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Sumnmary

In present work the syntheses of derivatives of 9¢, 11x tritium
labelled estradiols are described. Estron, estradiol, 17«-
ethynylestradiol and its 3-isopropylsulfonyl ester were
synthesized 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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EINLEITUNG

Die Entwicklung neuer, verbesserter Kontrazeptiva auf der Basis
modifizierter Steroidhormone schliefit pharmakokinetische Unter-
suchungen mit den radiocaktiv markierten Wirkstoffen ein. Dazu
bietet sioch vorteilhaft die Markierung der Steroide mit 3H an.,
Die markierte Verbindung mull dabel das Tritium in bekannter,
chemisch stabiler, stoffweohselinaktiver Position enthalten und
ansprechend hohe spezifische Aktivitat besitzen.

Von den oral wirksamen Ostrogenen wurden bisher die wichtigsten
Vertreter wie Ostra-1,3,5(10)-trien-3,178-diol (= Ustradiol),
174 -Ethinyldstra—-1,3,5(10)-trien-3,178-diol (= Ethinylostradiol)
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oder 3-Methoxy-17k-ethinyliéstra-1,3,5(10)-trien-173-0l1 (= Me—
stranol) als (6,7 - 3H]—Verbindungen [1,2] hergestellt. Es ist
aber bekannt, daB3 B—Hydroxyﬁstra—1,3,5(10)-trien—17-on (= Ustron)
und Ustradiol in der menschlichen Leber an C-6 metabolisiert wer-
den [3,4]. 6,7-tritiummarkierte (strogene ergeben deshalb bei
pharmakokinetischen Untersuchungen moglicherwelse verfdlschte
Resultate. Das veranlaBte Rao [5], die biochemisch stabilen Posi-
tionen 9 und 11 zur Tritiummarkierung heranzuziehen. Rao setzte
3-Methoxydstra-1,3,5(10),9(11)~tetraen-17~on (1a) als Startsub-
stanz ein. Katalytische Hydrierung mit T2 lieferte 3-Methoxy-
[9«,11«—3H]—6stra—1,3,5(10)—trien—17—on (2a). Auf verschiedenen
Wegen wurden dann aus (2a) wichtige, oral wirksame, 9¢,11c(—
tritiummarkierte Ostrogene synthetisiert, beispielsweise
[9«,11Q-3H]—Mestranol (3e) durch Ethinieren von (2a) mit dem
Lithiumacetylid-Ethylendiamin-Komplex [6].
Die von Rao [5] empfohlenen Positionen 9 und 11 hatten wir in
friiheren Arbeiten auch schon zur Markilerung spezleller Derivate
des Ustradiols ausgenutzt [7]. Wir hydrierten (1a) katalytisch
mit T2, verdiinnten dann das erhaltene 9x,14{-tritiummarkierte
Produkt (2a) mit inaktiver Substanz und synthetisierten daraus
3-Methoxy—1%d-cyanomethyl—[9d,11«—3H]—6stra—1,3,5(10)-trien—17ﬁ—
ol (3a) und 3-Methoxy-17«-thiocyanomethyl-[9u(,11K—-H]-5stra—
1,3,5(10)~trien-178-0l (3b). Die spezifischen Aktivititen dieser
Ustradiolderivate lagen um 75 GBq/mmol.
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In der vorliegenden Arbeit wird dle Synthese von [9«,11«—3H]—
Ostradiol (3¢) und 17~Ethinyl-[9«, 11K~ H]-vstradiol (3d) be-
schrieben. Aus (3d) stellten wir noch zwei markierte 3-Sulfonate
her, das 3—[Isopropylsulfonyloxy]—1%i—ethinyl—[9«,11«—3H]—6stra—
1,3,5(10)-trien-178~-01 (3f) und 3-[N,N-Diethylaminosulfonyloxy]-
17 —ethinyl-[9u, 114 — H ]-5stra-1, 3,5(10)-trien-178-01 (3g). Es
sollten (3c¢), (3d) und (3f) als Produkte mit mbglichst hoher
spezifischer Aktivitdat erzielt werden.

ERGEBNISSE und DISKUSSION

1., Die katalytische Hydrierung

Als Startsubstanz setzten wir in allen Versuchsrelhen das 13-
Acetoxydstra—1,3,5(10),9(11)~tetraen—-17-on (1b) ein und hydrier-
ten, um Produkte hoher spezifischer Aktivitdt zu erhalten, mit
reinem Tritiumgas von 2150 GBq/mmol (= 58 Ci/mmol). Die Reak-
tion wurde manometrisch kontrolliert. Sie verlief schnell und
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quantitativ. Alle Hydrierungen wurden mit ca. 80 kPa
(= 600 Torr) Tritiumdruck begonnen.

In Tabelle 1 gind die Hydrierbedingungen zusammengestellt. Im
Versuch 1 wurde das erhaltene [9&,11&—3H]—Ustronacetat (2p)

mit der 19-fachen Menge inaktiver Substanz verdiinnt, zum
[9«,11d—3H]—Cstron (2¢) hydrolysiert und dessen spezifische
Aktivitdt pestimmt. Sie betrug 170 GBq/mmol. Im Versuch 2 wurde
(2b) unverdidnnt zu (2¢) hydrolysiert. Als spezifische Aktivi-
tdt von (2¢) wurden 1760 GBg/mmol gefunden. Im Versuch 3 wurde
die spezifische Aktivitdt des [9«,11&—3H]—Ustronacetats be-
stimmt. Sie betrug 1860 GBg/mmol.

Tabelle 1: Bedingungen und Ergebnisse der katalytischen Hydrie-
rungen (1b) —»(2b)

Versuchsreihe
1 2 3

(1) Startmenge (1b) [umol 65 170 830
(2) Palladiummohr mg 20 50 150
(3) Ethylacetat ml 2 2 10
(4) Reaktionszeit min 30 60 30
(5) spez. Aktivitiat von (2b)

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

a) (2b) wurde inaktiv verdiunnt und dann zu (2¢) hydrolysiert.
%ch hatte 170 GBg/mmol.

b) 2b) wurde unverdiinnt zu (2¢) hydrolysiert. (2¢) hatte

1760 GBg/mmol

Man erkennt, daB das gebildete labile Tritium mit der Katalysa-
tormenge und der Reaktiongszeit anwdchst. Ursache sind nebenbeil
ablaufende Austauschvorgsénge. In Betracht zu ziehen sind dabei
die drei Ring-A-Protonen, die der 17-Ketogruppe benachbarten
Protonen an C-16, vor allem abexr die benzylischen Wasserstoff-
atome an C-6. Bei kleinen Reaktionsans&dtzen und hohem T2~
Angebot kdnnen diese Austauschvorginge zu hoherer als der er-
warteten spezifischen Aktivitdt Ffilhrem. Das wer offenbar im
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Versuch 1 der Fall. Andererseits verdiinnen die Austauschvor-
génge bel grolen Reaktionsansdtzen und langer Reaktionszeit
das Synthesegas und bedingen, weil auch das eben entstandene
94-3H ein benzylisches Wasserstoffatom ist, eine geringere
spezifische Aktivitgt des Hydrierprodukts. Das belegt beson-
ders die Versuchsreihe 3.

Aktivitdats— und Ausbeuteverluste beim Ethinieren

Uber den Abtausch von 9&—3H und 11d—3H unter sauren oder
alkalischen Bedingungen ist unseres Wissens bisher nichts be-
richtet worden. Es 1dBt sich jedoch aus Raos Angaben [5] eine
Abnahme der spezifischen Aktivitat im Verlauf der radioakti-
ven Synthese erkennen. Sie wurde aber nicht weiter diskutiert.

Inwieweit das stark alkalische Reaktionsmedium in der Ethinie-~
rungsstufe die spezifische Aktivitdt senkt, priiftem wir in
einem Tracerversuch. Wir benutzten verdilinntes I9¢,11x—3H]-
Ostron (2¢) (1 mmol mit 170 GBq/mmol; siehe Tabellen 1 und 2,
Versuch 1) und setzten es mit {iberschilssigem Lithiumacetylid-
Ethylendiamin-Komplex iiber Nacht quantitativ zum 17{-Ethinyl-
[9%, 11k ~"H]-6stradiol (3d) um. Wir fanden fir die spezifische
Aktivitat von (3d) 89 GBg/mmol und in guter Ubereinstimmung
dle fehlende Aktivitdtsmenge als labiles Tritium im Losungs-
mittel. Diese Abnahme der spezifischen Aktivitédt ktnnen wir
uns nur so erkldren, daB vorzugsweise 3H aus benzylischen
Positionen abgetauscht worden ist.

Da wir beabsiochtigten, (3d) in hoher spezifischer Aktivitit her-
zustellen, muten wir auf quantitatives Ethinieren verzichten
und die Verweilzeit im stark alkaligchen Reaktionsmedium
drastisch verkiirzen. Reaktionsbedingungen und Ergebnisse der
Ethinierungsversuche sind in der Tabelle 2 zusammengestellt.
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Tabelle 2: Bedingungen und Ergebnisse beim Ethinieren

Versuchsreihe
1 2 3

(1) eingesetztes Ausgangsprodukt

Art (2¢) (2¢) (2b)

Menge ‘umol 1000 140 800

spez. Aktivitdat GBq/mmol 170 1760 1860
(2) Gasphase Argon Argon CZHZ
(3) Reaktionszeit h 18 3 2
(4) % gebildetes (3d) im

Ethinierungsmedium a) 100 60 68
(5) gewonnenes Endprodukt (34) b)

Menge éumol , 6) 53 327

Ausbeuté in % 4) c) 38 41

spez. Aktivitdt GBg/mmol 89 1420 1445

durch Probennahme und mit Hilfe der Radio-TIC ermittelt
nach préparativer Radio-TLC

nicht bestimmt

bezogen auf oben angegebene Menge Ausgangsprodukt

.o oP

Man sieht, dafl die spezifische Aktivitdt schon bel kurzer Ver-
weilzelt im Ethinlerungsmedium deutlich abnahm. Wichtlg war es
deshalb, bei einem gelinden 02H2—Strom zu arbeiten, weil da-
durch die Umsetzung beschleunligt werden konnte. Die im Versuch 3

gewshlten Bedingungen stellen gewissermaflen das Optimum dar.
Gegeniiber 38 % Ausbeute im Versuch 2 erhielten wir im Versuch 3

41 % reines (3d). Unter Beriicksichtigung der verkiirzten
Reaktionszelt und der notwendigen chromatographischen Reinigung
sind diese Ausbeuten ansprechend hoch. In der Literatur werden
Ausbeuten zwischen 45 und 60 % angegeben [6].

. Brgebnisse der iibrigen Umsetzungen

In systematischen Untersuohungen waren von uns die 3-Alkan-,
3-Cycloalkan-~ und 3-Dialkylamidosulfonate des 17«{-Ethinyl-
Ustradiols synthetislert [8] und auf ihre kontrazeptive Lang-
zeitwirkung gepriift worden. Ihre Darstellung wurde in Jilngster
Zeit dadurch vereinfacht, daB man die phasentransfer-kataly-
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sierte Veresterung anwendet [9,10]. So geniigten zur quantita-
tiven Bildung des Isopropylsulfonats 20 min Reaktionszeit bei
Zimmertemperatur. Diese Bedlngungen waren filr die Umsetzung
(38) — (3f) sebr vorteilhaft. Sie verhinderten ein weiteres
Absinken der spezifischen Aktivitit. Bei der Herstellung des
N,N-Diethylamidosulfcnats mufite 45 min unter RiickfluB erhitszt
werden., Im aktiven Versuch (3d) —# (3g) wirkte sich das in
einer weiteren Abnahme der spezifischen Aktivit&t von 89 auf
67 GBg/mmol aus.

Wie nachteilig Erwdrmen ist, registrierten wir auch bei der
Darstellung des [9%,11“—3H]—Ustradiols (3¢). Bel vorsichtiger
Reduktion von (2c) mit NaBH4 blieb die spezifische Aktivitat

unverédndert, sie sank aber ab, wenn sich der Ansatz bel zu
heftiger Reaktion erwidrmte.

Anwendung der Radiodiinnschichtchromatographie (Radio-TLC)

Zur Kontrolle der einzelnen Umsetzungen und zur Bestimmung der
radiochemischen Reinheit diente die Radio-TIC. Sie versagte
wegen Rf(1b) = Bf(Zb) nur bei der aktiven Hydrierung. Dieser
Reaktionsschritt wurde deshalb manometrisch kontrolliert [11].

Die Radio-TLC von (2b) ofienbarte neben dem Hauptpeak nooh zwei
aktive Nebenprodukte, die auf geringe olefinische Beimengungen
im Ausgangsprodukt (1b) hinwiesen. Zwei Nebenprodukte, die etwa
12 % Aktivitdtsanteil ausmachten, waren auch nach der Hydrolyse
von {2b) zu (2¢) noch vorhanden. Sie wurden in die Ethinierung
mitgeschleppt. Die Kontrolle der kurzzeitigen Ethinierungs-
reaktionen ergab dann neben den zwei Hauptpeaks (2¢) und (3d)
bis zu fiinf Nebenprodukte, die aber nicht niZher untersucht wur-
den. Die Nebenprodukte konnten durch priparative Radio-TIC
quantitativ entfernt werden. Es lief sich auf diese Weise auch
das nicht umgesetzte (2¢) zurlickgewinnen, natiirlich mit ge~
ringerer spezifischer Aktivitdt. Durch Radio-TIC wurden auch
die schnellen guantitativen Veresterungen (34) —»(3f) und
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(3d) —(3g) und die quantitative NaBH,-Reduktion (2¢) —»(3c)
nachgewiesen. Alle Endprodukte wurden mittels priparativer
Radio~TLC gereinigt und dadurch in einer radiochemischen Rein-
heit > 99 % gewonnen,

EXPERIMENTELLES

Gerdte, Chemikallen, gnalytische Hiifsmittel: Die Hydrierung mit

T, (Produkt aus der UdSSR) erfolgte in einer Markierungsappara-
tur [11]. Die aktiven Reaktionsschritte wurden in Boxen durchge-
fiihrt. Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitdten und des labi-
len Tritiumes verwendeten wir das Flissigkeitsszintillations-—
spektrometer LS-233 (Beckman, USAi), zur Auswertung der Radio~TLC
den Dunnschichtscanner II (Berthold-Friesecke, BRD). Zur analy-
tischen Radio-TLC wurden Silufolplatten (Kavalier, ESSR), zur
pridparativen TLC Kieselgelplatten (2 mm, Merck, BRD) eingesetzt.
Als Laufmittel dienten die folgenden Systeme:

Laufmittel 1 .... Benzol : Ethylacetat : Chloroform =6 : 2 : 2

Laufmittel 2 .... Dichlormethan : Ether = 8 : 2

Laufmittel 3 .... Dichlormethan : Ether = 8 : 1
Mitgeschickte inaktive Vergleichssubstanzen wurden unter UV und
durch Besprithen mit Vanillinschwefelsiure und Erwdrmen der Platte
sichtbar gemacht.

J—Acetoxy—[Sd,11d—3H1—6stra—1,3,5(10)—trien—17—on (2b): Die ver-
wendeten Mengen an (1b), Katalysator und Ethylacetat sind in der
Tabelle 1 zusammengestellt. (1b) wurde unter Rithren und mano-
metrischer Kontrolle bei Zimmertemperatur mit T2 von 80 kPa An-
fangsdruck quantitativ hydriert. Nach Reabsorption des restlichen
Tritiumgases wurde der Katalysator abfiltriert und mit Benzol ge-
waschen. Die vereinigten Filtrate wurden gefriergetrocknet, die
Ausbeute an (2b) bestimmt und das labile Tritium im Bthylacetat
gemessen. In den Versuchsrelhen 1 und 2 wurde (2b) ohne Bestim-
mung der spezifischen Aktivitdt welterverarbeitet, in Versuchs-
reihe 3 war A = 1860 GBg/mmol. R,(1b) = Re(2b) = 0,55 im Lauf-
mittel 3.
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3-Hydroxy-[9«,11—"H J~8stra-1, 3, 5(10)—trien-17-on (2¢): (2b) aus
der vorhergehenden Hydrierung (Versuchsreihen 1 und 2) wurde in
einigen Millilitern 1n methanolischer KOH 30 min unter Riuckflufl
erhitzt, wobei sich die Ldsung schwach gelb fdrbte. Der Ansatz
wurde in geniigend kzltes, salzsaures Wasser (konz. HC1 : H20 =

1 : 20) eingegossen und mit Chloroform portionsweise erschdpiend
extrahiert. Nach Waschen mit Wasser wurde das Chloroform durch
Gefriertrocknen entfernt, nochmal aus wenig Benzol gefrierge-
trocknet und dle spezifische Aktivitdt bestimmt. Die Ausbeute war
90 %. Rf(ZG) = 0,69 im Laufmittel 2.

1%£—Ethinyl—[9d,11“—3H]—6stra—1,3,5(1@)—trien—3,17ﬁ—diol (34):

Reaktionsbedingungen und Ergebnisse der Ethinierungen sind in der
Tabelle 2 zusammengestellt. Das ReaktionsgefsdB war ein Vierhals-
kolben mit KPG-Rihrer, Argon- bzw. C2H2—Einlaﬁ, Trockenrohr
(CaCla) und aufgesetztem Schwenkktlbchen, in welchem sich eine
Losung von (2c) in absolutem Dioxan (Versuchsreihen 41 und 2) baw.
{(2b) in CZHa—geséttigtem, absolutem Dioxan (Versuchsreihe 3) be-
fand. Im Vierhalskolben wurde das Ethlnierungsreagens in iiber-
schilssiger Menge vorgelegt und die Steroidltsung aus dem Schwenk-
kdlbchen bel Zimmertemperatur unter Argon (Versuchsreihen 1 und
2) bzw. unter schwachem Cgﬂz—strom (Versuchsreihe 3) langsam zu-—
getropft. Zur Zersetzung des Reaktionsansatzes wurde das Schwenk-
kolbchen durch einen Tropftrichter ersetzt und daraus langsam
gestttigte NH4Cl—LUsung, HC1 (2 ¢ 1) und Wasser zugefiigt, wobei
die Temperatur zwischen 0° und 5 % gehalten wurde. Mit Ethyl-
acetat wurde erschtpfend extrahiert, die vereinigten Extrakte mit
Wasser gewaschen und gefriergetrocknet. Der Riickstand wurde auf
préaparativen Platten im Laufmittel 3 entwickelt. Nach Lokalisa-
tion der entsprechenden Zone unter UV wurde mit Benzol : Ether

(1 + 1) erschoptfend eluiert und gefriergetrocknet. Ausbeuten an
(3d): 38 % (Versuchsreihe 2) bzw. 41 % (Versuchsreihe 3) als
feine, weifle Substanz. Es wurde die spezifische Aktivitat von
(3d) und das labile Tritium im zersetzten Reaktionsansatz be-
stimmt. Rf(Bd) = 0,56 im Laufmittel 2, Rf(Jd) = 0,28 im Laufmit-
tel 3.
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3~Isopropylsulfonyloxy—1%K—ethinyl—[9a@11d—3H]-6stra—1,3.5(10)—
trien-178-0l (3f): In Versuchsreihe 3 wurden 97 mg (= 0,32 mmol)
{(3d) in % ml Dichlormethan geltst, 1,5 ml wiBrige L&sung von

15 mg Triethylbenzylammoniumchlorid (TEBAC), 68 mg (= 0,475 mmol)
lsopropylsulfonylchlorid und 5 Tropfen konz. NaQOH zugegeben und
geriihrt. Nach 20 min wurden die Phasen getrennt, die gewaschene

ChZClZ—Phase gefriergetrocknet und der Rickstand autf einer pri-
parativen Platte im Laufmittel 3 entwickelt. Nach Lokalisieren

der entsprechenden Zone wurde mit 3 x 10 ml Benzol : Ether (4 : 1)
erschopiend eluiert. Gefriertrocknen lieferte 0,16 mmol (= 50 %)
reines (3f) mit 1435 GBq/mmol. Rf(Bf) = 0,46 im Laufmittel 3.
Im geringeren Ansatz der Versuchsreihe 2 wurden entsprechend klei-
nere Mengen an Reaktionsprodukten angewendet. Die Ausbeute betrug

29 % (3f) mit As = 1375 GBq/mmol.

3—[N,N—Diethylaminosu1fonyloxy]—1%K-ethinyl-[9d,11«-3H1;65tra—
1,3,5(10)—trien-178-01 (3g): 86 mg (= 0,29 mmol) (3d4) mit

As = 89 GBgq/mmol wurden mit 0,7 ml Benzol, 0,3 ml wdBriger L&sung
von 11 mg TEBAC, 0,085 ml Diethylaminosulfonylchlorid und

1 Tropfen konz. NaOH versetzt und 45 min unter RiickfluB erhitzt.
Analoge Aufarbeitung wie beim Sulfonat (3f) lieferte 71 mg

(= 0,165 mmol) (3g) mit 67 GBg/mmol. Die Ausbeute betrug 57 %.
Rf(Bg) = 0,45 im Laufmittel 3.

[9%, 110k~2H ] -Ustra=1,3,5(10)~trien-3,178-d10l (3c): 5,6 mg

(= 0,0204 mmol) plattengereinigtes (2¢) mit 1400 GBg/mmol wurden
in 4 ml Ethanol in Gegenwart von 20 mg NaBH4 3 h gerithrt. Das
iiberschiissige Reduktionsmittel wurde durch Zutropfen von Aceton
vernichtet, wobel sich der Ansatz etwas erwdrmte. Nach Gefrier-
trocknen wurde der Riickstand auf einer Platte im Laufmittel 3
entwickelt. Elution der entsprechenden Zone lieferte 1,3 mg (3¢)
mit 925 GBg/mmol. Eine analytische Probe (2¢) mit 41760 GBg/mmol
ergab bel vorsichtiger Reduktion und vorsichtiger Beselitigung des
NaBH4—Uberschusses ein Produkt mit 1630 GBq/mmol. Rf(Bc) = 0,17
im Laufmittel 3.
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