxy-tetralin und 2-Hydroxyéstradiol-17/-
acetat mit Peressigsdure zu Derivaten der Mucon-
sdure zu spalten (vgl. dazu8). Die dabei entstehen-
den Muconséduren bzw. ihre Lactone konnen als Tri-
germaterial fiir entsprechende Stoffwechselversuche
mit radioaktiv markierten Ostrogenen eingesetzt
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sches Krebsforschungszentrum, Institut fiir Biochemie,
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werden. Sie sind aulerdem als mogliche Carcinogene
endogenen Ursprungs (vgl. ®) von Interesse.

Oxydation von 6.7-Dihydroxy-tetralin
mit Peressigsidure

Versetzt man eine Losung von 6.7-Dihydroxy-
tetralin (1) in Essigester mit Peressigsdure bei
0°C, so tritt spontan Rotfirbung der Reaktions-
losung ein (0-Chinon 2). Nach lingerem Stehen in
der Kalte kristallisiert aus der nur noch schwach ge-
farbten Losung eine farblose Carbonsdure aus.
Diese laft sich durch Umkristallisieren nicht reini-
gen, weil sie sich dabei verandert (s. u.). Ihr IR-
Spektrum zeigt die fiir Carboxylgruppen typischen
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Banden im Bereich von 3 s, die bei der Umsetzung
mit Diazomethan verschwinden. Bei 5,90 1« sowie
bei 6,01 « und 6,16 1« sind die C = 0O-Valenz- und

C = C-Valenzschwingungsbanden zu erkennen.

Die Umsetzung der rohen Carbonsédure mit Diazo-
methan in methanolischer Losung fithrt zu einem
kristallinen Dimethylester, dessen Analyse und IR-
Spektrum mit der Struktur eines 1.2-Bis-carbometh-
oxymethylen-cyclohexans (3b) in Einklang stehen.
Damit ist die aus dem Oxydationsansatz isolierte
Séure als 1.2-Bis-carboxymethylen-cyclohexan (3 a)
charakterisiert. Die aullergewohnliche Lage der UV-
Maxima im Diester und in der freien Sdure wird im
folgenden Abschnitt eingehend diskutiert.

Lost man die rohe Dicarbonsdure 3 a in Wasser
durch Erwirmen, so kristallisiert beim Abkiihlen
eine neue Verbindung aus. Sie lat im IR-Spektrum
zwei scharfe Banden bei 2,85 x und 2,92 u erken-
nen, die auch im Losungsmittelspektrum (CH,Cl,)
erscheinen und fir tertidgres Hydroxyl charakteri-
stisch sind. Auflerdem fallt die gegeniiber der Aus-
gangssubstanz stark abgeschwichte Intensitat einer
C = C-Valenzschwingungsbande auf, wahrend die
zweite noch in voller Intensitit vorhanden ist. Die-
ser Befund lift vermuten, daf} sich an eine der bei-
den Doppelbindungen im Sinne der Markownikow-
schen Regel ein Molekill Wasser addriert hat, so
dafy  das
methylen-cyclohexan (4) vorliegt. Die Verbindung
wurde nicht genauer charakterisiert, weil sie schwer

1-Hydroxy-1-carboxymethyl-2-carboxy-

zu reinigen ist. Bei lingerem Kochen einer Losung
der Substanz 4 in Wasser, besser in Benzol oder
Pyridin, entsteht das Monolacton 5, das durch
Analyse und IR-Spektrum als 1-Hydroxy-2-carboxy-
methylen-cyclohexan-y-lacton-essigsiure- (1) charak-
terisiert wird.

Im IR-Spektrum ist die Bande der tertidren OH-
Gruppe verschwunden, es sind aber noch die C=C-
Valenzschwingungen bei 6,08 x und die fiir die
Carboxylgruppe spezifischen Banden vorhanden. Die
C = O-Valenzschwingungsbande des ungesittigten
y-Lactons ist bei 5,75 1 zu erkennen.

Wihrend unter den milden Bedingungen des Er-
wirmens in wilriger Losung aus 3a nur das
Monolacton 5 entsteht, kristallisiert
Schmelze der Verbindung 4 oder des Monolactons 5
spontan das Dilacton 6, 1.2-Dihydroxycyclohexan-
diessigsiure-(1.2)-di-y-lacton, aus. Es kann leicht

aus einer

durch Sublimation gereinigt werden.
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Sein IR-Spektrum enthalt im Bereich zwischen
6,0 und 6,5 i keine C = C-Valenzschwingung mehr
und zeigt zwei C = 0-Valenzschwingungsbanden in
der fiir Lactone typischen Lage bei 5,62 und 5,68 .

Konfiguration und Konformation von Dicarbon-
saure 3 a und von Dilacton 6

Die Verkniipfung einer cis,cis-Muconsdure mit
einem Cyclohexanring, wie sie im 1.2-Bis-carboxy-
methylen-cyclohexan (3 a) vorliegt, war bisher un-
bekannt. Sie fiihrt zu interessanten stereochemischen
Effekten, die sich aus der Stereochemie des Cyclo-
hexans und der cis,cis-Muconsiure ableiten lassen.
Auch das Dilacton 6 stellt durch die Verkniipfung
zweier y-Lactonringe mit ein und derselben C — C-
Bindung des Cyclohexanrings eine stereochemische
Besonderheit dar.

Das UV-Absorptionsmaximum des 1.2-Bis-carb-
oxymethylen-cyclohexans (3a) liegt bei 211 nm
und ist somit gegeniiber dem der cis,cis-Mucon-
siure 8 12 stark hypsochrom verschoben. Die Ex-
tinktionskoeffizienten beider Verbindungen sind je-

doch von derselben Grofienordnung (Tab. I). Dar-

Tab. I. Vergleich der UV-Absorption von 1.2-Bis-carboxy-
methylen-cyclohexan (3 a) in Athanol mit verwandten Ver-

bindungen.

Amax €max Lit.

[nm] (Athanol)
1.2-Bis-carboxymethylen-
cyclohexan (3a) 211 15 600
cis-cis-Muconséure 257 17 300 8,12
Carboxymethylen-
cyclohexan 220 14 000 13
1.2-Bis-methylen-
cyclohexan 220 10 050 14
1.2-Bis-methylen-
cyclopentan 243 keine 15

Angabe

aus kann man schlieen, daf3 die beiden exocycli-
schen Doppelbindungen praktisch nicht in Konjuga-
tion stehen. Da das UV-Maximum des bekannten
Carboxymethylen-cyclohexans um 9 nm héoher bei
220 nm (Tab. I) liegt, kann weiter geschlossen wer-
den, daB auch die Konjugation der beiden Carbonyl-
gruppen mit den C = C-Doppelbindungen in 3 a ge-
stort ist. Die gegenseitige sterische Hinderung der
beteiligten Gruppen liBt sich an Kalottenmodellen
nach Stuart-Briegleb deutlich erkennen.
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In 3 a verdriangen sich die Carboxylgruppen in-
folge ihrer groflen Raumerfiillung gegenseitig aus
der ebenen Anordnung mit der jeweiligen Doppel-

bindung (Abbn.1 a und b). Aber auch die Doppel-

c

Abb. 1. a. Verbindung 3 a, Verdrangung der Carboxymethy-

lengruppen aus der Ringebene; b. Verbindung 3 a, Uberlap-

pung der Carboxylgruppen (nach Stuart-Briegleb-Modell,

schematisiert) ; c. 1.2-Bis-methylen-cyclohexan, schwache ste-

rische Hinderung der Wasserstoffatome (nach Stuart-Briegleb-
Modell, schematisiert).

bindungen bilden mit der 1.2-Bindung im Cyclo-
hexanring kein ebenes System, d.h. keine reine
s-cis-Form. Selbst in 1.2-Bismethylen-cyclohexan
sind die Doppelbindungen wegen der Beweglichkeit
des Cyclohexanrings und einer schwachen sterischen
Hinderung der Wasserstoffatome (Abb.1c) nicht
koplanar angeordnet, wie aus der Lage des UV-
Maximums bei 220 nm (Tab.I) gegeniiber einem
nach den Regeln von Woodward !® berechneten
Maximum bei 237 nm hervorgeht. Dagegen liegt das
UV-Maximum von 1.2-Bismethylen-cyclopentan bei
243 nm (Tab. I). Dieser Wert kommt dem berech-
neten (237 nm) wesentlich niher und lafit sich
zwanglos verstehen, weil das Diensystem durch die
Starrheit des 5-Rings starker zur Koplanaritit ge-
zwungen wird (reine s-cis-Form).

Auf Grund der Raumerfiillung der beiden Carb-
oxylgruppen in 3a konnen die beiden Carboxy-
methylengruppen nicht aneinander vorbeibewegt
werden. Daher lassen sich von Verbindung 3 a spie-
gelbildliche Formen aufbauen, die nicht zur Deckung
gebracht werden konnen (Abb. 2): Sie kénnen als

OH HO

HO. OH

0 0

Spiegelebene

Abb. 2. Zur Atropisomerie des 1.2-Bis-carboxy-methylen-
cyclohexans (3 a).

Atropisomere aufgefaflt werden, da ihre Molekiil-
asymmetrie auf einer weitgehenden Aufhebung der

Drehbarkeit um eine C = C-Bindung beruht. Danach
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ist 3a als Racemat aufzufassen. Analoge Betrach-
tungen gelten fiir den Methylester 3 b.

Im Dilacton 6 sind die beiden y-Lactonringe je-
weils mit der gemeinsamen C = C-Einfachbindung
des Cyclohexanrings cis-verkniipft.

Das Dilacton 6 besitzt zwei benachbarte Asymme-
triezentren (C-1 und C-2) (Abb. 3 a), deren Sub-

Abb. 3. Modellbetrachtung des Dilactons 6, nach Stidbchen-
modell gezeichnet.

stituenten (A, B, C und A’, B’, C') identisch
sind. Blickt man in Richtung des Pfeils auf das
Molekiil, so erscheinen die Liganden von C-1 in der
Reihenfolge A— B— C im Uhrzeigersinn und die-
jenigen von C-2 in der Reihenfolge A"—B'— C
im Gegenuhrzeigersinn angeordnet. Die Verhiltnisse
sind daher analog denen bei der D- bzw. L-Wein-
sdure: das Dilacton 6 ist als Racemat aufzufassen.
Eine Mesoform wie bei der Weinséure wére nur bei
trans-Verkniipfung der beiden Lactonringe méglich.

Auf die Konformation des Cyclohexanrings sollte
die cis-Verkniipfung beider y-Lactonringe nicht ohne
Einflu} bleiben, da in dessen Sesselform benach-
barte Substituenten auf Liicke stehen und einen
Winkel von 60° bilden (Abb. 3b). Die cis-Ver-
kniipfung eines p-Lactonrings bei unverinderter
Sesselform des Cyclohexanrings muf3 daher dem
Lactonfiinfring, der in die ebene Konformation
dréangt, eine gewisse Spannnung aufprdgen. Durch
das Vorhandensein eines zweiten
wird sich diese Spannung erhcéhen. Wenn der
Cyclohexanring dagegen in der Wannenform vor-
liegt, wiren die entsprechenden Bindungswinkel
gleich' null (Abb. 3¢). Die beiden Lactonringe
konnten dann jeweils in ebener Konformation mit
dem Cyclohexanring verkniipft sein. Der Energie-
inhalt der Wannenform des Cyclohexanrings wird
durch die ekliptische Konformation der benachbar-

Lactonrings

G. Walter u. E. Hecker + Zum Stoffwechsel von Aromaten, III

ten Methylengruppen sowie durch die 1.4-Wechsel-
wirkung zweier Wasserstoffatome (am Beispiel der
klassischen Lactone von Johnson) gegeniiber der
Sesselform um 5,6 kcal/Mol erhght 17> 18, Auf Grund
der hier angestellten Modellbetrachtungen kann an-
genommen werden, daf} diese Effekte im Dilacton 6
gegeniiber dem die Wanne stabilisierenden Einflu
der beiden Lactonringe zuriickireten. Eine endgiil-
tige Aussage tiber die Konformation dieser Verbin-
dung konnte z.B. durch Réntgenstrukturanalyse
herbeigefithrt werden.

Oxydation von 2-Hydroxy-ostradiol-(17f)-acetat
mit Peressigsdure

Einer der Hauptwege der Inaktivierung von
Ostradiol-(178) in der Leber verlduft iiber Ostron
und 2-Hydroxy-ostron . Es ist jedoch nicht méoglich,
in 2-Hydroxy-ostron den Ring A mit Peressigsdure
aufzuspalten, ohne das Molekiil auch im Ring D zu
verdndern: Dessen 17-Carboxylgruppe wiirde eben-
falls eine Baeyer-Villiger-Reaktion in Analogie
zur Bildung des bekannten Ostrono-lactons ein-
gehen %20, Aus diesem Grunde muf} ein Umweg
beschritten werden: 2-Hydroxy-ostradiol-(17/)-ace-
tat (7) wird am aromatischen Ring mit Peressig-
sdure aufgespalten. AnschlieBend wird die 17f-Hy-
droxy-gruppe freigesetzt und zur Carbonylgruppe
oxydiert.

Die oxydative Ringaufspaltung von 7 gelingt
unter den gleichen Reaktionsbedingungen, die auch
zur Ring6ffnung der Tetralole angewandt werden.
Wihrend jedoch durch Oxydation von 6.7-Dihy-
droxy-tetralin eine der cis,cis-Muconsdure analoge
Dicarbonsiure erhalten werden kann, bildet sich
hier eine Verbindung, deren IR-Spektrum neben
den Banden einer freien Carboxylgruppe nur eine
C =C-Doppelbindung bei 6,10 © erkennen laBt.
Deshalb wird angenommen, daf} es sich um ein dem
Monolacton 5 entsprechendes Monolacton handelt.
Aus sterischen Griinden diirfte diesem Monolacton
die Struktur 2.3-Seco-A1°M.5strendiol- (5&,178)-di-
sdure-(2.3)-lacton- (2 — 5)-17-acetats (8a) zukom-
men. Die sterisch ungiinstigere Bildung des zu 8a
isomeren Monolactons  2.3-Seco-44®)-5strendiol-
(10£,17p) -disdure- (2.3) -lacton-(3->10)-17-acetats
(8b) kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Das Auftreten von Lactonen als erste falbare
Produkte der Peressigsdurespaltung ist nicht unge-
wohnlich. So wird aus Ansitzen mit Protocatechu-
sdure nicht [-Carboxy-cis,cis-muconsiure, sondern
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B-Carboxy-mucono-lacton isoliert8. Seine Bildung
kann auf sterische Griinde zuriickgefiihrt werden 8.
Ahnliche Griinden kénnen auch fiir die Bildung von
8 a maligebend sein. Der Unterschied zur Oxydation
des 6.7-Dihydroxy-tetralins kann aber auch darauf
beruhen, da die durch Oxydation von 2-Hydroxy-
ostradiol- (17f)-acetat primér entstandene Dicar-
bonsdure eine geringe Tendenz zur Kristallisation
aufweist und sich im Verlauf von mehreren Wochen
in dem sauren Reaktionsmilieu zu einem Monolacton
verdndert, das leichter kristallisiert. Hingegen fallt
die bei der Oxydation von 6.7-Dihydroxy-tetralin
primér gebildete Carbonsidure bereits nach 24 Stdn.
kristallin aus, bevor sie zur Lactonisierung Zeit fin-
det.

Die 17-Acetyl-lacton-sdure 8 a kann durch Umkri-
stallisation nur schwer analysenrein gewonnen wer-
den und wird daher mit Diazomethan in den ent-
sprechenden kristallinen Methylester 9 iiberfiihrt.
Dieser zeigt im IR-Spektrum deutlich voneinander
getrennte Lacton- und Estercarbonyl-banden.

Die Abspaltung des Acylrestes des 17-Acetyl-
lacton-sduremethylesters 9  gelingt durch Um-
esterung in methanolischer Losung bei 20 °C mit
p-Toluolsulfonsdure 2!. Analyse und spektroskopi-
sche Daten des Umesterungsproduktes (OH-Valenz-
schwingung bei 2,84 1) stehen mit der Struktur des
17-Hydroxy-lacton-sduremethylesters 10 in Ein-
klang.

Die Einfiihrung einer C-17-Carbonylfunktion in
10 gelingt durch Oppenauer-Oxydation mit Alumi-
nium-Isopropylat und Cyclohexanon in Toluol
(vgl.22). Durch Diinnschichtchromatographie und
Umkristallisation kann der 17-Keto-lacton-siure-
methylester 11a analysenrein erhalten werden.

Es gelang nicht, 8 a in eine dem Dilacton 6 ent-
sprechende Verbindung umzuwandeln.

Andererseits haben Werbin ez al. 2% die Darstel-
lung eines entsprechenden Dilactons 8 aus 2-Nitro-
17-desoxo-6stron (12) durch Ringspaltung mit kon-
zentrierter Schwefelsdure beschrieben.

Zum Problem der biochemischen Ringspaltung
von Oestron

Aus radioaktiv markiertem Oestron entstehen bei
Inkubation mit Rattenlebermikrosomen — bzw.
15000 x g-Uberstand 70 — 80% itherlosliche Meta-
boliten. Von diesen sind noch nicht ganz die Hilfte
als tetrazyklische Hydroxylierungs- und/oder Dehy-
drierungsprodukte identifiziert 24.
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Hinweise auf einen iiber erste Oxydationsstufen
hinausgehenden Abbau des tetrazyklischen Ostra-
trienskeletts durch Spaltung des Ringes D gibt der
Befund von Heard ®, der nach subkutaner Injektion
von Ostron-[16-1C] innerhalb von 13 Stdn. 2,14%
der eingesetzten Radioaktivitit als 1%CO, wieder-
fand. Brusca und Gawienowski 7 konnten diesen Be-
fund allerdings nicht bestitigen. Hingegen fanden
diese Autoren” bei in vivo-Versuchen an der Ratte
mit Ostradiol-(178)-[4-1%C] in der Atemluft der
Tiere geringe Mengen 14CO, .

Als Vorstufe eines Abbaus von Ostron, der schlief3-
lich zu CO, fithrt, kommen Lacton-sduren vom Typus
11D in Betracht. Um das Auftreten von 11b zu pri-
fen, wurde Ostron-[16-14C] 1 Stde. mit 15000 x g
Uberstand aus Rattenleber mit NADPH unter Luft
inkubiert. Die atherloslichen Metaboliten wurden
nach Diazomethanbehandlung mit 17-Keto-lacton-
sduremethylester 1la als Trigermaterial versetzt
und bis zur konstanten spezifischen Aktivitat umkri-
stallisiert (Abb. 4). Die spezifische Aktivitit des Kri-
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Abb. 4. Umkristallisation von 17-Keto-lacton-sdéuren-methyl-
ester 11a zur konstanten spez. Aktivitat

stallisats 3 entspricht 0,28% der eingesetzten Akti-
vitat.

Wenn die einem Ringdffnungsprodukt entspre-
chende Keto-lacton-sdure 11b demnach in der
Atherphase nur in geringer Menge vorkommt,
so ist damit eine Ring6ffnungsreaktion keineswegs
ausgeschlossen. Beispielsweise kann der Lactonring-
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schlufl des primédr zu erwartenden cis,cis-Mucon-
sdurederivates zu zwei isomeren Lactonen 8¢ bzw.
11b erfolgen, und es lafit sich nach den bisherigen
Befunden nicht entscheiden, ob Lacton 11 b die mit
dem méoglichen biologischen Produkt identische
Form darstellt. Aulerdem konnte ein in Position 6
hydroxyliertes Ringaufspaltungsprodukt in dem be-
schriebenen Ansatz mit 11 a als Triger nicht erfafit
werden. Dasselbe gilt fiir alle anderen bekannten
Hydroxylierungs- bzw. Dehydrierungsmoglichkeiten
in den Positionen 16, 11 und 6, d.h. immer dann,
wenn die im Prinzip mogliche Ring6ffnung vor-
zugsweise nicht am Ostron selbst, sondern an einem
seiner oxydierten Metaboliten erfolgt. Auch konnte
das 4-Hydroxy-6stron Ausgangsprodukt einer ana-
logen Ringoffnungsreaktion sein, das vielleicht ge-
rade deshalb bisher nur in geringen Mengen in An-
siitzen mit 15000 x g Uberstand nachgewiesen wer-
den konnte 4.

Es ist ferner denkbar, daf} die durch Ring6ffnung
entstehenden Metaboliten nur eine geringe (oder gar
keine) stationire Konzentration erreichen, weil sie
sofort weiter abgebaut oder an Proteine gebunden
werden. So ist zum Beispiel bekannt, da} ungesét-
tigte Lactone mit Cystein unter Bildung von Thio-
dthern reagieren konnen. Teilweise geschieht dies
unter duflerst milden Bedingungen (Raumtempera-
tur, pH 7) 2°. Das ist deswegen beachtenswert, weil
gewisse Lactone (Propiolacton und a,f-ungesattigte
5-Ringlactone) cancerogen sind. Diese Wirkung
steigt proportional mit ihrer Affinitit zu SH-Verbin-
dungen ?>. Wegen der geringen zur Verfiigung
stehenden Substanzmengen war es bisher nicht mog-
lich, mit den a,f-ungesittigten y-Lactonen 8a bis
11 Carcinogenteste durchzufiihren. Sie verdienen je-
doch Interesse im Hinblick auf den Zusammenhang
zwischen Hormonwirkung und Carcinogenese 2.

Methoden und Substanzen

Simtliche Schmelzpunktangaben sind nicht korri-
giert. Die Elementaranalysen wurden von Dr. A.
Schoeller, Kronach/Ofr., ausgefiihrt. Die UV-Spek-
tren sind mit einem Beckman-Spektralphotometer,
Modell DK 2, in Athanol und die IR-Spektren mit
einem Perkin-Elmer-Gerit, Modell 21, in KBr ge-
messen. Die Radioaktivitdt '*C-haltiger Losungen
wurde im DurchfluBzihler TGC-14 (Tracerlab) und
die von Papierchromatogrammen im Flissigkeits-
Szintillations-Ziahler Tri-Carb, Modell 314 E, der
Firma Packard Instruments, Illinois, gemessen. Fiir
alle papierchromatographischen Versuche wurde die

Papiersorte 2043 b der Firma Schleicher und Schiill
verwendet. 2.5-Diphenyloxazolyl-(PPO) und 1.4-
Bis-2-[4-methyl-5-phenyloxazolyl]-benzol (Dime-
thyl-POPOP) wurden von der Firma Packard,
Frankfurt, NADPH von der Firma C. F. Boehrin-
ger, Mannheim, Nicotinamid von der iFrma Merck,
Darmstadt, Peressigsdure von den Elektrochemi-
schen Werken Miinchen und Ostron-[16-14C] von
der Firma Radiochemical Centre Amersham, Eng-
land, bezogen. 2-Hydroxy-ostradiol-(17/)-acetat
wurde nach Axelrod und Rao 22 dargestellt. Ostron
und Ostradiol-(17f) verdanken wir der Schering
AG Berlin.

Peressigsiure. Die kéufliche etwa 40-proz. Per-
essigsiure, bezogen von den Elektrochemischen Wer-
ken Miinchen, Hollriegelskreuth, wird zur Entfer-
nung der Schwefelsdure® in kleinen Anteilen
(50 ml) bei 24 — 26 °C Badtemperatur und 12 — 15
Torr in eine eisgekiihlte Vorlage destilliert und der
Gehalt des Destillats an Peressigsiure (ca. 50%)
und an Wasserstoffsuperoxyd (ca. 0,4%) bestimmt
(vgl. ®).

Papierchromatographie. Auf 10 cm breiten und
ca. 40 cm langen Streifen wird absteigend in einem
Chromatographiergefil} entwickelt, das mit Filtrier-
papier ausgekleidet ist, welches in die am Boden des
Gefifles befindliche Unterphase eintaucht.

System A: Mobile Phase 500 ml Cyclohexan +
125 ml Benzol; stationire Phase 500 ml
Methanol + 500 ml Wasser.

Chromatographiegefafie mit frischen Phasenpaa-
ren missen vor Gebrauch mindestens 12 Stdn. bei
moglichst konstanter Temperatur stehen, damit die
Phasen ins Gleichgewicht kommen.

Anfdrben. Die in System A entwickelten Chro-
matogramme werden durch eine Mischung von
Folins Reagenz und Wasser (1+2) gezogen. Die
dabei auf gelbem Grund erscheinenden blauen Flek-
ken stammen von den leicht oxydierbaren Verbin-
dungen, z.B. 2.3-Dihydroxy-tetralin (Rp 0,04),
6.7-Dihydroxy-tetralin (Rp 0,13). Monophenole er-
scheinen erst nach dem Réuchern mit Ammoniak.

Nach Entwicklung werden die Platten im durch-
scheinenden UV-Licht (Hg-Niederdrucklampe mit
Filter UG 5 der Firma Schott, Durchlédssigkeitsmaxi-
mum etwa bei 255 — 260 nm) betrachtet. Alle syn-
thetisierten Verbindungen mit einer C = C-Bindung
sind fluoreszenzloschend und konnen ohne zusitz-
liche Verwendung eines Sprithreagenz im UV-Licht
erkannt werden.

Messung von Radioaktivititen. Zur Messung 14C-
haltiger Losungen im Geigerzihler trigt man ali-
quote Teile davon auf Aluminiumpléttchen auf und
trocknet sie unter einer IR-Lampe bis zur Gewichts-
konstanz. Die Nullwerte erhélt man durch vorheri-
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ges Zihlen derselben Plattchen, auf denen anschlie-
Bend die Substanz gemessen wird. Durch einen 4C-
Standard werden Schwankungen in der Zahlausbeute
des MefBgerites kontrolliert und rechnerisch elimi-
niert. Eine Korrektur der MeB3werte erfolgt beziig-
lich des Untergrundes durch die gemessenen 0-Werte
und hinsichtlich der Selbstabsorption mit Hilfe einer
Selbstabsorptionstabelle, die fiir Proteine bestimmt
worden ist. Sie wird auch auf kristalline organische
Substanzen und anorganische Salze angewendet.
Ostron-[16-1*C] (1,27 mg, Akt. 0,1 mCi) ver-
diinnt man mit 10 mg unmarkiertem Ostron, bevor
es im biologischen Experiment eingesetzt wird. Zur
Ermittlung der spezifischen Aktivitdt dieses Pripa-
rates, die etwa 3,8-10%Ipm/mg betrigt, ist eine
weitere Verdiinnung um den Faktor 103 erforder-
lich. Die exakten Aktivititswerte sind bei der Be-
schreibung der Versuche angegeben.
Papierchromatogramme von radioaktiven Lésun-
gen werden zur Bestimmung der Radioaktivitdt quer
zur Wanderungsrichtung in 1 cm breite Streifen zer-
schnitten, die man in je eine Zahlflasche mit 15 ml
Zahlflissigkeit bringt und im Szintillationszdhler
mifit. Der Untergrund einer jeden Flasche wird zu-
vor gemessen und bei der Auswertung berticksich-
tigt. Die Zahlflussigkeit ist eine Losung von 7g
PPO, 300 mg Dimethyl-POPOP und 100 g Naphtha-

lin in 1 1 Dioxan.

6.7-Dihydroxytetralin. Eine Losung von 500 mg
2.3-Dihydroxy-naphthalin in 20 ml Athanol wird
unter Zusatz von 2 ml konzentrierter Salzsdure und
500 mg Platinoxid in einem 50 ml-Schiittelautokla-
ven bei 140 atm. H,-Druck und Raumtemperatur
3 Stdn. hydriert. Danach wird der Katalysator von
der alkoholischen Losung abfiltriert, das Filtrat mit
Wasser versetzt und mit insgesamt 120 ml Benzol
5-mal extrahiert. Die vereinigten Benzolextrakte
werden mit Natriumsulfat getrocknet. Man erhilt
eine klare gelbliche Losung, aus der das Hydrie-
rungsprodukt nach Entfernung des Losungsmittels
am Rotationsverdampfer als violettbraune Substanz
erhalten wird. Nach 12-stdg. Trocknen im Vakuum
iiber P,O5 wird das Rohprodukt bei 1072 Torr und
langsam auf 140 °C ansteigender Badtemperatur
gegen einen mit Trockeneis/Athnol beschickten Kiihl-
finger sublimiert. Ausbeute an Sublimat: 269 mg
(53% d. Th.). 50 ug des Sublimats werden neben
50 ug eines Testgemisches aus bekannten Mengen
2.3-Dihydroxy-naphthalin und 6.7-Dihydroxy-tetra-
lin im System A papierchromatographiert. Nach An-
fairben mit Folins-Reagenz lassen sich die Ausbeu-
ten abschitzen. Man erhilt zu 95% 6.7-Dihydroxy-
tetralin neben 5% 2.3-Dihydroxy-naphthalin. Nach
Umkristallisation aus Benzol/Petroldther (90— 100
°C) ist die Verbindung nach Schmelzpunkt 129 —

130 °C und IR-Spetrum mit einer auf anderem
Wege gewonnenen reinen Vergleichssubstanz iden-

tisch.

1.2-Bis-carboxymethylen-cyclohexan (3 a). 328
mg (2mMol) 6.7-Dihydroxy-tetralin gelost in 1 ml
eisgekiihltem Essigester werden mit 0,61 ml eisge-
kiihlter 49-proz. Peressigsiure (4,6 mMol, 15%
Uberschu}) tropfenweise versetzt. Die Losung wird
bei 4 °C aufbewahrt, wobei sich innerhalb von
24 Stdn. die ersten Kristalle abscheiden. Nach sieben
Tagen wird das Kristallisat abfiltriert (100 mg) und
mit wenig kaltem Essigester gewaschen. Ausbeute
25% d. Th., Schmelzpunkt: 149 —153 °C. 3a ist
unloslich in Benzol, Nitromethan und Eisessig. In
Dimethylsulfoxid 16st sie sich sehr gut, ist aber
nicht mehr zur Rekristallisation zu bringen. Ver-
suche, 3 a aus Wasser umzukristallisieren ergaben
unter Addition von Wasser 4 bzw. unter Lactonisie-
rung 5 (vgl. unten).

UV-Spektrum: A, 211 nm, &y, 15600 (Athanol).

IR-Spektrum: »vog 3 —4,5u, vc-0 5,90 u, vo-¢
6,01 u, 6,16 u; dcoon (in plane) 7,92 —8.14 u,
6DH 10,5 M.

1.2-Bis-carbomethoxymethylen-cyclohexan (3b).
Eine Losung von 55 mg 3 a (Rohprodukt) in wenig
Methanol wird bei Raumtemperatur unter Umschiit-
teln tropfenweise mit einer &therischen Diazo-
methanlésung (0,9 mMol/ml) versetzt. Wenn die
Reaktionslosung von iiberschiissigem Diazomethan
blaB3gelb bleibt, wird zur Entfairbung mit einer Lo-
sung von Eisessig in Benzol versetzt. Der Dimethyl-
ester kristallisiert nach Abblasen des Losungsmittels
mit Stickstoff aus. Zur Reinigung wird das Roh-
produkt in einigen Tropfen Methanol gelost, auf
Kieselplatten aufgetragen und mit Benzol/Essigester
4:1 chromatographiert. Man erkennt im UV-Licht
mehrere fluoreszenzloschende Zonen: Hauptprodukt
Ry 0,73; Rp-Werte von Nebenprodukten: 0,51;
0,36; 0,18. Nach Abkratzen der Hauptzone, Extrak-
tion mit Methanol und Entfernung des Losungsmit-
tels am Rotationsverdampfer erhilt man 35 mg 3 b.
Zur Analyse wird aus Petrolither (60 —70 °C) um-
kristallisiert, Schmelzpunkt: 74 °C (Ausbeute 55%
d. Th.).

UV-Spektrum: Z,,,, 209 nm, &y, 21 850 (Athanol).

IR-Spektrum: »¢.o 5,8 u, 5,87 u, vo-¢ 6,02 u,
6,15 .

CisH 04 (224,2)  Ber.: C 64,27 H 7,19,

Gef.: C 64,20 H 7,10.

I - Hydroxy -1- carboxymethyl-2-carboxymethylen-
cyclohexan (4). 197 mg 3 a werden in 50 ml Was-
ser bis zur volligen Auflésung 1,5 Stdn. auf dem
Dampibad erhitzt. Nach Abkiihlen kristallisieren
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feine Nadeln aus (142 mg), Schmelzpunkt: 137 —
145 °C.
UV-Spektrum: /., 213 nm (Athanol).

IR-Spektrum: in KBr »og 2,85 u, 2,92 3 in CH,Cl,
von 2,86 My VC=0 5’78_5185 M, Vo=C 6,07 My
6,18 1 (schwach).

1-Hydroxy-2-carboxymethylen-cyclohexan-y-lacton-
essigsiure-(1) (5). Zweimalige Umkristallisation
von 140 mg 4 aus Benzol ergibt 62 mg des Mono-
lactons 5. Nach weiterem dreimaligem Umkristalli-
sieren aus Wasser/Methanol ist die Verbindung
analysenrein. Schmelzpunkt 146 — 146,5 °C.

UV-Spektrum: A, 213 nm, &g, 14800 (Athanol).

IR-Spektrum: »¢.o 5,75 —5,86 1, vo-¢ 6,08 u.

C,oHyO, (196,2) Ber.: C 61,21 H 6,16,
Gef.: C 61,16 H 6,00.

1.2-Dikydroxy-cyclohexan-diessigsiure-(1.2)-di-y-
lacton (6). 100 mg 5 werden 30 min auf 160 — 180
°C erhitzt. Aus der Schmelze kristallisieren 6-eckige
Blittchen aus. Nach dreimaliger Sublimation (1072
Torr, Badtemperatur 260 °C) gegen einen mit Ace-
ton/Trockeneis beschickten Kiihlfinger erhdlt man
25mg 6, das durch Umkristallisation aus Aceton
weiter gereinigt wird. Ausbeute 25% d. Th.,,
Schmelzpunkt 199 — 202 °C.

IR-Spektrum: vg.¢ 5,62 u, 5,68 u.
CioH204 (196,2) Ber.: C 61,21 H 6,16,
Gef.: C 61,16 H 6,10.

2.3-Seco-A10W.strendiol-(5&,178)-disiure-(2.3)-
lacton-(2 — 5)-7-acetat (8a). 330 mg (1 mMol)
2-Hydroxy-ostradiol- (17f) -acetat werden in 2 ml
Essigester gelost und in der Kilte mit 0,3 ml 49-
proz. PES (15% UberschuB) versetzt. Nach 6-wochi-
gem Aufbewahren des Ansatzes bei — 20 °C haben
sich Kristalle von 8 abgeschieden, die man von der
Mutterlauge absaugt und mit kaltem Cyclohexan
und Benzol wischt. Ausbeute 30% d. Th. 8a,
Schmelzpunkt 94 — 98 °C.

Der mehrere Wochen dauernde Prozel der Kri-
stallisation kann durch Einengen des Ansatzes nach
der Farbaufhellung (blafigelb) auf die Hélfte des
Ausgangsvolumens, gleichzeitig Zugabe von einigen
Tropfen Wasser, Animpfen und wiederholtes
Kratzen mit dem Glasstab an der Innenwand des
Erlenmeyers beschleunigt werden, so dafl man be-
reits nach 8 Tagen eine Ausbeute an kristallinem
Lacton 8 a von 30% erhilt.

UV-Spektrum: Zpay 214 nm, &y, 17150 (Athanol).
IR-Spektrum: vor 2,86 MUy 2,92 Hy 3,0-4,5 MUy YC=0
5,7— 5a9 M5 Ve=C 6910 My 6COOH (in Plane) 850 M.
Die scharfen vop-Banden bei 2,86 x und 2,92 u
verschwinden im Losungsmittelspektrum und bei

Veresterung. Daraus folgt, dafl die Carboxylgruppe
im Kristallverband teilweise im nichtassoziierten
Zustand vorliegt.

Methylierung von 8a. 130mg 8a werden in
0,5ml Methanol gelost und mit &therischer Diazo-
methanlésung (0,9 mMol/ml) behandelt. Nach Ab-
blassen des Losungsmittels auf dem Dampfbad mit
Stickstoff kristallisiert der rohe 17-Acetyl-lacton-
sduremethylester 9 aus (130mg). Er wird diinn-
schichtchromatographisch auf Kieeslgelplatten mit
Essigester/Cyclohexan 4 :7 aus Elutionsmittel ge-
reinigt (Rp 0,62).

Zweimalige Umkristallisation aus Cyclohexan
(mit Methanol geséttigt) ergibt analysenreines 9.
Schmelzpunkt 161,5 — 162 °C. Ausbeute 52% d. Th.

UV-Spektrum: 2., 215 nm, &y, 16 200 (Athanol).
IR-Spektrum: »o_o 5,71 &, 5,80 u, vg-¢ 6,10 u.

CyHy504 (376,4) Ber.: C 67,00 H 7,50,
Gef.: C 67,20 H 7,87.

Freisetzung von OH-17 in 9 zu 10. 38 mg (0,1
mMol) 9, in 7ml Methanol gelost, werden mit 24
mg (0,14 mMol) p-Toluolsulfonséure versetzt. Nach
24-stdg. Aufbewahren bei Raumtemperatur wird am
Rotationsverdampfer bei 20 °C auf die Halfte einge-
engt und mit frischem Methanol wieder auf das ur-
spriingliche Volumen aufgefiillt. Dies wird nach
weiteren 24 Stdn. wiederholt. Nach 72 Stdn. wird
auf die Halfte eingeengt und nach Zugabe von 25 ml
Wasser 5-mal mit 15 ml Chloroform extrahiert. Die
Chloroformausziige werden mit geglithtem Natrium-
sulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer ein-
rotiert. Das Verseifungsprodukt ist harzig und kri-
stallisiert erst nach diinnschichtchromatographischer
Reinigung (Kieselgel-G, Cyclohexan/Essigester 1:1,
Rr 0,30). Ausbeute 26 mg 10, 72% d. Th., Schmelz-
punkt 130 °C nach Umkristallisation aus Diisopro-
pyléther.

UV-Spektrum: Zpay 215 nm, epay 15900 (Athanol).
IR-Spektrum: »og 2,84 u, v¢.o 5,70 — 5,78 u, vo-¢
6,07 u.
C19H2605 (334‘,4‘) Ber-: C 68,24‘ H 7,83,
Gef.: C 68,43 H 7,64.

Oxydation von 10 zu 11a. 40 mg (0,46 mMol)
Aluminiumisopropylat, 24 mg 10 (0,07 mMol) und
0,2ml (0,16 mMol) Cyclohexanon in 4 ml Toluol
werden unter Ausschlul von Wasser 4 Stdn. am
RiickfluBkiihler erhitzt. AnschlieBend wird die Lo-
sung nach Abkiihlen auf Raumtemperatur mit 5 ml
10-proz. H,SO,, zweimal mit 5 ml Wasser, einmal
mit 5 ml gesittigter NaHCOg-Losung und schlieSlich
dreimal mit je 5 ml Wasser gewaschen. Durch
diinnschichtchromatographische Reinigung auf Kie-
selgel G (Cyclohexan/Essigester 1:1, Ry 0,28) und
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Umkristallisation aus Benzol und Methanol erhalt
man 12 mg analysenreine Substanz. Ausbeute 50%
d. Th. 1la. Schmelzpunkt 200-—214°C (Zer-

setzung).

UV-Spektrum: 2, 216 nm, &p,c 15500 (Athanol).

IR-Spektrum: »g.o 5,67 u, 5,77 u, vo-c 6,08 u.

CipH,,05 (332,4) Ber.: C 68,65 H 7,27,
Gef.: C 68,58 H 7,10.

Versuche zur Bildung eines zweiten Lactonrings

a. 40 mg 8a wurden in 40 ml Xylol 30 min am
RiickfluBkiihler gekocht.

b. 15 mg 8 a wurden mit 20 Tropfen konzentrier-
ter HySO, auf dem Dampfbad erhitzt und danach
mit Wasser und CH,Cl, aufgearbeitet.

c. Erwirmung auf 160 °C (20 min).

Von den zuriickisolierten Produkten der Versuche
a. bis c. wurden IR-Spektren aufgenommen. Bei
Versuch a. wurde das Ausgangsmaterial unverdndert
zuriickisoliert. Bei b. und c. wird nur eine geringe
Abschwichung der »g_c-Bande bei 6,1 # und das
Auftreten einer Schulter bei 5,65 u (geséttigtes
5-Ring-lacton) sowie eine Abnahme der Intensitit
der vop-Schwingung zwischen 3,5 © und 4 u (asso-
zilerte Sdaure) beobachtet. Die anderen Banden sind
teilweise stark verbreitert, was auf eine Zersetzung
hindeutet.

Enzymatische Ansitze und ihre Aufarbeitung

Mindestens drei Monate alte Wistarratten, die
‘noch nicht trichtig waren, werden nach einer
12-stdg. Hungerperiode getotet und entblutet. Die
Lebern bringt man sofort in eiskalte isotonische
KCl-Losung. 20-proz. Homogenat wird in isotoni-
scher KCl-Lésung im Potter-Elvehjem-Homogenisa-
tor hergestellt, woraus man Erythrozyten, Zelltriim-
mer, Kerne und Mitochondrien bei 15000 x g
(Spinco L, 15000 UpM, Rotor Nr. 40) wihrend
15 min abzentrifugiert. Vor seiner Verwendung
wird der 15000 x g Uberstand 15 min bei 37 °C
prdinkubiert. Die Inkubationsansitze werden wie
folgt zusammengestellt: 1,5 ml prainkubierter
15 OOOxg-Uberstand; 0,25 ml 1 M-Nicotinsiure-
amidlésung; 0,5 ml NADPH-Losung (3 mg/ml Puf-
fer); 1,5ml Ostron-[16-14C] (10 ug/ml Puffer).
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Mit 0,15 M-Phosphatpuffer nach Soerensen, pH
7,4, wird auf 4 ml aufgefiillt. Die Ostronlésung er-
hilt man durch Erwirmen von Ostron-[16-14C] in
wenig Athanol und anschlieBendes Verdiinnen mit
Puffer. Die dabei auftretende Triibung verschwindet
beim Erwéirmen auf dem Wasserbad. Eine derartige
»Losung® ist in der Kalte mehrere Stunden halt-
bar. Thr geringer Alkoholgehalt (0,15 ml/20 ml Puf-
fer) beeinflufit die Versuchsergebnisse nicht. Die in
der vorgeschriebenen Weise zusammengestellten An-
sitze werden unter Luftzutritt bei 37 °C im Thermo-
staten die erforderliche Zeit geschiittelt. Anschlie-
Bend stoppt man die enzymatische Reaktion mit
1,5ml 1 N-HCI. Die Kontrollansitze werden unmit-
telbar nach dem Zusammengehen der einzelnen
Komponenten bei 0°C mit 1N-HCl versetzt. Zur
Aufarbeitung schiittelt man jeden Ansatz bei 0°C
dreimal mit je 4ml peroxidfreiem Ather aus und
trocknet die vereinigten Extrakte mit Natriumsulfat.
Nach Abrotieren des Athers und Zugabe einer defi-
nierten Menge Methanol miflt man die Radioaktivi-
tat eines Aliquots. Um zu ermitteln, wieviel Prozent
des eingesetzten 4C-markierten Ostrons nach der
Inkubation unveriindert in der Atherphase vorlie-
gen, verdinnt man deren Trockenriickstand mit
20mg kaltem Ostron und chromatographiert auf
Aluminiumoxid (Akt.St . IV, sauer) (Firma Woelm)
durch Elution mit je 200 ml Benzol, Benzol/Chloro-
form (4 :1) und Benzol/Chloroform (3:1). Dann
kristallisiert man das eluierte Ostron bis zur kon-
stanten spezifischen Aktivitdt aus Methanol um. Zum
Carrierexperiment mit Lacton 11 a wird ein Teil der
Atherphase  (2,42-10* ipm) eines 4 ml-Inkuba-
tionsansatzes von Ostron-[16-1#C] mit 15000 x g-
Uberstand und NADPH unter Luft (Inkubationszeit
1Stde.) verwendet: Der Ather wird mit Stickstoff
abgeblasen. Man 16st den Riickstand in 0,2 ml Me-
thanol und fiigt tropfenweise 1 ml einer Diazo-
methanlésung (0,9 mMol/ml) hinzu, zerstért nach
5min den UberschuB mit Eisessig, versetzt die Lo-
sung mit 4,66 mg Carrier (Lacton 11a) und chro-
matographiert sie zur Vorreinigung auf einer Kie-
selgel-Diinnschichtplatte (Elutionsmittel: Essigester/
Cyclohexan 3 : 1, RFyacton 0,38). Nach erneuter Zu-
gabe von 8,4 mg Carrier (Lacton 11 a) kristallisiert
man mehrmals bis zur konstanten spezifischen Akti-
vitdt aus Benzol um (vgl. Abb. 4).
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