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SUMMARY

| 5«=1]-Dihydrotestosteron was labeled by the reduction
of testosterone by NADP-T. Using liver microsomes of fema=-
le rats only the 5{-labeled compound was gained.
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In einer fritheren Arbeit (1,2) konnten wir bei Ratten in vivo
und in vitro eine HTO-Bildung aus [5,6-1]-54-Androstan-3,17-dion
nachweisen., Als Ursache fiir diese ‘ritium-Labilisierung wurde ei-
ne Dehydrierung an C-5 und C-4 diskutiert. Um diese offengebliebe-
ne Frage beantworten zu konnen, sollten entsprechende Versuche
mit EEL—TJ;Dihydrotestosteron ausgefihrt werden, In der nachstehen-
den Arbeit beschreiben wir die Synthese dieser Verbindung.

im Testosteron, einem a,B-ungesittigtem Keton hat die unterschied-
liche Elektronenaffinitidt von Sauerstoff und Kohlenstoff eine Po-~
larisierung der Carbonylgruppe zur Folge, Dementsprechend lassen
sich nach Ringold et al. (3) folgende Grenzstrukturen formulieren:
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Daraus ergibt sich fir die Hydrierung von Testosteron durch
cdic 5Dl-A,~Reduktase und NADPH ein bestimmter Hezktions-
mechanisﬁus: das vom WADPH stammende lvdridion K™ lagert sich
am (=5, ein Proton am C-4 an (3-7). LiBt man die Reaktion in
Tritiun-iasser ablaufen oder setzt NADPT als Coenzym ein, so
kenn Tritium als T' in 4- oder als T in 5-Stellung in das

Steroid eingebaut werden.,

Bel der Darstellung von [54-@]—Dihydrotestosteron dienten
Lebermikrosomen weiblicher Ratten als Enzvmauelle, da diese
nach Untersuchungen von Schrief ers et al, (3) fast ausschliefB-
lich 54~ und kaum 58-Reduktase enthslten. Das bendtigte Co-
enzyn wurde mit Glucose-1-T als Tritium—-Donator in einem WNADPH
bzw. LADP-T generierendem System radioaktiv markiert (9,10).

Damit ergibt sich folgende Reaktionskette:

[[-1) ~Glukose + arp Hexokinase s gl—T] ~Gluk.-6-Phosphat + ADP

. Gluk.—-6-P-DH

1-7| ~Gluk.-Phosphat + NADP > Glukolacton-6~Phosphat
(-] >

+ NADP-T + HT

. 5d~d;~Redukt.
NADP-T + H + Testosteron —>

[5L~1) ~Dihycro-testosteron + LiDP

Material und Methoden

[1—T]-Glukose (5,3 Ci/mMol) bezogen wir von der Firma Amersham-
Buchler, Braunschweig,

Alle bendtigten Coenzyme und Enzvme waren Handelspriparate

der Firmes Boehringer-Mannheim.

Lebermikrosomen weiblicher Ratten (EL—AA—Reduktase) wurden nach
(8-10) hergestellt.

Die Wister-Ratten stammten von der Firma Hagemann, B&singfeld
bel Hannover,

Die Reinigung und Reinheitskontrolle der radioaktiven Pripa-
rate erfolgte durch DlUnnschicht-Chromatographie mit dem"Dinn-
schicht~Scanner" der Firma Berthold nach den Vorschriften in
(11).

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

Die Steroide wurden entweder direkt im UV~Licht bei 254 nm
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oder nach Ansprithen mit Primulin~L&sung (12) bei 350 nm
sichtbar gemacht.

Préparativer Teil

Inkubationsansatz (13): 1,0 ml Mikrosomensuspension = 200 mg Leber Q
2,0 ml TRIS-HCl-Puffer pH 7,4 mit
ATP 1,2/uMol
NADP O,B/uMol
MgCl, 10 ulol
0,5 ml Glucose=1-T O,l/uMol = 550/uCi
0,1 ml Glucose 0,7/uMol
0,1 ml Hexokinase 19/ug
0,1 ml Glucose-6-P-Dehydrogenase 5/ug

0,1 ml Testosteron-Lsg. mit l/uMol
in Athanol

liach der Inkubation (15 lin. bei 370) wurden die Steroide & mal mit
3 ml Dichlormethan ausgeschiittelt und dinnschichtchromatographisch
in CHC1l /Aceton 9:1 (Laufzeit 3 Std.) aufgetrennt. Das Radiochro-

atoprﬂmm (Abb. 1) zeigt, daB auBer L5L—§—D1hrdrotestosteron
kRF—O,78)* in geringer Ausbeute noch zwei weitere radiosktive Ver-
bindungen, nimlich 3d,178-Androstandiol (RF=O,54)* und bl-Androstan~-
dion (RF=1,O)* gebildet wurden.

lest auf radiochemische Reinheit

Die radiochromatographische Reinheit des synthetisierten EEL—Q]-Di—
hvdrotestosteron wurde bewiesen durch Rechromatographie in Chlo-
roform/Tetrahydrofuran (96:1) und in Aether/Dimethylformeamid (9%:1)
RF—Wert: 0,38 bzw. 0,41, Die RF—Werte waren mit denen

von authentischem 5d-Dihydrotestosteron identisch.

Die radiochemigsche Reinheit wurde auflerdem folgendermafen
Uberpriift:

Eine Probe des radiocaktiven Materials wurde mit 100 mg in-
aktivem 5j4~Dihvdrotestosteron verdinnt und in verschiedenen
Lssungsmitteln umkristallisiert. Dabei blieb die spezifische
Aktivitat (ZpF/mg), die nach jeder Umkristallisation erneut
bestimmt wurde, konstant. Somit konnte [Eb—f]-Dihydrotesto—
steron als radiochemisch rein bezeichnet werden.

* RF Werte bezogen auf S4d-Androstandion (=1)
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Tab.l: uUmkristallisstion von [51—@]—Dihgdrotestosteron
spez,Akt. (ZpM/mg) Lésungsmittel
1. 1473 Zesigester
2. 1618 Essigester
2. 1581 Essigester
4, 1534 Isopropanol
5. 1552 Isopropanol

Zur Kontrolle der spezifischen iiarkierung des hiolekills mit
Tritium in Position 5 wurde des synthetisierte [B4-T]-Di-
hydrotestosteron nach der kethode von Abul-iiaj] {(14) eno-
lisiert. Sinn der Enolisierung war es, eventuell zm Koh-
lenstoff &4 eingebautes Tritium zu entfernen und als HIO
nachzuweisen, Es konnten aber nach Enolisierung nur 0,4 %
der eingesetzten Aktivitdt als HTO bestimmt werden. Dies
spricht eindeutig gegen einen Tritium -~ Einbau an C-4, zu-
mal das in so geringfligiger Menge abgespaltene Tritium auch
von C-5 stammen kann,

Radiochemische Ausbeuten

Tab., 2 gibt eine Ubersicht liber Ausbeuten und spezifische Akti-
vitdten des synthetisierten [BL-i]-Dihydrotestosteron. Es f&l1lt
auf, daB die Ausbeuten zwischen 15 - 30 % der eingesetzten Akti-
vitdt schwanken. Die Ursache daflir konnte nicht gekldrt werden.
Die verschiedenen spezifischen Aktivitédten von [BL—TD-Dihydro—
testosteron ergaben sich deshalb, weil unterschiedliche Mengen
an Glucose-1l~T eingesetzt wurden, wihrend die Menge an inaktiver
Glucose konstant 0,7/uMol pro Ansatz betrug.
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Tab. 2: Synthese von [54-T]-Dihydrotestosteron
1
n | Glucose~1-T [54-T] ~Dinydrotestosteron
_______ }.___..___'.._.__....._...__._..__..____._
(/uCi/Ans.) /uCi/Ans. % d.eing. Akt. spez.Akt.(/uCi//uu)
1| 525 36 16,4 656
1 469 125 26,6 595
2 53922 124513 21,3%3 692125
Lo | w92ty 119533 19,2%5 620%8
4 624%24 9919 15,8%3 763500
Lo | Lo6t33 135%8 33, 4%h 500%52
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Abb, 1 DC-Reinigung von [S«-T]-Dihydrotestosteron

Ansatz gemiaf Methodik. Auf einer DC-Platte wurden ca.
100/uCi entsprechend 60/ug [BJ-I]—Dihydrotestosteron
auf einer Bahn von 2,5 cm Breite aufgetragen.
Rp-Werte bezogen auf Sp-Androstandion (=1.0).

Der 5x-DHT-Peak wurde abgeschabt, eluiert und rechro-
matographiert,
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