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RESUME 

Les auteur9 ddcrivent Zes amdliorations qu'i ts  ont apportdee 
aux procd&s ddjd connus ds synthPse de l a  DL-lysine, marqude d 

1"'N en a ou en E .La b i s  N a N e-chtoracdtyl l p i n e ,  ndcessaire 
pour rdaliser l e  dddoublement de Za DL lysine sous l 'action de 
l'acyclase e s t  prdparde avec un bon rendement d t'aide du chlor- 
acdtate de paranitrophbnyle. 

S U M M A R Y  

An improved method is described for synthetizing DL-lysine, 
15N labelled on a o r  E. The parawitmphenylchloracetate was used 
i n  Zieu of chloracdtylchloride for synthetizing the b i s  N a N E- 

chloracetgl lysine, which was subjected to the action of hog 
kidney qcylase. L-lysine was thus obtained. 

Osvant u t i l i s e r  pour no8 e x p 6 r i n e n t a t i o n a  m6tabol iquea den 

q u a n t i t e s  r e l s t i v a n e n t  impor tantes  de l y e i n e  marquee eur  l ' u n  ou 

l ' a u t r e  de 88s etomes d ' a z o t s ,  nous avono Bt6  amen68 B p r 6 p a r e r  

chacun de ces p r o d u i t s  an reprenant  des proc6d6s de synthbse t o u t  

A f a i t  e l a r s i q u e a .  I1 s t o a t  cependant rev616 u t i l e  d ' a p p o r t e r  aux 

mode8 q p 0 r e t o i r e s  q u i  B t a i e n t  d h r i t s ,  c e r t a i n e s  p r 6 c i a i o n s  ou modi- 

P i c a t i o A s ,  ce  q u i  motive l a  pr6oents  note .  
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Ces adaptations concernant essentiellement les conditions da 

condensation d e  l a  phta1imide"N avec l'l bromo & benzoyl amino 

caproate d'Bthyle dana le procede A (pr6psration d e  la DL-lysine 

d 1 5 N )  et avec l a  bromobutyl-hydantoine dane le procede B (prepera- 

tion d e  l a  DL-lysine E''N). Les protocolee choisis permettent d'in- 

troduire l'azote marque dane l e s  tout dernier8 stades d e  l a  prepass- 

tion. 

L e  dedoublement de l a  DL-lysine en ees deux iaomereo optiques 

est realist5 classiquement par action d e  l'acylase d e  rein d e  porc 

sur l a  bis N d  N E - c h l o r a c 6 t y l  lysine, eelon GREENSTEIN ( ? - 2 ) .  Cepen- 

dant, 1 1'6chelle d e  preparation oh nous nous placions, l a  eynthgse 

de cette dsenibre par action du chlorure d e  chloracBtyle, d6crite 

comme satisfaisante avec une m o l e  d e  monochlorhydrate d e  DL-lysine 

( 1 8 2 , s  g) 8'est r6v616e difficile 1 appliques. L'utilisation du 

chlorac6tate d e  paranitrophbnyle, eelon l a  mdthode d6crite par 

WARREN et el. (3) pour l'acidectaminoadipique, permet d'obtenir 

aieement l a  bis N d N C - c h l o r a c 6 t y l  lysine avec un bon rendement. 

Afin d'6viter d e  multiples recherches bibliographiques 1 

ceux qui mettraient en oeuvre c e s  proc6d66, nous rappelons ci- 

apres nos diff6rents essais, ainsi que la totalit6 dms modes op6-  

ratoirea depuis l e s  matibras premieres commerciales dans la partie 

exp6rimentale. 

Noua avions d'abord essay6 d e  prepares l e  DL-lysine "'N, en 

condenssnt l a  phtalinidomalonate d'6thyle sod6 marque (4) avec l a  

4 iodobutylphtalimide, eelon ARNSTEIN (S), puis avec la 4 bromobutyl- 

phtalimide, plus stable et plus facilement accessible, pr6par6e par 

l a  mdthode utilis6e par DRAKE pour obtenir l a  bromo6thylphtalimide 

(6). Cependsnt, sprbs l'incorporation de 1' "N, plusieum, 6tapes 

aont encore n6censaires pour obtenir l a  lysine, et le rendement par 
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r a p p o r t  a u  p r o d u i t  m a r q u e  d e  d e p a r t ,  l a  p h t a l i m i d e 1 5 N ,  e n  e a t  f o r c e -  

ment  d i m i n u d .  De p l u s ,  l a  l y s i n e  o b t e n u e  e a t  s o u i l l h e  p a r  l a  p r e s e n c e  

d e  g l y c o c o l l e ,  p r o d u i t  d ' h y d r o l y s e  du p h t a l i m i d o m a l o n a t e  d ' d t h y l e  

s o d 6  n ' e y a n t  p a s  r e a g i .  

Noue a u o n a  u t i l i s e  l a  t e c h n i q u e  p r o p o e d e  i n i t i a l e m a n t  p a r  

BRAUN ( 7 )  a t  r e p r i s e  p a r  d i f f i r e n t s  a u t e u r 8  (6 -9 ) ,  qui c o n r i e t e  h 

p r d p a r e r  1 ' 4  bromo L b e n z o y l a m i n o c s p r o a t e  d ' d t h y l e ,  8 p a r t i r  d e  

l a  c y c l o h e x a n o n e  ( e c h 4 m ~  1 ) .  Noue p r d e e n t o n a  lee m o d a l i t d e  o p 0 r e -  

t o i r e a  q u i  noua a n t  p e r m i s  d e  r e a l i e e r  1s c o n d e n e a t i o n  a v e c  l a  

p h f e l i m i d e ,  d o n e  d e  b o n n e e  c o n d i t i o n r .  Le  r e n d e m e n t  d e  c e t t e  t e c h -  

n i q u e  a i n a i  n o d i f i e e  e t  ea f a c i l i t 6  d ' e x 6 c u t i o n  a e  c o m p a r e n t  f a u o -  

r a b l e m e n t  a u x  p r o c 6 d h  d d c r i t e  p e r  a i l l e u r r  ( 1 0 ) .  

NH-CO-C H 0 5  

Schema 1 

COOH 
I - ( C H 2 I 5  
I 
NH-CO-C6H5 

J 
CORH 

CH-Br  
I 

I 

NH-CO-C6H5 NH-CO-C6H5 

f 

Da m h m ,  l a  D L - l y r i n e  el5N e a t  f r 6 q u e m m e n t  pr t f tparde  p a r  l a  

c o n d o n 8 a t i o n  d e  l a  p h t a l i m i d e  avec le bromobutylphtelimidomalonate 
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d ' i t h y l e  ( 1 1 ) .  C e p e n d a n t ,  c e  d e r n i e r  d e r i v e  n e  c r i s t a l l i s s n t  p a s ,  

l a  c o n d e n s a t i o n  a v e c  l a  p h t s l i m i d e 1 5 N  e s t  p r e t i q u h e  d i r e c t e m e n t  

sur 1 s  p r o d u i t  b r u t .  A p p l i q u e  1 des q u e n t i t e s  p l u s  f a i b l e s  d e  

p r o d u i t  d e  d e p a r t  ( l o ) ,  il d e v i e n t  n 6 c e s a a i r e  d e  p u r i f i e r  l e  

b r o m o b u t y l p h t a l i m i d o m a l o n a t A  d ' Q t h y l e  p u i s  l a  d i c h l o r h y d r a t e  de 

l y s i n e  m a r q u e e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e .  

Nous n v o n s  d o n c  pr6fcSr6  c o n d e n s e r  la p h t a l i m i d e 1 5 N  a v e c  l a  

b r o m o b u t y l h y d a n t o x n e ,  p r d p s r e e  a e l o n  G A U D R Y  h p a r t i r  d u  d i h y d r o -  

p y r a n e  ( 1 3 ) ( a c h 6 m s  2 )  

OH OH OH 

C O - N H  
.1 I 1  

C O - N H  
Br - ( c H ~ ) ~ - c H  ' 1 + HO - (CH2l4  -CH, ' I  

\ 
N H - C O  N H - C O  

I 1 1  

J 

L a  t e c h n i q u e  p r o p o a h e  i c i ,  b i e n  q u e  n e c e s a i t a n t  u n e  h y d r o l y r e  

s o u s  p r e e s i o n  p e r  1s b a r y t e ,  p e r m e t  d e  r d a l i s e r  l a  c o n d e n s a t i o n  

a v e c  la p h t a l i m i d e l S N  d a n s  d e  m e i l l e u r e s  c o n d i t i o n s .  
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PARTIE EXPERIMENTALE 

LYSINE d "N : p r o c Q d 6  A 

La p r e p a r a t i o n  d e  1' bromo a b e n z o y l s m i n o c s p r o a t e  d ' d t h y l e  

( I )  e a t  c l a s e i q u e  (13) .  

8 , 2 5  g d e  1 ( 2 5  m f l )  s o n t  d i s s o u s  d e n s  5 0  m l  d e  DmF. A j o u t e r  

a l o r s  3 , 7  g d e  p h t a l i m i d e  p o t a a e 6 e  ( 2 0  m f l )  e t  c h a u f f e r  90 m i n u t e s  

b 90°C, s o u s  a g i t a t i o n .  D i l u e r  l a  s u s p e n s i o n  o b t e n u e  a v e c  50 m l  d e  

c h l o r o f o r m e  a t  verser d a n a  1 2 0  m l  d ' e e u .  S Q p e r e r  l a  p h a s e  o r g a n i q u e  

e t  e x t r a i r e  B n o u v e a u   EVE^ d e u x  f o i e  20 m l  d e  c h l o r o f o r m e .  Lea  s o l u -  

t i o n s  o r g a n i q u e s  r l u n i e e  s o n t  l a v l e a  a v e c  20 r n l  d e  s q u d e  N/10,  p u i s  

2 0  m l  d ' e a u ,  s Q c h 6 e e  o u r  s u l f a t e  d e  s o d i u m  s e c  e t  Q v e p o r l e s  B e ic -  

c i t e  soue p r e a e i o n  r 6 d u i t e .  Le r e a i d u  e s t  d i r e c t e m e n t  h y d r o l y e 6  p a r  

c h a u f f a g e  de 2 4  h e u r e s  B r a f l u x  d a n s  l e  m e l a n g e  H C 1  c o n c e n t r d  40 m l -  

a c i d e  a c l t i q u e  2 0  m l .  A p r k s  c r i s t a l l i s s t i o n  k f r o i d  d e  l ' a c i d e  p h t a -  

l i q u e ,  c e l u i - c i  est B l i m i n Q  p a r  f i l t r a t i o n  e t  1s s o l u t i o n  r 6 s i d u e l l e  

e s t  Q v s p o r l e  B sec,  s o u 8  p r e s e i o n  r B d u i t e ,  s v e c  r e p r i s e  p a r  l ' e w  

p l u s i e u m  f o i s  :our B l i m i n e r  l ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  e n  e x c b s .  Le 

r l s i d u ,  r f l d i a s o u s  , d e n s  40 m l  d ' e e u ,  rbBssor6 si b e s o i n  e s t ,  p o u r  

r j l i r n i n ~ ~ r  l ' a c i d e  p h t a l i q u e  r e a t a n t ,  e a t  amen4 pH 5 p e r  a d d i t i o n  

d e  p y r i d i n e ,  p u i s  l a  s o l u t i o n  o b t e n u e  e s t  d i l u B e  p a r  4 f o i s  s o n  

v o l u m e  d ' Q t h a n o 1 .  Le m o n o c h l o r h y d r a t e  d e  l y s i n e  commence i m d d i a -  

t e m e n t  B c r i s t a l l i s e r .  I1 e s t  esaorB a p r b a  24 b e u r e s  B + 4 O C ,  l a v e  

B l ' l t h a n o l  e b s o l u  e t  s 6 c h b .  I 1  e a t  r e c r i e t a l l i o e  d e n s  l e  m e l a n g e  

b t h a n o l - e s u  ( 8 - 1 ) .  

PF : 258-26OOC. N t h B o r i q u e  : 15,53 

$ N p r s t i q u e  : 1 5 , O l  

Rendernent ( a p r b s  u n e  r e c r i e t a l l i s a t i o n )  p a r  r a p p o r t  B l a  p h t a l i m i d e  

p o t a s s B e :  2 ,7  g . ,  s o i t  73 p.100.  
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L a  p u r e t B  a 6 t h  c o n t r 6 l B e  p a r  e l e c t r o p h o r k a e  s u r  p a p i e r  UlHATAlAfl 

n o  3 ,  en tampon p y r i d i n e - a c B t i q u e  de  pH 3 (90  m i n u t e s  2 5 0 0  v )  e t  

en c h r o m a t o g r a p h i e  b i d i m e n s i o n n e l l e  dans  l e  sys tems  b u t a n o l - p h e n o l .  

R B v e l a t i o n  h l a  n i n h y d r i n e .  

LYSINE L15N : procBd6  B 

L a 6 h y d r o x y v e l e r a l d e h y d e  (11) e a t  ob tenue  b p a r ' t i r  du d i h y d r o -  

p y r a n e  ( 1 4 ) .  E l l e  n ' e s t  paa i s o l 6 e  e t  a p r b s  n e u t r a l i s a t i o n  p a r  l a  

soude, de  l a  s o l u t i o n  aqueuse ob tenue ,  e l l e  e s t  condensee d i r e c t e -  

ment avec  l e  b i a u l f i t e  de  sod ium e t  t ra i t .de de m a n i e r a  h o b t e n i r  

l a  5 6 h y d r o x y b u t y l h y d a n t o i n e ,  p u i s  l a  S L b r o m o b u t y l h y d a n t o i n e  (111 )  

s a l o n  CRUDRY ( 1 3 ) .  

9,4 g de  111 ( 4 0  mm) d i s s o u s  dans  75  m l  de D I F  a o n t  c h a u f f B s  

9 0  m i n u t e s  h 90°C sous  a g i t a t i o n ,  ap rBs  a d d i t i o n  de 6 , 2  g de p h t a -  

l i m i d e  p o t a a s 6 e  ( 3 3  m m ) .  

L a  DmF e a t  Qvaporee  aous  p r e s s i o n  r 6 d u i t e  e t  l e  r B s i d u  e a t  

Q p u i s 6  p a r  3 f o i s  30  m l  d 'eau .  L e s  e x t r a i t s  aqueux s o n t  l e v e e  deux 

f o i s  avec d u  c h l o r o f o r m e  p u i s  l a  coucha o r g a n i q u e  e s t  a j o u t e e  au 

r d s i d u  de  c o n d e n s a t i o n .  Rpres  Q v a p o r a t i o n  3s e i c c i t 6 ,  SOUB p r e s s i o n  

r B d u i t e ,  l a  masse p i t e u e e  o b t e n u e  e s t  h y d r o l y a B e  3s l ' a u t o c l a v e  une 

h e u r e  h 160°C p a r  l a  b a r y t e  ( 3 1  g d ' o c t o h y d r a t e  dans  170 m l  d ' e a u ) .  

Apres r e f r o i d i s s e m e n t  de  l a  bombe, on a j o u t e  12 g de c a r b o n a t e  

d'ammonium e t  on e s s o r e .  L a  s o l u t i o n  o b t e n u e  e s t  Bvaporee i sec 

e t  l e  r e s i d u  h y d r o l y s e  p a r  B b u l l i t i o n  24 h a u r e s  dans  l e  melange 

H C 1  c o n c e n t r e  (100 m1) -ac ide  a c Q t i q u e  c o n c e n t r e  (.50 m l ) .  La  l y s i n e  

e s t  e n s u i t e  i s o l B e  comme pr6cedemment.  

PF : 258-261°C.  % N t h d o r i q u e  : 1 5 , 3 3  

% N p r a t i q u e  : 1 4 , 9 8  

Rendement ( a p r h s  une r a c r i s t a l l i s a t i o n )  p a r  r a p p o r t  B l a  p h t a l i m i d e  
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po tass6e  : 3,12 g ( 51 p.100). 

La p u r e t 6  a B t 6  con t r616e  p a r  e l e c t r o p h o r h s e  sur  p a p i e r  WHATMAN 

n o  3, en tampon p y r i d i n e - a c 6 t i q u e  de pH 3 (90 m inu tes  b 2500 v )  e t  

en chromatographie b i d i m e n s i o n n e l l e  dans le systhrne bu tano l -ph6no l  

R B v d l a t i o o  $I l a  n i n h y d r i n e .  

DEDOUBLEMENT DU R A C E M I P U E  

I1 e s t  c o n d u i t  s e l o n  l a  mdthode de G R E E N S T E I N  (1) Q p a r t i r  d e  

l a  bis N d  N E - c h l o r a c d t y l  lye ine,e l le-mPme obtenue p a r  a c t i o n  du 

c h l o r a c e t a t e  de p a r a  n i t r a p h d n y l e .  Ce d e r n i e r  est p r l p a r l  s e l o n  le 

proc6d6 d 6 c r i t  p a r  WARREN a t  a l .  ( 3 )  

2,36 g d ' a c i d e  monoch lo rac6 t ique  (25 rnm) p u i s  4.18  g de para -  

n i t r o p h 6 n o l  (30 mm) s o n t  d i ssous  dans 75 m 1  d ' a c B t a t e  d ' l t h y l e .  A 

l a  e o l u t i o n  a i n s i  obtenus e t  r e f r o i d i e ,  son t  a j o u t 6 s  sous a g i t a t i o n  

5 , 4 5  g de dicyclohexylcarbodiimide (25 nM) d issous  dans 50  m l  d'ac6-  

t a t e  d ' 6 t h y l e .  Un p r 6 c i p i t 6  b lanc  se forme presqu' immddiatement. 

L ' a g i t s t i o n  est c o n t i n u d e  pendant  1 h30 $I l a  ternpdrature du l abora-  
t o i r e .  

On a j o u t e  a l o r s  0 , 2 5  m l  d ' a c i d e  ac6 t ique .  Apres B l i m i n a t i o n  

de l ' u r 6 i d e  form6 p a r  f i l t r a t i o n ,  l a  s o l u t i o n  r e s t a n t e  e s t  concen- 

t r e e  sou8 pr,eesion r h d u i t e .  L e  c h l o r h y d r a t e  de p a r a  n i t r o p h b n y l e  

r6cup6r6  e s t  r e c r i s t a l l i a e  dans 1 ' 6 t h a n o l - a c l t i q u e .  

PF : 95-97OC 

Aendement : 80 p.100 aprbe une r e c r i s t a l l i s a t i o n  

La b i s  N.( N C - c h l o r a c 6 t y l  l y s i n e  e s t  a l o r s  p r l p a r 6 e .  1,37 g de 

D L - l y s i n e  (7,s mm) son t  d i s s o u s  dana 15 m l  de NaOH N. A j o u t e r  5 r n l  

d'acBtone, p u i s  peu h peu e t  sous a g i t a t i o n  une s o l u t i o n  de 3,8 g de 

c h l o r s c 6 t a t e  ds p . n i t r o p h 6 n y l e  (18 mM) dans 15 m 1  d'ac6tone.  On 

m s i n t i e n t  l e  pH e n t r e  10  e t  11 p a r  a d d i t i o n  de l e s s i v e  de soude 

pendant  l a  durde de la r d a c t i o n .  L ' a g i t a t i o n  e s t  p o u r s u i v i e  une 
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h e u r e  p u i s  l e  pH sst a j u s t e  1 7 a v e c  H C 1  N ,  e t  l ' a c 6 t o n e  es t  B l i m i -  

nBe s o u 8  p r e s s i o n  r 6 d u i t e .  

La s o l u t i o n  r e s i d u e l l e ,  a c i d i f i e e  b pH 5 , s  e s t  e x t r a i t e  p a r  

5 f r i i s  20 m l  d ' a c e t a t e  d ' e t h y l e  q u i  e n t r a l n e  18 p a r a  n i t r o p h e n o l .  

La p h a s e  a q u e u s e ,  a j u s t e e  B pH 1,251, a u  moyen d 'HC1 6 N ,  e s t  BpuisBe 

p a r  l ' a c e t a t e  d ' e t h y l e  (7  f o i s  25 ml). L ' e x t r a i t  o r g a n i q u e ,  s e c h e  

s u r  s u l f a t e  d e  s o d i u m ,  e s t  B v a p o r 6  sou8 p r e s s i o n  r b d u i t e  e t  l e  

r e a i d u  t r i t u r e  a v e c  un p e u  d ' e t h e r  a n h y d r e .  A p r b s  2 4  h e u r e s  A +4OC, 

l a  b i s  Nd N E s h l o r a c 6 t y l  l y s i n e  q u i  a c r i s t a l l i s 6 r ,  est e s s o r e s .  

PF : 84-9OoC. 

Rendement  : 1,517 9 ,  s o i t  70 p .100 .  

La b i s  N U  N b - c h l o r a c d t y l  l y s i n e  est a l o r s  i n c u b b e ,  31 pH 7 ,  s n  

p r e s e n c e  d ' a c y l a s e  d e  r e i n  d s  p o r c  (L.LIGHT & Co.LTd, C o l n b r o o k ,  

E n g l a n d )  

L ' i s o l e m e n t  d e  1' N E - c h l o r a c b t y l  l y s i n e  p u i s  soil h y d r o l y s e  

s o n t  c o n d u i t s  comme d e c r i t s  p a r  GREENSTEIN. 

Le p o u v o i r  r o t a t o i r e  du m o n o c h l o r h y d r a t e  d e  L l y s i n e  o b t e n u  

a 6 t 6  v e r i f i e ,  1 l ' a i d e  d ' u n  p o l a r i m k t r e  PERKIN-ELmER 1 4 1 ,  e n  s o l u -  

t i o n  d a n e  l ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  5 N (0.43 p . 1 0 0 0 )  b l a  t e m p e r a t u r e  

du l a b o r a t o i r e  (22-25OC1, d e n s  u n e  c e l l u l e  e n  q u a r t z  d e  1 dm. 
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