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Lutz Pitzel 
Bio1.-Chem. und Isotopenabteilung 
Pharmazeutisches Institut der Freien Universitgt Berlin, 
Berlin-Dahlem. 

Received on July 7, 1972. 

Zu sammenf as  sung 

E s  wird e i n  Verfahren zur  Darstellung von (4,5,6-'1)-50(-Dihy- 
drotestosteron bzw. (4,5,b-T)-50(-Androstandion durch kataly- 
t i s c h e  Hydrierung m i t  t r i igerfreien Tritiumgas beschrieben. Die 
spezifische Aktivi ta t  des t r i t i e r t e n  Steroids  betragt  4,73 C i /  
mMol. Eine gleichzei t ige Reduktion der  3-Ketogruppe konnte unter  
den g e d h l t e n  fiedingmeen nicht  beobachtet werden. 513-Dihydro- 
testosteron-4,5,6-T entstand etwa 4 ma1 schnel ler  als das 5 4 -  
Analogen. Etwa 1/3 der  Gesamtradioaktivitat des 5d-Dihydrotesto- 
s terons ist am Kohlenstoffatom 4 gebunden. 

Einl  e i tung 

5 d-Dihydrotestosteron en ts teh t  i m  Organismus durch enzymatische 
Reduktion des  r n m i c h e n  Sexualhormons Testosteron. 

& A4Steroid 

Keduktase 0' n' 
0 Testosteron Q p -  5 d  -Dihydro t e s t o  steron 

Dieser Abbau f inde t  iiberwiegend i n  der  Leber sowie i m  Prostata- 
Gewebe s t a t t  (1,2).  
Obwohl die  dildung von 5a(-Dihydrotestosteron aus Testosteron 
eingehend untersucht worden ist ,  sind d i e  Kcnntnisse uber den 
weiteren enzymatischen Abbau des hydrierten Androgens unvoll- 
standig. 
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Uns i n t e r e s s i e r t e n  i n  diesem Zusammenhang d i e  Verkinderungen an 
den C-Atomen 4 und 5 des Steroidgeriistes; besonders i m  Hinblick 
darauf, ob eine enzymatische Riickwandlung i n  das  Sexualhormon 
Testosteron mijglich ist. Bisher konnte e ine derar t ige  Dehydrie- 
rung nicht  gefunden werden ( 3 ) .  
FUr diese Untersuchungen synthe t i s ie r ten  w i r  e i n  i n  den oben ge- 
nannten Positionen m i t  T r i t i u m  markiertes 50(-Dihydrotestosteron 
und untersuchten anscNieDend dessen weiteren Abbau unter  i n  vivo- 
und i n  vitro-8edingungen ( 4 ) .  

Allgemeine 6eschreibung und Ergebnisse 

Vorversuche zu katalvtischen Reaktionen derb,,-Doppelbindunq 
beim Testosteron 
Ausgangsprodukt der  Synthese von 5d-Dihydrotestosteron war 
Testosteron, dessen Doppelbindung i m  Ring A kata ly t i sch  hydrier t  
wurde. Da d i e  katalyt ische Hydrierung derh4-Doppelbindung mag- 
l icherweise zu e iner  te i lweisen Reduktion der  Ketogruppe am 
C -Atom fiihrt ,  war e s  wichtig, zunachst das AusmaO d i e s e r  Neben- 
reaktion zu kennen. ds wurden deshalb 129 mg Testosteron i n  
athanolischer Lijsung n i t  10yoiger Palladiumkohle unter  Wasser- 
stoffaomosphare hydrier t .  Der Wasserstoffverbrauch wurde kon- 
t r o l l i e r t  und m i t  der Wasserstoffmenge verglichen, d i e  e iner  
ausschlieBlichen Hydrierung derh4-Doppelbindung des eingewo- 
genen Testosterons entspr icht .  Dabei konnte e ine nennenswerte 
Heduktion der  benachbarten Ketogruppe ausgeschlossen werclen. 

Uieses drgebnis war deshalb von kiedeutung, da d i e  diinnschicht- 
chromatographische uberpriifung des Reaktionsansatzes neben Dihy- 
drotestosteron a l s  HauPtprodukt eindeutig Androstandiole anzeigte.  

Die kiydrierung der  Doppelbindung von Testosteron fiihrt zur  B i l -  
dung oines asymnetrischen C-Atoms i n  der  Posi t ion 4 des Androgen- 
molekiils. 

___--_--____--_--___------------------ ...................................... 

3 

O+'. &--@+@ H H 

l es tos te ron  5 < DHr 5fl DHT 



Synthese von (4 ,5 ,6-T)  -5a-dihydrotestostemn 59 

Da durch zah l r e i che  b io logische  Versuche bewiesen i s t ,  da5 nu r  
die  5 d - F o 1 ~  androgene Eigenschaften b e s i t z t  (6), s o l l t e  e i n  
we i t e re r  Vorversuch k l l r e n ,  i n  welchem AusmaB o i e  uns  i n t e r e s s i e -  
rende Verbindung unter den gewkihlten Reaktionsbedingungen ent-  
steht. 
"C-markiertes Tes tos te ron  wurde desha lb  u n t e r  d i e sen  dedingungen 
m i t  Wasserstoff h y d r i e r t .  Nach diinnschichtchromatograpkischer 
Trennung konnte eine q u a n t i t a t i v e  AnaLyse des  Reaktionsansatzes 
m i t  dem "Diinnschicht-Scanner"* durchgefiihrt werden. Danach wurde 
50-Dihydrotestosteron etwa 4 m a l  hau f ige r  geb i lde t  als d a s  5oC- 
h a l o g e n ,  das damit maximal i n  e i n e r  Ausbeute von 20 % gewonnen 
werden konnte. 

Kata ly t i sche  Reduktion von Tes tos te ron  m i t  Trit iumgas 
Im nun folgenden Versuch wurden i n  e i n e r  T r i t i e r a p p a r a t u r  (8) l h g  
Testos te ron  m i t  4 C i  t r l igerfreiem Tritiumgas k a t a l y t i s c h  h y d r i e r t .  
Nach Aufarbeitung und diinnscht(chtchromatographischer Reinigung 
des Hydrieransatzes konnte e i n e  Gesamtaktivitat  von 36 m C i  
5d-Dihydrotes tos te ron  gemessen werden. Die spez i f i s che  Ak t iv i t a t  
e r rechnete  s i c h  durch A c e t y l i e m g  e ines  Aliquots de r  t r i t i e r t e n  
Verbindung m i t  14C-markiertem Acetanhydrid bekannter s p e z i f i s c h e r  
Ak t iv i th t .  Aus dem T/ 14C-Verhaltnis ergab s i c h  de r  Wert f u r  d i e  
spez i f i s che  Ak t iv i t a t  von 4,73 Ci/mMo1 5- - Dihgdrotestosteron. 

Nach Untersuchungen von Shoppe und H a j j  ( 5 ,7 )  be i  der  Reduktion 
ahn l i che r  Androgenmolekiile m i t  Deuterium u n d  Tr i t ium so l1  d i e  
T r i t i e r u n g  derd4-Doppelbindungen von Tes tos te ron  auch zu e i n e r  
Parkierung des Kohlastoffatoms 6 fiihren, Zur Bestirnmunq des 
Tr i t i uman te i l s  an C-4 wurde d i e  Verbindung m i t  methanolischer 
Kalilauge behandelt .  Da be i  d e m h i e r  h e r g e s t e l l t e n  tritiumrnar- 
k i e r t e n  5 ~ -  -Dihydrotesfrosteron s i c h  dabei nur 7>2, 6 des T r i -  
t i u m  und n i c h t  50 $ d e r  Gesarn tak t iv i t l t  l a b i l i s i e r e n  l i e a e n ,  
ist auch b e i  d i e s e r  SJrthese zu erwarten,  dafl T+tiurn s i ch  n i c h t  
nur  an C 4  und C5 sondern auch an C6befindet. C,e Akt iv i t a t s -  
v e r t e i l u n g  i n  den Positionen..S u n d  6 w.ir?e n i c h t  i inters i i -ht . .  

*"Diinnschicht-Scannert' LB 277 1 der  Fq. R e r t h o l d  , "h l d h a d  (Srht*rnrz- 
wa ld )  
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praparat  i v e r  Teil :  

Herstellung von ( ' 4 ~ ) - 5 &  -Dihydrotestosteron 
Es wurden 2,5 pi 4-'4~-Testosteron m i t  15 mg i nak t ive r  Substanz 
i n  5,5 m l  Athanol gelost .  D a s  Losungsmittel wurde anschlieBend 
am Rotationsverdampfer abgezogen. Der Riickstand wurde m i t  1 ml 
Katalysator-Suspension aufgenommen und mi t t e l s  e ine r  P ipe t t e  
i n  e in  2 m l  Hydrierkolbchen iiberfiihrt ( d i e  Kataysator-Suspension 
e n t h i e l t  10 mg Katelysator pro m l  Athanol). Es  wur'de m i t  ca. 0 , 5  ml 
Athanol nachgewaschen, d a n n  das Kolbchen m i t  einem ca. 0,5 cm Ian- 
gen Magnetriihrstabchen versehen und an d i e  T r i t i e r -  

Apparatur angeschlossen. D e r  Inha l t  des Kolbchens wurde m i t  
f l i i ss .  S t i cks to f f  eingefroren und anschlieBend evakuiert .  h r c h  
eine Topler-Fumpe w r d e  Wasserstoff aus dem VorratsgeflQ i n  das 
nydrierkolbchen gepumpt. Die Hydrierung wurde b e i  einem Druck 
von 420 mm Hg begonnen. IJach 14 Minuten betrug de r  Druck 170 mm 
Hg, de r  s i c h  wlhrend weiteren 11 Minuten n i ch t  mehr veranderte. 
Der Hydrieransatz wurde anschlieoend durch Watte f i l t r i e r t  und 
der  Ruckstand n i t  ca.  8 ml Plethanol nachgewaschen. Das Losungs- 
m i t t e l  wurde am iiotationsverdampfer abgezogen und d e r  Ruckstand 
i n  3 m l  Piethanol aufgenommen. AnschlieRend wurden innerhalb ei-  
ner  Versuchsreihe geeignete Laufmittel zur  Trennung de r  Reaktions- 
produkte gewonnen. 
i-Xr d i e  diinnschichtchromatographische 'i'rennung von 50(-  und 5B- 
I>ihydrotestosteron eigneten sich Chloroform/Aceton 9:l ( 3  Stun- 
deli hrchlaufchromatographie) bzw. Ather/ Oimethylformamid 99:l 
( 2  Stunden). Lurch Ausmessen de r  radioaktiven Peaks m i t  dem 
I I  mnn nchicht-Scanner" wurde d i e  50-Verbindung etwa 4 ma1 Muf ige r  
01s das 5,A-Steroid e r m i t t e l t .  Fiir den folgenden Versuch de r  
3yntnese von 5 :<-Dihydrotestosteron konnte deshalb m i t  e ine r  
maxirnelen Ausbeute von etwa 20:d gerechnet werden. 

u r s t e l l u n g  von 8-markiertem 5.~'-Dihvdrotestosteron 

4 C i  ' i r i t iumgas ( t r i i ge r f r e i )  wurden aus e ine r  brechsiegelampulle 
i n  das VorratsgePaD de r  T r i t i e r appa ra tu r  (a) gebracht. Anschlies- 
send burden 1 j m g  lt'estosteron i n  1 m l  Katalysator-Suspension 
(10 m;: Katalysator) und 0 ,5  ml jithanol gelost  und i n  e i n  2 ml 
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fassendes Hydrierkolbchen iiberfiihrt. D i e  wei tere  Prozedur i s t  
iden t i sch  m i t  d e r  des  oben beschriebenen Vomersuchs. Der Druck- 
a b f a l l  i n  d e r  Apparatur b l i e b  nach 90 Minuten konstant. 
D e r  T r i t i e r a n s a t z  wurde ansckiLie5end durch Watte f i l t r i e r t  und 
zur lhtfernung des  l a b i l  gebundenen l 'ritiums 3 m a l  m i t  j e  15 m l  
Methanol verdiinnt, d i e  darauf a m  Rotationsverdampfer abdest i l -  
l i e r t  wurden. Der Riickstand wurde auf 3 Diinnschicht-Platten auf- 
getragen (Kieselgel nFZ5,+, Schichtdicke 0,75 mm) und 3 Stunden 
i m  FlieBmittelsystem Chloroform/Aceton 9:l chromatographiert. 
P k t  dem Diinnschicht-Scanner wurde d i e  Aktivi ta tsver te i iung auf 
den Diinnschicht-Platten bestimmt , anschlie5end d i e  5d-Dihydro- 
testosteron-nande vo r s i ch t ig  abgeschabt und i n  eine? Glassaulo 
m i t  Essigester/Methanol 1: l  erschopfend e l u i e r t .  Ein Testchro- 
matogramm ze ig t e  e ine  noch geringe Verunreinigung von Tritium- 
markiertem 50-Dihydrotestosteron, s o  daR eine nochmalige dtinn- 
schichtchromatographische Reinigung notwendig wurde. 
Die anschlieoend durchgefilhrte VerdUnnungsanalyse ze ig t e  auch 
nach mehrmaligem Umkris ta l l is ieren keine h d e m n g  der  spezif i -  
schen A k t i v i t l t .  

Tabelle 1 

Eruebnis de r  Umkris ta l l isat ion von 5 d  -Dihvdrotestosteron-4.5.6-~ 

spez. AktivitYt Lo sung s m i  t t e l  

1. Umkris ta l l isat ion 52 435 Ipli/rng ds s iges t e r  
2 .  I' 52 993 IpiUmg Essigester  
3 .  'I 52 900 Ipi4/mg nexan 
4 .  52 400 IprdL/Ag iiexan 

~ ~~ ~ ~~~ 

Die Gesamt-ttadio&tivitat wurde durch Fiessen e ines  Aliquots i m  
F l i i s s ig-Sz in t i l l a t ionszahler  LS 15 (?a. decicmann) bestimmt. 
Zur Ermittlung der  Substanzausbeute und. de r  spezifischen Aktivit i i t  
(pCi/pPIol) m r d e  t r i t i e r t e s  5 r; -Oihydrotestosteron m i t  I4L- 

markiertern Acetanhydrid bekannter spez i i i s chc r  Ak t iv i t z t  ( , U L ~ ' ~ ~ T : /  
p o l )  i n  w r i d i n  a c e t y l i e r t .  4us dem e rmi t t e i t en  iritium/14C- 
Verhiiltnis errechnete s i c h  eine spezif ische Lk t iv i tS t  des 5 ' ,- 

Dihydrotestosterons ? r m  4,73 C i / m L o l  U J i C !  damit e ine Substmz- 
ausbeute von 2,21 mg. 
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HerstellunK von (4.5.6-T)-5&-Androstandion 

Ein Teil des synthetisierten 5 d-Dihydrotestosterons-4,5,6-T 
wurde zu 5 d-Androstandion-4,5,6-T 
oxydiert. Die spezifische Aktivitat des Oxydationsproduktes wrde 
durch Zugabe inaktiven 5 d-Androstandions gesenkt. Die Identitat 
des Androgens wurde durch Vergleich der spezifischen Aktivitlten 
(,pCi/pMol) des 5d -Androstandions mlt der seines Dinitrophenyl- 
hydrazons, die identisch sein mlissen, bewiesen. 
50 mg authentisches 5 d  -Androstandion wurden mit wenigen pg 
durch vorherige Dilnnschichtchromatographie gereinigtem 5Cd- 
Androstandion (8 pCi) versetzt und aus Isopropylather mehrfach 
umkristallisiert. Das nach 2-facher Umkristallisation gewonnene 
Krlstal%t wurde mit Dinitrophenylhydrazin zum Dinitrophenyl- 
hydrazon des 5l/(-Androstandion umgesetzt und das Dinitrophenyl- 
hydrazon ebenfalls mehrfach aus Athanol/Wasser 1:l umkristalli- 
siert . 
Tabelle 2 

ljeweis fllr die Identitat von (4.5,6-T)-5 '~-Androstandion-4.5.6-T 

Umkristallisiert als: spez. Akt. (pci/pol) 

50( -Androst andion 

1. Kristallisat 
2. I' 

t(,5 x 10-2 
8,2 x 

Dinitrophenylhydrazon 

1. Kristallisat 
2. I' 

2. 'I 

0,5 x 
9,1? x 
9,2  x 

Labilisienmg des Tritiums an C,, beim Lt,5,6-,i'-53(-Jihvdr3l;esto- 
steron 

i)ie Bestimmung der Pritumaktivitht am I :ohlenstoi ia tom 4 von 
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5 3(-Dihvdrotestosteron e r fo lg t e  durch Behandlung des Steroids 
m i t  methanolischeK0H. 20 pCi 5 Y-Dihydrotestosteron-4,5,6-T 
wurden 12 Stunden bei  6OoC n i t  5%iger methanolischer KOH am 
KiickfluD e r h i t z t .  Durch anschlieBendes Ektrahieren m i t  Hexan 
konnte das Steroid aus der  n i t  Wasser angereicherten Phase ent- 
fe rn t  werden. Aus dem e s s r i g e n  Ruckstand w r d e  durch Gefrier- 

d e s t i l l a t i o n  de r  HTO-Anteil  bestimmt. Dabei wurden i n  4 Versuchen 
30,8$, 35,3%, 31,IW und 32,8% (Mittelwert  32,5%) der  Gesamtak- 
t i v i t P t  a l s  HTO bestimmt. D a m i t  sind etwa 1/3 der  Tr i t i umak t iv i t l t  
des  Steroidmolekills am Kohlenstoffatom 4 gebunden. Vergl. auch 
d i e  Abbildungen de r  entsprehcenden tlSzintigrammell, h e r g e s t e l l t  
n i t  n i l f  o des ttDLinnschicht-Scannersll und des Funktdruckers i n  
14). 

Herrn Prof. Wenzel und iierrn 'irautmann danke i c h  f u r  das 
Interesse bei  der  Herstellung des Steroids  und der  Fa. 
Ychering AG Berlin fur d i e  rnaterielle UnterstiitzunR. 
Frl. Boller t  g i l t  mein Dank f u r  d i e  technische Assistenz 
be i  den durchgefiihrten Versuchen.. 
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