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0STRA-1, 3, 5(10)-TRIEN~-173-0L
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SUMMARY: The synthesis of a /9, 1Mx=/-tritium-labelled new
steroid with interceptive = post-coital antifertility -
activity, 3-methoxy-148,158-methylene-estra-1,3,5(10)-
triene~178-0l, starting with the catalytic tritiation of
3-methoxy-astra-1,3, 5(10),9(11)-tetraene-14w, 17B8-diol, is
described,
3—Methoxy-143,15B—methylene—[9x,11&—3H]—estra—1,3,5(10)-
triene~17B-0l was obtained in a four-step synthesis with
high specific activity (3,8 Ci/mmole) and radiochemical
purity better than 99 %. Radiolysis and storage conditions

are examined.

KEYWORDS s 3—Methoxy—14B,153-methylene-[§w,11&—357—estra-
1,3,5(10)~triene~178-0l, Interceptive, Tritium, Synthesis.
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EINFUHRUNG

Im Rahmen unserer Arbeiten iiber Synthese und biologische
Wirkung von Steroiden wurde eine neue Verbindung mit inter-
zeptiver, d. h. postcoital fertilit&tshemmender Wirkung,
3-Methoxy-148,158-methylen-dstra-1,3, 5(10)-trien-178-0l [/ 1,2 7,
entwickelt. Die pharmakokinetische Untersuchung des Wirkstoffs
machte seine Herstellung in spezifisch markierter Form er-
forderlich.

In Anlehnung an unsere fritheren Arbeiten / 3,4 /7 wahlten

wir die Tritiummarkierung in 9,11-Stellung aus.

Als geeignetes Ausgangsmaterial erwies sich das 3-Methoxy—~
tstra-1,3,5(10),9(11)~tetraen-14«,178~diol (1), das durch
elektrochemische Oxidation hergestellt worden war /5 /.
Dieses Tetraen wurde in einer Vierstufensynthese in die ge-
wiinschte [9%,11¢—3H]—Verbindung (5) tberfiihrt.

Das 9,11-Dehydroderivat von (5) wurde fir die Markierung des-
halb nicht benutzt, weil bei der direkten Synthese ein
chromatographisch untrennbares Gemlsch, bestehend aus der

9,11~ und 8(9)~Dehydroverbindung, entstand.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Als Ausgangsprod ukt der Synthese diente das bereits erwidhnte
3-Methoxy-ostra=1,3, 5(10),9(11)-tetraen-14wn, 178=-diol (1).
Die katalytische Hydrierung mit T2 an Pd-lohr / 6 /7 in
Benzen lieferte hauptséchlich B-Methoxy—léx,ﬂﬂw-BH]—éstra-
1,3,5(10)-trien-14w,178-diol (2), das durch Behandeln mit
Acetanhydrid und p-Toluolsulfonsdure in Bisessig / 7 _7 iber
das intermedisre Diacetat (2a) in 3-Methoxy—/Oe, 1lo—"H/—

dstra-1,3,5(10),14—tetraen-178~0l-acetat (3) iiberfiihrt wurde.
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Mittels Kaliumkarbonat in Methanol wurde (3) zum 3-Methoxy-
[Qx,11x~ H/~8stra~1,3,5(10),14~tetraen-178~01 (4) verseift
und im AnschluB daran nach Simmons-Smith / 8 - 11 _7 an einem
Zn-Cu-Katalysator /12 7 in das gewiinschte 3-Methoxy~148,15R3~
methylen-/Ou, 11u~"E/-6stra~1,3,5(10)=trien-178-01 (5) umge-

wandelt.

T, [ Pd
Benzen
OAc
(2a)
5Ac
p.c?,o‘
DAc OH OH

T., :t:&] T.,
T’" _KaC03 Zn]Cu Ty,
Methanol CHz I,

CH,0 CHO
(4) (5)
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Bei der Ausarbeitung der Synthese mit inaktiven Substanzen
hatten wir gefunden, dal die katalytische Hydrierung des
14n-Hydroxysteroids (1) wesentlich selektiver verlduft, als
die der entsprechenden 143-Hydroxyverbindung. Wahrend aus
(1) das 9«, 1Md~hydrierte Produkt mit etwa 90%iger Ausbeute
zuganglich war, lagen die Ausbeuten bel Verwendung des
14B3-Epimeren von (1) bei nur 60 %.

Wir konnten feststellen, dal die Selektivitat der Hydrierung
in erheblichem MaBe von den Bedingungen, und zwar von der
Form des Katalysators (Pd auf Tr&ger oder Pd-Mobr), dem
Losungsmittel (Benzen, Tetrahydrofuran, Essigester) und der
Hydriergeschwindigkeit, abhingt. Je schneller die Hydrierung
erfolgt, desto héher ist die Ausbeute an (2). Bei relativ
langsamer Hydriergeschwindigkeit (Pd auf Triger) besteht

die Moglichkeit der Wanderung der 9,11-Doppelbindung nach
8,9 [ 13 7. Bei der katalytischen Hydrierung des 8(9)-Iso-
meren entstehen aber in der Regel nur die isomeren 8o, G-
bzw. 8B,9B-hydrierten Produkte.

Um die Bildung isomerer Nebenprodukte weitgehend auszu-
schalten, widre es am glnstigsten, mit Pd-Mohr in Benzen zu
arbeiten und den Katalysator vor Zugabe des Steroids mit
Wasserstoff zu beladen. Aus apparativen Grinden wurde je-~
doch so vorgeganzen, daB Steroid, Losungsmittel und Kataly-
sator zusammengegeben wurden und anschlieBend die Hydrierung
in einer Tritiumatmosphire pT2 > 600 Torr stattfand, Bei
dieser Verfahrensweise war die Tritiumaufnahme erst nach

90 Vinuten beendet, gegeniiber 15 Minuten mit vorbeladenem

Katalysator und Wasserstoff,



Tritiummarkierung eines neuen Steroids 1615

Bei der Tritierung der 14a-Hydroxyverbindung (1) entstanden
neben 70 % (2) isomere Nebenprodukte (6 Peaks im Radio-

gramm), davon eines mit 20 % und die restlichen fiinf mit

je 1 bis 3 % Akbtivitatsanteil., Durch Umkristallisation aus
Benzen konnten die Nebenprodukte leicht abgetrennt werden.
Danach lag (2) in 94%iger radiochemischer Reinheit und mit
einer spezifischen Aktivitdt von 50 Ci/mmol vor.

Fiir pharmakokinetische Untersuchungen geniigen spezifische
Aktivitédten von 2 bis 5 Ci/mmol. Vor der Umsetzung zu (3)
verdiinnten wir deshald (2) mit inaktiver Substanz auf das
Zehnfache,

Die Abspaltung der 14x-Hydroxygruppe verfolgten wir in iiblicher
Weise durch analytische Radiodiinnschichtchromatographie
(Radio-TLC), Nach 6 h war ein Umsatz von 96 % erreicht (1 h

80 %, 3 h 90 %). Bei Untersuchungen mit inaktivem Material
hatten wir durch 1H-NMRM’essungen nachweisen kdnnen, dal
ausgehend von den isomeren 14«~ und 14B8-Hydroxyverbindungen

nur das A '*-Produkt (3) und nicht das 2801 1oomere
entsteht. Nach Aufarbeitung wurde (3) mit einer spezifischen
Aktivitdt von 4,22 Ci/mmol gewonnen,

Die Hydrolyse der 178-Acetoxyverbindung (3) in einer metha-
nolischen Kaliumkarbonatlosung verlief rasch und quantitativ.
Auch sie wurde durch Radio-TIC verfolgt, Nach 0,5 h waren
40% (3) und nach 2 h 97 % umgesetzt., Wir brachen die Reak~
tion nach 3 h ab und isolierten das 178-Hydroxy-tetraen (4)

mit einer spezifischen Aktivitidt von 3,8 Ci/mmol.
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Die Methylenierung von (4) zum gewiinschten Endprodukt (5) ver-—
lief schleppend und muBte durch hdufige Zugabe von Katalysator
und Methylenjodid vorangetrieben werden. Wie die Radio-TILC
auswies, waren nach 1 h 30 % (4), nach 4 h 41 %, nach 8 h 64 %
und nach 9,5 h 80 % umgesetzt. Nach 10 h wurde aufgearbeitet
und das Rohprodukt durch prédparative Radio-TLC gereinigt.

Wir erhielten (5) in 46%iger Ausbeute, bezogen auf eingesetztes
(2). Das Frodukt besal eine radiochemische Reinheit >99 % und

eine spezifische Aktivitat von 3,8 Ci/mmol.

ILabiles Tritium entstand bel der Hydrierung aufgrund der vor-
handenen zwel Hydroxy-Gruppen erwartungsgemédB in grofBer Menge,

In zwel aufeinanderfolgenden Ricktauschreakitionen wurden zuerst

5 Ci, dann 0,26 Ci Tritium im Kondencsat gefunden. Auch bei der
sauren Abspaltung der 14ed-Hydroxy-Gruppe (2)—*(3) und der alkali-
schen Hydrolyse der 17B8-Acetat-Gruppe (3)—»(4) fanden wir labiles
Tritium in den wdBrigen Filtraten (0,34 bzw. 0,16 Ci). Das stimm-
te mit der Abnahme der spezifischen Aktivitdt von 5 Ci/mmol (be-
rechnet Tiir zehnfache Verdinnung) lber 4,22 Ci/mmol bei (3) auf
3,8 Ci/mmol bei (4) Uberein. Ursache dafiir kann das 9¢—3H sein,
welches aufgrund seiner Aktivierung durch den aromatischen Ring
eine semistablle Bindung besitzt und daher im sauren oder alkali-
schen Medium einem Austausch durch Protonen unterliegt. Wie die
spezifischen Aktivitdten von (4) und (5) zeilgen, geht unter neu-
tralen Bedingungen kein Austausch vonstatten,
3—Methoxy—148,15B-methylen—[9x,11x~3ﬂ7—bstra-1,3,5(10)—trien—
178-01 lagerten wir als Stammlosung mit 100 mCi/ml in Benzen/
Ethanol (1 : 1) bei 5 °C. Es ist bemerkenswert stabil. Nach

12 Wochen betrug die radiochemische Reinheit >98 %, nach 24
Wochen noch 95 %. Es konnte eine leichte Gelbférbung der Losung

beobachtet werden,
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EXFERIIENTELLES

Gerzdte, Chemikalien, Hilfsmittel

Alle aktiven Versuche wurden in Boxen durchgefiihrt. Die
Hydrierung mit T2 erfolgte in einer Markierungsapparatur /147,
die bereits bei friheren Arbeiten [3,4,15—127 benutzt wurde.
Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitaten wurde das
Fliissigkeitsszintillationsspektrometer LS-23 (Beckmann, USA),
zur Auswertung von Radiodiinnschichtchromtogrammen der

Scanner II (Berthold-Frieseke, BRD) verwendet. Alle Chemi-
kalien waren vom Reinheitsgrad p. A. Als Laufmittel auf

Kieselgelplatten (H und PF Merck, ERD) oder Silufol-

254
platten (Kavalier, CSSR) dienten Cyclohexan : Hssigester =
19+ 1 (1. - 3. Reakbionsstufe) und Benzol : Acebon = 9 : 1
(4. Stufe), Die analybtischen Platten wurden nach der Ent-
wicklung entweder mit VanillinschwefelsZure bespriiht und
zur Sichtbarmachung der Flecke auf 180 °C erhitzt oder
unter UV-Licht gebracht; die prdparativen Platten wurden

unter UV-Licht ausgewertet.

2
J=Methoxy—/9e, 11~ H/~8stra=1,3, 5(10)=trien—"1ke, 17 8~diol (2)

63 mg (0,21 mmol) (1) wurden in einem 25 ml-Kglbchen mit
10 ml wasserfreiem Benzol und 31 mg Palladiummohr versetzt

und unter Rihren bei Zimmertemperatur mit T, von p >600 Torr

2
hydriert. Die Tritiumaufnahme war nach etwa 90 Minuten zum
Stillgtand gekommen. Die benzolische Losung wurde leicht
erwdrmt -~ (2) fdllt bei Zimmertemperatur bereits aus -

und vom Katalysator abfiltriert. Der verbleibende Rick-

stand wurde zweimal mit je 5 ml Methanol gewaschen und die

vereinigten Filtrate zum Riicktausch labilen Tritiums 30
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Minuten auf 70 °C erwirmt. Nach Gefriertrocknung wurden

62,2 mg {2) als Rohprodukt erhalten, die einem zweiten
Abtausch innerhaldb von 30 Minuten in 5 ml Methanol bel

70 °c unterzogen wurden. Nach ernsuter Gefriertrocknung

wurde das Rohprodukt (Radiogramm zeigte 7 Peaks) aus 3,5 ml
Benzol umkrictallisiert. Im Endergebnis wurden 43,2 mg (2)
(Ausbeute 68 %) in Form weiBer Kristalle mit einer radio-
chemischen Reinheit von 94 % und einer spezifischen Aktivi-
t8% von 50 Ci/mmol gewonnen.

Das erste Kondensat enthielt 5 Ci, das zwelte 0,26 Ci labiles

Tritium.

—Methoxy—[?m,11%—3&7—6stra—1,3,5(10),14-tetraen—173—acetat (3)

Die erhaltenen 43,2 mg (2) wurden mit 389 mg inaktivem (2)
versetzt und mit 6 ml Essigsidure, 3 ml Essigssdureanhydrid
und einer Spatelspitze p-Toluolsulfonséure zur Reaktion ge-
bracht, Nach 6 Stunden wurde bei einer Umsebtzungsrate von
9% % durch EingleRen in Liswasser abgebrochen., Nach einigem
Stehen im Kihlschrank wurde der gebildete Niederschlag von
(3) abpgesaugt und getrocknet. Es wurden 430 mg (Ausbeute

92 %) mit einer spezifischen Aktivitdt von 4,22 Ci/mmol
erhalten., Im Waschwasser fand sich eine Aktivitdt von

340 mCi,

3—Methoxy—[9¢@ﬂ?x—337—6stra-ﬂ,3,5(102L44—tetraen-178-ol (4)

430 mg (3) wurden in 15 ml Hethanol geldst und nach Zusatz

von 100 mg Kaliumkarbonat auf 70 °C erwsrmt. Die Hydrolyse
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der 17B-Acetatgruppe war nach 3 Stunden beendet. Eg wurde

in Eiswasser eingeriihrt und der entstandene Niederschlag
nach einigem Stehen im Kihlschrank abgesaugt. Auflbsung

des gallertartigen Produkts in einem Benzol-lethanol-Ge-
misch und anschlieBende Gefriertrocknung ergab 368 mg (4)
(Ausbeute 98 %) mit einer spezifischen Aktivitdt von 3,8 Ci/

mmol. Im Waschwasser fand sich eine Aktivitdt von 165 mCi.

3-le thoxy—158, 168-me thyl en—/Ju, 11a—H/~5stra~1, 3, 5(10) ~trien~
178-0L (5)

15 ml Methylenchlorid, 1 m} lMethylenjodid und 1 g Zn-Cu-

Katalysator / 12 _7 wurden 15 Minuten bei 50 °c geriihrt. Dazu
wurden 365 mg (4), geldst in 10 ml Methylenchlorid, und 0,3 ml
Methylenjodid gegeben und weiter bei 50 °c geriihrt. Durch
haufiges Hinzugeben kleiner lenpgen an Katalysator und lMethylen-
jodid wurde nach 10 Stunden eine Umsetzungsrate von 80 % er-
reicht. Der Katalysator wurde abfiltriert und das rotliche
Filtrat dreimal mit gesdttigter Ammoniumchloridldsung und
einmal mit Wasser gewaschen., Die nun hellgelbe Losung wurde
gefriergetrocknet und das erhaltene Rohprodukt der chromato-
graphischen Trennung auf préparativen Kieselgelplatten

(20 x 20 cmy 1 mm Schichtdicke) unterzogen. Dreimalige Ent-
wicklung mit Benzol : Aceton = 9 : 1 ergab eine gute Trennung
zwischen dem Reaktionsprodukt (5) (80 %) und nicht umgesetztem
(4) (20 %). Die mit (5) angereicherten Kieselgelzonen wurden
abgetrennt und mit Benzol : Methanol = 1 3 1 elulert. Gefrier-
trocknung ergab 191 mg (5) (Ausbeute 62 %; bezogen auf (2)

46 %) mit einer radiochemischen Reinheit >99 % und einer

spezifischen Aktivitat von 3,8 Ci/mmol.
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