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SUMMARY 

Six deuterated androstanediols were synthetised. The position of 

deuterium atoms on the molecule were checked by mass spectrometry and 'ti or 

1 3 C  nuclear magnetic resonance. The per cent of do, dl, . . . d -molecules were 
calculated. 

The use of such labelled molecules in the fields of isotopic dilu- 

tion-mass fragmentography as carriers and/or internal standards is discussed. 

0362-4803/82/040553-'20$02.00 
0 1 9 8 2  by John Wiley & Sons, L t d .  

Received July 10, 1981 



554 

INTRODUCTION 

F. Jacotot et at. 

Depuis que la spectrometrie de rnasse quantitative couplee la 

chromatographie en phase gazeuse a ete reconnue comme technique de reference ( 1 )  
dans le contr8le de qualit6 des dosages des steroides hormonaux, la preparation 

de steroides enrichis en isotopes stables est devenue une n6cessitC. De telles 

molecules jouent le r81e d'entraineur ( 2 ) ,  eventuellement d'etalon interne ( 3 ) .  

Cette etude porte sur la synthgse d'analogues deuteries des (5a) 

androstanediol - 3 5,17 5 .  En effet, le dosage de ces composes dans le Lorrent 

circulatoire est envisage dans le but de completer les informations fournies par 

leur dosage urinaire ( 4 ) .  De plus, si de tels steroide?, ont B t e  6valui.s dans le 

plasma par radioimmunologie ( 5  - 101, il reste h valider de tels resultats par 

une methode de r6ference. 

Les molCcules marquees aux isotopes stables doivent dtre d'une . -  I 3 grande puret8 isotopique. Le marquage au deutkrium a Bt6 prBfer6 au C en 

raison de sa mise en oeuvre facile et d'une bonne purete isotopique des composes 

synthetises. Les composes marquCs au C n'ont pas  et6 retenus,bien qu'ils soient 

disponibles commercialement,du fait de leur enrichissement insuffisant. 

14 

Le marquage isotopique par le deutBrium peut dtre realist? de deux 

manigres : 

- sur le squelette de la rnol&ule, soit par Gchange isotopique ( 1 1 )  
soit par rCaction chirnique 2 l'aide de reactifs marques au deuterium. 

- lors de la dirivation necessaire pour l'analyse par chromatographie 
en phase gazeuse. 

Dans le premier cas, on obtient un analogue marque du produit nature1 

a doser. Des lors, il  peut Stre ajoute dans le plasma et permettre la correction 

des pertes l o r s  des 6tapes de purification de l'extrait biologique et de quanti- 

fication par fragmentographie de masse couplee B la chromatographie en phase 

gazeuse ( C P G  - FM). I1 joue alors le double r81e d'entraineur et d'etalon interne 

appele dans ce cas etalon interne primaire. 

Uans le semzond cas, l'entraineur ne peut plus jouer son r81e lors 

des pertes prealables 2 la quantification (extraction et purification). Utilis6 

comme entraineur-etalon interne, il sera dit Ctalon interne secondaire. 
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Les concentrations plasmatiques des androstanediols non conjuguhs 

oscillant entre la picomole et la nanomole par n i l  de plasma ( 5  - 10) la premi81.i. 

methode a 6t6 pref6r6e. Des androstanediols porteurs de 3.3 ou 4 atomes de deut6- 

rium par molecule ont Cte synthetisss par reduction chlmique : 

- de fonction cdtone en 3 et 17, h l'aide de borodeuthx-e de sodium 

ep milieu dioxanne/eau lourde. 

- d'insaturation en position 5 par le deuterium en presence d'oxyde 
de platine . 

- d'insaturation en position 1 grdce au deuterium en presence de 
rCactif de WILKINSON. 

Deux androstanediols marques en position 19 par 3 atomes de deutC- 

rium ont 6tC obtenus par reduction de la 19-d3 1ndrost6ne-4 dione-3,17. 

Dans un second temps, le marquage de ces mol6cules a Qt6 v6rifiC par 

spectrometric de masse d'une part, et par resonance magnetique nucleaire du pro- 
1J ton pour les androstanediols 19- d3 et du C pour les st6roides marques sur 

les positions 3 , 5 , 6  ou 17, d'autre part. 

Enfin la puret6 isotopique de ces composes a 6te calcul6e dans le 

but de choisir la molecule marquCe repondant le mieux aux crit8res d'un bon 

entraIneur (12, pour le dosage des androstanediols plasmatiques. 

SYNTHESE 

I - MATERIEL ET METHODES 

- St6roides 
La ( 5 a )  androstanedione-3,1'7 , l'androstsne-5 diol-35,176 et l'hydro- 

xy-3a androstsn-5 one-17 sont d'origine commerciale (MERCK, Darmstadt, RFA). 

L'hydroxy-175 (5a) androstkn-1 one - 3 est un don du Dr COLLET (Colldge de 

France 1 . 
1,a 19 - d3 androstane-4 dione-3,17 a 6t6 synthetis6e par DYER et HARROW (13 ) 

h partir de l'acide dioxo-3,17 androstsn-4 oi'que-19 (SEARLE and Co Ltd. 
ENGLAND) . 

- Solvants 
Les solvants utilises sont de marque MEKCK, qualite "pour analyses", 

except6 l'acetate d'6thyle et le dichlorom6thane (UCB - BELGIQUE). Le methanol 

et 1'Qthanol (PROLABO) sont redistill6s au lsboratoire. 
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- RCactifs 

F. Jacolot e t  a l .  

Les r6actiSs utilisBs lors des deuteriations sont d'origine commer- 

ciale : 

- deuterium gazeux (AIR LIQUIDE, teneur en deuterium : 99,4 % ) 

- borodeut;?rurede sodium (MERCK, puret6 : 98 %) 

- eau lourde (BIORAD LABORATORIES, teneur en D20 : 99,8 % ) .  

- acide acCtique ( D - 4) (MERCK, 99 % de produit deutCriC) 

- Chromatographie 

- Chromatographie sur colonne 

L'alumine utilisee dans la prhparation des colonnes est un produit 

MERCK, degr6 d'activation 11, I11 selon BROCKMAN. 

- Chromatographie s u r  plaques (CCM) 

La chromatographie sur couche mince est realis6e sur des plaques 

prttes 5 l'emploi Kieselgel 60 FZs4, epaisseur du gel : 0 , 2 5  mm (MERCK) except6 

lors des chromatographies preparatives (plaques rgalisees au laboratoire 5 l'aidc 
de Kieselgel type 60 (MERCK), l'epaisseur du gel Ctant de 1 mm). HF254 + 366 

- Chromatographie en phase gazeuse ( C P G )  

Deux systsmes ont etC utilis6s pour verifier la puretC des compos6s 

deuteries, soit en cows de synthese, soit au stade final : 

Systsme A : chromatographe PYE UNICAM, modble 104, colonne capillaire 

OV - 101 ( 5 0  m x 0,1 mm) Bpaisseur de film ef = 0 , 3 7  

200 ; tempCrature d'analyse : 250 OC ; gaz vecteur : hydrogene. 

i.lm ; rapport de phase 6 = 

Systeme B : chromatographe CARL0 ERBA, modsle 2300, colonne capillaire 

SE - 52 (24 m x 0,3 mm) ef = 0,11 wn ; 6 = 666 ; tempgrature d'analyse : 220 "C  ; 

gaz vecteur : hydrogsne. 

- Points de fusion 

Les points de fusion des androstanediols naturels et marques ont 

BtC determines sur un microscope B point de fusion. 
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- Spectrom6trie de masse (SM) 

Les spectres de masse des androstanediols sous forme de derives 

ether bistrim6thyl silylnxy (bis TMS) ont 6te realis6s sur un spectromstre de 

rnasse AEI - MS 30 (Manchester - ENGLAND) : energie d'ionisation : 24 ev ; cou- 

rant d'ionisation 100 U A  , resolution 1000, le spectrometre de rnasse Ctant 
couple h un chromatographe en phase gazeuse PYE UNICAM rnod6le 104. 

- RCsonance magnetiqus nuclgaire 

1 - RMN 13c et H 

Les spectres de r6sonance magngtique nucleaire des androstane- 

diols naturels et marques ont Ct6 r6alises sur un spectromstre JEOL FX 60 (Tokyo 

JAPON), 6quip6 d'une sonde mixte 13C/'H pour les spectres de RMN I3C, et JEOL 
FX 100 pour les spectres de RMN du proton. 

I1 - DEUTERIATIONS 

Les voies de synth6se suivantes ont 6t-S envisagCes afin d'obte- 

nir des mol6cules porteuses de 2.3 ou 4 atomes de deut6rium. 

. l u . 3 ~  -d2 (5u) androstanediol-38,178 (Figure 1) 

L'hydroxy-178 ( 5 a )  androstkn-1 One-3 est soumis & l'action du 

deuterium gazeux en presence de tris(triph6nyl phosphine) chloro rhodium 

(r6actif de WILKINSON). En solution homogGne, l'addition de deut6rium est une 

cis-addition. L'attaque a lieu du c8t6 a de la mol6cule conduisant h un st6roide 

la , 2u -dideut&rie ainsi que l'ont montre DJERASSI et GUTZWILLER (14). 

Figure 1 : Synthsse du lu,3u -d ( 5 a )  androstanedio1-36,176 2 
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Le deuterium fix6 en position 2 a ,  en a d'une fonction cetone, est de ce fait plus 

labile que l'atome de deuterium fix6 en position 1 (15). Lors de 1'6change iso- 
topique, le deutdrium en position 2 est libdrd, conduisant au la-dl hydroxy-176 

( 5 x 1  androstanone-3. La fj.xation d'un atome de deuterium en 3a est realisde par 

reduction de la fonction &tone en 3 par le borodeut6rure de sodium en milieu 

dioxanne/D20. La dernisre etape de la synthSse consiste en un dchange isotopique 

en presence de potasse mdthanolique de tous les atomes de deutdrium labiles de la 

mol6cule afin de se prdvaloir au maximum de tout dchange isotopique lors des 

differentes Btapes du dosage. 

. 3a, 17a -d (5a) androstanediol-38, 178 (Figure 2) 
2 

L'obtentjon du 3a, 17a-d2 (5a) a~dro~ta~e~iol-38.17B est 

reallsee par rdduction au borodeutdrure de sodium en milieu dioxanne/D 0 de la 

dione-3 ,17 correspondante, suivie d'un echange isotopique. 
2 

Figure 2 : SynthSse du 3a,17a-d2 ( 5 a )  androstanediol-38,178 

.3a, 5a, 6 5 ,  17a-d, (5a) androstanediol-36,176 (Figure 3) 

L"insaturation de l'androst&iLe-5 dioL-38,176 est reduite par 

deut6riation catalytique en milieu h6t6rogPne. Dans ce cas, la reduction par 

le deut6rium d'insaturations isol6es et non conjuguees 2 des for,ctions cetones 

conduit souvent 2 des composes cie puret6 isotopique assez faible due b des 

ph6nornSnes d'bchanges isotopiques ou de migration de la double liaison (16). 
La puret6 isotopique peut n6anmoins @tre ami?LiorCe par l'ernploi d'oxyde de 

platine, prefer6 au palladium en roison de reactions secundaires plus faibles 

du substrat Lorsqu'il e s t  adsorb6 s u r  la surface du catalyseur (17) . Dans ce 
cas, te solvant est l'acide ac6tique perdeuterie. 

Le 5 a ,  65 -d2 (5a) androstanedio1-36,176 obtenu rst sournis h une 

oxydation chromique par Le reactif de JONES dans l'acetone. 
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. OH 

AndrostanedioZ - 3[, 17' 

Figure 3 : SynthPse du 3a,5a,65,17a-d4 ( 5 a )  androstanediol-38,178 

Les fonctions cCtones en 3 et 17 sont ensuite reduites par le borodeutPrure 

de sodium pour conduire au 3a,5a, 65,17n-d4 ( 5 a )  androstanediol-38,176,la 

sequence reactive se terminant par un Cchange isotopique. 

5a, 6 5 ,  17a -d3 ( S a )  androstanediol-3a,l75 (Figure 4 )  

L'hydroxy-3a androstgn-5 one-17 est reduit par le borodeutdrure 

de sodium en presence de dioxanne/D20 pour conduire au compose 17a -dl. L'in- 

saturation 

tine dans l'acide acetique perdeutkrie. Lors de l'hydrogenation ou de la deutd- 

riation de  composes non substituesen position 3 ou 38 -substituds, iLy a forrna- 

tion quasi-exclusive de composes de structure 5a (18). Avec des composes 3a - 
substituds le prodLlit de structure 5 8 est form6 preferentiellement (19) 

A5 est reduite par le deuterium gezeux en presence d'oxyde de pla- 

H 
7 HO 

(ll) 

Figure 4 : SynthSse du 5a,65,17a -d3 (5a)androstanediol-3a,l7f3 

559 
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La r6duction de l'insaturation tie 1'androstSne-5 diOl-3~~,178 condujra donc h UII 

melange de composes 5a et 58 r6duits dans un rapport 5a/58  = 4/6. Un passage 

sur colonne d'alumine permet la separation des deux isom6res. 

. 19-d (5a) androstanediol-3a, 178 et -35, 175 (figure 5)  
3 - 

La 19-d androsthe-4 dione-3,17 est soumise h une reduction par 3 
le lithium dans l'ammoniac liquide selon la mettiode d6crite par BOWERS et Call (20) 
pour conduire ?i la 19-d3 ( 5 a )  androstanedione-3,17. A partir de cet interm6diaire, 

deux voies de synthSse ant 6 t B  realisees: 

- reduction par le borohydrure de sodium en milieu dioxanne/H 0 
2 

conduisant au 19-d3 ( 5 ~ )  androstanediol-35, 175. 

- reduction de la fonction c6tone en 3 par la methode de ORH(21)  
puis de celle en 17 par le borohydrure de sodium en presence du m6lange dioxanne/ 

H 0 afin d'obtenir le 19-d3 ( 5 a )  androstanediol-3a, 178. 2 

En eifet, alors que la reduction d'une fonction c6tone en 3 d'un st6roide de 

structure 5a,  par la m6thode classique utilisant le borohydrure de sodium ou 

de potassium conduit 5 des compos6s 38-hydroxyL6s, la reduction de cette m&ne 

fonction ?&tone par La methode de ORR (21) utilisant le r6actif de WILKINSON 
en pr6sence d'alcool isopropylique et d'eau permet d'obtenir en majorit6 des 

composes 5 hydroxyle axial en 3. 
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111 - PARTIE EXPERIMENTALE 

. l a ,  3a- d, (5al androstanediol-38,178 (5) 

46 mg de react i f  de WILKINSON sont q'outds 6 10 m l  d'acd- 
tone . AprBs 2 heures d'agitation sous pression de deuterium de 1 atin, 40 mg 
d ' h y d r o q  - 17 B(Sa) androstBn-1 one - 3 sont ajoutds. On rdduit par le deutk- 
rim f p  = 1 atml pendant 24 heures. AprBs .%vaporation du solvant, l e  milieu e s t  
r ep r i s  par 3 f o i s  10 mi! d ' m  mdlange hexme-diehloromkthane l/l a f in  d'dtiminer 
le rdacti f  de WILKINSON. Le composk (1) e s t  i so l e  sous fome  de cristaux : 
34 mg ( R  = 85 % l .  

34 mg de (1) sont dissous dans 20 m l  d ' m  melange mdthanol- 
potasse 1 56. L'ensemble e s t  port6 1 heure d w f l u x .  Apre's refroidissement, l e  
m&thanol e s t  dlimind par e'vaporaGon sous courant d'azote d froid.  On ex t ra i t ,  
aprBs addition d'eau disti lZke,  p a r  Z'dther di6thyZique. La phase dthdrde 
e s t  lavde d I'eau jusqu'd pH neutre, sdchde sur Na2S04 anhydre, kvaporke d see. 
On obtient 31 mg de compose' (2) ( R  = 91 X). 

31 mg de (2) sont dissous dms 10 m l  de dioxanne sichk sup 
sont ajoutbs au milieu qui e s t  placi  sodiwn. 20 mg de Na BD4 e t  200 u l  de D20 

sous agitation durant 24 h. La re'action e s t  arre^tde par addition de 1 m l  de D20. 
AprBs kvaporation du dioxanne, le milieu rdaefionnez e s t  ex t ra i t  par l ' k t h e r  
didthylique. La phase dthdrde e s t  lavde d Z'eau, slchde sur Na2S04 anhydre puis 
portde d see. Les cristaux obtenus sont sownis d un &change isotopique dans 
10 m l  de mithanol-potasse 1 X .  AprBs extraction d l 'dther,  on obtient 25 mg de 
la,3a- d, (5,) androstanediol-3b, 175 (F = 156 - 160 " 1  c r i s ta l l i sSs  dans un 
me'lange acitone-hexane. + 

Rendement global : 62, 5 % 

. 3a, 17a -dz f5a) mrdrostanedio1 - 38,178 (6) 

100 mg de (5a) androstanedione- 3 ,17 sont dissous dans 20 
m l  de dioxanne sdche' SUT sodim. 40 mg de iVa BDq e t  400 UZ de D20 sont w*oute's 

"Fg8-diol nature1 : 160 - 168 a 
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au milieu re'actionnel qui e s t  laissd sous agitation durant 24 h. Aprds ar&t 
de la rlaction par 2 m l  de D20, l e  dioxanne e s t  l vapor l  . Le milieu rlactionnel 
e s t  ex t ra i t  par  l 'e'ther d i i thy l ique .  La phase BthkAe, aprds lavages d l 'eau e s t  
sdchle SUP Na SO e t  portke d see. Les cr i s taux  obtenus sont sownis d m kchange 
isotopique dans 10 m l  de rnIthanol-potasse 1 %. A p r d s  extraction d l 'd ther  , l e  
produit obtenu e s t  c r i s t a l l i s l  dans m mllange acltone-hexane pour conduim d 
75 mg de 3a, 17a 

2 4  

- d2 (Sal androstanedio1-38,176 (5)  

F = 157 - 167 ' 
Rendement global = 75 %. 

. 3a, Sa, 65,  17a - d4 (5a1 androstanediol- 36, 178 (lo) 

200 mg d 'androstdne-5 diot-  38,178sont dissous dans l e  

minimwn d 'acide aclt ique perdeut l r i l .  20 mg d 'oxyde de pla t ine  sont a jou t l s  

au milieu e t  la solution e s t  placde sous pression de deutlriwn ( p  = 1 atml 
e t  sous agitation durant 24 h. Le mi l ieu  rlactionnel e s t  e x t r a i t  par 1 ' l t h e r  di- 
e'thylique. La phase Ithe'rle e s t  lave'e par m e  solution de so& N ,  puis d 1 'eau 
jusqu'd pH neutre, se'che'e SUP Na2SOq , puis  por t le  a' see (1) : 170 mg , R = 85 % 

170 mg de (7) sont dissous dans 10 m l  d'acltone. La rlaction 
d'oxydation se f a i t  dans m bain de glace, par addition du r l a c t i f  de JONES 

(Cr031 goutte d goutte dans le  milieu rdactionnel jusqu'd non dlcoloration de la 
solution. AprDs 10 mn d'agitation, 10 m l  d'eau d i s t i l l i e  sont aJoutls dans l e  
milieu.  AprDs e'vaporation de l 'acktone a' f ro id  sous courant d'azote,  on ex t ra i t  
par l ' d ther  die'thylique. La phase l t h k r l e  e s t  lavde par m e  solution de sou& N, 
d l 'eau jusqu'a' pH = 7. AprBs slchage SUP NaZSOq anhydre eZle e s t  por t le  2 see 

(8 : 153 mg, R = 90 '% 1 .  

153 mg de (4) sont r l d u i t s  p a r  6 0  mg de NaBD4 e t  600 l11 de 
D 0 duns 30 m l  de dioxanne slche' sur  Na. La r lac t ion  e s t  arrg t le  aprds 24 h 
d'agitation par addition de 3 mZ de D20. Le mi l ieu  re'actionneZ e s t  e x t r a i t  par 
l 'dther die'thylique aprDs e'vcporation du dioxunne. La phase l t hdr l e  e s t  lavle 

d l 'eau, sdchde, porte'e d see. Les c r i s t a w  obtenus sont s o m i s  d m e'change 

2 
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isotopique pour  conduire au 3 e(,Sa, 66,  17a  -d4 (5a) androstanediol-3B,178 ( 1 0 )  

124 mg, c r i s t a l l i s d s  dans un me'lange ace'tone - hexane ( F  = 158 - 167 " I  
Rendement global : 6 2  % 

- 

. 5 ~ l ,  6Er 17a - d ,  (5a) androstanedio2- 3 a , 1 7 ~  (2) " 

200 mg d ' h y d r o q ~ 3 a  androstzn -5 one-17 sont dissous dans 
40  ml de dioxanne sdchd sur Nu. On re'duit p a r  80  mg de NaBD4 e t  800 p l  de D20. 
La re'action e s t  stoppde par addition de 4 ml de D20. Le dioxanne e'vapore', on 

e x t r a i t  p a r  l 'd ther  didthylique. On obt ien t  180 mg de compose' (11) R = 90 %. 

180 mg de (11) s o r t  dissous duns l e  minimum d'aeide 

ace'tique perdeute'rie'. AprBs addition de 20 mg d'oxyde de pla t ine ,  on e'tablit 
une pression de deutdriwn de 1 atm durant 24 h. Le mi l ieu  re'actionnel e s t  e x t r a i t  
par Z'e'ther didthylique. La phase e'the're'e e s t  lave'e avec une so lu t ion  de soude 
N puis d l 'eau jusqu'd pH 7 . AprBs e'chrmge isotopique en milieu potasse 1 % - 
me'thanol, on obt ien t  155 mg d'un me'lange de deux compose's : 

- 5a,6c,Z7a -d3 (5a) androstanediol - 3a,176 (13) 
- 5B,65,17a -d3 (56) androstanediol - 3~2,176 ( G )  

La sbparation des compose's (12) e t  (14) e s t  re'alise'e SUP 

une colonne de 10 g r  d'atwnine &sactive'e p a r  4 % d ' e m  (P/v) .  Le me'lange 
5a/56  e s t  dissous dans l e  minimum d'ace'tone. Cette so lu t ion  e s t  verse'e sur 1 g 
d'alwnine &sactivde e t  l'ensemble e s t  se'ch6 d f ro id  sous azote, puis sous vide 
au dessicateur. La1,poudre a ins i  obtenue e s t  &pos&e au sommet de la colonne. La 
se'paration e s t  re'alisde gr6ce d un gradient d 'e'lution benzzne - benze'ne/e'thm.ol 
6 % e t  on isoZe : 

rapport Sa/ 58 = 4/6 

Le 5a , 6 c, 17a - d3 (5al andrOstanediol-3a,17f3 (l-3) e s t  
cr i s ta l l i se '  dans un mdlange ace'tone-hexane (p = 229 - 231 ' I *  
Rendement global : 30 I 

*F3a-diol nature1 : 229 - 230' 
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75 mg de 19-d androstgne-4 dione-3,17 en solution 
d a m  3 rnl d'un rne'lmge dioxmne/e'ther ( l / l )  sont additionnds goutte d goutte 
a' 15 m l  d'amnoniac liquide en  prdsence de 150 rng de l i t h i m .  La solution, de 
couleur b l e w ,  e s t  maintenue sous agi ta t ion  durant 3 m. Du chlorure d'amrnoniwn 
c r i s t a l l i s 6  e s t  ajoute' au miZieu rdactionnel jusqu'd de'cotoration to ta le .  A f in  
de s'assurer de l ' a r r z t  t o t a l  de l a  rdaction 5 mi! d'e'tkanol sont additionnls 
goutte d goutte au milieu. Apre's e'vaporation de l ' m o n i a c  e t  addition d'eau 
glace'e on e x t r a i t  par l ' l t h e r  die'thylique. La phase e'thdre'e e s t  rince'e avec 
une solution d 'adde  chlorhydrique 0,l N puis d l 'eau d i s t i l l l e  jusqu'd pH 
neutre. La phase lthdre'e e s t  portke a' see : 73 mg. 

3 

Une ma lyse  par CCM d'une par t  e t  CPG d'autre part 
(syst8me B )  montre l a  prbsence des compose's suivants : 

- 19-d3 androstDne-4 dione - 3,17 

- 19-d3 hydroxg-17B (5a) mdrOs t~One-3  
- 19-d l5al androstmediol-3$, 17% 12) 3 

Le mllmge e s t  purifie' par chromatographie SUP coucke 
mince, sur plaques p r e a r a t i v e s  e t  l e s  3 compose's pre'cldement cite's sont isole's 
dans un rapport de : 3,9 mg ; 22,2 mg e t  39,s mg respectivement. 

Au vu des produits i so lds  , i l  e s t  c l d r  que la re'duc 
t i o n  a de'passd le  stade de saturation de Za double l ia i son  en 4 e t  que l e s  fonc- 

t ions  ce'tones en  3 e t  17 ont ate' partiellernent r ldu i t e s .  A p a r t i r  des composds 
isole's, deux voies de syntkdse ont I t &  su iv ies  : 

- pur i f i e r  l e  19-d, (5al mdrostanediol-3$,178 (El 
- rdduire la fonction cdtone en 3de la  19-d3 hydrorcy-17B ( 5 a )  androstmone-3 

par l a  me'thode de ORR ( 21 1 

22,2 mg de 19-d hydroqj-178 (5a )  mdrostmone-3 sont 3 
m i s  en prdsence de 1,80 m l  d'alcool isopropylique, 220 ul de trimlthyl-pkospkite, 
18,9 mg de r l a c t i f  de WILKTNSON e t  200 u l  d'eau d i s t i l ' l l e ,  dms une ampoule 

scelle'e sous vide e t  maintenue d 82 O durmt  24 h .  A p r &  refroidissement e t  
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addition d'eau glace'e, le milieu re'actionnel e s t  e x t r a i t  par 1 'e'ther die'thylique. 
La phase e'thbre'e e s t  rince'e a' Z'eau d is t i l l e ' e  jusqu'a' pH 7 ,  se'chde sur Na SO 

porte'e d see ( 3 5 , l  m g ) .  Une analyse par CPG indique la pre'sence du produit de 
de'part n'ayant pas re'agi (38%) e t  du compose' ( 2 )  ( 6 2 % ) .  

2 4' 

Les dem compose's sont s6pare's sur une colonne de 10 g d'alu- 
mine de'sactive'e par 4 %  d'eau (P/v).La se'paration e s t  rdalise'e gr&e a' un gradient 

d'e'lution benze'ne-benzdne/e'thanol 6 %  e t  on i so l e  14,l  mg de compose' (17) aprds 

c r i s ta l l i sa t ion  dans un me'lange chloroforme/hexane. Son analyse par P G  montre 

un taux de purete' de 99,9% (F: 230-231O). 

Le compose' (E! isole' montre une purete' de 89,5%, cal- 

cule'e par analyse en CPG (systdme B l .  L'unique impurete', s o i t  10,5% du me'lange, 
n'e'tant pas Z'isome're en 3 du compose' (E), ce dernier e s t  purifie' par cr i s ta l -  

l i sa t ions  successives avec t r o i s  me'langes de solvants diffe'rents: ace'tate 
d'e'thyle/hexane, ace'tone/hexane e t  chloroforme/hexane pour conduire d 20,l mg 
de compose' (g) avec un taux de purete' de 98% (F=162-167'). 

. Ve'rification de l a  purete' des androstanediols deute'rie's 
synthe'tise's. 

Les compose's synthe'tisgs ont e ' t d  analyse's par CPG sous 

f o m e  de de'rive's &her bis-trime'thyl si lyloxg lb i s  TnS). La puretd des compose's 

(d , (6), (lo) e t  (2)  a e'te' ve'rffie'e sur l e  syst2me A e t  ce l le  des compose's 
(12) e t  (LU) S U P  l e  systdme B. 

RESULTATS 

T - VERIFICATION DE LA LOCALISATION DES ATOMES DE DEUTERIUM PAR SPECTROMETRIE 
1 DE MASSE ET RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE DU H ET DU I 3 C .  

Les spectres de rnasse des androstanediols deutCries, analyses sous 

de derives bis TMS, o n t  6tC compar6s 21 ceux de leurs analogues naturels, 

l e s  fragmentations de ces derniers ayant tout particulisrement Q t B  Qtudiees au 

Laboratoire (22 ) .  De rndme, une Ctude comparative entre les spectres de r6so- 
riance rnagnetique nucl6aire du 'H et du I3C  des androstanediols naturels et 

marques a 6t6 r6alis8e (tab.1.). Les travaux de EGGERT (23) et GROVER (24) ont 
perrnis L'attribution des pics aux carbones correspondants. 
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Tableau 1 : RMN I3C des androstanediols naturels et deutgries. 

. la, 3a-d ( 5 a )  androstanediol-36, 176 (4) 
2- 

L'btude du pic moleculaire du compose (4) sous forme de d6rivC bis 
TMS montre un amas isotopique dont la repartition suj.t : 436 (3%), 43'7 (21%), 

A28 (47%), 439 ( 2 0 % ) ,  440 ( 5 % ) ,  441 (3%), le pic moleculaire de l'analogue natu- 

r e 1  apparaissant & m/z 436. Ceci confirme la presence de 2 atomes de deuterium 

sur la molecule. Le spectre de masse du produit naturel montre un ion 21 m / z  217. 

Cet ion est issu de la perte du groupement TMS du cycle D suivie de la rupture 

du cycle A avec perte d'un fragment porteur des carbones 1, 2 et 3 de formule 

brute C H 0 Si (C!33)3. L'apparition d'un ion 2 m/z 217 pour le produit marque 

implique la perte d'un fragment C Fl D 

les 2 atomes de deuterium de la molecule sont repartis entre les positions 1, 2 

et 3. L'etude du spectre de RMN du I3C du compose ( 2 ) ,  compare B celui de son 

analogue naturel, permet d'observer que le signal corresponda'nt au C3 n'est plus 

detectable. D'autre part, on note unc diminution de l'intensitg des pics corres- 

pondants aux Cl et C2, diminution plus importante dans le cas du Cl. Sachant que 

dans le cas de carbones quaternaires le temps de relaxation est long, l'intensite 

des pics correspondants sera faible (cas des C 

le signal bien que toujours existant ne sera plur detectable. Cette "disparition" 

du signal correspondant au C3 confirme la presence d'un atome de deuterium sur ce 

carbone. Quant 5 la diminution de l'intensite du pic du Cl,bien que non quaternaire 

elle pourrait suggerer la presence d'un atome de deuterium sar ce carbone, en 

accord avec les resultats de synthsse publies par DJERASSI et GUTZWILLER (14). I1 
convient neammoins de rester prudent quant ail marqlAage specifique sur la position 

1 en raison de la diminuti.on p l u s  faible mais non negligeable de 1'inten:jte du 

3 4  
0 Si (CH313. Ceci permet d'affirmer que 3 2 2  

et C13 par exemplel. A la limite, 

7 '  i g n a t  clu C 
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. 3a, 17a (5a) androstanediol-38, 1'78 (6) 

Llamas isotopique au niveau du pic moleculaire du compose ( 5 )  
presente un maxim 5 e / z  438 confirmant le marquage de la moldcule par deux 

atomes de deuterium (N" : 436 (1 % ) ,  437 (5 % ) ,  438 ( 63 % ) ,  439 (20 %),  

440 (9 % ) ,  441 (2 % ) .  L'apparition d'un ion 5 m/z 218 (217 pour le produit 

naturel) indique la presence d'un atome de deuterium s u r  le carbone 1, 2 ou 3. 

Le spectre du (5a) androstanediol-38, 178 montre un pic de base 2i m/z 129 

correspondant 2 l'ion C H 6 Si (CHS)3 issu de la fragmentation du cycle D et 
porteur des carbones 15, 16 et 17. Dans le cas du composd ( c ) ,  le pic de base 
apparait 2 m/z 130, en accord avec le marquage de la molecule en 17. L'dtude 

du spectre de RMN du 13C du compose (2) montre la "disparition" des signaux 
des carbones 3 et 17, confirmant la fixation de deuterium sur ces positions. 

3 4  

. 3a, 5a, 6 5 ,  17a-dj (5a) androstanediol-36, 176 (10) 

L'etude de la distribution isotopique au niveau du pic molecu- 

laire du composd (g) montre une intensitd importante pour l e s  ions m/z 440 et 

441, respectivement 4 et 5 atomes de deut6rium fixds sur la molecule . 
(M+' : 436 (0,3 % ) ,  437 (0.7 %),  438 (3 %), 439 (12 % ) ,  440 (33 % ) ,  441 (32 % ) ,  

642 (14 % ) ,  443 (5 % ) I .  L'intensite elevde de l'ion m/z 441 peut s'expliquer 

par le fait que, l o r s  de la deuteriation catalytique de la double liaison en 

position 5, des hydrogsnes labiles de la molecule auraient 6te dchangees par 

des atomes de deuterium. La complexit6 des amas isotopiques au niveau des diffe- 

rents fragments rend la verification des positions du marquage trbs delicate. 

Ndammoins, on peut noter que lors de la perte de deux groupements TMS (-2 x 901, 

on observe un doublet B m/z 260 (261) et un 38me ion d'intensite voisine 5 

m/z 259 faisant songer B la perte d'un groupement TMS ( -90) et de (CH3I3 Si OD 
(-9l), en accord avec la fixation d'un atome de deuterium en position 5. L'appa- 

rition d'un doublet B m / z  220 (221). m/z 217 pour le produit naturel. indique 

la fixation d'un atome de deutdrium s u r  le carbone 1, 2 ou 3. D'autre part, La 

presence d'un doublet 2 m/z 150 (1511, m/z 147 pour l'analogue naturel, issu 

de la rupture du cycle C conduisant 1 la perte des cycles C et D et des grou- 

pements TMS indique que les 3 (4) atomes de deuterium restants sont rgpartis 
entre les cycles A et B. L'apparition du pic de base 2 m/z 120 confirme la 

presence d'un atome de deuterium s u r  le cycle D. L'etude du spectre de RMN du 

13C du compos-5 (2) montre la "disparition" des signaux des carbones 3, 5 et 17, 

carbones devenus quaternaires par le marquage au deuthrium. L'intensit-5 du pic 

du C6 est voisine de celle du bruit de fond. Ceci peut laisser supposer que 
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1 ( 2 )  atome(s) de deuterium est (sont) fixe(s) s u r  cette position. Par aileurs, 

on peut noter une diminution de l'intensite du pic du C7. En conclusion, il 

semblerait que 4 atomes de deuterium soient repartis entre les positions 3, 5, 

6 et 17, le cinquigme pouvant stre fix6 s u r  le C6 ou le C7. 

. 5 a ,  65, 17a-d3 ( 5 a )  androstanediol-3a, 178 (13) 

Le spectre de masse du compose (13) presente un pic mol6culaire 
majoritaire h m/z 439 (M" : 437 (1 % ) ,  438 (8 % ) ,  439 (40 % ) ,  440 (34 % ) ,  

441 (12 % ) ,  442 (5 % ) .  La pr6sence d'un ion intense 5 m/z 440 peut s'expliquer 

de la mlme manisre que dans le cas du 

ments TMS se traduit par l'apparition d'un doublet h m/z 259 ( 2 6 0 ) ,  accompagne 

d'un ion trgs intense h m/z 258, qui semble confirmer la presence d'un atome 

de deutgrium en position 5. La perte des cylces C et D et des 2 groupements 

TMS conduit au doublet m / z  149 (150) indiquant que 2 (3) atomes de deuterium 

sont r6partis entre les cycle A et B. L'apparition du pic de base 5 m/z 130 

confirme la presence d'un atome de deuterium sur le cycleD. ie spectre de RMN 

du I3C du compose (13) montre la "disparition" des signaux des carbones 5 et 
17, en accord avec le marquage de ces positions par le deut6rium. La position 

du 3&me atome de deuterium de la molecule n'a pas pu Gtre confirmke par 1'Qtude 

du spectre. 

compose (2). La perte de deux groupe- 

. 19-d ( 5 a )  androstanediol-3a, 176 (17) -3 

Le spectre de masse du compos6 (17) presente un pic moleculaire 
majoritaire h m/z 439 (M" : 437 ( 2  % ) ,  438 (8 % ) ,  439 (56 % ) ,  440 (24 % ) ,  

441 ( 8 % ) ,  442 (2 % ) )  confirmant Le marquage de la molecule par 3 atomes de 

deuterium. Son spectre de RMN du 'H indique la "disparition" du signal corres- 

pondant au methyl en 19, en accord avec le marquage de cette position par 3 

atomes de deuterium. (RMN : 0,73 ppm, s ,  3H (Me la), pas de signal 2 0,79 ppm 

(Me 19). ) 

. c 19-d3 ( 5 a )  androstanediol-36, 176 (18) 

Le spectre de rnasse du compose (g) presente un pic rnoL6culaire 
M+' : 438 (9 % ) ,  439 (61 % ) ,  440 (19 % ) ,  441 (9 % ) ,  442 (2 % ) ,  l'ion m/z 439 

( +  3D) 6tant majoritaire . La "disparition" du signal du methyl  en 19 sur l e  

spectre de RMN du 'H du compose (18)confirme le marquage par 3 atomes de deu- 

terium du c (RMN : 0,73 ppm, s, 3H (Me 18 ),pas de signal 2 0,82ppm (Me 19).) 
19' 
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436 Idol 

437 Idl)  

438 Id2) 

439 Id3) 

440 Id4) 

441 (d51 

442 Idel 

443 (d, )  

I1 - RENDEMENT DE MARQUAGE D E S  ANDROSTANEDIOLS D E U T E R I E S .  

Les androstanediols deut8riCs synthetises etant destines 2 servir 

d'entraineur et/ou d'btalon interne en fragmentographie de masse, il est n6ces- 

saire de connaitre leur rendement de marquage. En effet, il est indispensable 

d'eliminer toute interference entre molecule naturelle 2 doserzt mol6cule mar- 

quee "entraineur". L'ion mol6culaire des androstanediols bis-TMS ayant Ct6 

choisi pour le dosage, seuls les composCs marques donnant un ion 2 m/z 436 

d'intensite tres faible ( <  1 % de llamas isotopique du pic mol6culaire) ou nulle, 

seront utilisables comme entrazneur. Llamas isotopique du pic molCculaire des 

(5a) anqi,ostanediol-3C, 178 se presente de la faGon suivante : m/z 436 ( 6 7  % ) ,  

m/z 437 (23 %) et m/z 438 (10 %),  ces valeurs etant experimentales. Les rapports 
experimentaux - 
des androstanediols marquds presentent un amas isotopique de m / z  436 2 443. 
L'intensitC relative d'un pic de llamas isotopique ne represente pas seulement 

le pourcentage de molecule marquee par n atomes de deuterium, mais aussi les 

contributions dues aux isotopes naturels des dlements constituant la molCcule. 

Ces contributions ont pu 8tre calcul6es en appliquant les rapports experimentaux 
- -  + - 0,34 et 

M M 
rence entre l'intensite des pics mesurCe sur l e  spectre et ces contributions des 

isotopes naturels du C, H, 0, Si calculees, on peut connaitre le rendement de 
marquage des composds synth6tises (tab . 2). 

M + 1  et - + sont respectivement de 0,34 et 0,15. Les spectres 
M M 

- + * - - 0,15 au cas des androstanediols deuteries. Par diffe- 

4.5 1.5 0.4 0 0 0 

30 6,9 0 , s  1.5 3.6 1 . 8  

4,o 11.6 10.7 11.2 60 

5.5 16.2 222 

3 30,5 7 . 2  4 . 3  

30.4 

4.0 

1,5 

sous rorme de d6rivCs bis TMS. 

Tableau 2 : Rendement de marquage des androstanediols deut6ri6s synthetis6s 
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1.e compost (4) deuterie en la, 3a comporte 60 % de molecules effective- 

m e a t  narquees par 2 atomes de deuterium. 30 % des molecules n'ont fix6 qu'un 

atome de deuterium, vraisemblablement en 3a. 4,5 % des molecules ne sont pas 

marquees (do) : ce compos6 ne sera pas utilisable en CPG-FM. Le compose (2) 
presente un fort pourcentage (91,6 % )  de molecules deuteriees en 3a et 17a. La 

methode utilisee pour la r6duction des fonctions cetones en 3 et 17 (Na B D 
dans le dicxanne/D 0' :st specifique quant au nombre d'atomes fixes s u r  la 

molecule et 2 leur position sur la molecule. NBammoins, le compose ( 5 )  ne sera 
pas utilisd en FM, l'ion B m/z 436 n'etant pas negligeable (1,5 % ) .  Le compose 

(10) tetradeuterie se compose d'un ensemble de molecules portant 3, 4, 5 atomes 

de deuterium. Ceci est dO un manque relatif de specificit6 de la deuteriation 

catalytique de la double liaison en 5. 42,6 % des mol6cules sont marquees par 

4 atomes de deuterium, 30,4 % par 5 atomes et 16,2 % par seulement 3 atomes de 

deuterium. Le compose (2) sera utilise en FM , l'ion 3 m i z  436 6tant trss 

faible (0,4 % ) .  Le compose (13) rksulte aussi d'un melange de molecules portant 
2 (11,6 % ) ,  3 (56,4 %) ou 4 (30,5 % )  atomes de deuterium pour les mtmes raisons 

qu'enoncees prGcGdemment. On n'observe pas d'ion h m/z 436. Les composes (17) 
et (18) marques au deuterium en position 19 ne donnent pas d'ion 2 m/z 436 ; 

82,6 % et 78,5 % respectivement des molecules sont marquees par 3 atomes de 

deuterium. Ces composes seront utilisables en tant qu'entraineurs en F M .  

4 

2 

- 

- 

CONCLUSION 

Parmi les six androstanediols deutdrids synthGtis&s, quatre sont uti- 

lisables comme entraineur et/ou Ctalon interne en FM. ies steroides marques par 

deux atomes de deuterium presentent un ion non negligeable & m/z 436. I1 est 

donc necessaire de marquer la molecule par plus de deux atomes de deuterium. De 

plus, dans ces conditions, les interferences avec l'ion M + 2 (m/z 438 dans 

notre cas) du produit nature1 sont nulles (12) .  Pour 3 ou 4 atomes de deuterium 
fixes par molecule, on n'observe plus ou peu ( <  1 %) de composes do. On note que 

dans le cas de reactions non univoques comme la deuteriation catalytique de 

doubles liaisons, les composes obtenus sont constitues par un melange de mole- 

cules portant n-1,net n+l atomes de deuterium. 

le pourcentage de molecules portant n atomes de deuterium est beaucoup plus 

eleve. Lors du marquage de steroi'des par le deuterium, ces 2 critsres seront 5 

respecter : absence de produit non marque par fixation d'un nombre superieur h 

2 atomes de deuterium sur la molecule, utilisation de reactions univoques afin 

d'obtenir une meilleure specificit6 du marquage. 

Lorsque la reaction est univoque, 
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