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S U M M A R Y  

An improved synthesis of  proge~terone-4-~~C i s  described. 
Purification by @ ait icate  colunm chroimtogmphy and preparative 
TLC a l L m d  the isolation of isoprogeste~one-4-'~C and 3,5,20- 

t r i O X O - 4 , 5 - ~ e c o - A - p r e g M n - 4 - ~ ~ C ,  as by-products ident i f ied by 
NMR and mass spectrometry. 
based on Ba 14C03, speci f ic  ac t i v i t y  : 59 mCi/tnM. 

Radioactive overall yield : 40 % 

RESUME 

~a s y n t ~ s e  meliorde d~ la pmgeatdrone 14c-4 e s t  ddcrite. 
La purif ication de la progestkmne 14C-4 par chromatographie 5ur 

colonne de s i l i ca t e  de Mg e t  CCM prdparative a permis l ' ieole-  
ment ak deux souaproduita : iaoprogeatdrone l4C-4 e t  trioxo- 
3,5,2O-seco A-4,5 p r e g m e  I4C-,1, ident i f ide par spectrometric 
RMN e t  de mase. Rendemmt radioactif global : 40 % p a r  mpport 
d 14C0 Ba, activitd spdcifique : 59 mCi/mM. 3 

La progesterone 14C-4 est un intermediaire qui permet 
d'acceder a la pregnenolone 14C-4 (1). 

En 1953, FUJIMOTO et PRAGFX ( 2 )  ont decrit la preparation 
de la progesterone I4C-4  a faible activite specifique, avec un 
rendement de 25 % par rapport a 14CH31. Depuis cette date, il n'y a, 
a notre connaissance, aucune autre publication sur la preparation 
de l a  progesterone 14C-4. 

I * )  Chercheur de 1'Institut National de la Sante et de la Recherche 
Medicale ( I . N . S . E . R . M . ) ,  France . 

0 1974 by John Wiley & Sons, L t d .  
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NOUS avons adopt6 la mgthode de ( 2 )  pour la preparation 
de la progesterone 14C-4 (VI) B partir de l'acetate de 1'Bnol-lactone 
deride de la progesterone (I), tout en apportant des modifications 
a chaque stade pour ameliorer les rendements et en l'adaptant B 

l'obtention de (VI) 1 haute activite specifique (59  mCi/mM). 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Par condensation de l'iodure de methyl-maqn6sium radio- 
actif sur l'enol-lactone (I) on obtient le complexe (11) qui est 
hydrolyse par une solution aqueuse de chlorure d'ammonium pour 
donner la dicetone (IV). Cette dernisre est ensuite cyclis6e en 
milieu acide en progesterone 1 4 C - 4  (VI) (schema I). 

Au cours des essais " B  blanc" et "traceur" nous avons 
pu verifier et confirmer l'observation de HEARD et ZIEGLER ( 3 )  sur 
la formation de l'hemicetale (111) come produit intermediaire de la 
dicetone (IV). Par contre, l'gtude des composes formes lors de la 
cyclisation de la dicetone (IV) ne nous a pas permis de mettre en 
evidence la presence de l'hydroxy-&tone (V) siqnalee par ces auteurs 

Par CCM nous avons observe deux taches principales : 
l'une extremement polaire de Rf = 0,05 et l'autre, de Rf = 0 , 3 0  
qui pourraient &re attribudes respectivement aux compos6s (111) 
et (IV). L'analyse des spectres de masse et RMN confirme que nous 
avons bien un melange de ces deux compos6s, l'hemic6tale se trans- 
formant rapidement en derive dicetonique. 

Le spectre de masse de l'h6micetale (111) montre un pic 
de masse M+ = 376 et un pic m/e = 359 correspondant B M+ - [OH] . 
Le spectre de masse de la dicetone (IV), effectue sur un echantillon 
oii cette derniere etait preponderante, montre un pic de masse M+ = 
376 et un pic m/e = 3 0 2  correspondant au fragment M+-EH3CH2%OCH3] 

dfi a la coupure de la chafne en 10 (tableau 111). 

La RMN confirme la structure de ces deux composes 
(tableau 11). 

L'etude des conditions operatoires nous a permis d'am6- 
liorer le rendement en proqest6rone 14C-4.  Mais, c'est l'adoption 
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L O  

de methodes chromatographlques de purification qui nous a permis 
d'obtenir un accrolssement sensible du rendement final. 



€20 H. Hoeltinger, ?I-H-Nan e t  L .  Pichat 

Les faibles activitds sur lesquelles travaillaient 
FUJIMOTO et PRAGER ( 2 )  leur ont permis de purifier la progesterone 
14C-4 par recristallisation, apres un passage prealable sur 
"Hyflo supercel". 

Cette technique ne pouvait etre utilisee pour notre 
synthese active a haute activite specifique. Nous avons effectue 
une purification prealable par chromatographie sur colonne de 
silicate de Mg avec un gradient d'elution. Les fractions de tete et 
de queue de cette operation ont Btb repurifiees par chromatographie 
en couche mince preparative. A partir de 252 mCi de progesterone 
14C-4 brute, nous avons isole 6 4  % de progesterone I4C-4 pure (VI), 
11 % d'isoprogesterone 14C-4 (VII) et 
(VIII). 

par RMN et par spectrometrie de masse. 

3 % de derive trioxo 14C-4 

La structure de ces deux dernlers composes a ete etablie 

Le spectre RMN de l'isoprogesterone 14C-4 (VII) est 
identique 1 celui de la progestgrone, seul le singulet du methyle 18 

s e  trouve deplace vers les champs faibles. Le spectre de masse est 
conforme a la structure. 

Le spectre RMN du trioxo-3,5 ,20 seco-A-4,5 pregnane 
I4C-4 (VIII) ne presente aucun signal dans la zone des protons 
olefiniques. Par contre, on observe le meme singulet a 2,11 ppm 
du methyle 4 que pour la dicetone (IV). On retrouve dans le spectre 
de masse les principaux fragments caracteristiques de la dicetone 
(IV), en particulier le pic m/e = 261 correspondant a 
M+ - E H 3  CH2 *CO CH2] (tableau 111). 

T A B L E A U  I - 

CCM DES PRINCIPAUX COMPOSES DE LA SYNTHESE 

DE LA PROGESTERONE 14C-4 

Plaques gel de silice 6 0  F254 Merck 

Revelateurs : UV ou par pulvt5risation d'une solution 
alcoolique d'acide phosphorique a 25 % 
et chauffage de la plaque a 100' C 
pendant 10 minutes. 
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PRODUITS 

I 

111 

IV 

VI 

VII 

VIII 

Solvants de developpement 
Rf approximatifs 

CH2C12 Cyclohexane 70 C6H6 60 C6H6 60 
MeOH 4% Ac 0 Et 30 Ether 10 Ether 15 

MeOH 5 

0,68 0,36 0 , 4 4  0,76 

0,03 0,05 

0,12 0,23 

0,82 0,28 0,27 0,61 

0,61 0,22 0,51 

0,57 0 , 1 5  0,56 

T A B L E A U  I1 

DES P R I N C I P A U X  C O W O S E S  DE LR SYNTHESE DE LA PROGESTERONE "C-4 

A p p a r e i l  : JEOL c 6 0  HL - Solvant : C D c l 3  avec TWS come rM6rence 
i n t e r n c , b  p p m  

A & - 2 0  H-5 

I 

1) - i i n g u l e t  in - mltiplet 
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PRODUITS 

I11 

IV 

V I  

V I I  

V I I I  

H. Hoellinger, N-H-Nam e t  L.  P i c h a t  

We ion  

376 M+ 
359 M-17 
317 M-5 9 

37 6 M+ 
317 M-59 
302 M-74 (*) 

316 M+ 
274 M-42 
246 M-70 
41 

3 16 M+ 
262 M-54 
246 M-70 
44 

334 M+ 

26 1 M-73 (*) 

316 M-18 

T A B L E A U  I11 

PRINCIPAUX FRAGMENTS DES SPECTRES DE MASSE DES COMPOSES DE LA 

SYNTHESE DE LA PROGESTERONE "C-4 

Appareil  : Varian CH7 - In t roduct ion  d i r e c t e  dans la source 

I n t e n s i t e  

re la t ive % 

1 1  
16 

100 

6 
100 
91 

43 
25 
9 

100 

27 
7 
34 
100 

15 
13 

100 

(*) La coupure de l a  c h a h e  en 10 se f a i t  avec pro tona t ion  dans 

l a  cas de  ( I V )  provenant de  l 'essai " t r aceu r"  mais pas  dans 
c e l u i  de ( V I I I )  provenant de  l a  s y n t h b e  a haute a c t i v i t e .  

C e  phenomhe est dP probablement a l ' e f f e t  i so topique .  
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PARTIE EXPERIWTALE 

PROGESTERONE 14C-4 (V I )  

La prepara t ion  du r b a c t i f  dc Crignard a t  mon t r a n a f e r t  
sur l a  so lu t ion  d'enol-lactone (I) i o n t  r 6 a l i s b i  dans l ' a p p a r s i l  
sch6matis6 dans la f i g u r e  I. 

Figure I 

623 

On i n t r o d u i t  432 mg (18 milliat.) de magndaiw en tour- 
nures dana It ba l lon  A a t ,  apr&a avoi r  adapt6 le ba l lon  tl l a  rampe 
B vide, on sache longuement soua vide  mol6culaire. On y t ransfCre  
enau i t e  45 an3 d'6th.r anhydre e t  8 IIW (450 m C i )  d ' iodure  de 
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methyle 14C (prealablement decolore sur toile d'argent, seche sur 
tamis moleculaire 3 A et jauge). On scelle le ballon au niveau de 
l'etranglement, laisse le melange revenir a la temperature ambiante 
puis on maintient la temperature B 30' C pendant 3 h. On abandonne 
ensuite B la temperature ambiante pendant 12 h. 

Dans le ballon B seche come precedement, on introduit 
sous atmosphere d'azote sec 3 , 3 6  mg (9,4 rnM) d'enol-lactone (I) et 
100 an3 de benzene anhydre. On congele le melange et scelle sous 
vide au niveau de l'etranglement. On case la "queue de cochon" a 
l'aide de l'aimant coulissant dans le tube C et transfere la solu- 
tion de magnesien sur l'enol-lactone. I1 se forme inunediatement un 
abondant precipite blanc. Le melange reactionnel est agite B la 
temperature ambiante et a l'abri de la lumiere pendant 15 h. 

On ouvre le ballon B, ajoute 75  cm3 d'une solution 
aqueuse saturee de chlorure d'ammonium et agite le melange B la temP8- 
rature ambiante pendant 30  mn. On extrait 3 fois 1 l'dther, reunit 
les extraits ether&, filtre sur "millipore" B travers du sulfate 
de sodium anhydre et Qvapore B sec. On obtient 3 g (282 mCi) d'un 
solide jaune pale legerement visqueux qui est un melange de (111) 
et (IV). 

CCM = Tableau I RMN = Tableau I1 Masse = Tableau 111. 

A ce melange, on ajoute, sous courant d'azote sec, 
3 5 0  cm d'acide acetique et 12 cm3 d'acide chlorhydrique concentre 

(d = 1,19). On agite le melange reactionnel pendant 6 h. B la 
temperature ambiante et B l'abri de la lumiere. On evapore B sec 
et solubilise le residu dans 
On lave plusieurs fois avec une solution de carbonate de sodium B 
2 % puis B l'eau. On seche sur du sulfate de sodium anhydre, filtre 
sur "millipore", et apres evaporation B sec sous vide on recueille 
1,7 g ( 2 5 2  mCi) de progesterone 14C-4 5 brute. Une radiochromato- 
graphie en couche mince decele la presence d'environ 20 % d'impure- 
tes radiochimiques. 

100 cm3 d'un melange benzene-ether 1:l. 

PURIFICATION DE (VI) . 
La progesterone 14C-4 brute en solution dans un melange 
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cyclohexane-acetate d'ethyle 25 % est placee sur une colonne 
(h = 110 an, 0 ext. = 30 mm) contenant 200 g de silicate de magne- 
sium Woelm, activite I. La colonne est equilibree avec du cyclo- 
hexane et le gradient d'elution est obtenu B l'aide de 2 flacons 
superposes. On glue successivement avec : 

500 an3 cyclohexane 
500 cm3 
500 an3 
500 an3 

cyclohexane - acetate d'gthyle 15 % 

cyclohexane - acetate d'ethyle 30 % 

cyclohexane - acetate dlethyle 50 % .  

Avec un collecteur automatique on recueille des fractions 
de .5 cm3 environ toutes les 15 mn. On detecte simultanement la 
radioactivite de l'eluat avec un detecteur B scintillation et les 
produits absorbant dans 1'W. a 254 nm. 

On recueille 170 mCi de progesterone 14C-4 pure. Les 
fractions de tete et de queue sont B nouveau purifiees par CCM 
preparative sur plaques de gel de silice F256 Merck, eluees avec 
CH2 C12 - Me OH 4 %. 

176 mCi progesterone 14c-4 (VI) 
28 mCi i soprogesterone 4 ~ -  4 (VI I ) 

8 mCi derive trioxo 14C-4 (VIII) 

Rendement radiochimique en progesterone 14C-4 (VI) par 
rapport a 14C03Ba = 4 0  8 ,  activit6 specifique : 
purete radiochimique est contrOl6e par CCM (tableau I) et la puret6 
chimique, par spectrophotometrie UV dans le methanol a 2 4 0  nm. 

59 mCi/mM. La 

RMN = tableau 11, Masse = tableau 111. 
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