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SUMMARY 

A general method for  the preparation of 16-tritiated 17a-hydroxy 

I t  consists in a two step sequence : 
and 17a,21-dihydroxy pregnane-steroids is related. 

- hydrogen bromide opening of the corresponding 16,17a-epoxide. 
- catalytic debromination of the bromhydrin with tritium gas. 

graphy on silica gel and column chromatography of Celite. 

geneity of the labelled compound. 

Purification is performed by saponification, thin-layer chromato- 

Recristallization with a carrier attests purity and radioactive homo- 

RESUME 

Line mPthode gt!n&.de de priparation de ste'roides de type 17a- 
hydroxy et 17a,2ldihydroxy prignanestiro fdes t r i t ib  en 16 est prk- 
sentbe dans ce travail. 

E l k  consiste en la ,formation d'un dkrive' 16p brome', suivie d'une 
hydrog6nolyse sous I'action du tritium gaz donnant lieu au dt!rive' 

La purification est re'aliske au moyen d'une saponijication non 
de'naturante suivie de chromatographie sur couche mince de gel de 
d i c e  et de chromatographie sur colonne de celite. 

La cristallisation en prksence d'un entraineur non radioacrif' rend 
conipre de la purete' et de la radiohoniogt!n&tk du produit. 

16-3H. 

11 est necessaire, pour 1'Ctude des transformations metaboliques des 
sttroides au  sein J e  certains tissus, de disposer de prdgnane-sttroides hydro- 
xyles en C,, ou dihydroxylts en C,, et en C,,, marques par un isotope radio- 
actif. 

Ce travail a ete rkalise dans le cadre d'un contrat de recherches avec I'Euratom 
(NU 092-67-IRISF) 
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U n  certain nombre d’entre eux sont actuellement disponibles : 
- 17a-hydroxyprogestkrone 4-14C (RCA”, NEN“) ou 7a-3H (NEN) 
- I7a-hydroxyprCgnenolone7 x - ~ H  (NEN) 
- 17a,21-dihydroxyprogesterone 4J4C (NEN) ou 7ce3H (NEN) ou 1,2 3H 

Dans ce travail, nous nous sommes attaches a mettre au point une mtthode 
gtnerale de preparation de stiroides de ce type, repondant aux impiratifs 
suivants : 
- le marquage est rtalist par I’introduction d’un atome de tritium en une 

- la purification est rtalisable par chromatographie; 
- I’activitC sptcifique peut &tre elevte; 
- dans les conditions de stockage convenables, le produit radioactif ne doit 

Pour atteindre ce but, nous avons fixe notre choix sur une mtthode de 

(CEA”). 

position determinee; 

pas se dtcomposer de faqon importante. 

synthese en deux ttapes qui, d u  point de vue chimique, est satisfaisante. 

R R ,OH 

a) formation d’un derive 16P-bromo 17a-hydroxy par action de I’acide brom- 

6) formation d’un dtrivC 16-3H par action du tritium, en presence de charbon 
hydrique en milieu acCtique sur un a-Cpoxyde-16-17. 

palladit, sur le corps prectdemment obtenu. 
Nous avons choisi comme technique de purification : 

- une saponification non dknaturante des groupes acitoxy protegeant 1es 

- une chromatographie sur couche mince de gel de silice, suivie d’tlution; 
- une chromatographie sur colonne de celite dans un ou plusieurs systemes. 

Nous avons enfin test6 la purete et la radiohomogtnkite de nos produits 
par cristallisation en prtsence d’entralneur et mesure de la radioactivitt dans 
les cristaux et les eaux-meres. 

groupes hydroxyles lors de I’exposition au tritium; 

PARTIE E X P ~ R I M E N T A L E  

SYNTHkSE 

La mtthode de synthese proprement dite est la mCme pour les 4 sttro‘ides. 
Le corps de depart est u n  a-epoxyde 16-17, dont tous les eventuels hydroxyles 
sont acetyles : 

* RCA : Radiochemical Centre Amersham; NEN : New England Nuclear Corporation; 
CEA : Commissariat a I’energie Atomique, France. 
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- 16~,17c/-epoxy 3,20-dioxopr&gna 4-&lie (F : 2 10-21 1 0  C) 
- 3P-acktoxy 16x, 17x-epoxy 20-oxopregna-5-ene (F : 160-1 6 1" C) 

( 1 )  
(2) 

- 21-acttoxy 16a,l7a-epoxy 3,20-dioxoprkgna-4-ene (F : 172-1730 C) (3) 
- 3P,21-diacCtoxy 16c/,17~-Cpoxy 20-oxoprtgna-5-ene (F : 178-180" C )  (4) 

Le corps de depart est dissous dans l'acide acktique (en gtntral dans 
la proportion de I g de stkroide dans 100 ml): A cette solution, on ajoute un 
melange acide bromhydrique-acide acetique dans la proportion de 2 ml 
pour I g de steroide et on laisse reagir pendant 30 minutes a la temperature du 
laboratoire (environ 22" C) ( 5 ) .  On precipite alors par I'eau et lave le pricipite 
jusqu'a neutralite des eaux de lavages. Sans cristalliser le produit, on le dissout 
dans le minimum de methanol (0,2 a 0,5 ml) et on effectue la tritiation (6,  7 ,  

par le tritium gaz enrichi a 95 (CEA), dilue au l / l O e  aprks fixation sur  le 
pikge, en presence de charbon palladie A 10 Yo dans les proportions de 100 mg 
de catalyseur pour 1 g de sttroide et egalement en presence d'adtate d'ammo- 
nium pour Cviter la reduction des doubles liaisons, a raison de 500 mg d'aci- 
tate d'animonium pour 100 mg de catalyseur. Le mklange est agitt pendant 
15 minutes et le corps tritit est extrait de la maniere habituelle. 

PURIFICATION". 

17ci-Iiydroxy proge~tPronel6-~H. 

Dissolution du sttroide dans la potasse mkthanolique 1 ;< et agitation 
pendant I5 minutes; reextraction et lavages selon la mtthode habituelle. 

Chromatographie sur couche mince de gel de silice, systeme : hexane 
acetone (3/l), deux passages; tlution de la zone correspondant au temoin 
(tache fluorescente a 254 mp). 

Chromatographie sur colonne de celite dans le systeme : isooctane-ben- 
zene-methanol-eau (6/4/4/1) de l'tluat precedent et rechromatographie du 
ceur  du pic obtenu dans le mEme systeme. 

L'activite spkcifique du stkroi'de purifie est de 1,68 C/mM. Le rendement 
de marquage est de 56 'x. 

Stockage dam u n  mtlange toluene-mtthanol Y / l ,  A la temperature de 00 
a -t 4" C, a la concentration de 10 iiC/ml. 

I7x-hydroxy prPgn2nolone 16a-3H. 
Nous avons C t e  aments a etudier les conditions d'une saponification non 

denaturante : choix d'une base (potasse, soude, carbonate, carbonate acide), 
concentration, temptrature, temps de reaction. 

Nous sonimes arrives k la conclusion qu'une tbullition dans la potasse 
mtthanolique A I ,5 % pendant 30 minutes saponifie completement l'acetate 

* Le comptage de la radioactivitk due au tritium est realisk siir un compteur 
Packard-Tricarb (modele 33 15 avec contr6le automatique des rendements par ktalonnage 
cxterne). 
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de 17a-hydroxy-pregnknolone sans apporter d’alteration. Ce traitement a, de 
plus, pour effet de debarrasser le corps sortant d’une tritiation, des atomes 
de tritium qui auraient pu Cventuellement se fixer, d’une faGon labile et incon- 
trblable, en diffkrentes positions dans la molecule. La cinttique de cette sapo- 
nification a ete suivie par chromatographie sur couche mince de gel de silice, 
elution et caracterisation du ou des produits ainsi isoles par les techniques 
habituelles (cristallisation, point de fusion, spectre infrarouge, etc ...). 

Chromatographie sur couche mince de gel de silice, systeme : hexane- 
acttone (3/1), deux passages; elution de la zone correspondant au ttmoin 
et a la tache fluorescente. 

Chromatographie sur colonne de celite dans le systeme: isooctane-benzene- 
methanol-eau (5/5/4/1), de 1’Cluat de la chromatographie sur couche mince. 
Le caeur du pic correspondant a la 17P-hydroxy pregnholone est a nouveau 
chromatographit sur colonne de celite dans le systkme : hexane-benzhe- 
formamide, (4/6/10) ou dans le syst&me precedent. 

Cristallisation avec de la 17~-hydroxy pregnknolone pure dans le methanol; 
deux cristallisations successives dans ce solvant donnent une radiohomogCnCitt 
de 99 %. Un rtsultat identique est obtenu avec 1’Cthanol. 

Le produit apres purification a une activite sptcifique de 1,21 C/mM. 
Le rendement de marquage est de 40 %. 

Le produit est conserve dans un melange toluene-methanol (9/1) a la 
temperature de Oo C 

17a,21-dihydroxy progestirone 16-3H. 

Ici encore, nous avons ete aments a Ctudier les conditions optimum de 
saponification; en milieu alcalin, ce corps est extrzmement fragile et nous 
saponifions par une solution hydro-alcoolique de carbonate de potassium a 
1 %, pendant 30 minutes, i la temperature de 20° C. 

Chromatographie sur couche mince de gel de silice suivie d’elution; le 
systt5me preckdemment utilist hexane-acetone (3/1), convient ici encore tres 
bien pour la separation preparative. 

Chromatographie sur colonne de celite dans le systtme: isooctane-benzene 
methanol-eau (5/5/4/1), suivie d’une deuxikme chromatographie du cceur du 
pic. 

Le produit obtenu a une activite specifique de l,54 C/mM. Le rendement 
de marquage est de 51 %. 

Cristallisation avec le produit pur et mesure de la radioactivitk dans les 
cristaux et dans les eaux-m;res. On obtient 98 A 99 % de radiohomogkntite, 
tant avec le methanol qu’avec I’acCtone. 

Le produit est conserve dans un melange toluene-methanol (9/1), a la 
temperature de Oo +4O C B des concentrations de 10 pC/ml et 100 pC/ml. 

+4O C, a la concentration de 10 pC/ml. 
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17a,21-dihydroxy prkgndnolone 16-3H. 

ii 1 % pendant 2 h a 40° C .  

hexane-acttone (3/1), deux passages, suivie d’klution. 

methanol-eau (4/6/4/1), rCpktCe deux fois comme dans les cas prCcCdents. 

dement de marquage est de 63 %. 

Saponification par le carbonate de potassium en solution hydroalcoolique 

Chromatographie sur couche mince de gel de silice dans le syst6me : 

Chromatographie sur colonne de celite dam le systkme : isooctane-benzhe- 

Le produit obtenu a une radioactivitk sptcifique de 1,89 C/mM. Le ren- 

0 1 2  3 Volumes d e  

r e  t en t ion 

FIG. 1. Radiochromatogramme de 17a-hydroxy-pregntnolone apres chromatographie sur 
colonne de celite : systkme hexane benzkne, formamide, 4/6/10. 
Duree de conservation : 6 mois. 
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FIG. 2. Radiochromatogramme de 17~-hydroxy progesterone aprks chromatographie sur 
colonne de celite : systkme isooctane-benzene-methanol-eau (6/4/4/1). 
Duree de conservation : 1 an. 
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Cristallisations avec un entraineur donnant une radiohomogknkitt de 

Le produit est conservt dans un mklange toluene-mkthanol (9/l) a la tem- 
100 %. 

pirature de 00 a +4O C, a des concentrations de 10 et de 100 pC/ml. 

CONSERVATION. 

Apres un laps de temps indiqut, une fraction aliquote de la solution est 
chromatographike sur colonne de celite. 

Les chromatogrammes reproduits dans les figures 1 et 2 montrent que, 
dans les conditions choisies, la conservation est excellente et que la dknatura- 
tion n’affecte pas plus de 2 B 3 % du produit apr2s 6 mois ou 1 an de stockage. 
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