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Summary 

In present work the syntheses of derivatives of 9d, 11% tritium 
labelled estradiols are described. Estron, estradiol, 17~- 
ethynylestradiol and its 3-isopropylsulfonyl ester were 
synthesizea with high specific activity. Comparing the specific 
activities of all products it was obvious that tritium is 
exchanged in considerable amount in the strongly alkaline medium 
of ethynylation step. We believe that this exchange is attributed 
to tritium in benzylic positions. 
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E I N L E I T U N G  

Die Entwicklung neuer, verbesserter Kontraseptiva auf der Basis 
modifizierter Steroidhormone schlieI3t pharmakokinetische Unter- 
suohungen mit den radioaktiv markierten Wirkstoffen ein. Dazu 
bietet aich vorteilhaft die Markierung der Steroide rnit 'H an. 
Die markierte Verbindung mu13 dabei das Tritium in bekannter, 
chemisch stabiler, stoffweohselinaktiver Position enthalten und 
ansprechend hohe spenifisohe Aktivitat besitsen. 

Yon den oral wirksamen Ostrogenen wurden bisher die wichtigsten 
Vertreter wie Ostra-1,3,5(10)-trien-3,170-diol (= bstradiol), 
170(-Ethinyl6stra-I ,3,5(10)-trien-3,1713-diol (= Ethinylostradiol) 
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oder  3-hlethoxy-l7d-ethinylostra-l, 3,5(10)-trien-I7L3-01 (= Me- 
s t r a n o l )  a l s  [6,7 - 3H]-Verbindungen [ I  , 2 1  h e r g e s t e l l t .  Bs ist 

a b e r  bekannt, daW 3-fiydroxyostra-I, 3,5(1 O)-trien-17-on (= Ostron) 
und b s t r a d i o l  i n  d e r  menschiichen Leber a n  C-6 rne t abo l i s i e r t  wer- 
den [ 3 , 4 ] .  6 , 7 - t r i t i u m m r k i e r t e  Ostrogene ergeben desha lb  b e i  
pharrnakokinetischen Untersuchungen rnbglicherweise v e r f a l s c h t e  
R e s u l t a t e .  llas veranlal3te Rao [51, d i e  biochemisch s t a b i l e n  Pos i -  
t i o n e n  9 und I 1  z u r  Tri t iummarkierung heranzuziehen.  Rao s e t z t e  
3-MethoxyEstra-I, 3,5(10),9(11)-tetraen-17-on ( la)  a l s  S t a r t s u b -  
s t a n z  e in .  K a t a l y t i s c h e  Hydrierung rnit T2 l i e f e r t e  3-Ivlethoxy- 
[go(, IW-  H]-ostra-l,3,5(10)-trien-17-on (2a). A u f  verschiedenen  
Wegen wurden dann aus (2a) wicht ige ,  o r a l  wirksame, 94 , I ld -  
t r i t iu rnrnark ier te  Ostrogene s y n t h e t i s i e r t ,  b e i s p i e l s w e i s e  
[go(, 119- HI-Mestranol (3e) durch  E t h i n i e r e n  von (2a) m i t  dem 
Lithiumacetyl id-Et  hylendiarnin-Komplex [6]. 
Die von Rao [51 ernpfohlenen P o s i t i o n e n  9 und I 1  h a t t e n  w i r  i n  
f r i iheren Arbe i t en  auch schon z u r  k r k i e r u n g  s p e z i e l l e r  Der iva te  
des  b s t r a d i o l s  ausgenu tz t  [7]. W i r  h y d r i e r t e n  (la) k a t a l y t i s c h  
m i t  T2, verdiinnten dann d a s  e r h a l t e n e  90(,1?C(-tritiummarkierte 
Produkt (2a) rnit i n a k t i v e r  Substanz und s y n t h e t i s i e r t e n  d a r a u s  

3 3-Met hoxy-I 74-cyanornet hyl- [94,1 IN- H I-ostra-I , 3 , 5  (1 0) - t r ien- I  713- 
01 (3a) und 3-Methoxy-l70(-thiocyanornethyl-C90(, 1 IK- HI -Ss t r a -  
I ,3,5(10)-trien-17D-ol (3b). Die s p e z i f i s o h e n  A k t i v i t a t e n  d i e s e r  
b s t r a d i o l d e r i v a t e  l agen  um 75 GBq/mrnol. 

3 

3 

3 
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a Me CH2CN 
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C H H 
d H C e C H  
e Me C E C H  
f i-C3H7-S02 C S C H  
g Et 2N-S02 C CH 

In der vorllegenden Arbelt wlrd die Synthese von [9t(,11d-3H]- 
Ostradiol (3c) und -l7a[-Ethinyl-~9~4,11~4-~H]-~stradiol (3d) be- 
schrieben. Aus  (3d) stellten wir noch zwei markierte 3-Sulfonate 
her das 3- [Isopropyls ulf onylcxy 1-1 5w -et hinyl- [94 ,  I lo(- HI-ostra- 
I, 3,5(lO)-trien-17D-ol (3 f )  und 3-~NyN-Diethylaminosulfonyloxyl- 
174 -ethinyl- [9d, 1 Id -3H]-ost ra-I ,3,5( I 0)-trien-I 713-01 (3g).  Es 
sollten (301, ( 3 d )  und ( 3 f )  als Produkte mit moglichst hoher 
spezif ischer Aktivitat erzielt werden. 

3 

E R G E B l i I S S E  und D I S K U S S I O N  

I. Die katalytlsche Hydrlerung 

Als Startsubstanz setzten nir In allen Versuchsrelhen das 3- 
Acetoxy~stra-1,3,5(10),9~11)-tetraen-17-on (lb) ein und hydrier- 
ten, urn Produkte hoher spezlflscher AktivitiSt zu erhalten, mit 
reinem Tritiumgas von 2150 GBq/rnrnol (= 58 Ci/rnmol). Die Reak- 
tion wurde manometrisch kontrolliert. Sie verllef schnell und 
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quantitativ. Alle Hydrierungen wurden mit ca. 80 kPa 
(= 600 'Porr) Tritiurndruck begonnen. 

In Tabelle I sind die Hydrierbedingungen zusammengestellt. Im 
Versuch 1 wurde das erhaltene 194, Ild- HI-Gstronacetat (2b) 
mit der 19-fachen Menge inaktiver Substanz veraiinnt, zum 
[go(, I lo(-3H]-Ostron (2c) hydz-olysiert und dessen spezifische 
Aktivitat bestimmt. Sie betrug 170 GBq/mmol. Im Versuch 2 WUrde 
(2b) unverdiinnt zu ( 2 c )  hydrolysiert. Als spezifische Aktivi- 
tat von (2c) wurden 1760 GBq/mrnol gefunden. Im Versuch 3 wurde 
die spezifische Aktivitat des [Yo(, I10(-3H]-Lstronacetats be- 
stimmt. Sie betrug 1860 GBq/mmol. 

3 

Tabelle I: Bedingungen und Ergebnisse der katalytisohen Hydrie- 
rungen (lb) +(2b) 

Vers uc hsrei he 

I 2 3 

(I) Startmenge (lb) p m o l  65 170 830 
(2) Palladiummohr mg 20 50 150 

(4) Reaktionszeit min 30 60 30 
(5) spez. Aktivitat von (2b) 

GBq/mmol a> b) 1860 
(6) labiles Tritium GBq 34 263 285 

( 3 )  Ethylacetat ml 2 2 10 

a) (2b) wurde inaktiv verdilnnt und dann zu (2c) hydrolysiert. 

b) u 2b wurde unverdtinnt zu (20) hydrolysiert. (2c) hatte 
2c hatte 170 GBq/mmol. 

1760 GBq/mmol 

Man erkennt, da13 das gebildete labile Tritium mit der Katalysa- 
tormenge und der Reaktiohszeit anxachst. Ursache sind nebenbei 
ablaufende Austauschvorgange. In Betracht zu ziehen sind dabei 
die drei Ring-A-Protonen, die der 17-Ketogruppe benachbarten 
Protonen an C-I 6, vor allem aber die benzylischen Wasserstoff- 
atorne an C-6. Bei kleinen Reaktionsansiitzen und hohem T2- 
Angebot koimen criese Austauschvorg2nge 5u hcherer a ls  der er- 
wart sten speziPischen iiktivitht Iiihrea. Das wcr ofPenbar im 
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Versuch I der Fall. Andererseits verdfinnen die Austauschvor- 
gmge bei grol3en Reaktionsansatzen und langer Beaktionszeit 
das Synthesegas und bedingen, weil auch das eben entstandene 
94- H ein benzylisches Wasserstoffatom ist, eine geringere 
spezifische Aktivitat des Hydrierprcdukte. Bas belegt beson- 
ders die Versuchsreihe 3.  

3 

2. Aktivitats- und Ausbeuteverluste beim Ethinieren 
3 uber den Abtausch von 90(-3H und Ild- H unter sauren oder 

alkalischen Bedingungen ist unseres Wissener bisher nichts be- 
richtet worden. Es 1aBt sich jedoch aus Raos Angaben 151 eine 
Abnahme der spezifischen Aktivitat im Verlauf der radioakti- 
ven Synthese erkennen. Sie wurde aber nicht weiter diskutiert. 

Inwieweit das stark alkalische Reaktionsrnedium in der Ethinie- 
rungsstufe die spezifische Aktivitat senkt, priiften wir in 
einem Tracerversuch. W i r  benutzten verdtinntes 196, Ild- HI- 
6stron (2c) ( I  mmol mit 170 GBq/mmol; siehe Tabellen I und 2, 
Versuch I) und setzten es mit iiberschiissigem Lithiumacetylid- 
Bthylendiamin-Komplex iiber Naoht quantitativ zum 17d-Ethinyl- 
[%, llrA-3H]-6stradiol ( 3 d )  um. Wir fanden fur die spezifisohe 
Aktivitat yon (3d) 89 GBq/mmol und in guter cbereinstimmung 
die fehlende Aktivitatsmenge a l s  labiles Tritium im Lijsungs- 
mittel. Diese Abnahrna der spezifischen AktivitPt kijnnen wir 
uns nur s o  erklaren, da13 vorzugsweise 3H aus benzylischen 
Positionen abgetauscht vorden ist . 
Da wir beabsiahtigtea, (3d) in hoher spezifischer Aktivitat her- 
zustellen, muaten wir auf quantitatives Ethinieren verzichten 
und die Verweilzeit im stark alkalischen Reaktionsmedium 
drastisch verkiirzen. Reaktionsbedingungen und Ergebnisse der 
Ethinierungsversuche sind in der Tabelle 2 zusammengestellt. 

3 
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Tabel le  2: Bedingungen und Ergebnisse beim E th in i e ren  

Vers uc hs re lhe  

(1 ) einge se  t z t e s Ausgangsprod ukt 
A r t  
Menge &urn01 
spez. A k t i v i t a t  GBq/mmol 

(2) Gasphase 
( 3 )  Reaktionszei t  h 
(4) $6 g e b i l d e t e s  (3d) lm 

Ethinierungsmedlum a) 
( 5 )  gewonnenes Endprodukt (3d) b) 

Ausbeut Menge Pol i n  Q d) 
spez. A k t  i v l t  B t  GBq/mmol 

(2c) (2c) 
1000 140 
170 1760 

Argon Argon 
18 3 

100 60 

c) 53 
c) 38 
89 1420 

C2H2 
2 

68 

327 
41 

1445 

a u r c h  Probennahme und m i t  H l l f e  de r  Radio-TIC e r m i t t e l t  
nach p rapa ra t ive r  Radio-TLC 
n ich t  bestirnrnt 
bezogen auf oben angegebene Menge Ausgangsprodukt 

Man s i e h t ,  da13 d i e  spez i f i s che  Aktivitait  schon be1 kurzer  Ver- 
w e i l z e i t  im Ethlnierungsrnedlurn d e u t l i c h  abnahm. Wichtlg w a r  e s  
deshalb, b a i  einem gel inden C2H2-Strorn zu a r b e i t e n ,  we l l  da -  
durch d i e  Umsetzung beschleunlgt werden konnte. Die l m  Versuch 3 

gewahlten Bedlngungen s t e l l e n  gewisserrnafien d a s  O p t i m u m  d a r .  
Gegeniiber 38 $ Ausbeute i m  Versuch 2 e r h i e l t e n  w l r  l m  Versuch 3 

41 rE; r e l n e s  (3d). Unter ljeriicksichtigung de r  verkiirzten 
Reakt ionszei t  und a e r  notwendigen chromatographischen Relnlgung 
s ind d i e se  Ausbeuten ansprechend hoch. In der  L l t e r a t u r  werden 
Ausbeuten zwlschen 45 und 60 % angegeben 161. 

3 .  Ergebnisse der  tibrigen Umsetzungen 

I n  systematischen Untersuohungen waren von uns d ie  3-A1kan-, 
3-Cycloalkan- und 3-Dialkylamldosulfonate des 170(-Ethinyl- 
i j s t r ad io l s  s y n t h e t i s i e r t  [8] und auf i h r e  kontrazept lve Lang- 
zeitwirkung gepriift worden. I h r e  U r s t e l l u n g  wurde in j i lngster 
Ze i t  dadurch ve re in fach t ,  d a 9  man d ie  phasentransfer-kataly- 



sierte Veresterung anwendet [9,101. So geniigten our quantita- 
tiven Bildung des Isopropylsulfonats 20 min Reaktionezeit bei 
Zimmerternperatur. Diese Bedingungen waren filr die Umsetzung 
(3d) + (3f) sehr vorteilhaft. Sie verhinderten ein weiteres 
Absinken der spezifischen Aktivitat. Bei der Herstellung des 
N,N-Dietbylsmldosulfonats muDte 45 min unter RilckfluD erhitzt 
werden. Im aktiven Versuch (3d) d ( 3 g )  wirkte sich das in 
einer weiteren Abnahme der spezlfischen Aktivitat von 89 auf 
67 GBq/mmol aus. 
Wie nachteilig Erwarmen ist, registrierten wir auch bei der 
hrstellung des [9c(,lld-3H]-Bstradiols (30). Bei vorsichtlger 
Reduktion von (212) mit 1taBH4 blieb die spezifische Aktivitat 
unverandert, sie sank aber ab, wenn sloh der Ansatz bei 5u 
heftiger Reaktion erwarmte. 

4. Anwendung der RadiodUnnschichtchromat oaraphie (Radio-TLC) 

Zur Kontrolle der einzelnen Umsetzungen und zur Bestimmung der 
radiochemischen Heinheit diente die Radio-TLC. Sie versagte 
wegen Rf(lb) = Rff2b) nur bei der aktiven Hydrierung. Dieser 
Reaktionsschritt wurde deshalb manometrisch kontrolliert [ I  I 3. 
Die Radio-TLC von (2b) ofi’enbarte neben dem Hauptpeak nooh owei 
aktive Nebenproaukte, die auf geringe olefinische Beimengungen 
im Ausgangsproaukt (I b) hinwiosen. Zwei Nebenprodukte, die etwa 
12 $6 Aktivltatsanteil ausmachten, waren auch nach der Hydrolyse 
von (2b) 5u (2c) noch vorhanden. Sie wurden in die Ethinierung 
mitgesohleppt. Die Kontrolle der kurzzeitlgen Ethinierungs- 
reaktionen ergab dann neben den zwei Hauptpeaks (2c) und (3d) 
bis 5u filnf Nebenprodukte, die aber nicht naher untersucht wur- 
den. Die Nebenprodukte konnten durch praparatlve Radio-TLC 
quantltativ entfernt werden. Es lieB sich auf dlese Welse auch 
das nicht umgeeetzte (20) aurfickgewinnen, nattirllch mlt ge- 
ringerer speolfischer Aktlvltgt. Durch Radio-TLC wurden auch 
die schnellen quantltativen Veresterungen (3d) 4 ( 3 f )  und 
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(3d) +(3g) und die quantitative NadH4-Reduktion (2c) -+(3c) 
nachgewiesen. Alle dndprodukte wurden mittels przparativer 
Radio-TLC gereinigt und dadurch in einer radiochemischen Rein- 
heit >99 % gewonnen. 

E X I? E R 1 M E N T B L L B S 

Gerste, Chemikalien, analytische Hilfsmittel: Die Kydrierung mit 
T2 (Produkt aus der UdSSR) erfolgte in einer Markierungsappara- 
tur [Ill. Uie aktiven Reaktionssohritte wurden in Boxen durchge- 
fuhrt. Z u r  Bestimmung der spezifischen Aktivitgten und des labi- 
len Tritiums verviendeten wir das Flussigkeitsszintillations- 
spektrometer LS-233 (Beckman, USA), 5ur Auswertung der Radio-TLC 
den Diinnschichtscanner I1 (Berthold-Friesecke, BRD). Zur ana.ly- 
tischen Radio-TLC wurden Silufolplatten (Kavalier, ESSR), zur 
praparativen TLC Kieselgelplatten (2 mm, Merck, BRD) eingesetzt. 
Als Laufmittel dienten die folgenden System: 

Laufmittel 1 .... Benzol : Ethylacetat : Chloroform = 6 : 2 : 2 
Laufmittel 2 .... Dichlormethan : Bther = 8 : 2 
Laufmittel 3 .... Dichlormethan : Ether = 8 : 1 

Mitgeschickte inaktive Vergleichssubstanzen wurden unter UV und 
durch Bespriihen mit Vanillinschwefelsiiure und Erwgrmen der Platte 
sichtbar gemacht. 

3-Acet oxy-[9d, Il~(-~H]-ostra-l , 3,5(10)-trien-17-on (2b) : Die ver- 
wendeten Mengen an ( I  b ) ,  Katalysator und Ethylacetat sind in der 
Tabelle I zusammengestellt. (lb) wurde unter Riihren und mano- 
metrischer Kontrolle bei Zimmertemperatur mit T2 van 80 kPa An- 
fangsdruck quantitativ hydriert . Nach Reabsorption des rest lichen 
Tritiumgases wurde der Katalysator abfiltriert und mit Benzol ge- 
waschen. Die vereinlgten Filtrate wurden gefriergetrocknet, die 
Ausbeute an (2b) bestimmt und das labile Tritium im gthylacetat 
gemessen. In den Yersuchsreihen I und 2 wurde (2b) ohne Bestim- 
mung der spezifischen Aktivitkit weiterverarbeitet, in Versuchs- 
reihe 3 war As = 1860 GBq/mmol. Rf(lb) = Rf(2b) = 0,55 im Lauf- 
mittel 3 .  
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3 3-H~droxy-[9d,llo(- Hi-ijstra-I ,3,5(10)-trien-17-on (2c): (2b) aus 
der vorhergehenden Hydrierung (Versuchsreihen 1 und 2) WUrCIe in 
einigen Millilitern In methanolischer KOH 30 min unter Rilckfluf3 
erhitzt, wobei sich die Losung schwach gelb farbte. Der Ansatz 
wurde in geniigend kdtes, salesaures Wasser (konz. HC1 : H20 = 

1 : 20) eingegossen und mit Chloroform portionsweise erschoprt'end 
extrahiert. Nach Waschen mit Vlasser wurde das Chloroform durch 
Gefriertrocknen entfernt, nochmal aus wenig Benzal gefrierge- 
trocknet und die spezifische Aktivitat bestimmt. Die Ausbeute war 
90 %. R f ( 2 0 )  = 0,69 im Laufmittel 2. 

170(-Ethinyl-[9d, 114- HI-tistra-l , 3,5(1O)-trien-3,1713-diol (3d) : 

Reaktionsbedingunden una Ergebnisse der Ethinierungen sind in der 
Tabelle 2 zusammengestellt. Das Reaktionsgefa war ein Vierhals- 
kolben mit KPG-Riihrer, Argon- bzw. C2H2-EinlaL3, Trockenrohr 
(CaCL2) und aufgesetztem Schwenkkalbchen, in vielchem sich eine 
Lidsung von (20) in absolutem Dioxan (Versuchsreihen 1 und 2 )  bzw. 
(2b) in C2H2-gesattigtem, absolutem Dloxan (Versuohsreihe 3 )  be- 
fand. Im Vierhalskolben wurde das Ethinierungsreagens in iiber- 
schfissiger Menge vorgelegt und die Steroidlosung aus dem Schwenk- 
kolbchen bei Zimmertemperat ur unter Argon (Versuchsreihen 1 und 
2) bzw. unter schwachem C2H2-Strom (Versuchsreihe 3 )  langsam zu- 
getropft. Zur Zersetzung des Reaktionsansatzes wurde das Schwenk- 
kolbchen durch einen Tropftrichter ersetzt und aaraus langsam 
gesattigte NH4C1-Losung, HC1 (2 : 1) und Wasser sugefiigt, wobei 
die Temperatur zwischen 0' una 5 OC gehalten wurde. Mit Ethyl- 
acetat wurde erschtjpfend extrahiert, die vereinigten Extrakte mit 
Wasser gewaschen und gefriergetrocknet. Der Ruckstand wurde auf 
praparativen Platten im Laufmittel 3 entwickelt. Nach Lokalisa- 
tlon der entspreohenden Zone unter W wurde mit Benzol : Ether 
(1 : 1) erschdpfend eluiert und gefriergetrocbnet. Ausbeuten an 
( 3 d ) :  38 4 (Versuchsreihe 2) bzw. 41 46 (Versuchsreihe 3 )  als 
feine, welBe Substanz. Es wurde die spezifische Aktivitat von 
(3d) und das labile Tritium im zersetzten Reaktionsansatz be- 
stimmt. Rf(3d) = 0,56 im Laufmittel 2, Rf(3d) = 0,28 im Laufmit- 
tel 3.  

3 
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3 3-Isopropylsulfonyloxy-l70(-ethinyl-[9d, 114- HI-ijstra-I, 3,5(10)- 
trien-179-01 (3f): In Versuchsreihe 3 wurden 97 mg (= 0,32 mmol) 
(3d) in 5 nl Uichlormethan gelost, 1,5 m l  waorige Lijsung Yon 
15 mg Triethylbenzylammoniu~chlorid (TSBAC), 68 mg (= 0,475 mmol) 
Xsopropylsulfonylchlorid und 5 Tropfen konz. NaOH zugegeben und 
geriimt. Nach 20 min wurden die Phasen getrennt, die gewaschene 
Ch C1 Phase gefriergetrocknet und der Ruckstand auf einer pra- 
parativen Platte im Laufmittel 3 entwickelt. Nach Lokalisieren 
der entsprechenden Zone wurde mit 3 x 10 ml Benzol : Ether (I : I) 
erschopfend eluiert. Gefriertrocknen lieferte 0,16 mmol (= 50 Ls) 
reines (3f) mit 1435 GBq/mmol. Rf(3f) = 0,46 i m  Laufmlttel 3 .  

I m  geringeren Ansatz der Versuchsreihe 2 wurden entsprechend klei- 
nere Mengen an Reaktionsprodukten angewendet. Die Ausbeute betrug 
29 % (3f) rnit As = 1375 GBq/mmol. 

3- [ N ,  N-Die t hylaminos ulf onyloxy 1-1 7d -e t hinyl- [ 9d, I ls(-3H]-ijs t ra- 
1,3,5(10)-trien-17R-ol (3g): 86 mg (= 0,29 mmol) (3d) mit 
As = 89 GBq/mmol nurden mit 0,7 m l  Benzol, 0,3 m l  wa9riger Losung 
von I1 mg TEBAC, 0,085 ml Diethylaminosulfonylchlorid und 
1 Tropfen konz. NaOH versetzt und 45 min unter RiickfluD erhitzt. 
Analoge Aufarbeitung wie beim Sulfonat (3f) lieferte 71 mg 
(= 0,165 mmol) ( 3 g )  mit 67 GBq/mmol. Die Ausbeute betrug 57 $6. 
Rf(3g) = 0,45 im Laufmittel 3. 

(= 0,0204 mmol) plattengereinigtes (2c) mit 1400 GBq/mmol wurden 
in 4 ml Ethanol in Gegenwart yon 20 mg NaBH4 3 h gerllhrt. Das 
iiberschtissige Reduktionsmittel wurde durch Zutropfen von Aceton 
vernichtet, wobei sich der Ansatz etaas erwarmte. Nach Gefrier- 
trocknen wurde der Ruckstand auf einer Platte im Laufmittel 3 
entwickelt . Elution der entsprechenden Zone lieferte 1,3 mg (3c) 
mit 925 GBq/mmol. Eine analytische Probe (20) mit 1760 GBq/mmol 
ergab bei vorsichtiger Reduktion und vorsichtiger Beseitlgung des 
NaBH4-Uberschusses eln Produkt mit 1630 GBdmmol. Rf(3c) = 0,17 
im Laufmittel 3.  

2 2- 

J9o(,lld- 3 H]-~stra-1,3,5(10)-trien-3,179-diol (30): 5,6 mg 
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