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SYNTHESES DE GLYCERIDES MARQUES AU CARBONE 14 
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SYNTHESIS OF I4C LABELLED GLYCERIDES 

Abstracts 

Start ing from 1-2 isopropylidene sn-glycerol, the  syn thes is  o f  
mono and diglycerides  label led wi th  14C i n  the acy l  moiety has been 
achieved. 

The acyl chloride method was found t o  be the bes t  one f o r  the 
e s t e r i f i c a t i o n  s tep.  

The various methods, here proposed with p a h i t i c  or Zauric acid 
may be generaZized for the  obtent ion of other  saturated glycerides .  

En vue d'etudes enzymatiques, nous avons realis6 la synthese de mono 
et de diglycerides de configuration absolue naturelle, marques au carbone 14 sur 
les positions acyles. 

Afin de fixer la configuration absolue, nous avons utilise l'isopropy- 
lidene-l,2 sn-glycerol 
rentes syntheses. 

1 (schema 1) cornme compose de depart commun aux diffe- 
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Schema 1 - Synthese de l'isopropylidene-1,Z sn-glyc6rol. 
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Le diisopropylidene D-mannitol prepare selon (6) est oxyde par le 
metaperiodate de sodium. L'acetone glyceraldehyde ainsi obtenue est reduite 
par le borohydrure de sodium pour conduire 2 l'acetone D-glycerol 

Les esterifications des groupes hydroxyles des derives du glycerol 
ont et6 realisees par action du chlorure de 1 'acide gras desire. Pour des 
raisons pratiques (rendement, purete des produits obter.uj) nous avons retenu 
cette methode apres avoir essay@ d'esterifier les groupes hydroxyles par le 
sel de pyridinium de l'acide gras en presence du chlorure de l'acide triisopro- 
pyl benzene sulfonique (TPS) (1) ou de carbonyl di-imidazole (2), methodes 
employees dans d'autres domaines. 

priori rejetees car elles necessitent un fort exces de derive d'acide marque 
(plus de 6 equivalents par rapport aux hydroxyles a esterifier). 

1. 

Les methodes d'esterifications par un anhydride d'acide ont ete 2 

14 La synthese du palmitoyl ( C)-16 -1 sn-glycerol 4 
est realisee selon (3)(sch@ma 2) par esterification d'un exc6s de benzyl-3 
isopropylidene-1,Z sn-glycerol 2 prepare par action du derive sod6 de l'isopro- 
pylid@ne-1,2 sn-glycerol 1 sur le chlorure de benzyle suivie de l'hydrolyse 
acide du groupe isopropylidene. 
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Schema 2 - Preparation du palmitoyl-1 sn-glycerol 4 

La debenzylation du palmitoyl-1 benzyl-3 sn-glycerol 3 est effectuee 

Le rendement radioactif en palmitoyl-1 sn-glycerol 4 est de 68 % par 
par hydrogenolyse sur charbon palladie. 

rapport 2 l'acide palmitique de depart. 
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On note la formation d'environ 10 % d'un compose identifie par RMN et 

L'esterification du benzyl-3 sn-glycerol 2 par 2,2 equivalents molaires 
SM comme etant le diacyl-1,2 benzyl-3 sn-glyc6rol. 

de chlorure de palmitoyle permet d'obtenir avec un bon rendement le dipalmitoyl- 
1,2 benzyl-3 sn-glycerol . 

Une hydrogenation catalytique sur charbon palladie conduit au dipal- 
rnitoyl-l,2 sn-glycerol 8 qui nous a servi de compos@ de depart pour la synthsse 
de phospholipides (8). 

Le balmitoyl - (  l4C)-l4 -1 Lauryl L - ( l 4 C ) - 4 - 2  A sn-glycerol 6 
a ete synthetise (schema 3) par action du chlorure de l'acide laurique sur le 
palmitoyl-1 benzyl-3 sn-glycerol 3. 

palladie. Oans ces conditions douces en milieu neutre, aucune migration de 
l'acide laurique de la position 2 

au derive palmitoyl-1 benzyl-3 sn-glycerol 3 

La debenzylation de 5 est effectuee par hydrogenolyse sur charbon 

la position 3 n'est 5 craindre. 
Le rendement radioactif en diglyceride mixte 6 est de 50 % par rapport 

CH 2OCOff CH20COFf CH2 OCO (CH2 \&H3 
I 
I 

2-pd'c_CH3 (CH2)beOO-C-H 
I * I  
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CH20H CH20CH24 

3 5 6 
Schema 3 - Preparation du palmitoyl-1 lauryl-2 sn-glycerol . 

La preparation du 1 Palmitoyl -(14C)-l 1 -3  sn-glycerol 8 
isom&-e optique du palmitoyl-1 sn-glycerol 
1 'isopropyl idSne-1,2 sn-glycerol 1 (schema 4) suivie de 1 'hydrolyse du groupe 
protecteur. 

d 
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Schema 4 - Preparation de monopalmitoyl-3 sn-glycerol 
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L'elimination du groupe isopropylidhe a ete difficile ii realiser par 

Cette resistance des ethers isopropylid6nes d'esters d'acides gras et 

Les methodes de d6protection util isant 1 'acide borique dans le trimethyl 

traitement dans l'ether en presence d'acide chlorhydrique. 

du glycerol vis-a-vis de 1 'hydrolyse acide est connue (4 ) .  

borane sont limitees a des groupes acyles ayant moins de 12 carbones. L'acide 
CF3 COOH n'a pas 6te essay@. 

l'acide palmitique alors que le compose 7 a @te isole avec un rendement de 90 % 

par rapport 8 l'acide. 

Le rendement en monoglyceride 8 libre n'est que de 45 % par rapport a 

PARTIE EXPERIMENTALE 

General i tes 
- Spectrometrie de masse (SM) sur appareil Varian. 
- Spectres de resonance magnetique nucleaire (RMN) sur appareil JEOL 

- Chromatographies analytiques et preparatives sur plaques de gel de 
C 60 HL a 60 MHz (reference TMS) . 

silice Merck 60 F 254. 

1 - D-acetone-glycerol 1- 

Le diisopropylidsne-1,2 5,6-D-mannitol obtenu selon (5) et recris- 
tallise dans l'ether de petrole, puis oxyde par le metaperiodate est reduit par 
le borohydrure (6) pour donner le D-acetone glycerol 1 . 

pic en C.P.V. (silicone OV1 chauffe a 135°C). 

fique sont conformes & celles donnees dans la litterature : (6) 

L'acetone D-glycerol apres distillation (EZ0 = 83°C) donne un seul 

Les valeurs de l'indice de refraction et du pouvoir rotatoire speci- 

q22 = 1,4349 , 
D 

- - R . M . N .  (sans solvant) 

~i~~ = t 13,9 (c = 1) 
D 

6 = 1,25 ppm (2s-6H-CH3), 6 = 3,7 ppm (m-6H-CH et OH) 

- S.M. - 

m/e 117, 62 % (M-CH3)+, m/e 101, 28 % (M-CH20H), 
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m/e 59, 30 % (M-CH3COCH3)', 
m/e 43, 100 % (cH~co)+, 

m/e 57, 30 % 
m/e 31, 30 % (CH20H)'. 

I1 est necessaire d'utiliser ce produit fraichement prepare et 
distill@ ; le pouvoir rotatoire decroit en effet lentement avec le temps (7). 

2 - Chlorure de palmitoyle (I4C) 
Sous azote sec, d 2,8g (11 mMoles, 5 mCi) d'acide palmitique dissous 

dans 5 mL de benzene anhydre, rajouter lentement 2,5 mL de chlorure de thionyle 
fraichement distill@ (environ 25 mMoles) ou de chlorure d'oxalyle, dissous dans 
2 mL de benzene, la temperature etant maintenue d 0°C par un bain de glace. 

ref1 ux. 
Agiter 2 heures d temperature ambiante puis une heure et demi d 

L'evaporation complete du benzene et de l'exces de chlorure de 
thionyle (ou d'oxalyle) est effectuee sous 0,8 mm de mercure d l'evaporateur 
rotatif. 

Ce mode operatoire a ete utilise pour toutes les syntheses de 
chlorure d'acide marque. 

3 - [palmit0yl-(~~C)-161 -1 sn-glycerol (0,5 mCi/mMole) 4 

a) Isopropyl idene-l,2 benzyl-3 sn-glycerol 
7,2 g (130 mMoles) d'acetone D-glycerol et 5,2 g (130 mMoles) de 

soude pulverisee en boite d gants sont chauffes sous atmosphere d'azote pendant 
2 h 30 avec une bonne agitation. 

anhydre puis lentement ajouter le chlorure de benzyle (14 mL, 110 mbloles) dissous 
dans 10 mL de benzene. 

Laisser refroidir le melange et ajouter ensuite 15 mL de benzene 

Laisser au reflux du benzene 3 h 30. 
Apres refroidissement, filtrer les sels, laver avec du benzene puis 

Par distillation sous vide de 0 , l  mm, on recueille entre 108 et 
distiller le solvant d pression atmospherique. 

110°C une fraction de 17,7 g dont la structure, determinee par RMN et SM, corres- 
pond d l'isopropylidene-1,2 benzyl-3 sn-glycerol. 

- R.M.N. (CDC13) 

6 = 1,3 ppm (2s-6H-CH3) S = 3,9 ppm (m-5H-CH) 
6 = 4,5 ppm (s-2H-CH2) S = 7,2 ppm (s-5H-Aromatiques) 
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- S.M. - 

m/e 222, 2 % ( M + )  
m/e 164, 25 % (M-C0(CH3),)+ 
m/e 91, 100 % (o-cH,+) 

m/e 207, 13 % (M-Me)' 
m/e 101, 43 % (M-CH,OCH,~)+  
m/e 43, 41  % (CH3CO)+ 

b )  Benzyl-3 sn-glyc6rol 2 

8 g (36 mMoles) d'isopropylidene benzyl-glycerol 

Par d i s t i l l a t i o n  sous vide de 0 , l  mm 

dissous dans  
l 'ethanol aqueux sont f i l t r e s  sur une colonne Dowex 50wx (H') ( 2 5  cm x 1 , 2  cm). 

(rendement 62 %) caracterise 
1 2 O o C ,  on i so le  4 g de 2 

par RMN e t  SM. 

- R.M.N. (dans D20) 

6 = 3,8 ppm (m-%-CH) 6 = 4 , 5  ppm (s-2H-CH2) 
6 = 7,3 ppm (s-WAromatiques) 

- S.M. - 

m/e 182, 16 % (M') 
m/e 91, 100 % (Q-cH,') e t  (M-$cH,)+ 

m/e 107, 40 % ($CH,O)+ 
m/e 31, 35 % (CH20H)+ 

c )  Esterification du benzyl-3 sn-glycProl 2 
A l ' a b r i  de l 'humidite e t  a temperature ambiante, 728 mg (4 mMoles) 

de benzyl-3 sn-glycerol 2 dissous dans 3 mL de benzene anhydre e t  4 mMoles 
(0,4 m L )  de pyridine anhydre sont t r a i t &  lentement par l e  chlorure de palmi- 
toyle - (  C)-16 ( 2  mMoles, 1 mCi) dissous dans 2 mL de benzene . 

La reaction e s t  arretee apres 4 jours d 'ag i ta t ion  1 temperature 
ambiante par addition d'un melange eau/glace. Extraire au benzene e t  laver l a  
phase organique 1 l ' eau .  

(solvant hexane/@ther : 3/2) 
(RF = 0,3) dont l ' a c t i v i t e  represente 703 uCi (70 % de rendement p a r  rapport 
1 ' ac ide) .  

14 

Une chromatographie preparative sur plaque de gel de s i l i c e  
permet de recuperer 590 mg d ' u n  produit 

La structure de 3 e s t  confirmee p a r  SM e t  R M N .  

- S.M. - 

m/e 420, 8 % (M') m/e 329, 4 % (M-OCH,) '  
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m/e 313, 9 % (M-@CH20)+ 
m/e 181, 47 % (M-RCOOH)' 
m/e 91, 100 % (QCH~)+ 

m/e 239, 19 % (R-CO)' 
m/e 107, 23 % (@CH,O)+ 

- R.M.N.(CDC13 + D20) 

6 = 7,3 ppm (s-5H-Aromatiques) 
6 = 3,7 ppm (m-3H-CH2sn-3 et CH) 
6 = 2,3 ppm (m-2H-CH2CO) 
6 = 0,9 ppm (m-3H-CH3) 

d) [Palmitoyl-( 14C)-161 -1 sn-glycerol (0,5 mCi/mMole) 4 

dans 5 mL d'ethanol absolu sont m i s  en presence de charbon palladie a 1@ % sous 
hydrogene pendant 4 h, a temperature ambiante. 

Les chromatographies sur gel de silice dans les solvants chloro- 
forme, methanol 5 % (RF : 0,3) et chloroforme/benzene : 7/3 indiquent que la 
reaction est quantitative et que le produit 4est radiochimiquement pur. 

6 = 4,5 ppm (s-2H-CH2 benzylique) 
6 = 3 ppm (m-2H-CH2sn-1) 
6 = 1,3 ppm (5-26H-CH2) 

400 mg (435 $i) de monopalmitoyl-1 benzyl-3 sn-glycerol 3 dissous 

On recueille apres filtration sur 
) ,  lavage, et evaporation de l'ethanol 228 mg 5 

1 4  -1 sn-glycerol 4 d'activite specifique 0,495 
blanc. Le rendement radioactif est de 97 % par rapport au derive benzyle. 

Le spectre de masse confirme la structure de 4 

m/e 330, 37 % (M') 
m/e 256 (RCOOH)' 

m/e 299, 99 x (M-CH~OH)' 
m/e 255, 95 % (RCOO)', 239, 100 % (RCO)' 

Le pic m/e 270, 55 % (CH20COR t H)' permet de confirmer la position 
de l'acide palmitique sur le C1 du squelette glycerol. 

4 - Diglycerides mixtes : 
(1,l mCi/mMole) 6 

Lalmitoyl-( 14C)-161 -1 [ia~ryl-(~~C)-l]-Z sn-glycerol 
L -1 A 

A l'abri de l'humidite 242 mg (0,57 mMole, 268 VCi) de palmitoyl-1 
benzyl-3 sn-glycerol 3 dissous dans 1,5 mL de benzene anhydre et 0,2 mL ( 2  mMoles) 
de pyridine anhydre sont trait& par 0,8 mMole (0,5 mCi) de chlorure d'acide 
laurique-( 

En fin de reaction on recueille par chromatographie preparative sur 
plaque de gel de silice dans le solvant hexane/&ther : 3/2 (RF : 0,7) 
225 mg d ' u n  produit blanc donc l'activite est 400 iiCi (52 % par rapport a 
l'activite totale A . S .  = 1,07 mCi/mMole). 

14 C)-1 ( A . S .  = 0,6 mCi/mMole) dissous dans 1 mL de benzene. 
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La S.M. confirme la structure attendue 5 

m/e 602, 1 % (M') 
m/e 256 (Ac. Palm.)' 
m/e 91, 100 % (ocH,)+ 

m/e 495, 9 % (M-ocH,~)' 
m/e 183, 18 % CH3(CH2)lo CO+ 

La debentylation catalytique est effectuee sur 170 mg (300 pCi) de 5 

Le diglyceride 6 est caracterisg par spectrom&trie de masse. 
comme decrit precedemment dans l'ethanol absolu en presence de Pd/C. 

m/e 512, 2 %, M+ 
m/e 494, 60 % (M-H20)+ 
m/e 257 (M-CH3(CH2)14C00)t 100 % 

m/e 36 % (M-CH3(CH2)14COOCH2)+ preuve de la position en 1 de l'acide 

m/e 239, 83 % (CH3(CH2)14CO)' 

m/e 495, 22 % (M-oH)+ 
m/e 313, 68 % (M-CH3(CH2),oCOO)+ 

palmi tique 
m/e 183, 91 % (CH3(CH2),oCO)+ 

L'absence de pic I M-CH3(CH2)10COOCH2 montre qu'il n'y a pas d'isome- 

On recueil'ie 140 mg (275 pCi, A.S. = 1,l mCi/mMole) de 5 
Le rendement radioactif est superieur I 95 % par rapport au derive 

La purete radiochimique est contrbl&e par CCM sur plaque de gel de 

risation de l'acide laurique de la position 2 ?I 3. 

benzyl 6 .  

silice dans le solvant chloroforme I 4 X de methanol (RF : 0,7). 

5 - [Palmitoyl-( 14C)-11 -3 sn-glycerol ( 0 , 5  mCi/mMole) 8 

a) Isopropyl idPne-l,2 palmi toy1 -3 sn-glycerol 7 
En l'absence d'humidite I 4 mMoles d'isopropylidene-1,2 sn-glyc6rol 

1 dissous dans 3 m L  de benzene anhydre et 0,4 mL de pyridine anhydre, ajouter 
lentement 2 mMoles (1 mCi) de chlorure d'acide palmitique ( C)-1 dissous dans 
2 m L  de benzPne anhydre. 

La reaction est suivie par CCM sur gel de silice dans les solvants 
(chloroforme, methanol 0 , 5  %) e t  (hexane/@ther : 3/2). L'agitation magnetique 5 
tem?@rature ambiante est maintenue pendant 4 jours. 

Au bout de ce temps, 7 etant forme avec un rendement de 90 % (deter- 
mine par l'enregistrement des CCM), arr@ter la reaction par un melange eau/glace, 
extraire la phase organique, la laver et la secher. 

14 
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Une chromatographie sur plaque preparative de gel de s i l i c e  effectuee 
avec l e  solvant (hexane/@ther : 3/2) permet de recuperer 530 mg s o i t  1 ,7  mMole 
(850 U C i  ; A.S. = 0,5 mCi/mHole) d'une huile qui c r i s t a l l i s e  spontanement. 

- C . C . M .  de contrble sur plaque de gel de s i l i c e  dans  l e s  solvants 
hexane/ether : 3/2 RF = 0,75 
chloroforme, methanol 0,5 % RF = 0,8 

La structure de 7 e s t  caracterisee par : 

- S.M. - 

m/e 356, 25 % 

m/e 101, 33 % ( 1  
m/e 57, 29 % 

m/e 355, 100 % (M-15)' 
CH 2 0 \ /Me + 

H-C-0 
m/e 43, 42 % (CH3CO)'  

- R.M.N. (CDC13) 

6 = 4,05 ppm (m-3H-CH2-1 e t  C H )  
6 = 2,3 ppm (m-2H-CH2CO) 
6 = (1,25 ppm-6H-CH3) 

b )  [Palmitoyl (l4C-lJ -3 sn-glycerol 8 
1 mMole (0,5 m C i )  du compose 7 e s t  dissoute dans 15 mL d ' e ther .  
La solution e s t  refroidie 8 - 15°C. 
10 mL d'acide chlorhydrique concentre (prealablement re f ro id is  ti 

Apr& 30 minutes ti O'C, 100 mL d'eau sont ajoutes e t  l e  melange 

Apres 30 minutes, l a  phase etheree e s t  recuper@e, lavee, evaporee 

6 = 2,95 ppm (m-2H-CH2-3) 
6 = 1,3 ppm (s-26H-CH2) 
6 = 0,9 ppm (m-3H-CH3) 

0°C) sont ajoutes ti l a  solution precedente avec une bonne agitation. 

e s t  abandonne. 

e t  fractionnee par chromatographie preparative sur plaque de gel de s i l i c e  dans 
l e  solvant hexane/ether (3/2). 

rendement de 50 % par rapport au derive protege 7 (751119, 0,25 m C i ,  A.S. = 0,5 m C i /  
mMole) . 

identiques ii ceux effectues sur l e  derive palmitoyl-1 sn-glyc8rol 4 

Le produit 8 de RF : 0,3 (60 % de l ' a c t i v i t e )  e s t  i so le  avec un  

Les spectres de R . M . N .  e t  de masse effectues sur ce compose sont 
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