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RESUME

Leg auteurs décrivent les améliorations qu'ils ont apportées
aux procédés déja connus de synth@ee de la DL-lyeine, marquée &
1'% en w ouen ¢ .Ia bis N o N e=chloracétyl lysine, nécessaire
pour réaliser le dédoublement de la DL lysine sous l'action de
L'acyclase est préparée avec un bon rendement & 1'aide du chlor-

acétate de paranitrophényle.

SUMMARY

An improved method ie described for synthetizing DL-lysine,

15y 1abelled on o or . The paranitrophenylchloracetate was used

in lieu of ehloracétylehloride for synthetizing the bis N a N e-
chloracetyl lysine, which was subjected to the action of hog
kidney qcylase. L-lysine was thue obtained.

Devent utiliser pour nos expérimentations métaboliques des
quentités reletivement importentes de lysine marquée sur l'un ou
1l'autre de ses atomes d'szote, nous avons 6té amenés & préperer
chacun de ces produits en reprensnt des procédés de synthise tout
A fait classiques. Il s'est cependant révélé utile d'spporter eux
modes qpdratoirss qui dteient décrits, certeines précisions ou modi-

fications, ce gqui motive las prdsente note.



230 J. et Ch. Mizon

Ces adaptetions concernent essentiellement les conditions de

condenaation de le phtalimids15

N svec 1'X bromo g benzoyl smino
ceproate d'éthyle dens le procédé A (préperation de la DL-lysine
ol 15N) et esvec la bromobutyl-hydantoine dans le procédé B (prépere-
tion de l® DL-lysine &15N). tes protocoles choisis permettent d'in-
troduire l'azote marqué dans les tout derniers stades de la prépaera-

tion,

Le dédoublement de ls DL-lysine en ses deux isoméres optiques

seet réalisé classiquement per action de l'acylase de rein de porc
sur le bis NA N £ -chlorecétyl lysine, selon GREENSTEIN (1-2). Cepen-
dant, & 1'échelle de préparation ol nous nous placions, lea synthdse
de cette decnidre par action du chlorure de chlorecétyle, décrite
comme satisfaisante avec une mole de monochlorhydrate de DL-lysine
(182,5 g) s'est révélée difficile 2 sppliquer. L'utilisation du
chloracétate de paranitrophényle, selon la méthode décrite per
WARREN et al. (3) pour l'acideo smincedipique, permet d'obtenir

aisément le bis No N& -chloracétyl lysins avec un bon rendement.

Afin d'éviter de multiples recherches bibliographiques 2
ceux qui mettraient en osuvre ces procédés, nous rappelons ci-
aprds nos différents essais, ainsi que la totalité des modes opé-
ratoires depuis les matidres premidres commercisles dens la partis
expérimentale,

Nous avions d'abord essayé de préparer le DL-lysine N15N, an
condensant le phtalimidomalonate d'éthyls sodé merqué {(4) avec la
4 iodobutylphtalimide, selon ARNSTEIN (5), puis eavec la 4 bramobutyl-
phtalimide, plus stable et plus facilement accessible, préparée par
la méthode utilisée par DRAKE pour obtenir la bromoéthylphtelimide

15N,

(6). Cependant, aprads l'incorporstion de 1°' plusieunts étapes

sont encore nécessaires pour obtenir la lysins, et le rendemsnt par
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rapport au produit marqué de départ, la phtalimide1sN, en ast forcé-
ment diminué, De plus, le lysine obtenue est souillée par la présence
de glycocolle, produit d'hydrolyse du phtalimidomalonate d'éthyle

sodé n'ayant pas réagi.

Nous avons utilisé ls technique proposée initialement par
BRAUN (7) et reprise par différents suteurs (8-9), qui consiste 2
préperer 1'eo bromo & bsnzoylaminocaproate d'éthyle, & partir de
la cyclohexenone (schémz 1). Nous présentons les modalités opéres-
toires qui nous ont permig de réaliser le coﬁdansation avec le
phtalimide, dens de bonnés conditions. Le rendement ds cette tech-
nigue einsi modifiée et sa facilité d'exécution se compsrent favo-

rablement aux procédés décrits per asilleurs (10).
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Schéma 1

De méme, la DL-lysine 815N est fréquemment préparée par la

condensation de ls phtelimids avec le bromobutylphtelimidomslonate
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d'éthyle (11). Cependent, ce dernier dérivé ne cristellissnt pas,

la condensation svec la phtalimids15

N est pratigquée directemsnt
sur le produit brut. Appliqué & des quantités plus faibles de
produit de départ (10), il devient nécessaire de purifier le
bromobutylphtalimidomelonate d'éthyle puis le dichlorhydrate de
lysine marqués par chromatographie.

Nous esvons donc préféré condenser le phtalimidawsN avec ls

bromobutylhydantofne, préperés sslon GAUDRY & partir du dihydro-
pyrane (13)(schéma 2)
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Schéms 2

La techniqus proposée ici, bien que nécessitent une hydrolyse

sous presasion par la baryte, permet de réaliser le condsnsation

avec la phtalimide1sN dans de meilleures conditions,
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PARTIE EXPERIMENTALE

LYSINE of 15N : procéds A

Le préparation de 1' o bromo gbenzoyleminoceproate d'éthyle
(1) est clessique (13).

8,25 g de 1 (25 mM) sont dissous dans 50 ml de DMF. Ajouter
alors 3,7 g de phtelimide potassée (20 mM) et cheuffer 30 minutes
4 90°C, sous agitetion, Diluer la suspension obtenus avec 50 ml de
chloroforme st verser dans 120 ml d'eau. Sépersr la phese orgenique
et extraire a nouvesu avec desux fois 20 ml de chloroforme. Les solu=-
tions orgenigues réunies sont lasvées avec 20 ml de squde N/10, puis
20 ml d'esau, séchées sur sulfete de sodium sec et éveporées a sic~
cité sous pression réduite, Le résidu est directement hydrolysé per
chauffage de 24 heures a reflux dans le mélange HCl concentré 40 ml-
acide acétique 20 ml., Apr&s cristallisation a froid de 1'scide phta-
lique, celui-ci est éliminéd psr filtration et la solution résiduslls
sst éveporéds 3 sec, sous pression réduits, avec reprise par l'esu
piusieuna fole pour éliminer l'acide chlorhydrique en excés, Le
résidu, redissous dans 40 ml d'eau, rééssoré si besoin sst, pour
6liminsr l'ecide phtelique restant, est amené & pH 5 per addition
de pyridine, puis la solution obtenue est diluée par 4 fois son

volume d'éthanol, Le monochlorhydrate de lysine commence immédia-

tement & cristalliser. Il est essoré sprds 24 hHeures & +4°C, lavé
2 1'éthanol sbsolu et séché, Il est recristallisé dans le mélange
éthenol-eau (8-1).
PF : 258-260°C. % N théorique : 15,33
% N pratique : 15,01
Rendement (aprds une recristallisstion) par rapport 2 la phtalimide

potassée: 2,7 g., soit 73 p.100.
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Le pureté a été contrdlée par electrophorése sur papier WHATMAN
n® 3, en tampon pyridine-acétique de pH 3 (90 minutes 3 2500 v) st
en chromatographie bidimensionnelle dens.le systéeme butenol-phénol.

Révélation & la ninhydrine.
LYSINE £ 15N : procéds B

La § hydroxyvaleraldéhyde (II) est obtenue a partir du dihydro-
pyrane (14). Elle n'est pas isnlée et apris nseutralisation par la
soude, de la sclution agqueuss obtenue, elle est condensée directe-
ment avec le bisulfite de sodium et traitée de manidre & obtenir
le S8hydroxybutylhydantoine, puis la S&bromobutylhydantoine (I11)
sslon GAUDRY (13).

9,4 g'de 111 (40 mM) dissous dans 75 ml de DMF sont chauffés
90 minutes 2 90°C sous agitation, apr3s addition de 6,2 g de phtea-
limide potassée (33 mm).

La DMF est évaporée sous pression réduite et le résidu est
épuisé par 3 fois 30 ml d'eau. Les extraits aqueux sont lavés deux
fois svec du chloroforme puis la couche organigue est ajoutée au
résidu de condensation, Apres éveporation & siccité, sous pression

réduite, la messe pateuse obtenue est hydrolysée & 1'autoclave une

heure & 160°C par la baryte (31 g d'octohydrate dans 170 ml d'eau).
Aprés refroidissement de la bombe, on ajoute 12 g de carbonate
d'ammonium et on essore. La solution obtenue est évaporée a sec
et le résidu hydrolysé par ébullition 24 hsures dans le mélange
HCl concentré (100 ml)-acide acétique concentré (50 ml). Le lysins
est ensuite isolée comme précedemment,
PF : 258-261°C. % N théorique : 15,33

% N pratique : 14,98

Rendement (apr2s une recristallisation) par repport a le phtalimide
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potassée : 3,12 g ( 51 p.100).

La pureté a été contrdléde par electropharése sur papier WHATMAN
n® 3, en tampon pyridine-acétique de pH 3 (90 minutes & 2500 v) et
en chromatographie bidimensionnelle dans le¢ syst&me butanol~-phénol

Révélation & la ninhydrine.

DEDOUBLEMENT DU RACEMIQUE

Il est conduit sedon la méthode de GREENSTEIN (1) & partir de
la bis N« Nf-chloracétyl lysine,elle-mdme obtenue par action du
chloracétate de para nitrophényle. Ce dernier est préparé selon le
procédé décrit par WARREN et al. (3)

2,36 g d'ecide monochloracétique (25 mm) puis 4,18 g de para-
nitrophénol (30 mM) sont dissous dans 75 ml d'acétate d'éthyle. A
la solution ainsi obtenue et refroidie, sont ajoutéds sous agitation
5,45 g de dicyclohexylcarbodiimide (25 mM) dissocus dans 50 ml d'acé-
tate d'éthyle. Un précipité blanc se forme presqu'immédiatement.

L'agitetion est continude pendent 1 h30 & le température du labora-
toire,

On ajoute alors 0,25 ml d'acide acétique. Apris élimination
de l'uréide formé par filtration, la solution restante sst concen-
trée sous pression réduite. Le chlorhydrate de para nitrophényle
récupéré est recristallisé dans 1'éthanol-acétiqus.

PF : 95-97°C
Rendement : 80 p.100 aprés une recristallisation

Le bis N Né-chlorecétyl lysine est alors préparée. 1,37 g de
DL-lysine (7,5 mM) sont dissous dans 15 ml de NaOH N. Ajouter 5 ml
d'acétons, puis peu & peu et sopus agitation une soclution de 3,8 g de
chloracétate de p.nitrophényle (18 mM) dans 15 ml d'acétone. On
maintient le pH entre 10 et 11 per sddition de leesive de souds

pendant la durée de la réaction. L'agitation est poursuivie une
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heure puis le pH est ajusté & 7 avec HC1l N, et l'acétone sst élimi-
née sous pression réduite.

La solution résiduelle, acidifiée & pH 5,5 est extraite par
S fois 20 ml d'acétets d'éthyle qui entraine 1le para nitrophénol.
La phase aqueuss, ajustés & pH 1,25, sau moyen d*'HC1l 6 N, est épuisée
par l'acétate d'éthyle (7 fois 25 ml). L'extrait organiqus, séché
sur sulfate de sodium, est dvaporé sous pression réduite et le
résidu trituré avec un peu d'ether snhydre. Aprés 24 heures 3 +4°C,
ls bis N« N &chlaracétyl lysine gui a cristallisée, est essorés.
PF : 84-80°C.
Rendement : 1,57 g, soit 70 p.100.

La bis N« Né&-chloracétyl lysine est alors incubée, a pH 7, en
présence d'acylase de rein de porc (L.LIGHT & Ca.LVd, Colnbrook,

England)
L'isolement de 1' N &-chloracétyl lysine puis son hydrolyse

sont conduits comme décrits par GREENSTEIN,

Le pouvoir rotatoire du monochlorhydrate de L lysine obtenu
a été vérifié, & l'aide d'un polarimétre PERKIN~-ELMER 141, en solu-
tion dans l'acide chlorhydrique 5 N (0,43 p.1000) & la température

du laboretoire (22-25°C), dens une celluls en quartz de 1 dm.

BIBLIOGRAPHIE

1 - GREENSTEIN J.P., BIRBAUM S.Mm, et OTEY M.C.

J.Am.Chem,Soc., 75, (1953), 1994-~-1995

2 - GREENSTEIN J.P. et WINITZ m,

Chemistry of the Aming Acids, Vol.III, chap.32,
2097-2124. {John Wiley & Sons, Inc.)




D and L~Lysine—alsﬂ and—< 1%y 237

3 -  WARREN S.C., NEWTON G.G.F. et ABRAHAM E.P,
Biochem.J., 103, (1867), 891-901

4 - DUNN M.S. et SMART B8.W.
J.8icl.Chem., 89, (1930), 41-50

S -  ARNSTEIN H.R.V., HUNTER G.D., MUIR M.M. et NEUBERGER A.
J.Chem,Soc., 2, (1952), 1329-1334

6 ~- DRAKE N.L, et GARMAN J.A

J.Amer.Chem.Soc., 71, (1949), 2425-2427

7 - BRAUN

Ber., 42, (1905}, 839

8 - ECK J.C. et MARVEL C.S.
J.B8iol.Chem,, 106, (1934), 387-391
9 -  WEISSMAN N, et SCHOENHEIMER R,
J.8iol.Chem., 148, (1941), 779-795

e e

10 - GROVE J,A., GILBERTSON T.J., HAMMERSTEDT R.H. et HENDERSON L.M

Biochem.Biophys.Acta, 184, (1969), 329-337

11 - FINK R.M,, ENNS T., KIMBALL C.P., SILBERSTEIN H.E., BALE W.F.,
MADDEN S.C. st WHIPPLE G.H.
J.Exp.fMed., 80, (1944), 455-475

12 - GAUDRY R.

Can,J.Res., 26, sec,B, 387-392

13 - Synthéses organigues, II, 30-33 (MASSON,Ed.)

14 =~ Orgenic Syntheses, coll.vol.III, 470

(WILEY & Sone, £d.)
® Les asuteurs remercient Monsisur le Professeur Ch,LESPAGNOL des

précisux conseils qu'il a bisn voulu leur prodiguer.



