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MIKROPRAPARATION RINGDEUTERIERTER PROSTAGLANDINE 

C l a u s  0. Meese 

Dr.Margarete  Fischer-Rosch-Inst i tut  fur Klinische Pharmakologie ,  

Auerbachs t raae  112, D-7000 S t u t t g a r t  50 (FRG)* 

SUMMARY 

S t a r t i n g  f rom prostaglandin E2 ring-labelled 'H4-prostaglandins (PCF2&, PGF213, 6-keto- 

P C F  and  PGI sodium s a l t  ds i n t e r m e d i a t e )  w e r e  prepared  in the i r  na tura l  configurat ion.  
Id 2 

The carbon-13 NMR s p e c t r a  of H4-PGF2d,R methyl  e s t e r ,  which allow t h e  local izat ion of 

t h e  label led positions, a r e  presented.  The  ut i l i ty  of t h e s e  r ing-label led prostaglandins  as 

in te rna l  s tandards  for  GC/MS analysis  of biological  s a m p l e s  and as s u b s t r a t e s  for t h e  

prepara t ion  of o ther  label led prostaglandin m e t a b o l i t e s  is  br ief ly  discussed. 
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EINLEITUNC 

D i e  z u r  gaschrornatographisch-rnassenspektrornetrischen Bestirnrnung (GC/MS) von 

Prostaglandinen (PG) in biologischern Mater ia l  nach d e r  Methode d e r  Stabi l -  

isotopenverdunnung benot ig ten  d e u t e r i e r t e n  Pros tag landine  mussen e i n e  Reihe  von Vor- 

ausse tzungen  er fu l len  ( I  -4): 

a. Die  lsotopisomeren so l l ten  rnindestens 3-4 O e u t e r i u m a t o m e  entha l ten .  

b. D i e  Markierung mu13 chemisch  s t a b i l  se in  (zu  keinern Zei tpunkt  H/D-Ruckaustausch). 

C. D a s  d e u t e r i e r t e  Prostaglandin so l l te  nach d e r  lonis ierung im Massenspekt rometer  

in tens ive  Fragrnent ionen unter  Erha l t  d e r  Deuter iurnmarkierung l iefern.  

d. Der  Ante i l  a n  unrnarkier ter  Subs tanz  (do) im d e u t e r i e r t e n  in te rnen  Standard  so l l te  

moglichst  niedrig sein urn den Rlindwert  d e r  Bestirnrnungsrnethode niedrig z u  hal ten.  

Dienen d i e s e  d e u t e r i e r t e n  Verbindungen daruberhindus a l s  S u b s t r a t e  z u r  Biosynthese wei- 

t e r e r  Metabol i te ,  so mu13 d i e  Isotopenrnarkierung auch  rnetabol isch s tab i l  sein. G e r a d e  

d i e s e  l e t z t e  Forderung wird von den gegenwar t  ig ver fugbaren  rnarkier ten Prostaglandinen 

n ich t  oder  nur sehr  unzureichend e r f u l l t  (5 ) .  
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D a s  Ziel d e r  vorl iegenden Arbei t  is t  d i e  Beschreibung e i n e r  e f f e k t i v e n  Mikroprapardt ion 

verschiedener  d e u t e r i e r t e r  Pros tag landine  d e r  F-Reihe ,  sowie  d e s  n ich tenzyrna t i schen  

Haupt rne tabol i ten  d e s  Pros tacyc l ins  (6-keto-PGFI,J, in e inern r e l a t i v  kurzen  Syntheseweg 

(1 0). 

ERCEBNISSE 

Die Synthesesequenz ,  d i e  irn wesent l ichen  rnit d r e i  S c h r i t t e n  o h n e  Isol ierung von 

Zwischens tufen  und nur  e i n e r  chrorna tographischen  Isornerent rennung auskornrnt, ist in 

S c h e m a  1 abgebi lde t .  Durch rnilden basenkata lys ie r ten  H/D-Austausch rnit KOAc in 

Carb i to l -dI  wird Deuter ium in d i e  enol i s ie rbaren  Pos i t ionen  8 und 10 d e s  C y  c lo-  

pentanr inges  ( I  I )  von natur l ichern Pros tag landin  E2 (PGEZ,  I) e ingefuhr t  (12). Eine 

w e i t e r e  Deuter ie rung  und g le ichze i t ig  e i n e  S tab i l i s ie rung  d e s  e i n g e f u h r t e n  Deuter iurns  

durch  Aufhebung der  Keto-Enol-Tautorner ie  sowie  d i e  Uberfuhrung in d ie  Reihe  d e r  F- 

Pros tag landine  (13,14) wird durch anschl ieaende  in-situ Redukt ion  d e r  9-Ketogruppe rnit 

NaRD4 erz ie l t .  D i e  h ie rbe i  e n t s t e h e n d e n  neuen  r ingrnark ier ten  d4-Pros tag landine  (PGF2&, 

PGF2" und g e r i n g e  Mengen a n  8-iso-PGF ) lassen s ich n a c h  Urnsetzung rnit Diazo-  

rnethan saulenchrornatographisch in F o r m  ihrer  Methyles te r  24, 213 g u t  t rennen.  Die 

folgenden S c h r i t t e  zurn d e u t e r i e r t e n  6-keto-PGF1, o r i e n t i e r e n  s ich irn wesent l ichen  a n  

einigen der  fur  unrnark ier te  Pros tag landine  in grol3erern hlal3stab e r a r b e i t e t e n  Verfahren  

(15-22). l i r n  der  Empfindl ichkei t  der  Pros tag landine  Rechnung zu t r a g e n  und d i e  Gesarnt-  

a u s b e u t e  der  irn p-Molrnaastab durchzufuhrenden  R e a k t i o n e n  o p t i m a l  zu g e s t a l t e n ,  wurde  

d i e  folgende Reakt ionssequenz  en twicke l t .  Zunachs t  wird d,+-PGF2zrnethylesters  2.: rnit 

e t h e r i s c h e r  Jodlijsung in ndhezu q u a n t i t a t i v e r  A u s b e u t e  in e i n  Cernisch isornerer  lodes te r  

(19,23,s.u.) uber fuhr t .  D i e  nachfo lgende  HI-Abspaltung a u s  beiden l someren  m i t t e l s  

Ndt r iummethdnold t  l i e f e r t  in te r rnediar  den  Methyles te r  von d4-Pros tacyc l in ,  d e r  nach  

vol ls tandiger  Ent fe rnung d e s  Losungsmi t te l s  Methanol  durch  schonende  bas ische  Hydrolyse 

( N a O H / H 2 0 )  d a s  kr i s ta l l ine  Nat r iumsdlz  3 d e s  t e t r a d e u t e r i e r t e n  Pros tacyc l ins  (d -PGI - 

N a )  e rg ib t .  Dieses  kann z w a r  rein isol ier t  und c h a r a k t e r i s i e r t  werden  (18,21,22), wird dber  

wegen d e r  Empfindl ichkei t  der  cyc l i schen  Enole thergruppe  irn l n t e r e s s e  e i n e r  opt i rnalen 

24,R 

4 2  
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Schema 1 

Semisynthese  r ingdeuter ie r te r  Pros tag landine  . - 
(A) 1) Carbi tol-dl  / KOAc, 2) NaBD4, 3 )  CH2N2, 4) Isomerentrennung.  - 
(B) 1) l2 / NaHC03,  2) MeOH / MeONa, 3 )  H 2 0 .  - 

(C) H+ / H 2 0 .  - 
[D = 2H]  
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0 G e s a m t a u s b e u t e  in-situ wei te r  umgese tz t .  Im sauren  wassr igen Medium (0 C, verd.H2S04) 

wird d a s  Sa lz  3 in e i n e r  Rohausbeute  von 70-85% (bezogen auf  e i n g e s e t z t e s  in d a s  

g e s u c h t e  f r e i e  8,9,10,10(LH4)-6-keto-Prostaglandin F1,?( (5, dQ-6-keto-PGFld) uberfuhrt .  

L e t z t e  dunnschichtchrornatographisch nachweisbare  Spurenverunreinigungen lassen s ich 

durch vorsicht iges  Urnkris ta l l is ieren en t fe rnen .  

Der  m o l a r e  Markierungsgrad wird a m  b e s t e n  a n  den e p i m e r e n  E s t e r n  z<und sowie  a n  4 
massenspekt rometr i sch  (El: der iva t i s ie r t ,  s. Exp. Teil; FD; under iva t i s ie r t  (24)) un ter  

Isotopenkorrektur  b e s t i m m t .  Im Rahrnen d e r  MeBgenauigkeit bes i tzen  a l le  dre i  Ver- 

bindungen d i e  folgende Isotopenvertei lung:  2 %  d5, 46% d4,  41% d3, 9% d2, 2% d l ,  y 0.2- 

0.6% do. Eine  Best imrnung d e s  Markierungsortes  laBt s ich wegen rnoglicher H/D- 

Transferprozesse  im Verlauf d e r  Fragment ie rung  massenspekt rometr i sch  nicht  e indeut ig  

vornehrnen. Eine  aussagefahigere  Methode,  d ie  z u d e m  auch  e i n e  Aussage uber  d i e  Reinhei t  

d e r  vorl iegenden Substanzen g e s t a t t e t ,  b e s t e h t  in der  I3C NMR-Spektroskopie. In Abb.l 
sind d ie  13C NMR-Spektren d e r  E s t e r  Za(a) und 213 (c)  darges te l l t .  Die  Zuordnung d e r  

Resonanzsignale  bas ie r t  auf f ruheren  Untersuchungen uber unmarkier te  Prostaglandine 

(25,261, dem Shif tvergleich rnit to ta l synthe t i sch  e rha l tenern  ) 18, 18, 19, 19( H ) P G F  - 
4 21. 

methyles te r  (271, 2 (s.u.), sowie  auf Messungen rnit der  J-modulier ten Spin-Echo-FT - 

Technik(SEFT); Abb.ld z e i g t  hierzu das  13C NMR-Spektrum m i t  posi t iven (C,CH2) und 

negat iven  (CH, CH3) Signalen d e r  Kohlens tof fd tome von 213. Vergl ichen rnit den  h t e n  d e r  

unmarkier ten  PGF2,,B -methyles te r  e rgeben  s ich  fo lgende  Unterschiede.  Von den  er -  

w a r t e t e n  21 13C-Resonanzsignalen werden  bei Zd, 19 in g u t e r  Ubere ins t immung rnit den  

beschriebenen chemischen  Verschiebungen gefunden.  Dds e v i d e n t e  Verschwinden d e r  

Signale  d e r  Ringkohlens tof fa tome C-9 und C-10 in den 13C NMR-Spektren beruht  

e inerse i t s  auf  dem durch den  E r s a t z  von Wassers toff  durch Deuter ium bewirkten Verlust 

dn Kern-Overhauser-Signalverstarkung (NOE) und a n d e r e r s e i t s  auf  e iner  zusa tz l ichen  

"Signalschwachung" durch 2H-13C- Kopplung (CD: Tr ip le t t ,  CD2:  Quin te t t ;  J =  19-22 Hz). 

Daraus  1a8t s ich e i n  hoher Deuter ie rungsgrad  sowohl d e s  t e r t i a r e n  Kohlens tof fd toms C-9 

als auch  des  sekundaren  C-10 ablei ten.  Die in beiden Spekt ren  noch s i c h t b a r e  Resondnz 

d e s  Kohlens tof fa toms C-8 ver ra t ,  da13 d i e s e  Posi t ion nur par t ie l l  d e u t e r i e r t  ist.  

2 
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Abbildung 1: 

13C FT-NMR-Spektren von 

(a) dq-PGFZa - M e  (2.1. - , IH-breitbandentkoppelt), 
(b) Teilspektrurn von d0-PGF2& - M e  ( I+-breitbandentkoppelt), 

1 (c) dq-PGFZB - M e  (2, H-bre i tbandentkoppel t )  und 

(d) 2 u n t e r  den  Meabedingungen d e r  SEFT-Technik. 

Die  g e s t r i c h e l t e n  P f e i l e  beze ichnen  d i e  Resonanzldgen  d e r  Ringkohlens tof fa torne  d e r  

unrnark ier ten  Verbindungen. 
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Die  hohe Ausheute  d e s  g e m a n  S c h e m a  1 semisynthe t i sch  gewonnen d4-6-keto-PGFld lie13 

den Einsa tz  anders  m a r k i e r t e r  Pros tag landine  a t t r a k t i v  erscheinen.  In volliger Analogie  

kann racemischer  18, 18, 19, 19( H4)-Prostaglandin F2.C- m e t h y l e s t e r  '2 (27) (2  92% d4,  

48 pmol-Ansatz)  in 84% gaschromatographisch  b e s t i m m t e r  Ausbeute  in t2 (01 )  uberfuhr t  

werden. ErwartungsgernaO wird d e r  hohe Markierungsgrad von '2 (d /<0.1%) durch d ie  

Reakt ionssequenz  B, 5 nicht  bee inf lua t :  

2 

I d  Schema 2: Synthese  von 18, 18, 19, 19(LH4)- 6- keto-  P G F  

DISKUSSION 

Die in S c h e m a  1 s k i z z i e r t e  Mikropraparat ion I a O t  sich auch  noch g u t  im 10 pmol-Maastab 

reproduzieren.  Entscheidend is t  e i n e  s o r g f a l t i g e  Reinigung auf  d e r  S t u f e  d e r  Redukt ions-  

produkte  - 2, d a  E-Prostdglandine in prot ischen Solvenzien und i n  G e g e n w a r t  von A c e t a t  z u  

10-2036 in 8-Stellung isorner is ier t  vorl iegen (28-30) und a u s  d e m  8-iso-PGE2 dann bei  d e r  

Keduktion e in  Gernisch von 8-iso-PGF2dund 8-iso-PGF2,j gebi lde t  wird. Die  Ents tehung 

der  8-iso-F-Prostagldndine kann chromdtogrdphisch nachgewiesen  werden,  s ie  bes i tzen  

(der iva t i s ie r t ,  s.Exp. Teil) rnit 213 gaschromatogrdphisch  nahezu ident i sche  Reten t ions-  

z e i t e n  und ununtersche idbare  Massenspektren.  Andere  Synthesewege  (2.R. HI- Eli- 

minierung mi t  I ,5-Diazabicyclo [ 5.4.0l-undec-7-en (DBU) oder  I ,5- Diazabicylco [4.3.0] 

non-5-en (DBN), d i e  uber  Prostacycl in-  methyles te r ,  6-keto-PGF - methyles te r  und 

dnschliefiende alltalische Verseifung zu  f r e i e m  6-keto-PGF verldufen (15, 17, 18, 20-22), 

m a c h t e n  bei d e r  hl ikroprapdrat ion d ieser  Pros tag landine  m e h r e r e  sau lenchroma-  

togrdphische Abtrennungen von Nebenprodukten und Reagenzien  e r forder l ich  und fuhr ten  

zu e iner  somi t  s tdrk ver r inger ten  Gesarntdusbeute .  Auch die  dlkal ische Verseifung des  so 

erhdl tenen  Methyles te rs  sowie  die  dnschlieRend er forder l iche  Chromatographie  des  f re ien  

Id 

Id2 
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6-keto-PGFI, (22) ist keineswegs t r ivial .  Rere i t s  ger inge  Variat ionen d e s  pl-l-Wertes, d e r  

chromatographischen  Sorptions- oder  Laufmi  t t e l  oder  d e r  S tdndze i t  bei s a u r e m  pH, fuhren  

z u  unreproduzierbarer  Bildung von Nebenprodukten (2.6. in C e g e n w a r t  von Alkoholen (31)) 

oder  Isorneren (9,32,33a), f u r  d ie  a u s  den NMR-Spektren d ie  S t ruktur  d i a s t e r e o m e r e r  

cyc l i scher  H e m i k e t a l e  vorgeschlagen worden ist (20). 

Da13 irn Verlauf d e r  Austauschmarkierung d e r  Cyclopentanr ing  m a r k i e r t  worden i s t  (33b), 

kann anhand d e r  13C NMR-Spektroskopie, d i e  hier a l s  Sonde z u r  Errni t t lung d e s  Markier- 

ungsor tes  e i n g e s e t z t  is t ,  nachgewiesen werden;  u n t e r  den gewahl ten  Reakt ions-  

bedingungen t r i t t  kein nachweisbarer  D-Einbau in &Stellung zur  Carboxylgruppe e in  

(Abb.1). Auch Unsicherhei ten,  d ie  in d e r  Zuordnung d e r  13C-Resonanzen C-9 und C-11 

beim PGF213-Methylester (26) bestanden,  werden  durch dds I3C NMR-Spektrum d e s  

rnarkier ten bese i t ig t ,  d a  d a s  Signal des  Kohlens tof fa toms 1 I unverander t  b e o b a c h t e t  

wird, d a s  Signal von C-9 durch Deuter ie rung  hingegen prakt isch verschwunden is t  (Abb.1). 

Die Ringmarkierung d ieser  Pros tag landine  be inha l te t  Vortei le  gegenuber  den in der  o b e r e n  

S e i t e n k e t t e  d e u t e r i e r t e n  Verbindungen aber  duch Risiken. Da Pros tanoide  in vivo genere l l  

durch enzymdt ische  &Oxidation in Metabol i te  m i t  verkurz te r  o b e r e r  S e i t e n k e t t e  uber- 

f u h r t  werden,  bleibt  d i e  Deuter iummarkierung erha l ten .  Auch ein Verlust d e s  Deu- 

t e r i u m a t o m s  in d e r  Ringposition 9 durch in e inigen Fal len nachgewiesene  (34,351 enzyma-  

t i s c h e  Dehydrierung/Redukt ion wird bei d e r  mikrobiel len B-Oxidation von 4 z u  m a r k i e r t e m  

ld 
2,3-dinor-6-keto-PGFId, z, nicht  gefunden (36,371 (Schema 3). 2,3-dinor-6-keto-PGF 

wird als Hauptmetabol i t  d e s  Pros tacyc l ins  (PCI ) a u s  d e m  Sauget ierorganismus ausge-  

sch ieden  (38-41). 

S c h e m a  3: 

2 

Mikrobielle B-Oxidation von 4. 

7 HO 6H - 
dL-2,3-d inor- 6- keto -PGFld 
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Andererse i t s  w a r e  bei  d e r  zur  Gaschromatographie  gunst igen Derivat is ierung (Tris-9,I 1,15 

(Trirnethylsilyl) e t h e r ,  0-Methyloxirn) bei  d e r  rnassenspektrornetrischen Fragrnent ierung 

rnit e i n e m  Deuter iurnverlust  durch Abspal tung von (CH3)3Si-Og a u s  dern Cyclopentanr ing  

z u  rechnen.  Die  irn Exp. Teil beschriebenen Pros tag landine  und a u c h  z (37) l ie fe rn  nach  

d e r  Elektronenstofiionisierung irn Massenspektrurn ausnahrnslos  in tens ive  Fragrnent ionen 

bei  hohen reduzier ten  Massen, d i e  durch El iminierung unrnark ier te r  Molekul te i le  gebi ide t  

werden. Diese  n ich t  nur  chernische und biochemische,  sondern auch  rnassen- 

s p e k t r o m e t r i s c h e  R e t e n t i o n  d e r  Deuter iurnrnarkierung (vgl. dagegen  (42) I rnacht  den 

ana ly t i schen  Einsa tz  d e r  r ingmarkier ten  Pros tag landine  nach dern Verfahren d e r  Stabi l  - 

kotopenverdunnung rnoglich. 

EXPERIMENTELLER TEIL 
Allgemeines 

Die  Markierungen wurden m i t  Carbi tol-dl  (Diethylenglycol-  rnonoethylether-dl ,  EGA, 

lsotopenreinhei t  nicht  angegeben)  und Nat r iumbordeuter id  (EGA, 98 A t o m %  D) vor- 

genornrnen. Zur Dunnschichtchrornatographie (DC) wurden E.Merck F e r t i g p l a t t e n  ( S i 0 2  

60-F254) verwendet ,  zur  Sichtbarrnachung d e r  F l e c k e  d ien ten  Spraylosungen ails 'Llolyb- 
datophosphorsaure (3.5% in Ethanol)  oder  e ine  g e s a t t  ig te  Losung von 2.4-Dinitro- 

phenylhydrazin in Ethanol / lO Vol.96 konz. H C I ,  gefo lg t  von 5 rnin. Erh i tzen  auf  14OoC. Als 
L a u f m i t t e l  (43,44) d ien ten  Gernische dus  C H C 1 3  (80)  /MeOH(IO)/AcOH(IO)(=LM I), r e ines  

E t h y l a c e t a t  (= LM 111, 2 Vol% AcOH in E t h y l a c e t a t  (=LM 1111, Dichlorrnethan (50)/Aceton 

(50) (=LM IV) oder  CHC13 (9O)/MeOH ( 5 )  (=LM V). Zur Saulenchrornatographie  wurden 

Lobar  Fer t igsaulen  (E.Merck) oder  SiO2-6O und Si02-40 (70-230 mesh,  E.Merck) e in-  

g e s e t z t .  Die  I3C NMR-Messungen (20.1 MHz, &Lock) wurden in gepuls ter  Fourier-  

Transform-Technik unter  vol ls tandiger  Protonen-Breitbandentkopplung a m  Bruker WP 8 0  

bei  +39OC in 10 rnrn-Rohrchen rnit CDC13 als Losungsrni t te l  und Locksubstanz sowie  

Tet ramethyls i lan  als in te rnem Standard  ( 6 = 0pprn)durchgefuhr t .  Die  Pulswei te  be t rug  2 

psec  (=24'), d i e  Spekt renwei te  5000 Hz ohne  Relaxa t ionspause  (8 k FID, Aspect  2000 

Computer ) .  Die  13C NMR- Messungen nach dern SEFT-Verfahren wurden mi t  Hilfe  e ines  

Rruker- Mikroprograrnrnes ("J-modulated Spin-echo for  X-nuclei") vorgenornmen (vgl. auch  

(45,461). Die Massenspektren wurden am Modell 5985 A (Hewle t t -Packard ,  70eV, EI) nach  

Derivat is ierung (s.u.) und GC-Trennung ( T e m p e r a t u r p r o g r a m m ,  Glaskapi l lars2ule  30 m SP- 

2100) aufgenornrnen. Die  FD-MS-Nlessungen sind a n d e r e n o r t s  naher  beschrieben (24). Die 

Schrnelzpunkte  (unkorr igier t )  wurden am G e r a t  ' tElectrotherrnal"  bestirnrnt. 
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(A) 

8,9,10,10( 2 Hq) Prostaglandin-FZoCB- Methyles te r  (3 213) 

In einern kraf t igen  Stroin von t rockenern Argon werden  1.5g wasser f re ies  K a l i u m a c e t a t  in 

e i n e m  250 ml Zweihalskolben m i t  Hilfe  e i n e r  Bunsenbrennerf larnme geschmolzen ,  a n  

schl ieaend wird d e r  Reakt ionskolben sorgfa l t ig  ausgeflarnrnt  um res t l iche  Feucht igkei ts-  

spuren zu  en t fe rnen .  Nach dern Abkuhlen auf R a u m t e m p e r a t u r  (RT)  wird d ie  e r s t a r r t e  

S c h m e l z e  unter  Ruhren in 40 m l  Carbi tol-d ge los t  (2-3 Std.) Zu dieser  Losung werden 176 

rng(500 prnol) Prostdglandin-E2 (ndt i r l ich  konf igur ie r tes  PGE2, i) zugese tz t .  Man r u h r t  

u n t e r  Argon bis a l l e s  PGE2 in Losung gegangen  ist und belBl3t den homogenen Ansa tz  vor 

Lich t  g e s c h u t z t  5 T a g e  bei  RT. AnschlieBend wird auf -2OOC gekuhl t  und u n t e r  Ruhren im 

Argonstrom mi t  150 mg(3.6 mmol)  f e s t e m  Nat r iumbordeuter id  verse tz t .  Nach d e m  Er- 

warmen auf 0-5OC (2 Std.) wird d e r  Ansdtz  in 600 ml Eiswasser  aufgenommen und rnit 

596iger wh'sser. HCI auf  pH 2-3 angesauer t .  Die  Ext rak t ion  rnit Dichlormethan  (4-6 x 100 

ml), Trocknen d e r  org. Phase  (Na SO ) und Einengen a m  Rotd t ionsverdampfer  e rbr ingt  25- 

30g blal3gelben Rohext rak t .  D a s  D C  (LM 1) z e i g t  vol ls tandige Urnsetzung d e s  PGE2 (Rf  

0.53) und neben uberschussigern C a r b i t o l  (Rf--0.8) d ie  Bildung von (deuter ie r te rn)  PGFZcl 

(Rf  0.42) und PGF2B (Rf 0.37). Die  f re ien  F-Prostaglandine lassen sich a u s  diesem 

Rohgemisch (0.2 -0.4g) durch Saulenchromdtographie  an Kieselgel  (SiO2-4O) im 100 pg- 

MaRstab DC-rein isolieren (LM I). Zur vere infachten  Reinigung wird d e r  R o h e x t r a k t  in 300 

rnl C H 2  C1 aufgenomrnen und rnit 200 ml e i ska l te r ,  gesatt. wassr. NaHC03-  Losung 

ausgeschut te l t .  Die  wassr. Phase  wird noch rnehrfach rnit Dichlormethan  nachext rah ier t ,  

bis im organischen E x t r a k t  dunnschichtchromdtographisch kein Carb i to l  rnehr nachzu-  

weisen ist.  Nach dem Ansauern rnit wassr. Oxalsaure  (OOC, pH 2) wird d ie  Losung m i t  

f e s t e m .  Ammoniumsul fa t  g e s a t t i g t  und m i t  3 x 200 ml Dichlormethan  ruckext rah ier t .  

Nach dern Trocknen  d e r  vereinigten org. Phasen  (Na2SOII) und Einengen wird d e r  ol ige 

Rucks tand  in e inigen ml Ethylace ta t /Methanol  (1:I) aufgenommen und bei  -4OC rnit e i n e m  

le ich ten  UberschuB e t h e r i s c h e r  Diazornethanlosung verse tz t .  Es wird z u r  Trockene  ein-  

g e e n g t  und z u r  chromatographischen  l somerent rennung in 0.2 rnl Chloroforrn/Methanol  

(9:l) aufgenomrnen.  Die  Trennung der  isomeren F-Prostaglandine kann auf  e iner  Kiesel- 

ge lsau le  e r z i e l t  werden  (Lobar-B, LiChroprep  5 - 6 0 ,  QO-63 prn; 1 bar ,  FluB 1 ml/min., 

F l i e a m i t t e l  Chloroform/Methanol  (9:1), RI-Detektion). Nach  e inem Vorlauf (160-170 ml) 

1 

2 4  
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werden drei deutlich getrennte Fraktionen erhalten. Fraktion 1 (50 rnl) ergibt nach dern 

Einengen und Trocknen irn Hochvakuurn his zur Gewichtskonstanz 39.4 rng dunnschicht- 

und gaschrornatogrdphisch reinen 

2 8,9,10,10( Hq) Prostag1andin-F2; Methylester, c4 
als klares, farbl. 0 1  (23% d. Th. bezogen auf  i). s: Rf O.I7(LM II), Rf 0.26 (LM 111) 

I3c NMR ~ p p r n ]  : I ~ M C - I ) ,  33.6(c-2), 24.9(c-3), 26.8(c-4), 13o.o(c-5), 129.4(c-6), 25.7 

(C-7), 50.7 (C-8), 78.4 (C- l l ) ,  56.1 (C-12), 132.7 (C-131, 135.4 (C-141, 73.1 (C-15), 37.5 (C- 

16), 25.3 (C-171, 31.9 (C-18), 22.7 (C-19), 14.1 (C-201, 51.7 (C-21, OCH3). 

- MS (El ,  Tris-Trirnethylsilylether-TMS3-ether, M=588) [rn/z] :588 (M+, 4%), 573(Mt- 

15(CH3), 3%), 51 7 (Mt-71 (C5HI L), 20%), 498(Mt-90 (TMSOH), 35%), 427(M+-71-90, 

loo%), 408(M+-Zx90,42%). -Massenbereich 400-620. Der Anteil a n  unrnarkierter Substanz 

(do) betragt 2 0.2-0.6%. Der Markierungsgrad dieser Verbindung wurde anhand der 

Felddesorptions-Massenspektrometrie FD-MS) errnittelt. Folgende Massen (rn/z) werden 

registriert: 369, 370,371,373(Mt+H,d4), 374,375. Unter Berucksichtigung der naturlichen 

Isotopenverteilung und irn Vergleich z u  unmarkiertern PCFZL ergibt sich daraus die 

folgende Isotopenzusdmrnensetzung: 2% d546%d4,, 41 %d3, 9%d2, 2%d I ,<0.2-0.6% do. 

Die Zwischenfraktion Z(35-4Ornl) der saulenchrornatogrdphischen Trennung liefert einige 

ing eines farblosen GIs, bei dern e s  sich nach den NMR- und GC/MS-Daten urn ein etwa 

I :  I-Gemisch der rndrkiertern 8-iso-PGF2% R-rnethylester(Rf 0.14/0.20, LM 11; R f  

0.23/0.29, L M  111) handelt. Frdktion 3 (70-75 rnl) ergibt ndch dem Einengen ein farbl. 01,  

das beiin Stehen bei RT rdsch kristallisiert. Die Urnkristallisdtion aus wenig warrnern 

Ethylacetat  unter Zusatz von n-Hexan liefert  53.1 rng (28% d.Th. bezogen auf 1) farblos 

kr i  stallinen 

2 8,9,10,10( H,,) Prostaglandin- F2(3- Methylester, 213, 
Fp 87.5-89OC. - IX: R f  0.1 1 ( L M  II), R f  0.16(LM 111). Die NMR-und Massenspektren zeigen 

die gleiche Isotopenverteilung bzw. Fragrnentionen wie 2". 
C N M R  [pprn] : 174.6(C-I), 33.6(C-2), 24.9(C-3), 26.8(C-4), 130.7(C-5), 128.4(C-6), 13 

29.2(C-7), 52.3(C-8), 75.3(C-11), 56.4(C-12), 133.O(C-13), I36.1(C-I4), 73.2(C-15), 37.4(C- 

161, 25.3(C-17), 31.8(C-18), 22.7(C-19), l4.1(C-20), 51.7(C-21, OCH3). 
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D i e  beschr iebene  Reakt ionssequenz  ist auch  noch g u t  im 10 pmoI-MaBstab durchzufi ihren,  

d i e  i so l ie r te  Ausbeute  a n  - 2 b e t r a g t  dann  17% d.Th. Obgleich PCFZR - tVe in der  folgenden 

Reakt ion  (iodcyclisierung) n ich t  reagier t ,  e r w i e s  es s ich wegen der  im Rohprodukt  vor- 

handenen  8-iso-Prostaglandine als notwendig,  zur  w e i t e r e n  Umsetzung von chrornato-  

graphisch gere in ig tem,  i somerenfre iem - 2ddUSZugehen. 

Eine Losung von 39  rng(100 prnol) d4-PCF2 -Me, 2% in 1 ml CH2C12 wird im Eisbad rnit 1.2 

rnl e i n e r  7%igen wassr. NaHC03-  Losung verse tz t .  Unter  s t a r k e m  Ruhren  und Licht-  

ausschlu(3 werden  innerhalb von 7 Std. be i  gleicher  T e m p e r a t u r  insgesarnt 1.1 ml  e iner  

2.5%igen e ther i schen  Iodlosung in 0.1-0.4 ml-Port ionen zugese tz t .  Gegen Ende der  l e t z t e n  

lodzugabe  he l l t  s ich d e r  Ansa tz  n ich t  mehr  auf. Es wird noch 2-4%. bei O°C geruhr t  und 

dann m i t  20 ml k a l t e m  Die thyie ther  v e r s e t z t .  Die  Etherphase  wird noch in d e r  K a l t e  rnit 

e inigen Tropfen e i n e r  verd. wassr. Na2S203-Lsg. e n t f a r b t ,  rnit ha lhkonzent r ie r te r  NdCI- 

Lsg. gewaschen ,  uber  N a  SO g e t r o c k n e t ,  f i l t r i e r t  und ein-  

geengt .  Der  Rucks tand  wird in wenig E t h y l a c e t a t  ge los t  
C02CH3 

-? ;L 
2 4  

und uber  2-3 g Si02-60 f i l t r ie r t .  Nachspulen rnit Ethyl- 

acetat, Einengen d e s  Elua tes  und Trocknen im Hoch- 

vakuum l i e f e r t  51.5 rng farbl. bis blafigelbes zahes  0 1  S. 
Die  Ausbeuten d ieses  Zwischenproduktes  l iegen zwischen 

90  und 98% d.Th. Der  so e r h a l t e n e  cyc l i sche  lodes te r  

’, 
OH 

8 : [ 6-endo/exo] - 

l i e g t  als Cemisch  d e r  6-exo/endo-Isomeren vor, wobei  d a s  6-exo-lsomere s tdrk  uberwiegt  

(21,231. Eine  Saulentrennung d ieser  Isomeren ist zwar  rnoglich (Si02-60,LM IV), wegen d e r  

DC-Reinhei t  d e s  Rohols  und d e r  gemeinsamen Urnsetzung beider  I somerer  z u m  gleichen 

Produkt  - 3 a b e r  n ich t  erforder l ich.  - DC (6-exo/endo): Rf  0.53/0.59 (LM IV), R f  0.45/0.41 

(LM 111). 23.9 rng(48 p m o l )  d e s  Iodes te rs  ( Isomerengemisch)  werden  bei R T  unter  

Argonschutzgas in 0.1 rnl Methanol  ge los t  und rnit 0.3ml e iner  Natr iummethanolat-Lsg.  

(aus  0.55g Natr ium und 8 m l  abs. MeOH) verse tz t .  Der  Ansa tz ,  d e r  sich rdsch hel lgelb 

f a r b t ,  wird 20 Std. u n t e r  Lichtausschlufi bei  R T  belassen,  dann rnit 0.3-0.4 ml 02- f re ie rn  

Wasser v e r s e t z t  und innerhalb von 4 Std. bei  35-40°C m i t  e inem kraf t igen  Argonstroln 
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wei tgehend eingeengt .  Aus d e r  wassr. P h a s e  s c h e i d e t  s ich e i n  hel lgelbes  0 1  ab,  d a s  

langsam durchkris ta l l is ier t .  Nach dern Zusa tz  von 5-6ml en tgas te rn  H 2 0  wird e i n e  k l a r e  

hel lgelbe Losung erha l ten ,  d i e  e r n e u t  im Argons t rom bei  g le icher  Temp. duf 0.2-0.5 rnl 

e ingeengt  wird. Aus d ieser  Losung scheiden s ich  irn Kuhlschrank (+S°C) nach  einigen Std. 

re ichl ich fe infaser ige  farbl .  Kr is ta l le  d e s  Nat r iumsalzes  von 8,9,10,10( H,+) Prostacycl in ,  

- 3, ab. Die  Uberprufung d e r  Reinhei t  d ieser  empf indl ichen  Verbindung nach dem fur d ie  

unrnark ier te  Substanz en twicke l ten  Verfahren (Uberfuhrung in den 4-Phenylphenacylester  

(21)) ze ig t ,  dai3 d a s  Hydrolyseprodukt  4 u n t e r  d iesen  Reakt ionsbedingungen nur in Spuren 

en ts tdnden  ist. 

2 

(C)  

2 8,9,10,1 O( Hp)-6-keto-Prostaglandin-FlaL' 

Die alkal ische KriStdllSUSpenSiOn a u s  dern vorigen Ansa tz  wird bei  O°C rnit 5-6ml H 2 0  

unter  Argon in Losung g e b r a c h t  und langsarn u n t e r  Ruhren  in e i n e  Lsg. von 8 rnl 1n-H2SO4 

in 30 rnl H 2 0  und 2Og Eis eingetropft .  D i e  farblose,  opa lesz ie rende  Lsg. wird nach  10 min. 

mi t  E t h y l a c e t a t  (5x50 ml) e x t r a h i e r t ,  d ie  org. P h a s e  rnit halbgesat t .  wassr. NaCI-Lsg. 

gewaschen  (3x5rnl), uber  &?SO4 g e t r o c k n e t ,  f i l t r i e r t  und eingeengt .  Nach dern Trocknen 

irn Vakuum (0.01 mbdr,  3 Std.) verbleiben 1 5  m g  (85% d. Th. bezogen  auf  - 2 ) e ines  ziihen, 

blal3gelben 01s. - DC: Rf  O.lO(Lbl 111, Rf 0.14 (LM V), ident isch rnit unmarkier tem 6-keto- 

PGFbC. Obgleich noch dunnschichtchrornatographisch Verunreinigungen in Spuren nach-  

weisbar  sind (die  gleichen Verunreinigungen, d i e  bei e i n e r  Lsg. von authent ischern d -6- 

keto-PGF in E t h y l a c e t a t  a n z u t r e f f e n  sind, d i e  e in ige  Tage  bei  RT ges tdnden  hat) ,  z e i g t  

d a s  so anfd l lende  Produkt  nach  d e r  Der iva t i s ie rung  gaschromatographisch  keine Ver- 

unreinigungen und e r w e i s t  s ich sornit zur  Verwendung als  in te rner  Standdrd bei d e r  

GC/MS-Bestirnmung von endogenern 6-keto-PGFId als auch  zur  mikrobiellen Synthese 

w e i t e r e r  m a r k i e r t e r  Metabol i te  (2.B. 7)  dls gee igne t .  Die  irn D C  nachweisbaren Spuren- 

verunreinigungen konnen durch Urnkris ta l l isat ion wie  fo lg t  e n t f e r n t  werden:  7 rng Rohol 

werden  in einern Mikrospitzkolben bei  R T  in einigen Tropfen  E t h y l a c e t a t  ge los t  und u n t e r  

Urnschwenken langsarn rnit d e r  3-5-fachen Voiumenrnenge n-Hexan bis zurn A u f t r e t e n  

e i n e r  le ich ten  Trubung verse tz t .  Nach dreis tundigem Stehen  be i  RT irn verschlossenen 

I& 
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GefX3 h a t  sich d ie  Losung unter  Ausscheidung farbl. Kr is ta l le  geklar t .  Es  wird e r n e u t  n- 

Hexan bis zur  Trubung z u g e s e t z t  und uber N a c h t  bei t4OC belassen. Nach d e m  Abpipet-  

t i e ren  d e r  Mut te r lauge  werden d ie  Kr is ta l le  m i t  wenig Ethylace ta t /n-Hexan (1O:l) 

gewaschen ,  irn Argonstrom und anschliel3end Hochvakuum get rocknet .  Man e r h a l t  5.5 m g  

farb lose  Krist., F p  85-87OC. Wegen d e r  Bi ldungsmoglichkei t  isomerer  cycl ischer  Hemi- 

k e t a l e  werden  in d e r  L i t e r a t u r  fur  unmarkier tes  6-keto-PGFld sehr  unterschied l iche  

Schmelzpunkte  b e r i c h t e t  (Fp 101-105.5°C (201, 97-lOO0C(21), 60-105°C (IS), 60-1OO0C 

(22)). 

- MS (El, Derivat :  Methylester ,  0-Methyloxim, Tris-Trirnethylsiiylether, M=633) [m/z]:633 

(Mt,3%), 61 8(Mt-1 5(CH3), 5%), 602(M '-3 I (OCH3), 27%), 562(Mt-71 (C5HI 1, 421(M'-3 I - 

90-91(TMSOD)), 85%), 38 1(Mt-7 1-90-91, 1 OO%).- Massenbereich 380-640. 

@ 18, 18, 19, 1% Hy)- 6-keto-Prostaglandin- Fld c) 5 

Wie fur  nattirlich konf igur ie r tes  Prostaglandin 2 beschrieben,  wird racemischer  Methyl- 

e s t e r  (+) 2 (Fp 66.5OC.) (27) in e i n e m  47 pmol-Ansatz  und 84% Ausbeute  (gaschroma- 

tographisch b e s t i m m t )  in c) 6 (nicht  kr i s ta l l i s ie rbares  01, DC-Verhal ten wie  4) uberfuhrt .  

- MS (El, O e r i v a t  wie  bei - 4, M=633) [m/zJ : 618(M'-15(CH3),4%), 602(Mf-31 (OCH3), 25%), 

558(M'-75(C5H7D4), ION), 512(M'-31-90(OCH3, TMSOH), 63%), 422(Mt-31-2 x 90, 92%), 

378  (M'-75-2 x 90, 100%). do/<O.l%. 

2 
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