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Notiz iiber die Synthese von 17~-Hydroxy-l-methyl-[17a-3H]- 
Sa-androsten-(l)-on-(3) *) 

Aus dem Hauptlaboratorium der Schering AG, Berlin, und der Biologisch-Chemischen Ab- 
teilung des Pharmazeutischen Instituts der Freien UniversitAt Berlin 

(Eingegangen am 2. Mai 1 968) 

Das Prinzip der ,,stof€wechsel-labilen" Markierung ermoglicht, in einfacher Weise die 
Oxydation von 17P-Hydroxy- zu 17-Keto-Steroiden im intakten Organismus zu verfolgen. 
1st die 17~-Position des Steroids mit Tritium markiert, so wird bei der enzymatischen Oxy- 
dation der 17fLHydroxy-Gruppe mit Hilfe der 17p-Steroiddehydrogenase dasTritium auf NAD 
bzw. NADP iibertragen und von dort in die Atmungskette geschleust. Das dabei gebildete 
Tritiumwasser (HTO) mischt sich mit dem Korperwasser; daher ist die Aktivitat im Korper- 
wasser ein MaR der ablaufenden Steroidoxydation1.2). 

Der Syntheseweg zum 17P-Hydroxy-l-methyl-[ 17~-3H]-S~-androsten-(l)-on-(3) (4) ent- 
spricht der friiher beschriebenen Darstellung von [17~-3H]Testosteron1) : 3.3-Athylendioxy-l- 
methylen-Scc-androstanon-(17) (2) wurde mit LiBT4 (spezif. Akt. 325 mCjmg) reduziert. 
Es gelang so, 4 mit der spezif. Akt. von 10.3 mC!mg oder 3 .  I3  mC!pMol zu synthetisieren. 
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Die Aufarbeitung und Reinigung der radioaktiven Synthese-Produkte ist gegenuber den 
ublichen praparativen Verfahren, der geringen verwendeten Stoffniengen wegen, sehr er- 
schwert. Die Synthese-Produkte wurden auf Diinnschichtplatten, verbunden mit der direkten 
Messung der Radioaktivitat mittels des ,,Diinnschicht-Scanners" **). aufgetrennt. 

* )  Chemische Kurzbezeichnung: Methenolon. 
**)  Firma Berthold, 7547 Wildbad (Schwarzwdld). 
1 )  W. ChriJt, M .  Wenzel und P.-E. Schulze, J. Labelled Compounds 3, 31 I (1967). 
2 )  M. Wenzel, E. Pitzel und P.-E. Schulzc, Angew. Chem. SO,  191 (1968); Angew. Chem. 

internat. Edit. 7, 211 (1968). 
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Beschreibung der Versuche 

3.3-Athylendioxy- I -meth~len-5a-~indrost~r1ol-(l7@J (1) 3)  : 1.48 g I7p-Hydroxy- I-methyl-5~- 
androsten-(l)-on-(3) wurden mit 5.0 ccm Athylenglykol und 30 mg p-Toluolsulfonsiiure- 
monohydrat in 50 ccm Renzol unter kraftigem Riihren bis zur Beendigung der Wasserab- 
scheidung (etwa 6 Stdn,) unter RiickfluR acetalisiert4). Die benzolische Phase wurde mit 
Sproz. Natriumhydrogencarbonatlosung und mit dest. Wasser neutral gewaschen, mit 
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingeengt. Der Riickstand wurde zweimal aus Aceton/ 
Petrolather ( I  : 2) umkristallisiert und die Reinheit des Produktes diinnschichtchromatogra- 
phisch im System Chloroform/Methanol (9 : I) iiberpriift. Schmp. 175 -- 177" (Lit.3) : 178 bis 
119"), Ausb. 1.08 g (64:,<). 

3.3-Athylendioxy-1-methylen-5a-androstanon-~l7) (2) : Zu 1.0 g 1 in 1.5 ccm Pyridin gab 
man eine ChromoxidiPyridin-Suspension (1.2 g CrO3 in 12 ccm Pyridin). Das Kolbchen wurde 
verschlossen und iiber Nacht bei Raumtemp. aufbewahrt. Der mit 40 ccm dest. Wasser ver- 
diinnte Kolbeninhalt wurde dann dreimal rnit 20 ccm Essigester extrahiert und wie fur 1 
beschrieben aufgearbeitet. Die ausgefallenen Kristalle wurden dreimal aus Methanol um- 
kristallisiert und die Reinheit des Produktes diinnschichtchromatographisch (Chloroform/ 
Methanol 9 : 1) gepriift. Schmp. 185-187" (Lit.5): 185.5--186.5"), Ausb. 448 mg (44.8:<). 

Lithiumbortritid wurde nach dem Wilzbach-Verfahren 6 )  gewonnen oder von Radiochemical 
Centre Amersham mit der spezif. Akt. 7.15 C/mMol bezogen. 

3.3-Athylendioxy-l-methylen-[l7~-3H,I-5u-androstanol-(l7~) (3) : Zu 11 mg 2 in 1 ccm absol. 
Tetrahydrofuran wurden 0.62 mg LiBT4 (200 mC) in 1 ccm absol. Tetrahydrofuran gegeben, 
ein Kugelkiihler rnit CaC12-Rohrchen aufgesetzt und unter kraftigem Riihren zunachst 
3 Stdn. bei Raumtemp. reduziert. Mit einer feinen Kapillare wurde eine Probe entnommen und 
auf einer Diinnschichtplatte mit Chloroform/Methanol (9 : 1) entwickelt. Die mit dem 
,,Diinnschicht-Scanner" gemessene Aktivitatsverteilung ermoglicht einen RiickschluR auf die 
Geschwindigkeit der ablaufenden Reaktion. Weiteres Kochen unter RiickfluB fiihrte inner- 
hdlb von 45 Min. zu keiner nennenswerten Umsatzsteigerung (d. h. das Aktivitatsmaximum 
des reduzierten Acetals blieb unverandert). 

17~-Hydrox~~-l-methyl-/ l7a-~H~-5a-undrosten-~lj-on-(3) (4) : Das Reduktionsprodukt 3 
wurde nicht isoliert, sondern sofort weiterverarbeitet. Zur Zerstorung von iiberschiiss. Reduk- 
tionsmittel wurde rnit 2 ccm Methanol versetzt, danach mit 2 I I  HCl angesauert (pH 1) und 
45 Min. unter RiickflulJ gekocht. Der Verseifungsablauf wurde durch Probeentnahme diinn- 
schichtchromatographisch (s. 0.1 verfolgt. 

Nach Versetzen des Reaktionsgemisches rnit 15 ccm dest. Wdsser wurden die organischen 
Phasen abdestilliert; dabei enthielt das iibergehende Destillat bereits den Hauptanteil anlabilem 
Tritium. Die wa8r. Phase wurde dreimal rnit 4 ccm Essigester extrahiert, die vereinigten or- 
ganischen Phasen w r d e n  mit dest. Wasser neutral gewaschen und iiber NaZS04 getrocknet. 
Um letzte Reste labilen Tritiums zu entfernen, wurden danach 2 ccm Methanol zugegeben 
und der Kolbeninhalt im Rotationsverdampfer zur Trockne gebracht. Der Vorgang wurde 
zweimal wiederholt. Mit Test-Chromatogrammen in den Systemen Cyclohexdn/Essigester 

3) R.  Wiechert, U.  Kerb und P.-E. Schulze, Naturwissenschaften 24, 86 (1964). 
4) W. Deun und D. D= Stark, Ind. Engng. Chem., Vol. lZj1, 486 (1920). 
5 )  Schering A. G .  Berlin, unveroffentlichte Arbeiten. 
6 )  M .  Wenzel und P.-E. Schulze, ,,Tritium-Markierung", Walter de Gruyter & Co., 

Berlin 1962. 
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(9 : 6 )  und (6 : 9) entwickelt, konnte eine aktive Verunreinigung des Alkohols gegenuber der 
mitentwickelten Vergleichssubstanz lokalisiert werden. Die Substanz wurde daher dunn- 
schichtchroniatographisch getrennt. 

Das aktive Material wurde auf wenige Mikroliter eingeengt, auf eine Diinnschichtplatte 
aufgetragen und im System CyclohexanjEssigester (9 : 6) entwickelt. Der im UV-Licht sicht- 
bare Fleck wurde angezeichnet, das Silicagel abgeschabt, mit 30ccm Methylenchlorid extrahiert 
und filtriert. Die Extraktion muate sechsmal wiederholt werden, erst dann war die mit 
dem Kieselgel zuruckbleibende Aktivitiit zu vernachlassigen. Die gewonnenen Methylen- 
chlorid-Ausziige wurden im Rotationsverdanipfer eingeengt, der Ruckstand in Methanol 
aufgenommen und die Aktivitat gemessen, nachdem auf erneuten Test-Chromdtogram- 
men (CHC13/CH3OH 9 : 1 und BenzoljAthanol 9 : 1) jeweils nur ein Aktivitatsniaximum 
gemessen werden konnte, dessen Lage der mitentwickelten Vergleichssubstanz entsprach. 
Die Aktivitatsbestimmung erfolgte im ,,Tri-Carb", die Substanzmenge wurde durch Extink- 
tionsmessung ermittelt. Ausb. 5 mg (-4779, spezif. Akt. 10.3 mC/mg (3 .13  rnC/!*Mol). 

Um den Reinheitsgrad der synthetisierten radioaktiven Substanz zu uberprufen. wurde 
eine Probe mit I50 mg inaktivem 4 verdiinnt und mehrmals aus Athanol umkristallisiert. Die 
spezif. Akt. blieb dabei innerhalb der Fehlergrenze konstant. 
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