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Die Methode zur Herste“ung von 6-Azacholesterin aus Choles-
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Zwischenproduktes der 3%-Acetoxy-5,6-seco-cholestan-5-on-6-saure 1l gefun-

den. Unter Verwendung von an C-4 mit C'% markiertem Cholesterin

EUR 2450.d

PRODUCTION OF 6-AZACHOLESTERIN LABELLED WITH Cr4
IN THE C-4 OR C-26 POSITION

by H. LETTRE

(Universit'a’.t Heide“)erg)

Furopean Atomic Energy Community - EURATOM

Report prepared at the Institut fiir Experimentelle Krebsforsghunu der
Universitat Heidelberg (Germany) .
Euratom Contract No. 027.63-2 RISD

Brussels, August 1965 - 10 pages

The method for the production of G-azacholesterin from cholesterin
was revised. A new route was found for the preparation of the intermediate
product 3‘3—acetoxy—5,6-seco-cholestane-5»one acid 1. With the use of
cholesterin labelled with C'4 in the C-4 position. the required labelled
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wurde nur mit Schwierigkeit das gew'unschte markierte 6-Azacholesterin
erhalten. Die Herstellung des an C-26 mit C'# markierten 6-Azacholesterins
gelang ohne Besonderheiten. Weiterhin wurden tritiiertes 6-Azachlosterin,
5,6-Seco-cholestan-3%, 54, 6-triol und 5,6-Seco-sitostan-33, 5 «, 6-triol
hergeste“t. Die \’erbindungen wurden zum Teil auf ihre Wirkung auf
tierische Zellen, auf pflanzliche Zellen und auf ihre Verteilung im Tierkr-
per hin untersucht. Neuaufgetretene radiochemische Probleme sollen noch

gekl'&irt werden.

6-azacholesterin could only be obtained with difficu[[y. No trouble was
encountered in the production of G-azacholesterin labelled with Ct4 in the
C-26 position. Other substances produced were tritiated G-azacholesterin,
5.6-seco-cholestane-32, 5%, G-triol and 5,6-seco-sitostane-33, 5 a 6-triol,
Some of the compounds were tested in order to ascertain their effect on
animal and plant cells and their distribution in the animal organism. Some

radiochemical prob[ems not pre\'iously encountered have still to be clarified.
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Bei Gegenwart von Alkohol entstehen kristallisierte Produkte
definierter Zusammensetzung, welche pro Mol Cholesterinacetat

1 Mol Ozon und 1 Mol Alkohol enthalten. Die keaktion kann so
formuliert werden, dass als Zwischenprodukt ein Zwitterion der
Formel VII entsteht, das in eine cyclische Form VIII iibergehen
kann, an die sich Alkohol zu IX addiert. Das chemische Verhalten

von IX steht mit dieser PFormulierung in Ubereinstimmung.,

Wir heven nun untersucht, ob eine Zhnlichne Addition von
Amineir moxyiich ist. Eine Ozonisierung beli Gegenwart von Aminen
ist nicht durchfiihrbar, da diese unter diesen Bedingun.en oxy-
diert werden. PFligt man nach der Ozonisilerung in alkoholfreien
Medium zu dem Reaitionsprodukt ein Amin wie Dimethylamin, so
reduziert dieses VII 2zu dew Aldehyd, der unter Aufnahme eines
zwelten ilolekiils Dimethylamin in X liber;;eht. Die meisten primi-
ren und sekundiren Amine verhalten sic:n glelciartig, woeni auch
nicht in allen Filien definierte rmndprodukte gerzsst werde
konnten. JIine Ausnahniie von allen bisher untersuchien Amincen
macnt das Piperidin. 3ei dessen Zusatz scneildet sich ein kri-
stallines Produkt aus, das sich als das Piceridinseciz dor eto-
siure II erwies. E5 hat also eine Unlagerun: des Ozonids VII in
die isomere Ketosiure I1 stattiefundon., Diese Wirlung ist fiir
Pineridin spezifisch. N-lethylpiperidin beisnielsweise zelg
kXcoine umlagernde “ir ung. Vermutlich verl#iuft die Unilagerung sco,
das> Pineridin ein Proton vom Stickstoff an die peroxydiscue
Gruppe in VII abzibt und das rroton von C-6 aurnimmt.

Die Hea.ltion veriiuft aisreiciiend rasch, so cass in einen
Arbeitstas die Ketosilure II aus Cholesterinacetat hergestollt
werden kann. Demgegenliber erfordert die Herstellun: von ITI zus
Cholesterinacetat durcn Oxydation mit Chromsfure 3 bis 4 Wochen
bei verlustreicher fraktionievrter Kristallisation. Aucnh die

Ausbeute i1ist besser: aus 5 g Cholesterinacetat werden 3,1 g

-

iveridinsalz und hiersus 2,2 g Ketosdure erhalten.

Diz llethode wur-ce von Herrn Dipl.-Chem. K. Mathes bearbeitet
und wird in dessen Dissertation 1965 bescnriebern werden. Sie
wurde 1nzwischer hier von Herrn Dr. W. lMehrhof und Herrn A.

Bgle mehrfach reproduziert. Die ilethode stellt einen PFortscuritt
in der Herstellung der Ketos@ure II dar. Ich glaube jedoch,

dass das Anwencungsgeblet zu klein ist, um eine Patentierun;:

zu recihtfertigen. Icn mochte um Thr Einverstandnis bitten, dJie

iethode zu gegebener Zelt verdffeatiichier zu diirfen.

9



-5 -

Dic Uberfihr ung der Ketosaure II in das Siurecrlorid verliiiuft
glatt mit Thionylchlorid oder Phosphorpentachlorid. Um ds&: S3ure-
chlorid rein z.u: erhalten, ist es erford:r-lich, ven reiner Hevo-
sfdure auszugehen, Dg dav SHureazid nicht isoliert wird und das
aug ihm entstehiende Isocyanat nur liristal.in erhalten wizd, wenn
mar. von reinen Sdurechiorid aasgeht, ist hi.r eine Stufe, die
wesentlich flir das CGelinzen der Gesantreartion ist. Eei den Un-
setzungen der markierten Verbindungen miicsen 2i dieser Stelle

Verluste durch Reinigun: in Xauf zenommen wsrden.

Pir die Uberfithruns des Azids in das Isocvanat wurde frijher
Dimethi¥lfornamid als LOsungsmittel verwendet. Als besser ervies
sich das ¥rhitoen cdes gut Jetrockneten Isocyanats in absolute::
Toluol beil 7asczerbadtenceratur. Zur Krist:llisstion des Isocyanatis
ervies sich Hexan als uLisunss 1ittel vorteilhaftzsr als dac friher

verwendete Diietixylfornanmid.

Dic¢ folgenden Reatlionen, MHwdrierunz, Halogenierung und Ab-
svalitung von Halogenwasscorstolf und hidrolytische Abspaltung der

Acetylgruope wur~oc wie iriiher durc:..efiinrt

14—6 Azacniolesierin

1 nC C—4—Cl4—Cholesterin y bezogen von dern Zadiochemicsl U nteo
Ariershan, wurdae mit 5 g nicht riariiiertem Cholesterin gemischt
und das Genilisch acetyliert. leraus wurden 2,1 g Hetosiu-c IT
ernalten. Dos Siurecnlorid kristallisierte nicint. Nacih cewm In-
frarotspextrun enthilt es etwa 25% ues Sdurecnlorids der 5,6-
Seco—AB—cnolesten-B—on—6—sﬁure, die durcih Abspaltunyg von Hssiz-
siure auz II entsteht. Die Ursache f'ir dos Varaalten des 4-014-
Der. vats ict un-ekannt; bei den 26—014-Derivat trat diese Ab-
spaltung nicht ein. Da von nichat kristallinen Sdurechlorld ausge-
saugen werden musste, konnte das Isccyarat acch nilcnt kXrlstallin
erhalte: werden. Das Zndprodukt konnte kristallin erhalt..: werdens
Ausbeute 80 mg vom Schmp. 148°, 1,55 % des Ausgangsmaterialse

Die Versuche wurden me :rfach wiederholt, jedoch konnten i=inc

clinstigeren srgebnlsse erczielt weraen,

Bel der Verwendung von 26-014—Cholesterin, 1 mC gemischt miv
5 g unmarkiertem Cholesterin, konnten alle Zwischenstufen in
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kristaliiner Form erhalten werden. Das Indprodukt wurde in einer
vz : o +
llenge von 100 mg voam Scinp. 155 = 160° erhalten. 1,94% des

Aus.ran smaterials.

Dis din 7-Stellung tritiierte Cholesterin wird von aen Radio-
che:rlcal Centre Amershnam hergestellt. Piur die Klirun_ des
Realitionsiaecuanisius der Unlagerung des Ozonilas VII in cice Feto-
sdure I1 widre es von Interesse festzulegen, dass cle rrotonzan
an C-7 hisreqa nicat betedligt sind. Die Versuche mit der Ver-
bindung sind noch 1icht durchgefiihrt worden, warde:l aner in

nicnster Zzit bezonnien werden.
po)

Tritiierunsg von b-imacloliecteri

Hichtmaritiertes 6-Azacholesstarin wurde zu.- driftiierung nach
dar Wiilzbachi-liet.:0de naca Anzrsnam gegeben. Das zuriickerhaltene
Produkt war stark zersetzt uand es konnten nur etwa 10% 6-~Aza-
cholesterin hieraus zuriick.;ewonnen “jerden. Es c¢rschaint zweck-—
missiger flir die Darstellung tritiiertenr 6-Azacholescerins von

tritiierten Cholesterin auszugehen.

Das nach der Wilzbach-iMethode erhaltene Proaukt wurde fir die
unten erwidhnten Versuche iiber die Verteilung des 6-Azacholesterins

in Tierkorver verwendet.

5;6=-8eco-cholestan-38,5a,6-5riol

Das Lriol zeigt an Zellen in der Gewebekultir cine cytotoxi-

scie ‘Jirkung. Es wurde bisher nicht mit 014

markiert hergestellts,
sondern nur in tritiierter Form, wobei von tritiierten Cholesterin
aus_e angeil wurde. Es wurde zur autoradrographischen Analyse seiner
Loslichkeit und Verteilung verwendet (vgl. H. Levtré, Euratom-

Bulletin 1962 H.4, 20-24).

In fritheren Untersuchungen (H.Lettré und D. Hotz, Liebigs
Annalen der Chemie 620, 63 (1959)) wurde gefunden, dass das
aus dem pflanzlichen Sterin 8Sitosterin hergestellte Triol
keine Wirkung auf tierische Zellen in vitro hat. Herr Dip.-Chemn.
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P. Beheim nat in den Experimenten fiir seine Doktorarbeit, die er
gerade schreibt, weitere Analoge , z.B. das 6-Aza-sitosterin,
hergestellt. Das Triol aus Sitosterin zeigte in mehreren Ver-—
suchen eine Beschleunigung der Keimung von Samen. Es wurde als
tritilerte Verbindung hergestellt. Unmarkiertes Triol wurde zur
Tritiierung nach der Wilzbach-Methode nach Amersham gegeben.
Das zurlickerhaltene Priparat war stark zersetzt und es konnte aus
dem Reaktionsprodukt kein reines Triol isoliert werden. Daher wurde
Sitosterin nach Wilzbach tritiiert und hieraus das Triol herge-
stellt. Das Produkt wurde in Athanol-Wasser stabilisiers.

Herr Beheim hat es zur Bestimmung der Ldslichkeit des Triols
in Wasser verwendet. Nach der Messung der Aktivitdat einer ge-=
sittigten Losung betrigt sie 4.7 mg/liter.

Bei der Priifung der Verteilung der Verbindung in Pflanzen tra-
ten unerwartete Komplikationen auf, als die Aktivitdt im Fliissig-
keits~Scintillationsz&dhler gemessen wurde. Das pflanzliche Ma-
terial wurde mit Athanol extrahiert und der Riickstand in Chloro-
form aufgenommen. Nach Zugabe der Scintillationsldsung wurde eine
hohe Impuls zahl gemessen, die rasch (in ca. 30 IMinuten) abklang.
Dieser Effekt wurde auch mit nicht vorbehandelten Kontrollpflanzen
ernalten; die Lichteinwirkung spielt hierbei exne RrRolle. Anderer-
seits bewiriken die Extral:tstoffe aus den Pflanzen einen starken
Loscheffekt. Zu den Extralkten hinzugefiigte Radioaktivitit wurde
vol:ig verdeclt und konnte nicht gemessen werden. Aus diesen
Grunde war eine eindeutise Aussage iiber die Aufnahme durch und
Verteilung in Pflanzen fiir das Triol noch nicht mdglich. Es zst

notwendig, mit diecem Material mit dem Geiger—-Zihler zu messen.

Weiter hat Herr Beheim eine IMethode entwickelt, um die Pnhnosphor-
sdureester des vorgenannten Triols herzustellen. Hierdurch ist es
moglich, das Natriunsalz herzusteilen, das in Wasser leicht l1los-
lich ist. Diese ! thode l&dsst sich auch auf das analoge Chole-

sterinderivat {ibertragen.

Das oben erwdhnte tritiierte 6-Azacholesterin wurde Ratten ver-
schiedenen Alters intraperitonaeal injiziert. In verschiedenen
Zeltabstinden wurden Versuchstiere getdtet und versc:iedene Organ
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entnommen. Aus der Bestimmung de~ Axtivitiit ergab sich, dass d=r
Hauptausscheidungsweg iiber die Leber geht. Im Gshirn fand sich
die Verbindung nicht. Diese tesultate wurden auch durch autoradio-

graphische Untersuchung der versc..iedenen Gewebe bestidtigt.

Trii_htize Ratten erhielten durch intraperitonaeale Injektionen
tritiiertes 6-Azacholesterin. In dern Jdmbryonen oder deii ausgetra—
genen Jungen war ieine radioaktivitidt in nachweisbarer ilenge vor-—
handen. Diese Untersuchungen sinc in dger Dissertation von Herrn
Harry Phills enthalten, die dieser gerade zusammenstal.t. Unter-—
suchun;ren ilber die Verteilung der Verbincung zwiscien eine:n Lunor
und derm Wirtsorganismus sollen mit den mit 014 markierten 6-Aza-—

cholesterinen d.rchgefiihect werden.

Inse

&
<

esaut komnten von der canemiscilen eite her die gestellten
Probleme zeldst werden. &s erscaeint vom radiocuaemischen Stand-—
punkt aus von Lnteresse zu Xlidren, waru.: d:.o an C-4 mariierte
Cholesterin anders reagiert als unmarkiertes Cholesserir oder dus
an C-26 markierte rrodukt. liece offe..en fragein sollien it den

nocn vorhandenen markierten Auscangsstoffen noch gekliart wercen.

ks ist beabsichtigt, die experimentelien Einzelheiten in dem Journal

of Labelled Compounds zu vercffentlichen.















