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SUMMARY 

A method for evaluating the radiochemical purity of the labelled isomer 
of an amino acid is described. I t  permits to measure the quantity of the 
enantiomer present as an impurity. The method is applied to the case of 
tritiated L-phenylalanine. 

The inactive racemic form, added as a carrier, is condensed with 
L-glutamic acid ; the diastereoisomers of the resulting dipeptide are resolved 
chromatographically on Dowex 50 and the radioactivity of each peak is 
measured. 

This process requires only a very little sample and it enables the detection 
of very minute contaminants. 

RBSUMB 

Ce travail prCsente une methode pour verifier la purete radiochimique 
d’un isombre marque d’acide amink, qui permet de mesurer l’importance de 
la contamination par l’autre variktt optique. La mCthode est appliqute au 
cas de la L-phenylalanine tritike. 

Elle consiste a ajouter le rackmique inactif, puis a prkparer un dipeptide 
avec de l’acide L-glutamique. Les diastkrtoisombres sont prepares chromato- 
graphiquement et la radioactivitk de chacun des pics est mesurCe. 

Ce procede, qui ne necessite qu’un trbs petit echantillon, est susceptible 
de ditecter des contaminations extrtmement faibles. 

Lorsqu’une substance naturelle contient un carbone asymetrique, 
generalement, un seul des deux isombres existe naturellement. Par ailleurs, a 
cause de la stCrCosptcificit6 enzymatique, les deux isombres introduits artifi- 
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ciellement dans le metabolisme sont traites difftremment. Dans ces cas, il 
impoi te, pour les etudes biologiques faites a l’aide de traceurs radioactifs, de 
n’utiliser que l’isomkre nature1 marque. La verification de la purett radiochi- 
mique de ce produit, particulikrement en ce qui concerne la possibilitt d’une 
contamination par l’tnantiomkre, est une optration importante. 

La mesure polarimetrique est presque toujours impossible (l’tchantillon 
a analyser est trop petit); elle n’est jamais recommandable avec des produits 
de trks haute activitt pour des raisons d’hygikne et elle est souvent trks 
imprecise, les angles de rotation observes etant trop faibles. 

Des mtthodes enzymatiques ont kt6 propostes [I], mais elles manquent 
de la nettett souhaitable pour une analyse radiochimique. 

La technique que now avons mise au point pour verifier la purett d’une 
preparation de L-phtnylalanine marquee, ne souffre pas des dtsavantages 
CnumCrts ci-dessus. Elle peut Ctre executee sur de trks petites quantites de 
produit, tant en poids qu’en radioactivitt. Elle est extrCmement sensible 
pour detecter la mojndre trace de contamination par I’autre isomkre optique. 
Elle est adaptable, sans difficultt, aux autres acides aminis. 

La methode consiste a diluer l’tchantillon radioactif avec de la 
DL-plitnylalanine 0 1  dinaire, puis A prtparer un dipeptide avec l’acide 
L-glutamique. Les diasttrtoisomkres obtenus sont stparts sur une colonne 
chromatographique. Le rapport de la radioactivite dans le pic de l’acide 
D-phenylalanyl-L-glutainique, a l’activitt prtsente dans le pic de l’acide 
L-phtnylalanyl-L-glutamique, permet de calculer aistment le pourcentage 
de contamination de la prtparation par de la D-phenylalanine marqute. 

EXPERIENCES ET RESULTATS 

1. - Synthzse de I’acide ( D ,  L ou DL)-phe‘izylzlmnyl-L-glutzmique. 
a) Le diester tthylique de l’acide L-glutamique est prepare selon la 

methode de CHILES et NOYES [2] et FISHER [3]. 
b) La carbobenzoxy-phenylalanine est obtenue en suivant les indications 

de BERCMANN et ZEnvAs [4]. Elle est ensuite traiisformte en chlorure de la 
manikre suivante [5] : A 1,1 g de carbobenzoxy-phenylalanine en suspension 
dam 15 ml d’ether anhydre A OOC, OD ajoute rapidement 1 g de PClj pulve- 
rulent et la suspension est agitte 30 minutes A O O C .  Aprks filtration sur 
ouate, la solution est CvaporCe sous vide A 00 C; le rtsidu de chloruie de carbo- 
benzoxy-phknylalariine est directement utilist 4ans l’operation suivante. 

c) Synthhe d p  l’ester die‘thylique de l’acide carbobenzo.xy-ph~n~v1aIanyI- 
L-ghtamiqzie [ 5 ,  61. 

Au chlorure de carbobenzoxy-phtnylalanine dissous dans 10 ml d’tther 
anhydre a OOC, on ajoute rapidement uiie solution glacte de 0,6 g d’ester 
ditthyliaue de l’acide L-glutamique dans 10 nil d’acttate d’tthyle anhydre, 
puis 10 ml d’une solution saturte de KHCO,. Le melange est agitt 50 minutes 
a Go C ;  aprks addition de 40 ml d’eau, l’agitation est poursuivie pendant 2 
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a 3 minutes dans une ampoule A dtcanter. Aprks Climination de la couche 
aqueuse, la phase organique est lavte successivement 2 fois par 3 in1 HCI N 
et 3 ml KHCO, a 7 04, puis sCchCe la nuit sur Na,SO,. Apres filtration, elle 
est tvaporte sous vide a temptrature ordinaire. On obtient 0,9 51 1 g du diester 
tthylique de l’acide carbobenzoxy-phtnylalanyl-L-glutamique sous la forme 
d’un rCsidu solide ou d’une huile. 

d )  Obtention du dipeptide libre. 
Pour saponifier les fonctions ester [4], le produit est redissous dans 10 mi 

de dioxane, puis on ajoute 15 ml NaOH N (environ 3 fois la quantitt stotchio- 
mttrique) et on agite 1,30 heure 51 tempirature ordinaire. La solution est alors 
acidifiee par HC12N tout en refroidissant a 00 C; I’acide carbobenzoxy- 
phknylalanyl-L-glutamique est extrait avec de l’acetate d’tthyle, rtextrait de 
cette solution organique par KHCO, A 7 %, puis a nouveau repris par 1’acCtate 
d’tthyle apres acidification. Cette dernitre solution organique, aprts lavages 
a l’eau, est stchte une nuit sur Na,SO,; ap rb  filtration, elle est tvaporte sous 
vide temptrature ordinaire. On obtient 700 800 mg d’acide carbobenzoxy- 
phhylalanyl-L-glutamique. 

Celui-ci est dissous dans un melange de 10 ml de mtthanol, 3 ml d’eau et 
1 ml d’acide acetique glacial. Aprts addition de 300 mg de noir de palla- 
dium [7], la suspension, constamment agitCe, est hydrogCnCe sous une pression 
de 1 atmosphtre pendant 5 heures. Le catalyseur est retenu sur filtre Whatman 1 
et le filtrat CvaporC sous vide Q 400 C. Le rtsidu est redissous dans l’eau; la 
solution est refiltrte et rkevaporke. On obtient 300 a 400 mg de produit. 

L’acide L-phenylalanyl-L-glutamique (forme L en abrCgt) est recristallist 
dans I’alcool absolu; les formes D et DL dans l’alcool et un peu d’eau. 

2. - Vt!riJcation de la purett! des produits. 
a) Des clzromatographies descendantes sur papier Whatman no 1 ont ttt 

effectuees en utilisant comme solvant un mtlange butanol : acide acetique : eau 
(4 : 1 : 1);  on obtient les Rf suivants : 

phknylalanine .............................. 0,49 
acide glutamique ........................... 0,12 
dipeptide ................................... 0,46 

Aptes hydrdyse du dipeptide dans HCl6N 51 ebullition pendant 6 heures, 
la chromatographie, suivie d’un traitement 51 la ninhydrine, ne rtvtle que deux 
taches correspondant respectivement B la phtnylalanine et 51 l’acide glutamique. 
Ceci identifie complttement les produits de synthbse. 

Par ailleurs, ces diffkrents produits (formes L, D ou DL) n’accusent, 
aprbs chromatographie, qu’une seule tache 51 0,46. Ceci prouve certainement 
qu’ils ne contiennent pas d’acide glutamique libre, mais ne permet pas d’exclure 
une contamination par de la phknylalanine dont le Rf est t r b  voisin. 

b) Une PlectrophorPse horizontale sur des bandes de papier Whatman 
no 1 a tte faite sous une tension de 350 volts. L’tlectrophorttogramme est 
d6veloppC pendant 15 heures dans un mtlange pyridine : acide acktique : eau 
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(37,5 : 5,O : 9573) de pH 5,91 (point isoilectrique de la phtnylalanine) et rtvtlt 
a la ninhydrine. Le dipeptide se dkplace de +32 mm, tandis que la phtnyl- 
alanine reste, bien entendu, sur la ligne de dtpart. Ce test permet de vtrifier 
que les dipeptides ne sont pas contamints par de la phtnylalanine libre. 

3. - Skparation des diast&rkoisomPres sur une rksine kchangeuse d’ions. 

coeficients de partition entre le Dowex-50 et des tampons de dtykrents pH. 

d’Clectrotitration automatique a Radiometer D. 

a) Mesures des p K  des acides D et L-phknylalanyl-L-glutamique ct de leurs 

Les dtterminations des pK ont t t t  effectutes a l’aide d’un appareil 

D ou L-phhylalanine . . . . . . . . . .  
Acide D ou L-glutamique . . . . . .  
PeptideD .................... 
Peptide L .................... 

PKX 

2.58 
2.1 
2.96 
2.65 

9.2 
4.01 
4.5 
4.4 

9.41 
1.45 
8.0 

Point 
isodect. 

3.73 
3.5 

On peut voir que les pK, et pK, -2s diasttrtoisomkres montrent des 
difftrences assez nettes et que, dbs Iors, on peut esptrer ohtenir une stparation 
des produits par chromatographie sur tchangeurs d’ions [8, 91. 

De plus, en se servant de mesures B la ninhydrine, on a ttudit les coeffi- 
cients de partition des deux diasttrtoisomkes entre le Dowex-50 et des 
solutions de mCme force ionique mais de difftrents pH. Ces exptriences ont 
t t t  effectutes B une temptrature de 37,5OC en utilisant un tampon citrate 
0,l M. Les rtsultats se trouvent dans la figure 1. On remarquera que les courbes 
reprksentant le comportement des deux formes se croisent a pH 4,5 : pour 
des valeurs suptrieures, la concentration de la forme L dans la solution est 
relativement plus Clevte, tandis que c’est l’inverse aux pH inftrieurs. 

Des essais de chromatographie sur colonne de Dowex-50 ont ensuite 
CtC entrepris entre les pH 3,9 et 5,7; la meilleure rtsolution a t t t  obtenue 
entre les pH 4,8 et 4,9. 

b) Skparation chromatographique (voir aussi BLACKBURN et TETLEY [ 101). 
On se sert d’une colonne de Dowex-50 X4 200-400 mesh, de 1 m6tre de 

hauteur et 0,9 cm de diambtrz, maintenue a 37.50 C. L’tchangeur d’ions est 
prtpart selon la mtthode de MOORE et STEIN [l 13 modifite par BLACKBURN 
et TETLEY [lo]. La rbine, sous la forme sodique, est mise en suspznsion dans 
I’eau distillte et versCe dans le tube de verre en cinq portions. On fait passer 
une solution de NaOH 0,2 N contenant du BRIJ 35 (0,125 %). La rtsine est 
ensuite tquilibrte en faisant passer 200 ml d’un tampon citrate 0,2 M de 
pH 4,84 constitut comme suit : 42,016 g acide citrique, 400 ml NaOH N, 20 ml 
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PH 
FIG. 1 .  - Coefficients de partition de I’acide L-phCnylalsnyl-L-glutatnique (points noirs) 
et de I’acide D-phthylalanyl-L-glutamique (cercles blancs) entre 10 g de Dowex-50 et 10 ml 

de tampon citrate 0.1 M a diffkrents pH. 

HC1 N, 5 ml BRlJ 35 B 25 ?A, 1 g de Titriplex, 10 ml alcool benzylique, eau 
pour faire 1 litre de solution. 

On place sur la colonne 2,55 mg d’acide L-phtnylalanyl-L-glutamique et 
3,21 mg d’acide D-phenylalanyl-L-glutamique ; l’klution se fait avec le tampon 
citrate et on recueille des fractions de 80 gouttes, soit 2,4 ml, au rythme de 
5 gouttes par minute. Les dosages se font B la ninhydrine selon la technique 
de MOORE et STEIN [12]; le spectrophotom&tre Coleman junior est utilist pour 
les lectures. La figure 2 montre que les diastkrkoisomkres sont trks bien stparks; 
le premier pic, qui correspond B la forme L, contient 2,52 mg de produit; 
dans le deuxibme, qui correspond ii la forme D, on en retrauve 3,34 mg. 

4, - Application de la mkthode pour ve‘rrifier la purete‘ d’un Pchantillon 
de L-phPnylulunine rnarquke avec du tritium duns les positions 2 et 3, 
q a n t  une activite‘ spe‘cijique de 2 curies par rnillirnole. 

Le produit marque avait Ctt prtpart de la manikre suivante : reduction 
de l’acide a-acttaminocinnamoyl-L-glutamique par l’hydrogbne tritie, isole- 
ment de l’acide acktyl-L-phknylalanyl-L-glutamique par cristallisation frac- 
tionnte, hydrolyse du dipeptide acttylk suivie de purification chromato- 
graphique de la L-phtnylalanine tritike (WINAND, BRICTEUX et VERLY [13]). 
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FIG. 2. - Separation sur Dowex-50 de l’acide L-phenylalanyl-L-glutamique (premier pic) 
et de I’acide D-phknylalanyl-L-glutamique (deuxieme pic). 
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FIG. 3. - Vkrification de la puretk radiochimique d’une prkparation de L-phknylalanine 
tritik. Separation chromatographique aprk couplage avec I’acide L-glutamique. Dosages 

A la ninhydrine (points noirs) et mesures de radioactivitk (cercles blancs). 
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On prend un tchantillon de 100 microcuries, c’est-&dire environ 
8 microgrammes du produit, et on y ajoute 405,5 mg de DL-phtnylalanine 
non radioactive. Le melange est dissous dans l’eau et la solution Cvaporee a 
sec sous vide. On rCalise la synthkse de l’acide DL-phtnylalanyl-L-glutamique 
suivant le procCdC decrit ci-dessus. 

6.84 mg du melange de diastCrCoisombres sont deposks sur la colonne de 
Dowex-50 et chromatographi& dans les conditions Ctablies precedemment. 
Les mesures a la ninhydrine rCv6lent deux pics sCparCs d’Cgales surfaces (fig. 3). 
Les mesures de radioactivite, faites dans un appareil a scintillation liquide 
aprhs une preparation adequate des Cchantillons, montrent que 4,Ol % de la 
radioactivitk se trouvent dans le deuxikme pic (1,12 x lo5 d/min. pour 
2,69 x 106 dans le premier pic) et etaient par consiquent sous la forme de 
l’isombre D dam la L-phenylalanine analyde. 

Ce travail a et6 execute dam le cadre du contrat Euratom 038-62-1G RISB. 
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