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SYNTHESE D°'HYDROXY-3 ANDROSTENE-5 ONE-17 (DHA) TRITIEE A
HAUTE ACTIVITE SPECIFIQUE.
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Tritiated DHA with a high specific activity {s necessary for
radioimmunoassays. We synthesized DHA labell with tritium in three
positions (Specific Activity : 90 Ci/mM). After protection of the
17-carbonyl group of the 151’4 androstadiene-3,17 dione, monobromide 3
was obtained. Dehydrobromination and selective reduction with NaBH4
led to the precursor 5 which was reduced by tritium. After deprotection
DHA-[},2.15-3H] waw obtained purified by liquid chromatography and cha-
racterized by TLC, 3H-NMR, MS and HPLC. Data concerning U.V. spectra NMR
and Optical Rotatory Power are given for the main products and for side-
reactions compounds.

KEY HORDS
3-Hydroxy—5-androstene-17-one-[i,2.15-3H], dehydroandrostérone-3H,
Catalytic reduction, tritium, 3H-NMR.

INTRODUCTION

L'androsténe-5 01-38 one-17 (déhydroépiandrostérone, DHA),
stéroide d'origine surrénalienne est un précurseur de la biosynthé-
se des androgénes et des oestrogénes {(1). Son dosage dans le sang
(t~1 mg/1 plasma) revét une importance particuliére.
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La mise au point de dosages radicimmunologiques par compé-
tition de liaisons ainsi que d'autres études biochimiques nécessi-
tent la préparation de DHA tritiée a forte radioactivité spécifi-
que. Le tritium doit €tre introduit dans des positions non labiles,

La synthése de la DHA-[3H-15J a été décrite par L. PICHAT
et al. (2) avec une radioactivité spécifique relativement faible,
de 19 Ci/mM. ce qui nous a amenés a mettre au point 1'obtention de
DHA- H3 - 1,2,15] 6 radioactivité spécifique : voisine de 90
Ci/mM,

Par rétrosynthése de la DHA il nous est apparu que le com-
posé 5 serait un bon précurseur de la DHA H3-1,2,15].

6 ]

En effet, dans § la saturation des doubles liaisons o et A
par le tritium, suivie d'une hydrolyse du groupe dioxolanne en 17
et d'un traitement alcalin, donne 6. La protection de la cétone en
17 du groupe évite les réactions éventuelles d'aldolisation, ou de
réduction.

Le composé 5 a été synthétisé selon le schéma 1., L'andos-
tradiéne-1,4-dione-3,17 : 1 traité par 1'éthanediol-1,2 en présence
d'acide p-toluéne sulfonique donne 2 quantitativement. Selon la
Tittérature (4), 2 peut également E&tre obtenu par transacétalation
entre 1 et le méthyl-2 éthyl-2 dioxolanne-1,3.

La bromuration de 2 par le tribromure de phényltriméthylam-
monium (PTT) dans le THF anhydre (5) a fourni le dérivé monobromé
en 16a : 3 avec un rendement de 42%. Nous avons isolé avec un ren-
dement de 26X le dérivé dibromé 7 (schéma 2) ainsi que les dérivés
mono bromés 8 et 9, sous-produits de la bromuration (5).

La bromuration de 2 par le PTT en du dioxolanne est sté-

réospécifique (5). La RMN du proton a 400 MHz nous a permis de con-
firmer ce résultat.
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Syntheése de DHA Tritiée @ Haute Activité Specifique

Le proton H résonne sous la forme d'un quadruplet d'as-
pect variable selon qu'il est 16a ou 16g8. Les valeurs moyennes des
constantes de couplage JH -H pour le cycle C selon (6)

15,8 "16a,B

nous ont permis de construire les deux motifs théoriques du signal
selon que Hie est axial ou équatorial (schéma 4). La comparaison
du motif experimental avec les deux motifs théoriques précédents
permet d'attribuer la stéréochimie g 3 Hig donc la stéréochimie
o au brome en 16.

Selon A. MARQUET et al. (5) les bromo-16a stéroides dioxo-
lannes traités par les amines tertiaires, en vue de 1'élimination
d'acide bromhydrique, sont inattaqués. Toutefois, L. PICHAT et al,.
{2) ont bien obtenu l1a débromhydratation du dihydroxy-3a, 58 bro-
mo-16E éthylénedioxy-17 androstane par l'action a 140°C du diaza-
1,6-bicycio [5.4.0] undécéne-5 (DBU).

JOHNSON et JOHNS (7) ont rapporté 1'emploi du tertiobutyla-
te de potassium dans le toluéne pour la débromhydratation de 1'hy-
droxy-38 bromo-16a éthylene dioxy-17 (5a«) androstane. De plus, E.
Shapiro et al. (8) ont utilisé le tertiobutylate fe4potassium dans
le DMSO in%ydre afin de déconjuquer le systéme A"’ one-3 en sys-
teme A °*” one-3 dans de nom?geux stéroides. Appliquée a 3 ce ts
technique crée la liaison A et déconjugue simultanément A
one-3 en A~*° one-3.

[

Ainsi, 3 traité a 20°C dans te DMSO anhydre pirsugsexcés de ter-
tiobutylate du potassium donne le stéroide A™*”? déconjugué 4
avec un rendement de 55%. Au cours de la méme réaction, nous avons
isolé et caractérisé deux intermédiaires : ]‘[}thanediyl bis (oxy)-
1,2]-17 bromo-16a androstadiene-1,5 one-3 (10, Rdt 5%) et 1'[etha—
nediyl bis (oxy)-l,Z]-17 androstatriene-1,4,15 one-3 (11, Rdt 17%,
schéma 3). 10 et 11 peuvent &tre retraités dans les mémes condi-
tions pour donner 4.

4 dissous dans wun_mélange CH,C1,-CH0H 1/4 est ré-
duit par NaBH, a + 3°C en [éthanediyl bis (oxy)-1,2]-17 andros-
tatr iéne-1,5,15 01-38 (5, Rdt 84%). La stéréochimie du carbone 3 a
été assignée par analogie avec le travail de C. KANEKO et al. (9).

Le stéroide alcool déconjugué 5 est réduit a 20°C par le
tritium gaz sous pression normale en présence de chlorure de tris
(triphénylphosphine) rhodium. Aprés hydrolyse acide du groupe acé-
tale en C-~17 suivie d'un traitement alcalin nous avons obtenu 1la
DHA-[ Hy-1,2, 157 (Rdt = 65% ; A.S. = 80 Ci /mM).

Les données spectrales les plus significatives ont été ras-
semblées dans les tableaux A et B et conduisent aux conclusions
suivantes
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1. RMN-IH :

Le déplacement chimique du CH3 (18) est pratiquement iden
tique ( 8= oﬁgs - 0,90 ppm) dans les stéroides possédant le systéme
diénone one-3 ou A*™ one-3, Par contre, le passage
du systeme A**° one-3 au systéme Zkl’s 0l1-3 s'accompagne d'un
blindage de 0,10 ppm pour le CHgq (19) (S varie de 1,25 a 1,20
ppm) en accord avec la littérature (8).

Nous avons calculé les constantes de couplages 2J, 3J,
J et “J essentiellement pour les protons des cycles. A et D,
mettant ainsi en évidence des couplages longue distance (1J > 7J)
d'environ 2 Hz.

4 5

2. POUVOIR ROTATOIRE OPTIQUE

Le passage du systéeme [31’5 ONE-3 au systéme [51’5 0l-3
est accompagné d'un effet levogyre important (- 100 de 4 3 5) dé-
crit dans Ta littérdature (10), -7
I1 en est de méme lorsque 1'on passe d'une double liaison en posi-
tion 4,5 en une double liaison en position 5,6. Par contre 1'effet
dextrogyre observé (3 —10 1Dy = + 64° 11— :Da= + 30°C) est
caractéristique des stéroides non substitués sur le C-11 (10).

L'introduction d'un brome en position 16 sur le cycle D
s'accompagne d'un effet levogyre (g———>§_:l§a= -44°C). Nous pou-
vons contrdler le pouvoir rotatoire de 10 selon la séquence 2—>3
—>10. La valeur trouvée + 32° est conforme a la valeur expérimen-
tale.

1'introduction d'une double liaison en position 15, 16 s'ac
compagne toujours d'un effet levogyre (2 —>11 1Dy = -64°). la
séquence 2—>11 —>4 permet de contrdler cette valeur (Aa calculé =
-34°, Ao expérimental = -32°),

3. ULTRA-VIOLET :

Cette methoqe spectrale permet de distinguer les deux sys-
temes insaturés one~-3 et él *~ one-3. Le systéme conjuqué
présente un max1mum d'absorption vers 243-245 m (e~14800) différent
du systeme déconjugué ( X max = 225 m, e~11550).

PARTIE EXPERIMENTALE

Les spectres I.R. ontlété réalisés sur un appareil BECKMAN
4250 (domaine 4000 3a 200 cm™ "), les spectres U.V., sur un BECKMAN
5230 (domaine 340 a 190 um).
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les spactres de résonance magnétique du proton ont été ef-
fectués sur

- un appareil PERKIN-ELMER R12 a aimant permanent fonction-
nant en onde continue de fréquence nominale 60 MHz,

- un appareil FT-80 VARIAN a électro-aimant fonctionnant en
onde pulsée de fréquence nominale 80 MHz (PW (90°) = 19 us).

Le spectrométre de masse est un appareil VARIAN CH 7A (ten-
sion d'ionisation 70 ev) utilisant le perfluorokéroséne comme réfé-
rence, Les échantillons sont introduits directement dans la source
32 une température variable. Les spectres sont normalisés par un
calculateur INCOS 2200C (INCOS DATA SYSTEM, FINNIGAN MAT) couplé au
spectrométre.

Les pouvoirs rotatoires optiques ont été mesurés a 20°C
dans le méthanol (C = 0,25%) a 589 nm grace a un micropolarimétre
électronique JOBIN-YVON. La cellule de lecture a un trajet optique
de 1 cm.

Les points de fusion ont été mesurés, sans correction de
colonne émergente, sur un microscope a platine chauffante “REI-
CHERT™.

Les purifications ont été effectudes par chromatographie
d'adsorption sur colonne de gel de silice MERCK type "60 H" (15 y)
"MINIPREP LC JOBIN-YVON® (pression du piston 10 bars). La pression
du solvant peut varier de 1 3 10 bars. La sortie de colonne est é-
quipée d'un réfractométre différentiel WATERS ASSOCIATES R403 et
d'un détecteur UV DUAL PATH MONITOR UV-2 (PHARMACIA FINE CHEMICALS).

~ La pureté chimique des différents composés a été contrdlée
par chromatographie sur couche mince de gel de silice MERCK
60 F254’

1. (ETHANEDIYL -1,2 ACE¥AL)-17 CYCLIQUE DE LA BROMO-16a ANDROS-
TADIENE-1,4 DIONE-3, 17. 3

200 mg de 2 (0,609 mM) sont dissous dans 1,6 ml de THF an-
hydre a 0°C puis additionnés en 5 mn d'une solution de PTT (JANSSEN
CHIMICA, 97%) dans le THF anhydre (0,639 mM, 250 mg ; 0,9 ml THF).
Aprés 2h de réaction a 0°C, le milieu hétérogéne hydrolysé par 5 ml
de NaHCO, a 5% est extrait par 4 x 3 m)l d'éther,

La phase organique séchée (MgSO4), filtrée (filtre MILLI-
PORE TEFLON LS) est concentrée sous vide. L'huile brune obtenue
(350 mg) est purifiée par chromatographie sur colonne de gel de
silice H MERCK CHZCIZ-CH3C0CH3 95.05. On obtient 105 mg de
3 (forme cristallisée, rdt 42%), 129 mg de 7 (forme cristallisée,
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Rdt 26%), 24 mg de 8 (amorphe, Rdt 10%) et 8 mg de 9 (amorpne, Rdt
a%).

ANALYSES

x C?M de.ge1 de silice MERCK 60F,c,, CH,C1,-CHCOCH; 95-05, R = 0,46
détection UV (254 nm).

2 RMN-1H (CD,C1,, TMS réference) :

§=10,9a2,5ppm (m, 19H), & = 3,9 ppm (d dem, 4H, -OCH,CH,0-),

& = 4,40 ppm (q, 1H, SCHBr, J16g-158 = 11 HZ» Jygp 154" Hz),

§ = 5.9 ppm (t, 1H, H,, JHI_H4.;JH2_H4 = 2 Hz), & = 6,05 ppm (q,

H, Hy, JH1-H2 = 10 Hz, JHl_H4 =2 Hz), 6 = 6,95 ppm (d, 1H, H,), p-Hy *

10 Hz).

£ UV (méthanol) : Amax = 243,5 mp, € = 14974,

2 IR (pastille KBr) : v = 2940, 1660, 1620, 1600, 1440, 1400 cm-l.

* SM : m/e (%) = 408 (5), 406 (6), 346 (5), 344 (3), 327 (26), 285 (5), 264
(13), 205 (6), 179 (6), 99 (100).

x PF = 141°C ; [0]18°C = - 320
D

(ETHANEDIYL-1,2 ACETAL)-17 CYCLIQUE  DE LA DIBROMO-16£, 4£, ANDROSTADIENE-1,5
DIONE-3, 17 7

2 CCM de gel de silice MERCK 60 F254, CHZC]Z-CH3C0CH3- 95-05,
Rp = 0,63, détection UV (254 nm).

x RMN-1H (CD,C1,, TMS référence).

§ =0,943 2,5 ppm (m, 17H4), 6 = 3,90 ppm (d de m,4H, -OCHZCHZO-),

O
"

4,40 ppm (m, 1H.>(1:HBr), 6 24,90 ppm (m, 1H, >2HBr), § = 6,1 ppm
6

(d, 1H, Hy, Jy = 10 Hz),6 = 6,5 (t, W, He, Jy 1 e = 1,5 Hz),
172 6 7o

HgHyg

O
1]

6,90 ppm (d, 1H, Hy, Jy _, = 10 Hz).
2™h

x UV (méthanol) Anax = 245,5 my, ¢ = 16079.

% IR (pastille KBr) v = 2930, 1660, 1620, 1450, 1400, 1380 cm-l.

% SM : m/e (%) = 488 (0,3), 486 (0,6), 484 (0,3), 407 (28), 405
(23), 325 (8), 263 (3), 99 (100).

18°C
x PF = 155°C ‘,[u] = -12°
D
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(ETHANEDIVYL -1,2 ACETAL)-17 CYCLIQUE DE LA BROMO-4& ANDROSTADIENE-1,5

DIONE-3,17 8

% CCM de gel de silice MERCK 60F254, CH2C12

RF = 0,51, détection UV (254 nm).

-CH3COCH3 95-05,

x RMN-1H (€,C1 TMS référence).

2 1]

§=0,922,5ppm (m, 19H), & = 3,80 ppm (s, 4H, -OCH,CH,0-),
§ = 4,90 ppm (m, 1H, >C,HBr), & = 6,15 ppm (d, 1H, H,,

Jy = 10 Hz), 6 = 6,55 ppm (t, 1H, H., J ~ J =
Hl H2 6 HG-HR H6-H7B
1,5 Hz), 6 = 6,95 ppm (d, 1H, Hoy Jy ‘H. ® 10 Hz).

21

£ SM : m/e (%) = 408 (75), 406 (52), 327 (45), 326 (67),
265 (19), 99 (100).

BROMO-4£ ANDROSTADIENE-1,5 DIONE-3,17 9

* CCM de gel de silice MERCK GOF254 s CHZCI2

RF = 0,45, détection UV (254 nm).

-CH3C0CH 95-05,

3

£ RMN-1H (CD,C1,-TMS référence).

0,9 a4 2,75 ppm (m, 19H), & = 4,90 ppm (m, 1H, ):C4HBr),
6,15 ppm (d, 1H, Hl’ JH = 10 Hz), 6§ = 6,60 ppm (t, 1H,

1-H2

He-Hra~JdH_-H.. = 1,5 Hz), 6 = 6,95 ppm (d, 1H, Hyo J

6 78 HZ-H1 =

10 Hz).

2 SM : m/e (%) = 406, 364 (10), 362 (8), 283 {(50), 282 {(100),
267 (11), 265 (11), 159 (18), 149 (29), 121 (56).

(ETHANEDIYL-1,2 ACETAL)-17 CYCLIQUE DE L‘ANDROSTATRIENE-1,5,15

DIONE-3, 17 4

600 mg de 3 sec (1,5 mM) dissous dans 12 m1 de DMSO anhy-
dre fraichement distf{11é sont additionnés en boite 3 gants de 1g
de tertiobutylate de potassium (9 mM). La réaction dure lh 3 20°C,
Le milieu noir est traité a 0°C par : 30 m) Hy0 + 30 ml d'éther.
On extrait par 4 fois 30 ml d'éther, La phase organique, lavée par
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4 fois 30 ml d'eau et séchée (MgSO4 sec), est filtree sur verre
fritté n"4 puis concentrée sous vide., Le résidu est purifié par
chromatographie sur colonne de silice H MERCK CH Clz-CH3-
COCH, 95-05. On obtient 271 mg de 4 {cristallisé, Rdt 55;), 83 mg
de 11 (cristallisé, Rdt 17%) et 28 mg de 10(cristallisé, Rdt 5%).

ANALYSES :

2 CCM de gel de silice MERCK 60 F254, CH2C12~CH3COCH
détection UV (254 nm).

3 95-05, Re = 0,58,

» RMN-1H (CDC1,. TMS référence).

§ =0,94a 2,35 ppm (m, 15H), & = 2,95 ppm (systéme AB, 2H Iy =
-H
4a 48
17 Hz), § = 3,8 ppm (s, 4H, -OCHZCHZO-), 8§ = 5,35 ppm (m, 1H, HG)’
§ = 5,55 ppm (q , 1H, H.., J =6 Hz , J = 2,5 Hz),
15" "Hyg-Hyg H15-M140
§ = 5,7 ppm (d, 1lH, Hys JHI'HZ = 11 Hz), 6 = 6,0 ppm (d, 1H, H

J

4)

16°

_H. = 6 Hz), 6 = 6,9 ppm (d, 1H, Hou J

= 11 Hz).
15

H

16 Ha-Hy

% UV (méthanol) Amaxl = 225 my ; kmaxz = 206 muy, € = 11496

* IR (pastille KBr), v = 3040, 2900, 1680, 1590, 1460, 1435, 1420,
1370, 1330 cm”!

* SM = m/e (%) = 327 (49), 326 (100), 312 (16), 311 (36), 296 (7),
268 (13), 250 (8), 241 (12), 206 {24), 193 (16},
153 (27).

20°C
2 PF = 141°C ;[a] = - 20°
D

(ETHANEDIYL-1,2 ACETAL)-17 CYCLIQUE DE LA BROMO-16a ANDROSTADIENE-1,5

DIONE-3, 17 10

%2 CCM de gel de silice MERCK 60 F254, CH2C12-CH3C0CH3
95-0§, Re = 0,67, détection UV (254 nm).

» RMN-1H (CD,C1,, THMS réference).
§=0,942,2ppm{m, 17H), & = 3,05 ppm (systéme AB, 2H,

JH4 -H, =17 Hz), 6 = 3,95 ppm (d de m, 4H, -OCH,CH,0-),

a 48
§ = 4,50 ppm (m, 1H, )CIGHBr), 6 = 5,35 ppm (m, 1H, H),
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§ = 5,75 ppm (d, 1H, H,, J = 11 Hz), 6 = 6,9 ppm (d,
1 HI-H2

IH, H,, J = 11 Hz).
2 HZ-H1

£ UV (méthanol) : ‘max = 225 muy, £ = 11701.

1
£ IR (pastille KBr) : v = 3020, 2940, 1670, 1450, 1400, 1380 cm”

£ SM : m/e (%) = 408 (14), 406 (10), 327 (5), 312 (2), 265 (4),
240 (3), 113 (9), 99 (100).

20°C
% PF = 154°C [a:l = + 32°
D

(ETHANEDIYL-1,2 ACETAL)-17 CYCLIQUE DE L *ANDROSTATRIENE-1,4,15 DIONE-3,17 11

2 CCM de gel de silice MERCK 60 F254, CH2C12-CH3COCH3 95-05,
RF = 0,28, détection UV (254 nm).
2 RMN-1H (CD,C1,, THS reférence).

§ =0,94 2,5 ppm (m, 17H), & = 3,8 ppm (s, 4H, -OCHZCHZO-),

5,55 ppm (q, 1H, H, ., J _J = 6 Hz, = 2,5 Hz),
157 “Hyg-"Hyg

~ Jy

J
Hi5-H1aq

H, * 2 Hz), &6 = 6,05 ppm
-

8 5,9 ppm (t, 1H, H4, J

Hy-H, 4

(q, 1H, Hys JHI-HZ = 10 Hz , JHI-H4 = 2 Hz), 6§ = 6,1 ppm (d, 1H,

Hie» 94, -n

= 6 Hz), 6 = 6,95 ppm (d, M, Hy, J, = 10 Hz).
16715 Ha~Hy

2 U.V. (méthanol) : kmax = 243 mu, € = 14752

% IR (pastille KBr) : v = 2900, 1650, 1615, 1600, 1435, 1400, 1380,
1370, 1335 cm™!.

% SM : m/e (%) = 327 (47), 326 (100), 311 (8), 205 (63), 152 (41),
125 (51), 99 (40).

20°C
% PF = 202°C ; [a ] = -52°C
D

(ETHANEDIYL-1,2 ACETAL)-17 CYCLIQUE DE L'ANDROSTATRIENE-1,5,15 OL-38

ONE-17 &

100 mg de 4 (0,306 mM) dissous dans 19 ml du mélange
CH30H-CH2C12 4/1 & + 3°C sont additionnés de 64 mg de
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NaBH4 (97%; 1,64 mM). On agite le milieu 1h30 & + 3°C puis on
rajoute 20 mg supplémentaires (0,53 mM) de NaBH,. Aprés

30 mn de réaction & + 3°C, 1'excés d'hydrure est détruit & 0°C
par 6 ml du mélange 1/1 HZO-CH3C0CH3. Le milieu concentré

sous vide jusqu'a un volume résiduel de 4 ml est extrait par

4 x 5 ml de CH2C12. La phase organique lavée par 2 x 20 m]l

H,0, séchée (MgSO4 sec) est filtrée (filtre MILLIPORE TEFLON LS
5u) puis concentrée sous vide. Le résidu cristallisé (110 mg)
est purifié par chromatographie sur colonne de silice H MERCK
CH2C12-CH3C0CH3 95-05.

On obtient 84 mg de 5 {cristallisé), Rdt : 84%.
ANALYSES

£ C.C.M. de gel de silice MERCK 60 F254 , CH2C12-CH3C0CH3
95-05, Rp = 0,42, détection H,P0, 20% en UV {280 & 320 nm).

£ RMN-1y (CD,C1,, TMS référence).

2’

§ =0,93 2,5 ppm (m, 17H), &6 = 3,85 ppm (s, 4H, -OCHZCHZO-),
6§ = 4,1 ppm (m, 1H, H3a), § = 5,3 ppm (m, 1H, HG)’ § = 5,5 ppm

(s, 1H, H,, Ty,ony = 10 Wz, J”z'”3a“’d”2'”4e = 1,4 Hz),
§ = 5,6 ppm {q, 1lH, H15’ JHIS_H16 = 5,7 Hz, JH15'H14a = 3,2 Hz),
§ =5,75 ppm (q, 1H, Hys JHl_H2 = 10 Hz, JHl_H3 = 2 Hz),
§ = 6,1 ppm (g, 1H, H16’ JH16-H15 = 5,7 Hz, JHIG_HMOl = 1,4 Hz),

* SM :m/e(%) = 329 (52), 328 ( 100), 313(25), 311 (11), 295
{10), 284 (9), 266 (6), 251 (15), 233 (13),
207 (26), 152 (22), 145 (10), 143 (12}, 99 (46).

2 UV (méthanol) : X = 205,5 my, € = 4151

%2 IR (pastille KBr) : v = 3420, 2940, 2920, 1720, 1660, 1420,
1330, 1200, 1100, 1040 cm'l.

20°C
X PF = 193°C ; ['a] = -120°C
D

ANDROSTENE-5 0L-38-[*H,-1,2,15] 6

5 mg (15,2 umoles) de 5 dissous dans 1,5 ml du mélange
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benzéne-mé&thanol 1/1 sont ré&duits & 20°C par le tritium gaz
sous pression normale pendant 24H en présence de 5 mg de
(PPh3)3RhC1 .Le milieu porté a sec , repris dans 0,25 ml d'eau
- 4 ml d'acétone - 20 mg d'acide paratoluéne sulfonique mono-
hydrate est porté au reflux pendant 45 mn puis concentré sous
vide. Le résidu dissous dans 4 ml de tBuOH + 0,2 m]l KOH 12M
est agité 20H & 38°C. Aprés é&vaporation sous vide, le milieu
repris dans 10 m} H20 est extrait par 2 fois 10 m) de CHC13.
La phase organique portée & sec est purifiée sur une colonne
de silice MERCK 60H &luée par le méliange benzene é&ther 50-50.

On obtient 890 mCi de DHA-[3H3_ 1,2,15] 6 (Rt = 652,
A.S.= 80 Ci/mM).

ANALYSES :

2 C.C.M. de gel de silice MERCK 60 Foggs CH2C12-CH3COCH3

95-05, RF = 0,44 ; détection par autoradiographie sur film
KODAK KODIREX.

2 RMN-JH (CD,00, référence TMS).

§ = 1,06 ppm (d, LY J = 0,5 Hz), 6 = 1,75 ppm (d,

@’ T4 Toq

= 0,5 Hz), & = 2,0 ppm (s, Tis ).

2+ 91, o1 a

la
2 SM : m/e (%) = 295 (36), 289 (2), 279 (28), 278 (18),

263 (19), 261 (11), 217 (10), 180 (10),
149 (100), 131 (12), 125 (10), 119 (17).

% HPLC : colonne ZORBAX 0DS, solvant CH3CN-H20 1/1, tR = 10 mn.
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