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Zusammenfassung

Es wird ein Verfahren zur Darstellung von (4,5,6-T1)-5¢{-Dihy-
drotestosteron bzw. (4,S,b-T)m50(—Androstahdion durch kataly-
tische Hydrierung mit tragerfreien Tritiumgas beschrieben. Die
spezifische Aktivitdt des tritierten Steroids betridgt 4,73 Ci/
mMol. Eine gleichzeitige Reduktion der 3-Ketogruppe konnte unter
den gewghlten Bedingungen nicht beobachtet werden. 58-Dihydro-
testosteron-4,5,6-T entstand etwa 4 mal schneller als das 50 -
Analogen. Etwa 1/3 der Gesamtradioaktivitdt des 5¢{-Dihydrotesto-
sterons ist am Kohlenstoffatom 4 gebunden.

Einleitung

5 X~-Dihydrotestosteron entsteht im Organismus durch enzymatische
Reduktion des md@nnlichen Sexualhormons Testosteron.
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Dieser Abbau findet Uberwiegend in der Leber sowle im Prostata-
Gewebe statt (1,2).

Obwohl die Bildung von 5o -Dihydrotestosteron aus Testosteron
eingehend untersucht worden ist, sind die Kenntnisse liber den

weiteren enzymatischen Abbau des hydrierten Androgens unvoll-
standig.
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Uns interessierten in diesem Zusammenhang die Veridnderungen an
den C-Atomen 4 und 5 des Steroidgeriistes; besonders im Hinblick
darauf, ob eine enzymatische Riickwandlung in das Sexmalhormon
Testosteron méglich ist. Bisher konnte eine derartige Dehydrie-
rung nicht gefunden werden (3).

Fir diese Untersuchungen synthetisierten wir ein in den oben ge-
nannten Positionen mit Tritium markiertes 5 -Dihydrotestosteron
und untersuchten anschlieflend dessen weiteren Abbau unter in vivo-
und in vitro-sedingungen (4).

Allgemeine Beschreibung und Ergebnisse

Vorversuche zu katalytischen Reaktionen derd ,=Doppelbindung
beim Testosteron

Ausgangsprodukt der Synthese von 5¢ -Dihydrotestosteron war
Testosteron, dessen Doppelbindung im Ring A katalytisch hydriert
wurde. Da die katalytische Hydrierung derl&u—Doppelbindung még-
licherweise zu einer teilweisen Reduktion der Ketogruppe am
C3-Atom fiihrt, war es wichtig, zundchst das AusmaB dieser Neben-
reaktion zu kennen. Es wurden deshalb 129 mg Testosteron in
dthanolischer Losung mit 10%iger Palladiumkohle unter Wasser-
stoffaomosphédre hydriert. Der Wasserstoffverbrauch wurde kon-
trolliert und mit der Wasserstoffmenge verglichen, die einer
ausschlieBlichen Hydrierung derA\A-Doppelbindung des eingewo-
genen Testosterons entspricht. Dabei konnte eine nennenswerte
rReduktion der benachbarten Ketogruppe ausgeschlossen werden.

Dieses &rgebnis war deshalb von bsedeutung, da die diinnschicht-
chromatographische Uberpriifung des Reaktionsansatzes neben Dihy-
drotestosteron als Haufitprodukt eindeutig Androstandiole anzeigte.

Die tiydrierung der Doppelbindung von lestosteron fithrt zur Bil-
dung eines asymmetrischen C-Atoms in der Position 4 des Androgen-
molekiils.
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Da durch zahlreiche biologische Versuche bewiesen ist, daB nur
die 5 -Form androgene Eigenschaften besitzt (6), sollte ein
weiterer Vorversuch kliren, in welchem AusmaB cie uns interessie-
rende Verbindung unter den gewdhlten Reaktionsbedingungen ent-
steht.

14C-markiertes Testosteron wurde deshalb unter diesen Bedingungen
mit Wasserstoff hydriert. Nach diinnschichtchromatographischer
Trennung konnte eine quantitative Analyse des Reaktionsansatzes
mit dem "Dinnschicht-Scanner"* durchgefilhrt werden. Danach wurde
58-Dihydrotestosteron etwa 4 mal hdufiger gebildet als das 5K -
Analogen, das damit maximal in einer Ausbeute von 20 % gewonnen
werden konnte.

Katalytische Reduktion von Testosteron mit Tritiumgas

Im nun folgenden Versuch wurden in einer Tritierapparatur (8) 13mg
Testosteron mit 4 Ci trdgerfreiem Tritiumgas katalytisch hydriert.
Nach Aufarbeitung und diinnschichtchromatographischer Reinigung

des Hydrieransatzes konnte eine Gesamtaktivitét von 36 mCi

5« ~-Dihydrotestosteron gemessen werden. Die spezifische Aktivit&t
errechnete sich durch Acetylierung eines Aliquots der tritierten
Verbindung mit 14C-markiertem Acetanhydrid bekannter spezifischer
Axtivitédt, Aus dem T/ 14C—Verhia‘ltnis ergab sich der Wert fir die
spezifische Aktivitdt von 4,73 Ci/mMol 5-. - Dihydrotestosteron.

Nach Untersuchungen von Shoppe und Hajj (5,7) bei der Reduktion
dhnlicher Androgenmolekiile mit Deuterium und Tritium soll die
Tritierung der g 4—Doppelbindungen von Testosteron auch zu einer
Markierung des Kohlastoffatoms 6 fithren, Zur Bestimmung des
Tritiumanteils an C-4 wurde die Verbindung mit methanolischer
Kalilauge behandelt. Da bei demhier hergestellten tritiummar-
kierten 5.. ~Dihydrotestosteron sich dabei nur 3 % des Tri-
tiums und nicht 50 % der Gesamtaktivitdt labilisieren lieBen,
ist auch bei dieser Sythese zu erwarten, daf T-itium sich nicht
nur an C4 und C5 sondern auch an Csbefindet. L.e Aktivit&ts-
verteilung in den Positionen..5 und 6 warde nicht untersucht,

*nDiinnschicht-Scanner" LB 277° der Fa. Rerthold, 7ildbad (Schwarz-
wald)
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Praparativer Teil:

Herstellung von (140)—54_—Dihydrotestosteron

Es wurden 2,5 pCi 4—140-Testosteron mit 15 mg inaktiver Substanz
in 5,5 ml Athanol geldst. Das Losungsmittel wurde anschlieBend
am Rotationsverdampfer abgezogen. Der Riickstand wurde mit 1 ml

Katalysator-Suspension aufgenommen und mittels einer Pipette

in ein 2 ml Hydrierkdlbchen iiberfithrt (die Kataysator-Suspension
enthielt 10 mg Katelysator pro ml Athanol). Es wurde mit ca. 0,5ml
Athanol nachgewaschen, dann das Kolbchen mit einem ca. 0,5 cm lan-
gen Magnetriihrstédbchen versehen und an die Tritier-

Apparatur angeschlossen. Der Inhalt des Kdlbchens wurde mit

fliss. Stickstoff eingefroren und anschlieBend evakuiert. Durch
eine Tdpler-Pumpe wurde Wasserstoff aus dem VorratsgefiaB in das
Hydrierkdlbchen gepumpt. Die Hydrierung wurde bei einem Druck

von 420 mm Hg begonnen. Nach 14 Minuten betrug der Druck 170 mm
Hg, der sich widhrend weiteren 11 Minuten nicht mehr verinderte.
Der Hydrieransatz wurde anschlieBend durch Watte filtriert und
der Riickstand mit ca. 8 ml Methanol nachgewaschen. Das Ldsungs-
mittel wurde am Rotationsverdampfer abgezogen und der Riickstand

in 3 ml bMethanol aufgenommen. Anschliefiend wurden innerhalb ei-
ner Versuchsreihe geeignete Laufmittel zur Trennung der Reaktions-
produkte gewonnen.

Fir die dinnschichtchromatographische Trennung von 5 - und 58-
Dihydrotestosteron eigneten sich Chloroform/Aceton 9:1 (3 Stun-
dew Durchlaufchromatographie) bzw. Ather/ Dimethylformamid 99:1

(2 stunden). Durch Ausmessen der radioaktiven Peaks mit dem
"Dinnschicht-Scanner" wurde die 58-Verbindung etwa 4 mal hiufiger
als das 5:4-Steroid ermittelt. Fir den folgenden Versuch der
Synthese von 5 a-Dihydrotestosteron konnte deshalb mit einer
maximalen Ausbeute von etwa 20% gerechnet werden.

rerstellung von T-markiertem 5-¥-Dihydrotestosteron

4 Ci writiumgas (trigerfrei) wurden aus einer srechsiegelampulle
in das VorratsgefdB der Yritierapparatur (&) gebracht. Anschlies-
send wurden 1> mg ‘estosteron in 1 ml Katalysator-Suspension
(10 mg Katalysator) und 0,5 ml Athanol geldst und in ein 2 ml
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fassendes Hydrierkdlbchen iberfiihrt. Die weitere Prozedur ist
identisch mit der des oben beschriebenen Vorversuchs. Der Druck-
abfall in der Apparatur blieb nach 90 Minuten konstant.

Der Tritieransatz wurde anschliefend durch Watte filtriert und
zur Entfernung des labil gebundenen Tritiums 3 mal mit Je 15 ml
Methanol verdiinnt, die darauf am Rotationsverdampfer abdestil-
liert wurden. Der Riickstand wurde auf 3 Diinnschicht-Platten auf-
getragen (Kieselgel “F254' Schichtdicke 0,75 mm) und 3 Stunden
im FlieBmittelsystem Chloroform/Aceton 9:1 chromatographiert.
Mit dem Diinnschicht-Scanner wurde die Aktivitdtsverteiiung auf
den Dinnschicht-Platten bestimmt, anschlieBend die 50(—Dihydro-
testosteron~Bande vorsichtig abgeschabt und in einer Glassdule
mit Essigester/Methanol 1:1 erschdpfend eluiert. Ein Testchro-
matogramm zeigte eine noch geringe Verunreinigung von Tritium-
markiertem 58~Dihydrotestosteron, so daB eine nochmalige diinn~
schichtchromatographische Reinigung notwendig wurde.

Die anschlieBend durchgefilhrte VerdUnnungsanalyse zeigte auch
nach mehrmeligem Umkristallisieren keine inderung der spezifi-
schen Aktivitat.

Tabelle 1

Ergebnis der Umkristallisation von 5(X —Dihydrotestosteron=4, 5, 6=1

spez. Aktivitdt Losungsmittel
1. Umkristallisation 52 435 Ipbi/mg Bssigester
2. " 52 993 Ipil/mg Essigester
3, " 52 900 IpH/mg nex
4, v 52 400 IpM/mg Hexan

Die Gesamt-iiadioaktivitdt wurde durch Hessen eines Aliquots im
Fliissig-Szintillationszdhler LS 15 (ifa. oeckmann) bestimmt.

Zur Ermittlung der Substanzausbeute und der spezifischen Aktivitdt
(pCi/pMol) vurde tritiertes % x ~Oihydrotestosteron mit 1QU— )
markiertem Acetanhydrid bekannter spezifischer Aktivitdt guCi“AC/
pMol) in Pyridin acetyliert. Aus dem ermitteiten rritium/1 G-
Verhiltnis errechnete sich eine spezifische fktivitdt des 5 -
Dihydrotestosterons von 4,73 Ci/mhol und damit eine Substanz-
ausbeute von 2,21 mg.
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Herstellung von (4,5,6-T)-5& -~Androstandion

Ein Teil des synthetisierten 54 -Dihydrotestosterons-4,5,6-T
wurde zu 5 (-Androstandion-4,5,6-T
oxydiert. Die spezifische Aktivitdt des Oxydationsproduktes wurde
durch Zugabe inaktiven 5 -Androstandions gesenkt. Die Identitat
des Androgens wurde durch Vergleich der spezifischen Aktivititen
(PC1[uMol) des 5K -Androstandions mit der seines Dinitrophenyl-
hydrazons, die identisch sein miissen, bewiesen.

50 mg authentisches 5 -Androstandion wurden mit wenigen ug
durch vorherige Dlnnschichtchromatographie gereinigtem 50¢-
Androstandion (8 pCi) versetzt und aus Isopropylidther mehrfach
umkristallisiert. Das nach 2-facher Umkristallisation gewonnene
Kristallat wurde mit Dinitrophenylhydrazin zum Dinitrophenyl-
hydrazon des 56X-Androstandion umgesetzt und das Dinitrophenyl-
hydrazon ebenfalls mehrfach aus Athanol/Wasser 1:1 umkristalli-~
siert.

Tabelle 2
Beweis fiir die Identitit von (4,5,6~T)=5 ¥-Androstandion—4,5,6-T

Umkristallisiert als: spez. Akt. (PCi/PMol)

5/X-Androstandion

1. Kristallisat 8,5 x 1072
2. 8,2 x 1072
Dinitrophenylhydrazon

1. Kristallisat £,5 x 10~2
2. v 9,8 x 1072
2. " 9,2 x 107¢

Labilisierung des Tritiumg an C, beim 4,5,6-1-5X~uihydrotesto-
steron

Die Bestimmung der Tritumaktivitdt am Kohlenstoffatom &4 von
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5 X-Dihydrotestosteron erfolgte durch Behandlung des Steroids
mit methanolischeKOH. 20 pCi 5 ¥ -Dihydrotestosteron-4,5,6-T
warden 12 Stunden bei 60°C mit S%iger methanolischer KOH am
RickfluBl erhitzt. Durch anschlieBendes Extrahieren mit Hexan
konnte das Steroid aus der mit Wasser angereicherten Phase ent-
fernt werden. Aus dem wdssrigen Riickstand wurde durch Gefrier-
destillation der HTO-Anteil bestimmt. Dabei wurden in 4 Versuchen
30,8%, 35,3%, 31,1% und 32,84 (Mittelwert 32,5%) der Gesamtak-
tivitdt als HTO bestimmt. Damit sind etwa 1/3 der Tritiumaktivitit
des Steroidmolekiils am Kohlenstoffatom 4 gebunden. Vergl. auch
die Abbildungen der entsprehcenden "Szintigramme", hergestellt
mit Hilfe des "Dlnngchicht-Scanners" und des Punktdruckers in
().

Herrn Prof. Wenzel und iterrn lrautmann danke ich fiir das
Interesse bei der Herstellung des dteroids und der Fa.
Schering AG Berlin fiir die materielle Unterstiitzung.
Frl. Bollert gilt mein Dank fiir die technische Assisten:z
bei den durchgefiihrten Versuchen,.
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