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SUMMARY

A synthesis of a 14C and 3H labelled 17f-heptanoyloxy-17a-
ethinyl-4-oestrene-3-on is described.

The 14C labelling was performed in the position 4 (VIla) as
well as in position 1" (XII) of the heptanoic acid and the 3H labelling
in position 7 (VIIb).

Using Bal4COg as starting material, the over all yields were
6% (Vlla) and 35% (XII), starting with Tritium 6%, (VIIb).
The end products were rigorously purified and checked chemically
and radiochemically by at least two thin layer systems and a dilution
analysis.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird die Synthese eines 4C und 3H markierten 17[-Hepta-
noyloxy-17a-dthinyl-4-stren-3-on beschrieben.

Die 14C Markierung erfolgte in der Position 4 des Steroid-
molekiils (VIla) sowie in der Position 1’ der Qenanthsiure ( XII)
und die SH Markierung in Position 7 des Steroidmolekiils (VIIb).

Wir benutzten Bal*COg als Ausgangsmaterial und erreichten
Ausbeuten iiber alle Stufen von 6%, (VIla) und 35%, (XII); aus-
gehend vom Tritiumgas betrug die Ausbeute 6%, (VIIb). Die End-
produkte wurden sorgfiltigst gereinigt und der chemische und
radiochemische Reinheitsgrad in mindestens zwei Diinnschicht-
systemen und einer Verdiinnungsanalyse gepriift. Die Verunrei-
nigungen waren <<3%,.



173-HEPTANOYLOXY-170-ATHINYL-4-OSTREN-3-ON 313

Zur Aufklirung seines Schicksals im Organismus und zum Studium der
Stoffwechselkinetik synthetisierten wir 1738-Heptanoyloxy-17x«-ithinyl-4-Ostren-
3-on markiert mit Kohlenstoff-14 in Position 4 (VIla) sowie im C-Atom der
Carboxylgruppe der Oenanthsiure (XII) und mit Tritium in Position 7 (VIIb).
Die Verbindung ist als Modellsubstanz fiir pharmakologische Untersuchungen
iilber das allgemeine Verhalten langwirkender Depot-Kontraceptiva inte-
ressant (U *,
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* 178-Heptanoyloxy-17o-dthinyl-4-6stren-3-on wird unter der Kennziffer SH 393 von
der Schering AG klinisch gepriift .
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Fiir die 4-1C Markierung (I bis III) wihiten wir das von Fujimoto
erstmalig publizierte Verfahren (Ozonisierung, Lactonisierung, Grignardie-
rung) und erreichten in verschiedenen Ansédtzen Reinausbeuten an 17f3-
Acetoxy-4-6stren-3-on-4-1C (I11) zwischen 30 und 409;, bezogen auf Methyl-
jodid-1*C, Das 17-Acetat wurde in wiBrig methanolischer Losung mit 4 n-KOH
verseift und der Alkohol nach Jones zum 17-Keton (Va) oxydiert. Die
Aethinierung des gereinigten 4-Oestren-3.17-dions-4-*C (Va) wurde nach
dem Druckverfahren ® im Autoklaven vorgenommen. Die Ausbeuten dieser
mikro Druckansitze lagen bei 609, etwa 10% nicht umgesetztes 4-Oestren-
3.17-dion-4-14C (Va) wurden zuriickgewonnen.

Die iibliche Veresterungsmethode, Erhitzen von 17@-Hydroxy-17«-dthinyl-
4-6stren-3-on in Pyridin/Oenanthsidureanhydrid unter Stickstoff, erwies sich
als wenig schonend. Wir veresterten daher in trockenem Benzol mit 10 Aequi-
valenten Oenanthsidure unter Zusatz katalytischer Mengen Trifluoressigsiure-
anhydrid ¥, Dabei fiel der Ester (V1Ia) in ca. 70 %iger Ausbeute an; ca. 159,
unverestertes Steroid (VIa) wurden zuriickgewonnen.

Die radiochemische Ausbeute iiber alle Stufen, bezogen auf Ba-*CO,,
betrug ca. 6%, die spezifische Aktivitit ca. 9 me/mMol.

Als Vorstufe fiir die Tritiumeinfithrung in Position 7 stellten wir
aus 178-Acetoxy-4-6stren-3-on (VIIl) durch Enolacylierung, Bromierung
und HBr-Abspaltung das 178-Acetoxy-4.6-dstradien-3-on (IX) ® her. Mit
Pd/CaCO, Katalysator wurde bis zur Aufnahme von einem Mol Tritium/
Wasserstoff hydriert und das erhaltene Stoffgemisch durch préparative
Schichtchromatographie getrennt. Beim alkalischen Verseifen zur 178-
Hydroxyverbindung (IVb) wurde gleichzeitig durch Enolisierung das Tritium
aus Position 6 entfernt. Die Oxydation verlief analog der 4-C Synthese. Bei
der Aethinierung hatten Vorversuche gezeigt, dafl die {ibliche Druckéthinierung
bei Material hoherer spezifischer Aktivitiat (ca. 1 ¢/mMol) nicht anwendbar
war. Beim Aufarbeiten des Reaktionsgutes blieben iiber 609, der Radio-
aktivitit im Fillungswasser und beim Trennen bis zu 759, der noch vorhande-
nen Radioaktivitit am Start. Fiir die Aethinierung wendeten wir daher keine
héheren spezifischen Aktivititen als 100 me/mMol an *. Die Veresterung zum
Oenanthat verlief analog der 4-1*C Synthese. Die radiochemische Ausbeute
an 7-*H markiertem VIIb iiber alle Stufen, bezogen auf H Gehalt des Hydrier-
gemisches, betrug ca. 6%, die spezifische Aktivitdt 40 mc/mMol.

Fir die Synthese C benutzten wir Oenanthsdure-1-1*C, die durch 1C
Carboxylierung der Grignardverbindung des 1-Chlorhexans erhalten und
in 709 iger Ausbeute als Natriuménanthat-1-1C isoliert wurde. Zur Vereste-

* Inzwischen wurde eine modifizierte Druckithinierung erarbeitet, bei der auch
4-Oestren-3.17-dion-7-2H beliebig hoher spez. Akt. eingesetzt werden kann. Veroffentlichung
in Vorbereitung.
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rung wurde aus dem Natriumdnanthat-1-14C in trockenem Benzol durch
Zugabe von Trifluoressigsdureanhydrid freie Oenanthsiure-1-14C bzw. partiell
das gemische Anhydrid hergestellt. Um einen moéglichst groBen Anteil der
Oenanthsiure-1-14C zum Verestern benutzen zu kénnen, setzten wir das Steroid
im dreifachen UeberschuB8 ein und trennten den nicht umgesetzten Anteil
wieder ab. Die radiochemische Ausbeute der Synthese betrug ca. 35%,, bezogen
auf Ba-*CQy, die spezifische Aktivitit ca. 10 mc/mMol.

Die Steroidester-1*C Markierung im C;-Atom der veresternden Fettsdure
146t sich vergleichen mit der stoffwechsel-labilen 17x-*H Markierung von
Steroidalkoholen bzw. Steroidestern ), Wihrend bei der #C Markierung
— in vivo — nach enzymatischer Verseifung iiber den Fettsdureabbau #CO,
entsteht, das in der Atemluft gemessen werden kann (Radiospirometrie) ),
wird bei der stoffwechsel-labilen 17«x-3H Markierung iiber die Atmungskette
THO gebildet, das ebenfalls gemessen werden kann und nun seinerseits ein
MaB fiir die Verseifungs- und Oxydationsgeschwindigkeit des betreffenden
Steroids ist.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Die Schmelzpunkte sind unkorrigiert, sie wurden mit dem Kofler-
Mikro-Heiztisch bestimmt. Die chemische und radiochemische Reinheit wurde
durch Diinnschichtchromatographie (DC), Radio-Gaschromatographie (RGC)
und Verdiinnungsanalyse (VA) gesichert.

DC-Systeme : Cyclohexan/Essigester 90 : 60 (C/E )
Cyclohexan/Essigester 90 : 30 (C/E 2)
Cyclohexan/Essigester 90 : 20 (C/E 3)
Chloroform/Aceton 90 : 10(C/A D
Chloroform/Aceton 95: 5(C/A 2).

DC-préiparativ :

2 mm dicke Platten, Silicagel, Fa. Merck PF 254,3 Stdn. bei 110° aktiviert.

Alle iiber priparative DC-Platten getrennten Substanzen wurden mit
Aceton vom Schichtmaterial eluiert, zur Trockne eingeengt, mit Methylen-
chlorid aufgenommen und von Spuren Silicagel durch Absaugen fiiber eine
G-4-Fritte befreit,

Die RGC wurde mit einem modifizierten PeRKIN-ELMER F7G in
Verbindung mit einem RGC 170 der Fa. Berthold ausgefiihrt, Tritiummessung
durch hydrierende Crackung ©®. Die Abweichungen innerhalb der VA, bei
einer Verdiinnungsrate von 1 x 100: 1 x 109, waren <3 %.

Die Angaben der Ausbeute gelten, sofern nicht gesondert erwéhnt,
sowohl fiir die chemische als auch radiochemische Ausbeute.
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4-14C SYNTHESE

I— I

6 g (19 mMol) 1 wurden wie von S. Kushinsky ' beschrieben, ozonisiert
und lactonisiert. Das Gemisch der A3-¢ und A%-1° Verbindungen wurde nicht
aufgetrennt. Ausbeute : 3,6 g (619 d.Th.) 178-Acetoxy-4-oxa-5(6),5(10)-
ostren-3-on, Fp : 126/128 °C.

I —III.

355 mg (2,5 mMol) *CH,J, 25 mc, wurden unter He in die Grignard-
verbindung iiberfithrt und nach S. Kushinsky ® mit 795 mg (2,5 mMol) II
umgesetzt und die nach Aufarbeiten und saurer Wasserabspaltung erhaltene
Rohsubstanz iiber prip. DC-Platten im System C/E 1 aufgetrennt. Ausbeute :
244 mg (31% d. Th) 178-Acetoxy-4-8stren-3-on-4-14C (ITI). Spez.-Akt. :
9.3 me/mMol, DC : C/E 1, C/A 1.

I —-1va.

244 mg (0,79 mMol) III wurden in 25 ml Methanol gelést und unter N, mit
2,5 ml 4 n»-KOH innerhalb 16 Std. bei Raumtemperatur verseift. Ausbeute :
196 mg (95% d.Th.) 17f-Hydroxy-4-6stren-3-on-4-“C (IVa). DC : C/E I,
C/A 1.

Iva— va.

196 mg (0,71 mMol) 1V, in 10 ml Aceton geldst, wurden bei 10° innerhalb
15 Min. mit 0,4 ml Jones-Reagenz oxydiert. Nach 30 Min. wurde 0,1 ml
Methanol zugegeben, aufgearbeitet und das Rohmaterial iiber prip. DC-
Platten im System C/E 1 aufgetrennt. Ausbeute : 173 mg (90% d.Th.)
4-Oestren-3.17-dion-4-1%C (Va). Fp : 156-159/160 °C.

va— Vvia.

173 mg (0,63 mMol) Va wurden in 10 ml Tetrahydrofuran (iiber LiAlH,
destilliert) geldst, unter Druck dthiniert ¥ und nach Aufarbeiten wurde das
Rohmaterial iiber prip. DC-Platten im System C/E 1 (2 x gelaufen) und
nochmals im System C/A 1 aufgetrennt. Ausbeute : 113 mg (609 d.Th.%;)
17a-Aethinyl-178-hydroxy-4-8stren-3-on-4-14C (VIa). Fp : 200-202 °C. Spez.-
Akt. : 9,3 me/mMol, 31,2 uc/mg. DC : C/E 1, C/A 1; VA aus Methanol.
Riickgewinn an Va : 22,5 mg (139, d. Th.), DC: C/E 1, C/A 1.
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via — VIia.

Zu 3 ml andestilliertem Benzol wurden 409 mg (3,8 mMol) Oenanthsiure
(doppelt destilliert) und 0,71 ml (0,47 mMol, 1,25 Aequivalente, bezogen auf
VIa) Trifluoressigsdureanhydrid gegeben; dann 20 Min. bei 40° (intensive
RiickfluBkiihlung) gerithrt. Zu dieser Acylierungslosung wurden 113 mg
(0,38 mMol, 2 Stdn. bei 100 °C im Hochvakuum getrocknet) Vla gefiigt. Es
wurde 16 Stdn. bei Raumtemperatur und 2 Stdn. bei 50 °C nachgeriihrt. Alle
fliichtigen Verbindungen wurden mit Wasserdampf abgeblasen, der Riickstand
mit Methylenchlorid aufgenommen und auf prap. DC-Platten im System C/A 2
aufgetrennt. Ausbeute : 93 mg (609, d.Th.) 173-Heptanoyloxy-17«-dthinyl-4-
dstren-3-on-4-1C (VIila). Spez.-Akt. : 9,3 mc/mMol, 22,7 uc/mg. DC : C/E 2
(2x gelaufen), C/A 2; VA aus Pentan. Riickgewinn an VIa : 20 mg (189
d.Th.) Reinheitskontrolle wie fiir VIa.

7-3H SYNTHESE

VI —- 1X.

Aus 10 g (32 mMol) VIII wurde, wie von Djerassi ® beschrieben,
178-Acetoxy-4.6-Ostradien-3-on (IX) hergestelit. Fp : 113/114°C, UV
Eog3 + 26 750; DC : C/E 1.

IX— X.

31,4 mg (0,1 mMol) IX wurden in 1 ml Essigester (iiber Natrium destilliert
und 1 Std. tiber Pd/CaCO, Katalysator unter Riickflu gekocht und abdestil-
liert) gelost, 10 mg Pd/CaCO, Katalysator zugefiigt und bis zur Aufnahme
von ca. I ml, 2,5¢, trigerfreiem 3H hydriert. Das labile ®H wurde durch drei-
maliges Behandeln (Auflosen und wieder Einengen) mit je 250 ml Methanol
entfernt. Das rohe Hydriergemisch, 38 mg, enthaltend 1,38 ¢, wurde auf
priap. DC-Platten im System C/E 1 vorgetrennt. Im System C/E 3 (4 X gelaufen)
wurde sodann die gesuchte, etwas schneller laufende, 6.7-3H markierte
A*-Verbindung vom inaktiven Ausgangsmaterial abgetrennt. Aus dem Akti-
vitdtsgehalt von 1,09 c errechneten sich 5,45 mg 173-Acetoxy-4-6stren-3-on-
6.7-*H (X).

X — Ivb.

Das gesamte Material X wurde mit 95 mg inaktivem 173-Acetoxy-4-
dstren-3-on auf 100 mg (0,32 mMol) verschnitten und unter gleichzeitigem
Entfernen des semilabilen *H aus Position 6, in 5 ml Methanol mit 0,25 ml
4 n-KOH 4 Stdn. bei Raumtemperatur verseift.

Mit Essigsiure wurde dann auf pH 5 eingestelit, das labile Tritium im
Methanol durch Einengen entfernt und wie iiblich aufgearbeitet.
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Erneutes Stehenlassen der Substanz in 150 ml Methanol unter N, mit
0,5 ml 4 n-KOH bei Raumtemperatur iiber Nacht ergab noch einen Aktivitéts-
verlust von ca. 20%. Ausbeute : 101 mg 178-Hydroxy-4-6stren-3-on-7-*H
(IVb). Akt.-Menge : 361 mc.

1vb— vb.

83.4 mg (0,3 mMol) IVb wurden bei +35° mit 0,085 ml Jones Reagenz in
3 ml Aceton oxydiert. Ausbeute : 83 mg (1009 d. Th.) 4-Oestren-3.17-dion-
7-3H (Vb). Akt.-Menge : 309 mc.

vb— vib. — HOHE SPEZIFISCHE AKTIVITAT.

14 mg (0,05 mMol) Vb, enthaltend 50 mc (3,6 mc/mg), wurden im Roll-
autoklaven wie fiir Va beschrieben, dthiniert. Das isolierte Material, <109,
war mit dem gewiinschten 17B3-Hydroxy-17«-4thinyl-4-6stren-3-on-7-*H nicht
identisch. Im DC-Test C/E | blieben ca. 75 % der aufgetragenen Aktivitdt
am Start.

v —> Vib. — MITTLERE SPEZIFISCHE AKTIVITAT.

120 mg (0,44 mMol) Vb, enthaltend 27 mc, 0,225 mc¢/mg, wurden im
Rollautoklaven wie fiir Va beschrieben, #thiniert. Rohausbeute : 136 mg,
Fp : 155/180-191,5 °C. Akt.-Menge : 24 mc. Das Rohmaterial wurde pripa-
rativ im System C/E 1 getrennt. Ausbeute : 69,2 mg (52,5% d. Th.) 17f-
Hydroxy-17a-dthinyl-4-dstren-3-on-7-3H (VIb). Fp : 202/202,5-203 °C. DC :
C/E 1, C/A 1, VA, RGC; EGS, | Meter, He, 200 °C Sidulentemperatur. Akt.-
Menge : 11,25 mc (41,6% d. Th.) Spez.-Akt. : 48,5 mc/mMol, 163 pc/mg.

vib—- viib.

69 mg (0,23 mMol) VIb, enthaltend 11 mc, wurden wie fiir VIa beschrieben,
verestert. Das Rohmaterial wurde im System C/E 2 priparativ getrennt.
Ausbeute : 56 mg (58,7% d.Th.) 178-Heptanoyloxy-17«-dthinyl-4-8stren-3-
on-7-H. DC : C/E 2 (2x gelaufen), C/A 2, VA, RGC (Bedingungen analog
VIb) Akt.-Menge : 6 mc (549% d.Th.). Spez.-Akt. : 43,6 mc/mMol,
0,106 pc/mg. Riickgewinn an VIb bei der Plattentrennung : 12,8 mc
(18,5% d. Th.).

1'-14C SYNTHESE
X[ — XIL

a) Natrium-énanthat-1-14C.

Aus 1,65 g (15 mMol) n-Hexylchlorid (GC : 99 %ig), 413 mg (17 mMol)
Magnesium und einer Spur Jod, wurde in 10 m! Aether (iiber LiAlH, destilliert)
unter Helium auf iibliche Weise die Grignardverbindung hergestellt. In das
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Reaktionsgefdl wurden 5 mMole MCO,, aus 985 mg (5 mMol) Barium-
carbonat-*C, enthaltend 50 mc, gezogen und innerhalb von 60 Min. die
Temperatur im Reaktionsgefdl unter Rithren von —196°C auf —10°C
erhoht; so wurde 20 Min. belassen und das Reaktionsgemisch dann in
10 ml 2 n Schwefelsiure eingegossen, mit 2,5 g Silbersuifat versetzt und mit
Wasserdampf die gebildete Oenanthsiure-1-*C abgeblasen, als Natriumsalz
isoliert, aus Aceton umkristallisiert, mit Petroldther gewaschen und bei 100°
im Vakuum getrocknet. Ausbeute : 641 mg (84,5% d. Th.), Titration > 99 %ig.
Akt.-Menge : 37,5 mc (75% d. Th.). Spez.-Akt. : 8,9 mc/mMol, 58,5 uc/mg.

b) Veresterung XII.

100 mg (0,66 mMol) Natrium-dnanthat-1-1*C wurden in 15 ml Benzol
suspendiert, das Benzol bis auf 5 ml abdestilliert und unter Eiskiihlung 346 mg
(1,65 mMol), 0,27 mi, Trifluoressigsdureanhydrid zugegeben. Es wurde 30 Min.
bei Raumtemperatur und 30 Min. bei 40° geriihrt (intensive RiickfluBkithlung).
Die Acylierungslosung wurde nun abgekiihlt, 590 mg (1,98 mMol) inaktives
VII zugefiigt und so 16 Stdn. belassen. Die Reaktionslosung wurde ohne
weitere Behandlung tiber prip. DC-Platten im System C/E 2 aufgetrennt.
Ausbeute : 137,4 mg (50% d.Th) 17Bf-Heptanoyloxy-1'-1C-17a-ithinyl-4-
ostren-3-on-7-*H, DC : C/E 2, C/A 2, VA. Akt.-Menge : 2,56 mc, 7,65 mc/mMol,
18,8 uc/mg.

Ich danke Herrn J. Kaufmann und Herrn J. Balzer fiir geschickte
Mitarbeit.
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