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NOTE 

"IQUAGE DE LA PFEGNENOLONE AU CAPBINE 14 FT AU DEUTERIUM EN POSITION 21 

S W Y  
5 

Pregnenolone ( A  -pregnen-3B-ol-20-one) is labelled with 14C and 
deuterium in position 21. The radioactive carbon is inserted by 
the means of diazomethane-14C. The deuteration is realized by 
the reduction of 21-diazo-pregnenolone under the action of iod- 
hydric acid dissolved in D20. 

Key Words : Pregnenolone , Dia~omethane-~~C , Deuteration. 

INTRODUCTION 

Dans le but de faciliter 1'6tude du m6tabolisme de certains mim6tiques du 
cholestkol pr6sentant des variantes au niveau de la chdne latsrale, il est 
utile de disposer de mol6cules marqu6es. 

Un synthon id6al permettant un ace& facile 3 llensemble de ces mim6tiques 
est la preg6nolone 1. marqu6e. La pfisence du carbonyle en position 20 sur ce 
synthon permet d'accPder aux mim6tiques du cholest6ml par le biais de &actions 
classiques come celles de Reformatsky, de Grignard et de Wittig (1); l'hydro- 
ggnation catalytique terminale conduit 5 des st6rol'des de la s6rie naturelle (2). 

La synthsse de la pregn6nolone marqu6e sur le carbone 21 2 a retenu notre 
attention bien qu'elle ait 6t6 pr6c6dement r6alisGe en 1949 par PHILLAW et 
SCHOLZ (3)selon une &thode diff6rente de celle que no= d6crivons ci-aprss. Ces 
auteurs obtiennent l'ac6tyl-3B-pregn6n0lone-~~C-21 - 3 par r6action entre le di- 
mPthyl-cadmium- 
d'autre part que la pr~gn6nolone-~~C-20 a 6t6 synthStis6e par FORTI et GROS en 
1968, come dgcrite dans ce journal (4). 

14 C et le chlorure de l'acide 6ti6nioue ac6tyl6 4. Signalons 

Outre la rn6thode utilis6e par PHILLAMY et SCHOLZ, au rroins tmis autres 
possibilit6s d'accGs 5 la pregn6nolone marqu6e ou non existent; elles ont no- 
t m m t  6t6 sucrg6r6es DRT OLmm (5). 
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L'addition de bromure de m6thyl-magn6sium sur l'amide de l'acide 6ti6nioue 
ac6tylS 5 a 6t6 dGcrite par KULER, GKGORIQU et MOSHER (6) ainsi que dans un 
brevet espagnol (7). 

L'addition de m6thyl-lithium sur l'acide 6ti6niaue - 6 pourrait stre utilis6e 
et e l k  est dscrite p a r  MULLER, HJYNH et WI'HLEU (8) p o w  l'obtention d'autres 
st6mides; les &tails de cette r6action ont aussi 6t6 prgsent6s dans ce jour- 
nal par RAJAN et W P L E  ( 9 )  en ce q u i  concerne la transformation d'une fonction 
carboxyle en w e  rn6thyl- C-&tone. 14 

Une troisiGme possibilitg consiste faire r6agir le diazomgthane SLU le 
chlorure d'acide gtignique acEtyl6 !; la diazonreq6nolone 1 form6e est r6duite 
en pregn6nolone 1. C'est cette rr6thode que nous avons adopt6e pcur obtenir 1% 
pregn6nolone marqu6e au carbone 14 en nosition 21 en utilisant la nitroso m6thyl- 
"C-us6e comercialement accessible. ** 

Nous avons d'autre part obtenu de la pregnholone deut6r6e en position 21 par 
rgduction de la diazo pregholone 1 eu moyen d'une solution deutBr6e d'acide 
iodhydrique. Cette deut6riation allige au marquage au 1 4 C  permet d'obtenir une 
pregn6nolone 2 double marquage dont l'int6rGt est indsniable. Cett? msthode de 
double mquage pourrait &re &endue au d6rivG triti6. 
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R6sultats et discussions 

A. Formation de la diazoc6tone. 

La &action de A F N Y T - E I m  conduisant 2 un acide homocarboxylique par 
action du diazom6thane sur les chlorures d'acide peut Stre arrSt6e au stade 
de diazoc6tone; c'est de cette facon 
nolone. La synthese de la diazoc6tone s'accompage d'un d6gagement concomitant 
d'acide chlorhydrique; cet acide r6agissant avec le diazorr6thane, fournit de 
l'azote et du chlorom6thane. Cette &action parasite consomme la moitiG de la 
radioactivit6 engag6e dans la rsaction, radioactivits que l'on retmuve sous 
forme de chlorom6thane- C. 

que nous avons obtenu la diazopregn6- 

14 

D'autre part, l'acide chlorhydrique peut aussi r6agir avec la diazocgtone 
nouvellement fom6e pour fournir de l'azote et de l'a-chloroc6tone correspon- 
dante. En pr6sence d'un exch de diazomgthane, la formation de la chloroc6tone 
peut toutefois etre 6vitSe. EFRFNSTEIN et DUNNENBERGER (10) ont synth6tis6 de 
cette facon une diazoc6tone st6roTde avec un rendement de 75%; HEARD et ZIEGLER 
(11) ont, pour leur part, obtenu de la pregn6nolone au d6part d'acide Sti6nique 
avec un rendement de 85%. 

Le double inconv6nient cit6 ci-dessus peut stre &it6 par addition de trig- 
thylamine au milieu r6actionnel (12); ceci se v6rifie si on utilise des chloru- 
res d'acides aromatiques. D a n s  notre cas, l'addition de trigthylamine s'est r6- 
v616e inopgrante, ce qui est g6nGralement le cas pour les chlorures d'acides 
aliphatiques poss6dant m atome d'hydrogene en CI (13). Nous avons 6t6 ainsi ame- 
n& 2 utiliser une quantit6 de diazom6thane trois fois sup6rieure 2 celle du 
chlorure d'acide. Dans  ces conditions nous n'avons d6tectG aucune trace de chlo- 
roc6tone !-, substance qui a 6t6 synth6tis6e s6pargment din d'6tre en possession 
d'une r6f6rence chromatographique. 

Dans la fomtion du chlorure d'acide 6ti6nique ac6tyl6 2 par action du chlo- 
m e  de tkionyle sur l'acide, il convient de v6rifier par spectroscopie infra- 
rouge si tout l'acide a effectivement r6agi avant addition de diazom6thane; on 
6vite ainsi la formation parasite de l'ester correspondant 2. 

La progression de la &action d'addition du diazomgthane sur le chlorure 
d'acide est suivie par chmmtographie en couche mince. La fonction diazoc6tone 
est mise en 6vidence par inf'ramuge (2100 cm-' pour C N = N avec absence 
de la fonction chlorure d'acide : 1795 ern-'). 

+ -  

B. Formation de la preg6nolone mqu6e au 14C sur le carbone 21 

Elle est r6alisEe par &duction de la diazoc6tone au moyen d'une solution 
d'acide iodhydrique 2 '17% (13). La &action se fait au contact de la phase aqueu- 
se cantenant l'acide et de la phase chlorafodque contenant le st6roide. Toute 
tentative de r6duction de la diazoc6tone ac6tyl6e 22 s'est toutefois r6v616e 
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i nmc tueuse .  par centre l a  r6action sur l a  diazocetone prgalablement d6sac6- 
tyl6e e s t  t o t a l e .  La premknolone a i n s i  obtenue est en tou t  point identique au 
pmduit  naturel .  Le mrquage r ea l i s6  suivant c e t t e  mgthode s'est fait  avec un 
rendement radiochkniaue de 25% SUP base du r eac t i f  rad ioac t i f .  

C. Formation de l a  pregn6nolone marquge au  Deut6rim SUP l e  carbone 21. 

La diazoc6tone - 7 peut Etre facilement deut6ri.e (Sventuellement t r i t i s e )  sur 
l e  carbone 21 en effectuant la +duction au moyen de l ' ac ide  iodhydrique H I  mis 

en solution dans l ' eau  lourde. La solution &ductrice, HI-D20, dont l ' enr ich is -  
sement en deut6rium e s t  estimk 3 96% fournit  une pregn6nolone deutSr6e qui a 
kt6 caract6risGe par les spectres de resonance magnktiaue nuclgaire e t  de msse. 

En R.V.N., on obtient un spectre identique 2 c e l u  de l a  pregn6nolone dont 
le pic mgthyl-&tone ( 6  = 2,l ppm) e s t  trss fortement diminu6 e t  s e  confond avec 
l e  massif st6midique. 

La spectroscopie de msse nous renseigne SUP l'abondance du produit de deu- 
t6 r i a t ion  e t  confirme l e  schkm de fragnentation de l a  premenolone. L' intensitk 
des p ics  les plus importants de l a  pregn6nolone d w u e  fortement dans l e  spectre 
du produit de deutgriation. Par  contre, les r i c s  de msse suwkrieure de une et  
deux unit6s sont beaucoup plus intenses dans l e  cas du pmdui t  deut6r6; c ' e s t  
a i n s i  que l e  pic parent de l a  pregnSnolone (P ) 5 m/e 316 est su iv i  de deux pics 
plus importants si tu6s 2 m/e 317 e t  m / e  318 gui confirment la  pr6sence des esps- 
ces et 2%. Le fragnent correspondant.au p ic  parent ayant perdu une ml6cule  
d'eau (P' - H20) 2 m / e  298 e s t  6galement su iv i  des p ics  intenses m/e 299 e t  d e  
300. La m&ne observation s'applique aux frappents m/e 283 (P' - H20 - CH3) e t  
rye 43 (CO - CH 
m/e 284, m/e 285 et m/e 44, m / e  45. 

+ 

: posit ion 20 et 21) qui sont accompagn6s respectivement des pics 3 

CONCLUSION 

L'int6rGt de la mgthode d6cr i te  &side prbcipalement dans l a  possibiliti5 de 

mrquage de l a  pre&nolone en posit ion 21 s o i t  au c a r b n e  1 4 ,  s o i t  au deutGrium, 
la combinaison des deux mkthodes donnant ace& 5 un produit doublement marquk. 
De plus,  l e  tritium pourrait  Etre in t rodui t  5 l a  place du deutgrium sans l a  moin- 
dre d i f f i cu l t6 .  

Tout r6cemment SCOTT L.T. et MIVION M.A. ont mis au point me syn thke  de 

diazocgtone permettant de t r ava i l l e r  sans ex& de diazom6thane ( 1 4 ) .  Cette mo- 
di f ica t ion  des conditions exp6rimentales appliquges 5 ce marquage en a m e n t e r a i t  
avantageusement l e  rendement radiochhique. 



Marquage de l a  PrcgnenoZone au Carbone 14 e t  au Deuteriwn en Posi t ion 21 655 

Ac6t; 1-3 B-dia~opregr@nolone-~~C-21 (13) - 

D a n s  m ballon de 50 ml., on introduit 0,425 g. (1y18.10-3M.) d'acide 6ti6nique 
acktyl6 12 en solution dans 5 ml. de dichlom&thane. On adapte ce ballon, re- 
froidi 2 - 12OC, 2 la sortie d'un appareil 5 distiller. Dans ce dernier, on in- 
troduit 1 rnl. de quinol6ine et 2 ml.  de chlorure de thionyle. 
Le chlorure de thionyle distille (8OOC) ainsi directement sur l'acide &ti&nique. 
Le rn6lange r6actiormel est agit6 pendant 2,5 heures, 5 m e  temp6rature inf6rieure 
2 - 2OoC, puis 30 min. 2 O°C, et enfin 30 min. 2 jOoC. On 6vapore sous vide le 
solvant et l'excss de chlorure de thionyle. La chromatographie sur couche mince 
(6luant:benzSne) confirme la disparition de l'acide 6ti6nique ac6tyl6 12 (Rf. = 
0,6) au profit du chlorure d'acide 6ti6nique ac6tyld 4 (Rf. 0 , g ) .  

A partir de 0,406 g. (3,66.10-3M d'aprss le dosage)(Activit& : 28.910-'Ci) de 
nitms0rn6thyl-~~C-ur6e on pr6pare une solution de dia~om6thane-~~C dans 10 rnl. 
de dichloron6thme. La solution est s6ch6e sur hydroxyde de potassium et ajoutde 
au chlorure d'acide gti6nique. La r6action est h6diate et s'accovagne d'un 

d6gagernent d'azote dQ 5 la &action du diazomgthane avec l'acide chlorhydrique 
lib&-&. AprSs une nuit 2 O°C, la $action est arre't6e par addition d'alumine, et 
filtration du rn6lange sur une colonne de chlorure de sodium. La pr6sence d'acd- 
ty1-3B-dia~opregn6nolone-~~C-21 est confirm6.e par la chromatographie en cou- 
che mince (6luant : benzSne/a&tate d'6thyle: 2/1)(Rf. = 0 ,g ) .  Un produit secon- 
daire est 6galernent d6tect6 (Rf. 0,95); il n'a pas 6t6 identifi6 mis il ne 
correspond pas 2 l'ester m6thylique de l'acide 6ti6nique ac6tyld 9. 

La diazocetone, sans aucune autre purification, est dissoute dans 50 m l .  de me- 
thanol contenant 1 g. d'hydroxyde de potassium. La solution est laissde sous 
agitation 2 tempgrature ambiante pendant au moins 5 heures. Aprss addition d'eau, 
et extraction du st6mide 2 116ther, la dia~opregn6nolone-~~C-21 14 se caract& 
rise grke 2 la chromatographie en couche mince (6luant : benzsne/acGtate d'6thyle: 
2/1)(Rf. = 0,6). Le solvant est 6vapo& sous vide et le produit est s6chk. Fin- 
suite, il est dissous dans 4 ml. de chloroforme, et cette solution est introduite 
dans une boule 5 d6canter. On y ajoute 1 ml. d'acide iodhydrique 2 475. La r6ac- 
tion est instantan6e et s'accompagne d'un d6gagement d'azote et d'iode qui colore 
la phase organique. La &action est compl6t6e par agitation du rn6lange pendant 
2 min. Ensuite, on dilue la phase organique avec du chloroforme et on la lave 
successivement avec une solution aqueuse satur6e en iodure de potassium, une 
solution dilu6e de thiosulfate de sodium, et une derniSre fois avec de l'eau. 
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On a, ainsi, d6barrasse la solution de l'acide restant et de l'iode. Aprss s6- 

chage de la solution 6thEr6e SUT le sxlfate de magn6siu-n anhydre, on purifie la 
preg~Gnolone-~~C-21 2 par chrumtographie SUT plaque preparative. L'6lution se 
r6alise avec un m6lange de benzkne et d'6ther : 2/1. Dans  ce systsme, le preg-6- 
n0lone-~~C-21 _2_ posssde un Rf. de 0,5; tandis que la diazoc6tone (produit de 
depart, absent aprSs reaction) se pr6senterait avec un Rf. de 9,65. Une impure'& 
se retrouve 2 un Rf. de 0,9. La pregp6nolone- 
lis6e dans le tetrachlorure de carbone. On en receuille, aprss cristallisation, 
0,289 g., soit un rendement chimique de 73%, calcul6 2 partir de l'acide &ti&<- 
que acetyl6 22. AprSs tmis recristallisations successives, i'activite sp6cifi- 
que de la preg1&nolone-~~C-21 2 reste inchangge, soit 8,5 $i/M. L'activit6 to- 
tale 6cup6rSe est de 7,76.10-9Ci correspondant 2 un rendement radiochimique de 
25%. 

14 C-21 2 ainsi purifi6e est cristal- 

Pregaeno 1 one -D- 2 1 (2) 

L'acide iodhydrique est synthetis6 par reduction de l'iode sous l'action du phos- 

phore. Le gaz l i b W  est dissous dans l'eau deut6r6e. Dans une boule 5 decanter, 
on introduit 3 g. d'iode dissous dans 0,9 ml. d'acide iodhydrique 2 57%. La boule 
2 dscanter est mont6e sur un ballon 3 distiller contenant un excks de phosphore 
rouge. Lorsque la solution d'iode s'ecoule dans le ballon, l'acide iodhydrique 
s'echappe par l'embouchure laterale du ballon 2 distiller. Ce gaz barbotte en- 
suite dans un r6cipient contenant 10 rn l .  d'eau deut6ri.e. Aprks rgaction, on dis- 
tille le m6lange deutGrE, et on recupsre 2 127"C, 2 ml. du m6lange az6otropique 
compos6 de 57% d'acide iodhydrique dans l'eau deut6r6e. La r6duction de la dia- 
zopregnenolone 1 se r6alise exactement de la &me facon que celle d6crite ci- 
dessus, dans le cas du r6actif rnarqu6 au carbone 14. P a r  exemple, lorsque l'on 
introduit 0,154 g. (0,45.10-3M.) de diazopregn6nolone - 7 dans la rsaction, on 
recupsre, aprss chromtogaphie sw plaques, 0,130 g. (0,411.10-3P4.) de prepg6- 
nolone deut6r6e 21, soit un rendement chimique de 91%. 
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