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SUMMARY 

Carbonation with 14C02 of methylthiomethyllithiun provides with a 83% 

yield B-methylthio-acetic acid d 4 C ,  the reduction of which with L i A l H 4  

leads t o  2-methylthio-I-ethan01-1-~~C which i s  transformed in to  the , 

corresponding chloride by action of t r i n - o c t y l  phosphine and CCI 
4 ,  

This chloride condensed with ethyl sodio acetamidomlonate affords ethyl 
(2-methyl-thioethyl) acetamido mlonate which i s  saponified in to  t o  half- 
ester,  the decarboxylation of which leads to  ethyl g 4-methylthio-2- 
a~etamidobutyrate-3-~~C. 
!&e la t t e r  i s  resolved by hydrolysis with a-chymotrypsi which gives r i se  
t o  N-acetyl-& -methionine-3-14C which i s  separated f m m  ethyl d-methyl- 
thio-Z-aceta&lo-~b~tyrate-3-~~C. By hydrochloric hydmtysis are ob- 
tained respectiveTy &-methionine-b-"C and g-methionine-3-"C- spec i f ic  
ac t iv i ty :  54 rnci/mWie i n  respective overali  yields 14 and 11% based on 
barium cadonate "C. 

' 

- 

- R E S U M E -  

La carbonatation avec 14C02 du methylthiomethyllithium a fourni 
14 l'acide methylthio-2 acetique ( 

reduction par  LiAlH a conduit au methylthio-2 ethanol-1 ( 

transforme en chlorure correspondant par action be l a  tri-n-octylphosphine 

et CC14. Le chlorure condense sur le  sodio acetamifomalonate d'bthyle a fourni 

le  (methylthio-2 ethyl) acetamidomalonate d'ethyle ( 

en monoester dont la decarboxylation a produit l e  DL-methylthio-4 acetamido-2 

butyrate d'ethyle ('*C-3). L'hydrolyse par l'a-chymotrypsine donne la  X-acetyl- 

C-1) avec un rendement de 83 70, dont la 
14 C-1) qui a ete 4 

i 4  (2-3) qui a 6te saponifie 
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- L -methionine (14C-3) que l'on separe  du methylthio-4 acetamido-2 -2 -butyrate 

d'ethyle ( 

- L-methionine (14C-3) e t  a la ,D -methionhe ( C-3)dactivitB specifique : 

54 mCi /mM avec des  rendements respectifs globaux de  14 et  11 70 par 

rapport  h 14C03Ba. 

- 
14 C-3). Par hydrolyse chlorhydrique on aboutit respectivement h l a  

14 
- 

La methionine joue un rdle important dans les reactions biologiques 

de methylation et de sulfuration. I1 est donc d'un grand inter& de posseder de 

la methionine marquee par  divers isotopes. On trouve dans la l i t terature 

differentes synthbses de  methionine 35S (1, 2, 3, 4, 51, methionine 14C-35S 

(6 ) ,  methionine (methyl 14C) (7, 8, 9 ) .  methionine (carboxyle 

outre la chaihe carbonee a ete marquee au carbone 14 s u r  l e s  positions 3-4 (11). 

La synthbse que nous avons mise au point permet l'obtention dans de bonnes 

conditions de D-methionine ( C-3)et de L-methionine ( C-3, selon l e  schema 1 : 

14 
C )  (10). En 

14 14 

Nous avons prepare  l 'acide rnkthylthio-2 acetique (DI) par  carbona- 

tation avec I4CO ent re  -80' C et 0- C du m6thylthiomethyllithium (11) obtenu 

par  action du complexe de coordination (BuLi - TMEDA) s u r  le dimethyl salfure 

selon D.J. PETERSON (12). La reduction par  LiA1H4 de l 'acide QII) c o d u i t  

avec unrendement  de 83 70 au methylthio-2 6thanol(l4C-l)  (IV). 

2 

L'action du chlorure de  thionyle sur (IV) nous a bien fourni l e  

chlorure correspondant (V) mais  s u r  l e s  faibles quantites mises  en jeu, il n'a 
pas Bt6 possible d e  sepa re r  (V) des  t r aces  de SOCl qui nuisent au rendement 

final en methionine. Nous avons trouve preferable de preparer  (V) par  action 

de la trioctylphosphine et  du tetrachlorure de carbone s u r  (IV), selon une 

methode decrite par S. HOOZ et S.S.H. G I W I  (13). Il es t  possible d'obtenir 

2 

(V) radioactivement pur par un t ransfer t  sous vide. 

Nous avons tent6 de condenser (V) s u r  le sodio- ou lithio-acetamido- 

malonate de trimethylsilyle ou sur l e  sodio-acetamidomalonate de trimethyl- 

silyle et d'ethyle, dans divers solvants (ether, T .H.F., dim6thoxyethane, 

D.M.F., H.M.P.T.). Tous ces  essa is  ont bte infructueux. I1 semble que l e s  

derives sodes ou l i thies d 'esrers mono- ou bis-(trimethylsilyle) de  l 'acide 

acetamidomalonique ne soimt stables qu'h une temperature t rop  basse pour 

permettre la reaction avec (V) . P a r  contre. le (methylthio-2 ethyl)-acetamido- 
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SCHEMA I 

14 
BuLi  CO2 

C H ~  - S - C H ~  --> C H ~  -s - C H ~  -Li  .-> C H ~  -s  - C H ~  - 1 4 ~ ~ ~ ~  

(11) (111) T MEDA 
(1) 

LiA1H4 TOP 
(I11 ) > C H 3 - S - C % -  14CH20H--)CH3-S-CH2-14CH2C1 

(V) +CC14 (IV) 

COOEt 
COOEt NaOH 1 

(V) I C H 3  - S  -CH2 -14CH2 - k -COOEt -7CH3-S-CH2-14CH 2 1  -C-NHCOCH3 

(VI) ~ H C O C H ~  (VII) COONa 

1) HC1 COOEt 

,/, a-chymotrypsine 

(D) CH3- S - CH2- I4CH2 - CH -NHCOCH3 (L) CH3-S-CHZ-14C%-CH-NHCOCH3 1 HC1 

L-methionine t 4 c - 3 )  

I I 
COOH (W COOEt 

[HCI 

14 D-methionine ( C -3)  

N o t e  : Abbreviations u t i l i sees  : 

DMF = dimethylformamide TOP = trioctylphosphine 

TMEDA = tetram6thylethylhediamine BuLi  = butyllithium 

HMPT = hexamethylphosphorotriamide TMS = te t ramethyls i lane.  

malonate d'ethyle (VI) e s t  obtenu s a n s  difficultes p a r  action B chaud de (V) 

s u r  l e  sodioacetamidomalonate d'ethyle dans  l 'ethanol anhydre . 
L'hydrolyse par t ie l le  du d i e s t e r  (VI) a Bte effectuee selon (14) p a r  

action d'un exces  de soude B l a  t e m p e r a t u r e  ambiante .  
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A p r h  neutralisation exacte et chauffage de (VII) A reflux dans le 

d ioxanne, on obtient par decarboxylation le methylthio-4 acetamido-2 butyrate 

d'ethyle (W) . 
L'action de l'enzyme proteolytique : a-chymotrypsine selon (14) 

conduit A l'ester Bthylique de la D-acetyl methionine (M) et A l a  L-acetyl 

methionhe (X). Le compose (M) es t  extrait A l 'acetate d'ethyle tandis qce 

(X) res te  en solution aqueuse au pH utilise pour l'hydrolyse enzymatjque. 

Apres acidification de  la solution aqueuse, on extrait (X) a l 'acetate d'ethyle. 

L'hydrolyse chlorhydrique de (X) et de (X), conduit respectivement 
14 14 C-3) et  A la L-methionine ( A la D-methionine ( 

pures sans au t res  traitements.  Chacun des deux campos6s e s t  obtenu avec un 

rendement de 15  70 environ par rapport  au  carbonate de depart .  

C-3). radiochimiquement 

Apres purification par  chromatographie preparative papier. l es  

rendements respectifs en D et  L-methionine (14C-3) sont de 11 % et de 14 % 
par  rapport au carbonate de  baryum mis  en oeuvre. La  purete optique de chacun 

des enantiomBres a Bt6 contrdlee p a r  action de la D-amino oxydase et  radio- 

chromatographie s u r  papier du produit reactionnel, selon une technique 

inspiree de (15). 

- PARTIE EXPERIMENTALE - 
Les  chromatographies sur plaques sont effectuees sur plaques de  gel 

de si l ice (Schleicher - Schull F 1500 - LS-254) dans l e  systeme de solvants : 

benzene -acetate d'ethyle (60, 40). 

Pour  les spec t res  R.M.N., on a utilise l 'appareil JEOL C-6OHL 

(TMS en reference interne, deplacements chimiques 6 exprimes en p.p.m. 

s = singulet : d = doublet t t = tr iplet) .  

Acide methylthio-2 acetique (14C-l) : 

Dans un ballon relie A une rarnpe ?i vide, 1 , 4  m l  (10 mM) de  

T.M.E . D . A .  f rakhement  distillee et sechee sur t amis  moleculaire, sont 

traites par 3, 5 m l  (8 mhl) de n-butyllithium (solution A 25 % dans l'hexane. 

Fluka Suisse).  L'addition es t  fafte lentement pour eviter tout echauffement 
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sous refroidissement par un bain d'eau. On ajoute ensuite goutte a goutte 

0, 54 ml  (8 mM) de dimethylsulfure (I) (Fluka, Suisse). Le melange e s t  a@:& 

une nuit B la temperature ambiante. Le vide es t  fait dans l 'appareillage et  

30 ml  de T.H.F. anhydre sont transfer& sous vide dans le ballon reactionnel. 

On transfere ensuite l e  CO obtenu a partir de  200 mCi (3,7 mM) de carbo- 

nate de  baryum ( 

qu'on la i sse  revenir progressivement ti temperature ambiante. A p r h  hydrolyse 

par 20 m l  d'eau et  extraction en continu B l 'ether durant 1 5  heures,  la couche 

aqueuse e s t  acidifiee par I0 m l  de  HCl(6 Net  extraite en continu B l 'ether 

pendant 15  heures . On obtient 166 mCi ( r  endement = 83 70) de l 'acide (111) 

qui donne un seul pic radioactif dans une chromatographie s u r  plaque (Rf  = 0,38). 

x 
2 14 C). Le ballon reactionnel est  place dans un bain ti -80" C, 

: (C CI4) 6 = 2,14 ppm (s, 3H. CH3) ; & = 3,04 ppm 

(s, 2H, C 3 )  ; 6 = 11.40 ppm ( 8 ,  1H. COOH). 

Methylthio-2 ethanol t 4 C - l )  (IV) : 

La solution etheree de (In) est portee B sec  A l 'evaporateur rotatif 

sans  chauffer. On reprend par 50 m l  d'ether anhydre et on traite par 800 mg de 

LiAlH 

destruction de  l 'exchs d'hydrure, on extrait en continu a l 'ether durant 96 heures.  

On obtient 125 mCi de  (IV) qui, chromatographie s u r  plaque presente un seul 

pic radioactif de Rf = 0.04. 

- RIm : (CC14) 6 

une heure B temperature ambiante. puis t ro i s  heures A reflux. Aprhs 4 

2 , O  ppm (s. 3H, CH3) 6 = 2.20 ppm (5, lH, 

OH) : 6 = 2,54 ppm (t, 2H. J = 6 Hz. CH2) ; b = 3,58 ppm (t. 2H. J = 6 Kz, 

CH2). 

Methylthio-2 chloro-1 ethane (I4C-l)  (V) : 

La solution ethdree de (IV) es t  s6chee s u r  sulfate de  sodium. Aprhs 

filtration et rinGage B 1'6ther anhydre, l 'ether e s t  distill6 doucement au rnoyen 

d'une colonne Vigreux, l e  chauffage &ant rea l i s6  pa r  un bain d'huile B 65" C .  

Quand une grande partie de l 'bther a distille, le melange reactionnel es t  

transfer6 dans un ballon forme poire de 25 m l  et  on distille B nouveaure 

maximum d'ether dans les  memes condition#. La distillation e s t  a r re tee  quand 

il ne r e s t e  plus qu'environ 2 m l  de solution au fond du ballon. A p r h  refroidis- 
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sement, on ajoute 0,45 ml  (4, 6 mM) de CC14 anhydre. On refroidit ti O'C 

et on ajoute t r h s  prudemment et  goutte a goutte 2,2 m l  (4, 6 mM) de trioctyl- 

phosphine. On agite une nuit a temperature ambiante. On ajoute a lors  4 ml de 

D.M.F. et on transfhre sous vide secondaire dans un ballon refroidi a l 'azote 

liquide jusqu'a ce que toute l'activitk soit  transferee.  

On obtient ainsi  120 mCi de (V) dont l e  Rf dans une chromatographie 

s u p  plaque e s t  de  0,82. Il reate environ 10 70 d'alcool n'ayant pas rkagi. 

Methylthio-2 ethyl-o-acetamido malonate d'bthyle (VI) : 

La solution t ransferee  contenant 120 mCi de  (V) e s t  diluee par 

10 ml  d'bthanol anhydre et  ajoutee en 10 minutes A. 4, 6 mM de sodioacetamido- 

malonate d'ethyle, lui-m@me obtenu par action de 106  mg  (4. 6 mM) de sodium 

sur 998 mg (4 ,  6 mM) d'acetamidomalonate d'ethyle. On agite l 'abri  de 

l'humidite 10 minutes A la temperature ambiante, puis 15 heures a 60" C.  

Apres refroidissement, on fi l tre le NaCl forme s u r  fri t te no 4 et on le rince 

a l'ethanol. On obtient 110 mCi de  (VI) radiochimiquement pur comme le 

montre UIE chromatographie s u r  plaque (Rf = 0. 65). 

Methylthio-4 acetamido-2 butyrate d'ethyle (VIII) : 

A la solution ethanolique contenant 110 mCi (2 mM) de (VI), on 

ajoute 1 ml de soude 5 N (5  mM). On agite une heure a temperature ambiante. 

Une chromat ographie dans les  conditions ci-dessus montre un pic actif 

principal correspondant au s e l  de sodium de MI), de  R f  = 0.06. Deux impure- 

tes actives representent environ 20 '% de l 'activite totale. La solution e s t  

neutralisee exactement par HCl(N) et  evaporee a sec .  Les  deux impuretes 

actives, volatiles, sont eliminees lors de cette evaporation. Il r e s t e  (VII), 
produit cristall is6 blanc qui es t  seche s u r  potasse e t  sous vide. On reprend 

par 50 m l  de  dioxanne e t  on chauffe 3 heures A reflux. Aprhs refroidissement, 

on fi l tre le precipite de NaC1. 

L'activite de la solution e s t  de 80 mCi. La chromatographie dans 

les conditions ci-dessus montre un pic principal correspondant a WID) 
( R f  = 0.29) e t  1 5  '% environ d'impurete active ( R f  = 0,3). 
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Hydrolyse enzymatique du groupe e s t e r  : 

La solution precedente e s t  portee A sec  et l e  residu est  repr i s  par 

50 ml d'une solution 0.1 N de KC1 contenant 7 m g  d e  KH PO4. On agite 

vigoureusement et on chauffe au bain d'huile A 37" C. Le pH de  la solution e s t  

ajuste A pH 7 par  addition de soude normale (pH initial = 3). On ajoute a lors  

30 mg d'  a-chymotrypsine (Boehringer Mannheim, R.F.A.) et on maintient 

le pH A la valeur constante 7 ,2  par  addition de soude 0 , l  N dont l e  debit 

est  rkglk par  un pH-stat. Au bout d'une heure, la quantit6 theorique de soude 

a Bt6 ajoutee, soit 6,2 ml (compte tenu des  1 5  70 d'impuretes actives). Apres  

3 heures, toute addition de soude a cesse .  L'extraction par  un grand volume 

d'acetate d'ethyle permet d'obtenir 33 mCi de(IX) (un seul pic actif de Rf = 0,06 

dans l e  systerne de  chromatographie ci-dessus). La  solution aqueuse restante 

es t  acidifiee par 10 ml de HC1 6 N et extraite par un grand volume d'acetate 

d'kthyle, ce  qui donne 33 mCi de  (X) radiochimiquement pur par  

chromatographie s u r  plaque de  gel de  si l ice (Rf = 0,05 dans benzene - 

2 

acetate d'ethyle (60 - 40) et Rf  = 0,81 dans butanol - acide acetique - eau 

(50 - 25 - 25). Les  deux solutions sont portees P sec. 

D-Methionine (I4C-3) : 

(1x1 es t  r ep r i s  par  20 m l  du melange HC1 - HCOOH (1 - 1) et on 

chauffe 15  heures A reflux. O n  obtient 33 mCi de D-methionine (14C-3) 

contenant moins de 5 % d'impuretes actives. Rendement global : 1 6  70. 

14 L-Methionine ( C-3) : 

L'hydrolyse chlorhydrique effectuee dans des  conditions identiques 

A celles utilisees pour l ' isomere D, donne 33 mCi de L-methionine ( C-3) 

d'une purete active superieure A 95 %. Rendement global : 16  70. 

14 

Purification et  contrsles : 

La L-methionine et la D-methionhe sont purifieee p a r  chromatogra- 

phies preparatives s u r  papier Whatman n" 3 (chacune s u r  deux feuiZles 60 cm x 

50 cm) dans le systeme de solvant : hutanol, acide formique. eau (75. 15, 10). 
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L'activite e s t  reperee  pa r  autoradiographie e t  l'elution s e  fait par l 'eau 

tridistillee contenant 10 70 d'acide formique. Le contr6le de purete es t  fait 

A ]'aide 4 ' m  mtoanalyseur d'aminoacides (JEOL) et  par  chromatographie sur  

? a l ~ e :  VJhatman n'3 dans les systhmes de solvants : 

Butanol - Acide formique - Eau 

t-Butanol - Methyl6thylcetone - Eau - Ammoniaque (40 - 3'1 - 20 - 10) 

t-Butanol - Methanol - Eau - Pyridine 

Ces contr6les montrent une seule impurete active, identifiee I l a  

(50  - 2 5  - 25)  

(35  - 4 0  - 2 0  - 5) .  

rnethiunine sulfoxyde 

L e t  l a  T)-methionine sont conservees I sec ,  sous azote et I -20' C .  En solution 

aqueuse il s e  forme rapidement l e  sulfoxyde. 

e t  representant moins de 2 70 de l'activite totale. La 

On a ahsi  obtenu 27  mCi de L-methionhe (14C-3) (Rdt. global : 
14  14  To) et 22 mCi de D-methionhe ( '2-3) (Rdt. global : 11 70). L'activite 

spec i fque  es t  de  54 mCi/mM (determinee par  dosage s u r  l 'analyseur automa- 

tique d'xminoacides). 

Cont rd le  de la purete optique : 

1) L-methionine (14C-3) : 

ICI! pCi de L-methionine (14C-3) sont ajoutes A 1 m l  de  tampon de 

pyropl csphate de sodium 0 , l  M I pH 8 , l .  Sons atmosphgre d'oxygene, 

on ajoute 5 mg de D-aminooxydase (N .B .C., Cleveland - U.S .A).  Pendant 

heures,  on agite vigounusement I temperature ambiante, sous atmosphere 

d'oxygene . Aprbs acidification de la solution, l e s  chromatographies sur papier 

Whatmsn n" 1 dans  l e s  solvants uti l ises pour le contrdle de la purete radio- 

chimique, montrent un pic actif de  methionine et un pic actif de  sulfoxyde 

(2 '% environ). Aucune t race  d ' isombre D n'a et6 decelee par  cette methode 

qui permet de deceler 1 % d'impurete. 

U n  e s sa i  temoin effectue dans l e s  memes conditions s u r  la D-methio- 

nine a permis  de  contrdler l 'activitb du lot de  D-aminooxydase qui a donne 

x c  transformation complete. 

2 )  D-methionine (14C-3) : 

On lopere de  meme en traitant 100 pCi de  D-methionine ( 
14  C-3)  par 
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la L-aminooxydase (N .B .C .) dans  un tampon “tris” 0,l M A pH 7,2. Le 

d e g r e  de  pure te  optique est s u p e r i e u r  A 99 %. L‘activitb du lot de  L-amino- 

oxydase u t i l i se  est egalement  contrdlbe p a r  act ion s u r  de la L-mbthionine. 
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