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SUMMARY 

]:5L-T]-Dihydrotestosteron was labeled by the reduction 
of testosterone by NADP-’I’. Using liver microsomes of fema- 
le rats o n l y  the %-labeled compound was gained. 
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Tn einer friiheren Arbeit (1,2) konnten wir bei Ratten in vivo 
und in vitro eine HTO-Bildung aus ~5,6-I’]-5&Androstan-3,17-dion 
nachweisen. Als Ursache filr diese Tritium-Labilisierung wurde ei- 
ne Dehydrierung an C-5 und C-4 diskutiert. Um diese offengebliebe- 
ne Frage beantworten zu konnen, sollten entsprechende Versuche 
mit [%-Ij-Dihydrotestosteron ausgefiihrt werden, In der nachstehen- 
den Arbeit beschreiben wir die Synthese dieser Verbindung. 

Im Testosteron, einem a,B-ungesattigtem Keton hat die unterschied- 
liche Elektronenaffinitat von Sauerstoff und Kohlenstoff eine Po- 
larisierung der Carbonylgruppe zur Folge, Dementsprechend‘ lassen 
sich nach Ringold et al. ( 3 )  folgende Grenzstrukturen fomulieren: 
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Dar-ur, e r g i b t  s ich  flir d i e  €;ydrierune; von Testosteron d u r c h  
e i ?  5L-A) -1leduktase und MADPII e i n  bestimmter de,-ktions- 
mechnnislius: dac  vom IdADPH strrmende laxr t r i r20n  n Lo?g;crt s i c A  
an C-5, e i n  Proton am' C-4 an (3-7). LaBt man d i e  Reaktion i n  
T r i t i u ~ i -  'asser ablaufen oder s e t z t  PJADPT a l s  Coenzj-m e i n ,  so 

k a n  T r i t i u m  als T+ i n  4- oder a1.s T- i n  5-Ctcllung i n  c l z ~  

r) t e 1-0 i (1 e inge b aut vier d en. 

- 

J e i  +c,r c a r s t e l l u n g  von ,/j.~-$j -3iliycirotestostcron ciientcn 
Lebcrniikrosomen i - e i b l i c h e r  Ratten a l s  Znz Trflwelle, d- diezo 
nnch bntersuchungen von Schrief  o r s  e t  31. ( 3 )  f a s t  ?usscl?licO- 
lj-ch 5.L- u n d  krum 59-hcrlukt--c m t h d t e n .  D?s bendt igte  Co- 
eiiz-;x i - u r d e  m i t  Glucose-1-T a l s  Tritium-Donator i n  einc1.i IYi'DPK 

~ Z I J .  1.33F-T generierendem System rad ioakt iv  rnarkiert (9,lC). 

Dam i t e r g i b t s i c  h f o 1 g ende Re a k t  i oils ke -I; t e : 

p-'I' -Gluk. -Phosphat + NADP -> 

N;DP-T + L+ + Testosteron ___1_1_1, 

Glukolac ton-6-Phosphzt 
t IJA3P-T + h+ 

5kdL-iledukt . 

1 5 1 3  -Dih,rdro-testosteron + I i . ~ ~  

I"lteria1 und Methoden 

Cl-T] -Glukose (5 ,3  Ci/mlYol) bezogen wir von der  Firma ihcrsharn- 

Lluc 1.11 e r , Br auns c hw e i g . 
Alle benotigten Coenzyme und Snzyrne waren Eandelsprsparate 
de r  Firma Uoehringer-Mannheim. 
Leberrnikrosomen weibl icher  Katten [ ~ L - A  4-Heduktase) isurdcn niicli 
(3-10) h e r g e s t e l l t .  
Die \ l ister-Ratten stammten van d e r  Firma Hagemann, dosingfeld 
b e i  Eannover. 
Die Reinigung und Reinhei tskontrol le  der  radioakt iven PrSpe- 
r a t e  e r f o l g t e  durch Dunnschicht-Chromatographie m i t  deml'Dunn- 
schicht-ScannerI1 der  Firma Berthold nach den Vorschrif ten i n  
(11). 

Einnschicht-Chromatographie auf Merck-Fertigplatten "Kieselgel 
F 254, 0,25 mm Schichtdicke". 

Die Steroi.de wurden entweder d i r e k t  im UV-Licht b e i  254 m 
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oder nach Anspriihen m i t  PrimulinvLosung (12)  b e i  350 nm 
s i c h t b a r  gemacht. 

P r 5 p a r  a t i v  e r T e il 

Inkubationsansatz (13):  1 ,0  m l  Mikrosomensuspension = 200 mg LeberQ 
2,O ml TRIS-HC1-Puffer pH 7 , b  r n i t  

ATP 1 , 2  ul.iol / 
/ ItADP 0,8 Ul”0l 

MgC12 10 /UrSlOl 

0,5 m l  Glucose-1-T O,l/uIvIol = 5301uCi 
0,l m l  Glucose 
0 , l  m i  kiexokinase 19 ug 
0,l m l  Glucose-6-P-Dehydrogenase 5 ug 
0,l m l  Testosteron-Lsg. m i t  1 uI.101 

0,7 Ul40l / 
/ 

/ 
i n  Athanol / 

riach der  Inkubation (15 hin.  b e i  37’) wurden d i e  Steroide 4 m a 1  m i t  
3 ml Dichlormethan ausgeschi i t te l t  und dinnschichtchromatographisch 
i n  C I i C l  /Aceton 9 : l  ( L m f z e i t  3 S t d . )  auicetrennt .  D a s  Rndiochro- 
m n t o p m ~ ! !  (Abb. 1) z e i g t ,  dal3 auBer ~ 5 l - ~ D i h y ~ - r o t e s t o s t e r o n  
(KF=0,78)* i n  ger inger  Ausbeute noch zlrei ,:.eitere redioakt ive Ver- 
binduneen, nzmlich 3 ~ , 1 7 R - h d r o s t a n d i o l  (RF=0,54)* unc! 5L-hdrostan- 
dion (RF=l,O)* g e b i l d e t  wurden. 

3 

‘I‘est auf rx?.iochemische Reinhei t  

Die radiochromatographische Reinhei t  dee s y n t h e t i s i e r t e n  c5.l-T] - D i -  
kydrotestosteron imrde bewiesen durch Hechromatographie i n  Chlo- 
roforrn/Tetrahydrofuran (96:l) und i n  Aether/Dimetliyl%orm~id (3S:l) 
RF-;lert: 0,38 bz7.i. 0,41. Die RF-‘;!erte TmrEn n i t  denen 
von authentischem 5L-Dihydrotestosteron Fdcntisch. 

Die radiochemische Reinheit  m r d e  aul3erdem folgendermaRen 
i;.berpfift: 
Eine Probe des radioekt iven Iviaterials w r d e  n i t  100 mg in- 
aktivem !3&-Dih;rdrotestosteron verdiinnt und i n  verschiedenen 
LBsungsmitteln u n k r i s t a l l i s i e r t .  Dabei b l i e b  d i e  spez i f i sche  
A k t i v i t a t  (ZpI~/ng), d i e  nacli j eder  U n k r i s t a l l i s a t i o n  e rneut  
bestimmt k-urde, konstant.  Somit konnte pi-q -Dihydrotesto- 
s te ron  als r3diochemisch r e i n  bezeichnet verden. 

* RF-!Jerte bezogen auf 5L-.:ndrostnndion (=1) 
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Teb. 1 : UmkristallisTtion von [5k -'g -3i,'l"-drotec'r,o~t~~o~i 

sgez. Akt. (Zp!,I/mg) LB sungsmittel 

1. 

7 
L. 

7, ,. 
4.  

5. 

14-73 

1618 

1581 

15311 

1552 

l -  s c  s i c;" s t er 
I 

Essigester 

43ssige ster 

i: so?ro?anol. 

Isopx-openol 

Zur Ilontrolle der spezifischen ;.Ierkierung des  i , ,o lek i l s  mit 
rn Lritium i r r  Position 5 vrurde d z s  synthetisierte E.C-T3 -Di- 
hydrotcstosteron nzch d c r  Piethode von Abul-:;a j j (1L:) eno- 
lisiert. Sinn der Enolisierung war e s ,  eventu.el1 23 Koh- 
lenstoff /+ eingebautes Tritium zu entfernen und a l s  S C  

nachzuweisen. Es konnten aber nach Enolisierung nur 0,k  $$ 

der eingesetzten Aktivitzt als HTO bestimmt werden. Dies 
spricht eind-eutig gegen einen Tritium - Einbau an C-4, zu- 
ma1 das in so geringfzgiger Menge abgespaltene Tritium auch 
von C-5 stammen kann. 

Radiochemische Ausbeuten 

Tab. 2 gibt eine ubersicht iiber Ausbeuten und spezifische Akti- 
vitaten des synthetisierten h - T )  -Dihydrotestosteron. Es fsllt 
auf, da.R die Ausbeuten zwischen 15 - 30 % der eingesetzten Akti- 
vitat schwanken. Die Ursache dafiir konnte nicht geklart werden. 
Die verschiedenen spezifischen Aktivitaten von [5A-T] -Dihydro- 
testosteron ergaben sich deshalb, weil unterschiedliche Piengen 
an Glucose-1-T eingesetzt wurden, wahrend die Menge an inaktiver 
Glucose konstant 0,7 UMol p r o  Ansatz betrug. / 
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I 

Tab. 2: Synthese von DX-lrj -Dihydrotestosteron 

CHCl3/Aceton 9+1 

[?A- lj - D i  h j d r  o t e s t o s t e r o n 

Danksegunq 

r'ur f i n a n z i e l l e  Untersti tzung dieser i irbeiten danken :rir a e r  
S ti 1 tung Vo Ik s -, ia en-, i c- rk , f% _r m a t e  r i e 11 e iJnt e r s tLi t zung t -? T 
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Abb. 1 DC-Reinigung von [%-TI -Dihydrotestosteron 

Ansatz gemail3 Methodik. Auf einer DC-Platte wurden ca. 
lOO/uCi entsprechend 60/ug [W-T] -Dihydrotestosteron 
auf einer Bahn von 2,5 cm Breite aufgetragen. 
RF-Werte bezogen auf 5$-Androstandion (=1.0). 
Der %-DHT-Peak wurde abgeschabt, eluiert und rechro- 
matographiert. 
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