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SYMTHESE DE PHOSPHOLIPIDES MARQUES AU CARBONE 14 A L ' A I D E  DU 
"PYROPHOSPHATE D ' ENED I O L  CYCL I QUE" 
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Service des Mol ecul es Marquees - C. E .  N. -SACLP.Y 
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ABSTRACT 

14C &b&d phobphofipkl bynthe.6d.id though  t h e  we 0 6  

Ramhez'd pyfiophobphate 1 wan ued i n  a one p o t  convenient 
" c y f i c  ene&oLpyhophonphell. 

h y n t h a h  06 a dw C1-14Cl-acyt phobphofipih. Reagent 1 wan con- 
denbed with 1 , 2 - [ 1 - 1 4 C I  ci.ipdemi,toyt Sn-gtycmol t o  t h e  c y f i c  
M a t m  phodphate 4 which without h o r n o n ,  wan fieacted U h  
N-Z&LtyLethanohine, 3-0- benzyt Sn-gLycmot and gtycehot LeadiMg 
t o  i n t m e a a  5, 6, 7 which w e m  deproteoted by X e R h y h h e  
hychoLyhh and o thm appopniate ZuaAments. 

Le "pyrophospha te  d ' 6 n e d i o l  cyc l  i q u e "  1 ( C E P - 0 - C E P )  r6cem- 
ment i n t r o d u i t  en s y n t h e s e  o rgan ique  p a r  F. Ramirez ( 1 , Z )  permet  l a  
p r i p a r a t i o n  de d i e s t e r s  m i x t e s  phosphor iques  s e l o n  l e  schgma 1 .  Mis 
en p r i s e n c e  d ' u n  a l c o o l  RIOH 1 forme C E P - O R 1  2 l e q u e l  r 6 a g i s -  
s a n t  avec  u n  a u t r e  a l c o o l  p r i m a i r e  R 2 0 H  c o n d u i t  au t r i e s t e r  phos- 
phor ique  3 . Ce d e r n i e r  p e u t  6 t e  hydro lys6  s 6 l e c t i v e m e n t  ( 3 )  p a r  
t r a i t e m e n t  b a s i q u e  ( t r i 6 t h y l a m i n e  ou  c a r b o n a t e  de s o d i u m ) ,  l a  l i a i -  
s o n  a c 6 t o i n y l e / p h o s p h o r e  6 t a n t  p l u s  l a b i l e  que l e s  a u t r e s  l i a i s o n s  
e s t e r s .  
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SCHEMA 1 

Nous a v o n s  a p p l i q u 6  c e  p r o c 6 d 6  B l a  s y n t h e s e  de  p h o s p h o l i -  
p i d e s  m a r q u 6 s  au c a r b o n e  1 4  sur  l e s  f o n c t i o n s  a c y l e s ,  s e l o n  l e  
schema 2 .  Le p y r o p h o s p h a t e  1 e t  l e  d i p a l m i t o y l  ( C - 1 ) - 1 , 2  Sn- 
g l y c 6 r o l  ( 4 , 5 , 6 )  d o n n e n t  l e  t r i e s t e r  p h o s p h o r i q u e  c y c l i q u e  4 ,  que  
l ’ o n  n ’ i s o l e  p a s ,  e t  qu i  e s t  c o n d e n s 6  su r  l a  f o n c t i o n  a l c o o l  p r i -  
m a i r e  de  l a  N - t r i t y l 6 t h a n o l a m i n e  ou d u  b e n z y l - 3  S n - g l y c 6 r o l  a v e c  
f o r m a t i o n  d e s  i n t e r m g d i a i r e s  5 e t  6 a v e c  d e s  r e n d e m e n t s  r e s p e c t i f s  
de  3 7  e t  4 5  %. Le compos6 5 e s t  t r a i t 6  s u c c e s s i v e m e n t  p a r  l a  t r i 6 -  
t h y l a m i n e  p o u r  El iminer  l e  g r o u p e  a c 6 t o T n y l e ,  p u i s  en mi l ieu  a c i d e  
a c 6 t i q u e  90 % p o u r  6 l i m i n e r  l e  g r o u p e  N - t r i t y l e  a f i n  d ’ o b t e n i r  l a  
S n - p h o s p h a t i d y l  i t h a n o l a m i n e  ( P . E . )  a v e c  u n  r e n d e m e n t  de  33 % p a r  
r a p p o r t  B 5 . Le compos6 6 e s t  h y d r o g 6 n o l y s 6  p u i s  t r a i t 6  p a r  l a  
t r i g t h y l a m i n e  p o u r  c o n d u i r e  au S n - p h o s p h a t i d y l  g l y c 6 r o l  ( P . G .  1 de 
c o n f i g u r a t i o n  n a t u r e l l e  a v e  u n  r e n d e m e n t  d e  3 1  % p a r  r a p p o r t  B 6 .  

1 4  
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226 J-L. Danan and L. Pdchat 

Dans des  e s s a i s  pr6 l  i m i n a i r e s  e f f e c t u e s  avec l e  d i p a l m i -  
toy1 1 4 C - l , 2  benzy l -3  S n - g l y c e r o l ,  n o u s  avons con t r616  que l e s  
f o n c t i o n s  e s t e r  d ' a c i d e  g r a s  ne s o n t  pas  h y d r o l y s e e s  dans  l e s  con- 
d i t i o n s  n e c e s s a i r e s  1 l ' e l i m i n a t i o n  d u  groupe a c e t o i n y l e  ( t r i e t h y l -  
amine - 1 2  h - 70"  C o u  c a r b o n a t e  de soude - 6 h - 6 0 "  C ) .  Des 
r e s u l t a t s  i d e n t i q u e s  o n t  e t 6  r a p p o r t e s  p a r  F .  Ramirez ( 7 )  l o r s  
d ' u n e  s y n t h 6 s e  de c a r d i o l i p i n e .  

Le t r i e s t e r  phosphor ique  cyc l  i q u e  4 condense  avec l e  g ly-  
c e r o l  a c o n d u i t  B u n  ana logue  d u  phospha t idy l  g l y c e r o l  avec u n  r en -  
dement g l o b a l  de 1 2  % par  r a p p o r t  au d i p a l m i t o y l g l y c i r o l .  

Dans l a  s y n t h s s e  d u  p h o s p h a t i d y l g l y c g r o l  ( P G )  l e  0-benzyl 
-3  Sn-g lyce ro l  ne peu t  E t r e  remplac6 p a r  1 ' 0 - a c e t y l - 3  S n - g l y c e r o l .  
Bien que l e s  groupes  a c e t y l e  e t  a c e t o i n y l e  d e  l ' i n t e r m g d i a i r e  
s o i e n t  h y d r o l y s e s  p a r  l a  t r i e t h y l a m i n e ,  nous n ' a v o n s  p a s  p u  i s o l e r  
de phospha t idy l  g l y c e r o l .  

L ' e s t e r  phosphor ique  cyc l  i q u e  4 h y d r o l y s e  p a r  1 ' e a u  a 
d o n n e  l ' a c i d e  p h o s p h a t i d i q u e  a c e t o i n y l 6  8, q u i  n ' a  p u  comme a t t e n d u  
E t r e  h y d r o l y s e  pa r  t r a i t e m e n t  2 l a  t r i e t h y l a m i n e .  L ' a c i d e  phospha- 
t i d i q u e  l i b r e  n ' a  donc pas  p u  6 t r e  ob tenu .  

Bien que nous n ' a y o n s  u t i l i s e  l a  mi thode  de Ramirez que 
pour  u n  nombre t r 6 s  l i m i t 6  de s y n t h e s e s  de p h o s p h o l i p i d e s  de t r6s  
f a i b l e s  a c t i v i t i s  s p i c i f i q u e s ,  i l  e s t  e v i d e n t  que ce p r o c e d i  e t  s e s  
deve loppements  r e c e n t s  ( 1 0 , l l )  s o n t  a p p l i c a b l e s  B l a  p r e p a r a t i o n  
r a p i d e  e t  f a c i l e  de p h o s p h o l i p i d e s  marquis  pa r  l e s  i s o t o p e s  r a d i o -  
a c t i f s  o u  s t a b l e s .  

Remerciements 

N o u s  t e n o n s  2 r e m e r c i e r  t r i i s  s inc i i rement  Monsieur l e  
P r o f e s s e u r  S. D A V I D  - L a b o r a t o i r e  de Chimie des  Composes Polyfonc-  
t i o n n e l s  - U n i v e r s i t e  P a r i s  X I  O R S A Y ,  pour s e s  s u g g e s t i o n s  e t  son 
i n t e r t t  p o u r  l e  p r e s e n t  t r a v a i l .  
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P A R T I E  E X P E R I M E N T A L E  

* Le d ich lo romethane  e s t  & c h i  s u r  anhydr ide  phosphor ique  
p u i s  d i s t i l l e .  

* Les ch romatograph ies  sur p l aques  de gel de s i l i c e  Merck 
60 F 254 o n t  e t 6  rev616es  p a r  l a  n i n h y d r i n e  (composgs a z o t e s )  ou  
p a r  l e  r g a c t i f  de Di t tmer  (8) pour l e s  d e r i v e s  o r g a n i q u e s  du  phos- 
phore .  

* Les s p e c t r e s  de r e sonance  magnet ique  n u c l i a i r e  ( R M N )  
o n t  e t 6  e n r e g i s t r e s ,  en s o l u t i o n  dans  l e  ch lo ro fo rme  d e u t e r i 6 ,  sur 
a p p a r e i l  J e o l  C 60 H L  s 60 mHz ( r 6 f E r e n c e  TMS) .  

P Y R O P H O S P H A T E  D ' E N E D I O L C Y C L I Q U E  1 

P r e p a r e  s e l o n  ( 1 ) .  Tou tes  l e s  m a n i p u l a t i o n s  o n t  6 t 6  con- 
d u i t e s  1 l ' a b r i  de  l ' h u m i d i t e ,  l e s  f i l t r a t i o n s  6 t a n t  f a i t e s  en boy- 
t e  1 g a n t s  sous  c o u r a n t  d ' a z o t e .  1 , conse rv6  en b o i t e  s g a n t s ,  s 
l ' a b r i  d e  l a  l u m i e r e  e s t  s t a b l e  pendant  p l u s i e u r s  mois s l a  temp&- 
r a t u r e  ambian te .  

Mode o p e r a t o i r e  g6nPral : 

Sous p r o t e c t i o n  d ' u n e  b a r r i e r e  d ' a z o t e ,  on p r e p a r e  une 
s o l u t i o n  de  55 mg de py rophospha te  1 ( 0 , 2  mMole) dans  1 m L  de d i -  
ch lo romgthane  anhydre .  On r e f r o i d i t  g 0' C e t  y a j o u t e  0 , 1 8  mMole 
(0,09 mCi) de d i p a l m i t o y l  ( 1 4 C - l ) - l , 2  Sn-g lyc6ro l  e t  0 , 2  mMole de 
y - c o l l i d i n e  en s o l u t i o n  dans  1 m L  de d i ch lo romethane  anhydre .  

La f o r m a t i o n  de 4 e s t  s u i v i e  par  r a d i o c h r o m a t o g r a p h i e  d u  
compose 8 p r o v e n a n t  d ' a l  i q u o t e s  d u  me1 ange r e a c t i o n n e l  ( p l a q u e s  
Merck 60 F 254 ; s o l v a n t  : c h l o r o f o r m e  mi thanol  10 % ; R F  = 0,2) 

Au bou t  de 1 h 30 5 0" C e t  1 h 30 5 25" C ,  l e  rendement  
de  4 e s t  d e  65 %. La s o l u t i o n  e s t  ramenee 1 0"  C e t  on y a j o u t e  
l a  s e r i n g u e  0 , 2  mMole de N - t r i t y l a m i n o e t h a n o l  ou de D-benzyl-3 g l y -  
c e r o l .  O n  l a i s s e  l a  r e a c t i o n  s e  p o u r s u i v r e  5 l a  t e m p g r a t u r e  ambian- 
t e  pendan t  16 h e u r e s .  La r e a c t i o n  e s t  a r r t t 6 e  par  a d d i t i o n  d ' e a u .  
Apr6s a d d i t i o n  de que lques  m i l l i l i t r e s  de d i c h l o r o m e t h a n e ,  l a  phase  
o r g a n i q u e  e s t  l a v 6 e  g l ' e a u ,  s6ch6e ,  6vaporee  sous v i d e .  Le r e s i d u  
e s t  p u r i f i 6  p a r  ch romatograph ie  p r e p a r a t i v e  sur couche mince .  

D I P A L M I T O Y L  P H O S P H A T I D Y L  ETHANOLAMINE A C E T O I N Y L E E  E T  N - T R I T Y L E E  5 

Apr6s c o n d e n s a t i o n  de l a  N - t r i t y l e t h a n o l a m i n e ,  l e  p r o d u i t  
de  r e a c t i o n  e s t  p u r i f i e  sur p l aque  Merck 60 F 254 avec  deve loppe -  
ment p a r  l e  s o l v a n t  : CHC13, CH3C02C2H5 5 % t 1 % ( C 2 H 5 ) 3  N .  
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La b a n d e  de  R,F = 0 , 4  ( 6 0  % d e  l a  r a d i o a c t i v i t i ,  v i s i b l e  S O U S  l u -  
miere U . V . ,  r e a g i s s a n t  p o s i t i v e m e n t  2 l a  n i n h y d r i n e  e t  au r i a c t i f  
d e  Dittmer {8)), e s t  i s o l g e  a v e c  u n  r e n d e m e n t  r a d i o a c t i f  d e  37 X 
p a r  r a p p o r t  1 l a  d i p a l m i t i n e .  

R . M . N .  

6 = 7 , 4  ppm ( m - 1 5 H - a r o m a t i q u e s ) ,  
6 = 5 , 3  p p m  ( m - 1 H - H  g l y c e r o l ) ,  
6 = 4 , 2  ppm (m-7H-CH2 g l y c i r o l ,  P O C H 2 C H 2 ,  H a c i t o i n y l e )  , 
6 = 2 , 3  p p m  (m-7H-CH2 en a d u  C O  de l ' a c i d e ,  C H 2  en a d e  I ' a Z O t e ,  

C H 3  en a d u  C O  d e  l ' a c g t o i n y l e ) ,  
6 = 1 , 3  ppm (m-55H-CH 
6 = 0,9 ppm (m-6H-CH3f 

a c i d e  g r a s ,  C H 3  a c i t o i n y l e ) ,  

D I P A L M I T O Y L  ( 1 4 C - l )  Sn-PHOSPHATIDYL-1 Sn-GLYCEROL A C E T O T N Y L E  E T  
0-BENZYLE 6 

Apres c o n d e n s a t i o n  de 0,2 mMoles de 0 - b e n z y l - 3  S n - g l y c i r o l  
sur 4 ,  l e  p r o d u i t  de r 6 a c t i o n  6 e s t  i s 0 1 6  a v e c  un rendement d e  45  % 
p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  p r g p a r a t i v e  sur p l a q u e  Merck 60 F 254 ( s o l v a n t  
CHC13, MeOH 1 , 5  % - R F  = 0 , 7 ) .  

R . M . N .  

6 = 7 , 4  ppm ( s - 5 H - a r o m a t i q u e s ) ,  
6 = 5 , 3  p p m  ( m - 1 H - C H  g l y c i r o l ) ,  
6 = 4 , 7  ppm (s-2H-CH2 b e n z y l i q u e ) ,  
6 = 4 , 3  ppm (m-7H-CH2 1 e t  3 du g l y c e r o l ,  P - O C H 2 - ,  H a c e t o i n y l e )  
6 = 3 , 7  ppm (m-5H-CH20CH2 e t  H b e n z y l g l y c i r o l )  
6 2 , 3  p p m  ( m - 7 H - C H 2  a d u  C O  e t  C H 2  
6 = 1 , 3  p p m  (m-55H, C H  
6 = 0,9 ppm (m-6H, C H 3 f  

d u  C O  a c i t o i n y l e )  
a c i d e s  g r a s  e t  C H 3  a c i t o i n y l e )  

D I  P A L M I T O Y L  ( 1 4 C )  Sn-PHOSPHATI D Y L - 1  D,  L - G L Y C E R O L  A C E T O I N Y L E  

P r i p a r i  comme i l  a i t 6  d i t  p a r  c o n d e n s a t i o n  de  0,2 mMole 
de  g l y c i r o l ,  i l  e s t  i s o l i  a v e c  u n  r e n d e m e n t  d e  40 % p a r  r a p p o r t  a u  
d i p a l m i t o y l  g l y c i r o l  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  p r i p a r a t i v e  sur  p l a q u e  
Merck 60 F 254 ( s o l v a n t  : CHC13, CH30H : 8 % - R F  = 0 , 4 ) .  

R . M . N .  

6 = 3 , 3  p p m  ( m - 1 H - C H  g l y c i r o l )  
6 = 4 , 4  p p m  (m-7H-CH2 1 e t  3 du g l y c e r o l  , P - O C H 2 ,  H a c e t o 5 n y l e )  
6 = 3 . 8  ppm (m-3H-H g l y c i r o l  , CH2(CH20H) 
6 = 2 , 3  p p m  (m-7H-CH3en a d u  C O  de a c i t o i n y l e ,  2 C H 2  en a d u  

6 1 , 3  ppm (m-55H-CH3 a c i t o T n y l e ,  C H 2  a c i d e s  g r a s )  
6 = 0,9 ppm (m-6H-2 C H 3  a c i d e  g r a s )  

C O  des a c i d e s  g r a s )  
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D I PALM I TOYL ( 1 4 C  1-1 PHOSPHATi D Y  L-E THANOLAM I N E  ( P E  

0 , l  mMole ( 5 5  u C i )  de compos6 5 en s o l u t i o n  dans  1 mL de 
p y r i d i n e ,  2 mL d ' e a u  e t  0,2 mMole de t r i 6 t h y l a m i n e  s o n t  c h a u f f e s  
p e n d a n t  1 2  h e u r e s  1 7 0 "  C.  A p r g s  G v a p o r a t i o n  sous v i d e ,  l e  r 6 s i d u  
e s t  r e p r i s  p a r  9 mL d ' u n  m e l a n g e  e a u / a c i d e  a c 6 t i q u e  : 9 / 1 ,  e t  l ' o n  
c h a u f f e  au r e f l u x  p e n d a n t  3 mn. Le m e l a n g e  e s t  l a i s s 6  5 2 0 "  C pen -  
d a n t  6 h e u r e s  p u i s ,  a p r e s  a d d i t i o n  de 20 mL d ' a c 6 t o n e  c o n s e r v 6  5 
- 2 0 "  C p e n d a n t  15 h e u r e s .  Le p r 6 c i p i t 6  f o r m 6  e s t  f i l t r 6  s u r  f i l t r e  
" T e f l o n "  " M i l l i p o r e "  ( 5 1  C i ) .  L ' a n a l y s e  r a d i o c h r o m a t o g r a p h i q u e  en 
C C M  ( s o l  v a n t  : C H C l  3/MeOH/AcOH/H20 : 6 5 / 2 5 / 0 / 4  e t  8 0 / 4 0 / 5 / 7  1 en 

r 6 s e n c e  d ' 6 c h a n t i l l o n s  t 6 m o i n s  i n a c t i f s  c o m m e r c i a u x  ou marques  au 
p 4 C  (5,9) i n d i q u e  un  r e n d e m e n t  de 3 3  % p a r  r a p p o r t  5 5 .  

DIPALMITOYL ( 1 4 C - l )  Sn-PHOSPHATIDYL-1 Sn-GLYCEROL (PG) 

L ' h y d r o l y s e  de 6 dans  2 mL de C H  C1 / E t O H  : 1/1 en 
p r e s e n c e  de Pd/C 5 10 % p e n d a n t  1 5  h c o n d u i t 2 5  2 7  "Sn"  que 1 ' o n  
h y d r o l y s e  p a r  l a  t r i 6 t h y l a m i n e  dans l e s  m6mes c o n d i t i o n s  que l a  P E  
a p r e s  f i l t r a t i o n  du  c a t a l y s e u r  s u r  f i l  t r e  " T 6 f l o n "  " M i l l i p o r e " .  

L ' a n a l y s e  p a r  C C M  en p r 6 s e n c e  d ' u n  E c h a n t i l l o n  t 6 m o i n  
c o m m e r c i a l  de P G  i n d i q u e  un  r e n d e m e n t  de 3 1  % ( s o l v a n t s  : CHC13'/ 
MeOH/AcOH/H20 : 8 0 / 4 0 / 5 / 7  - R F  = 0.8 e t  6 5 / 2 5 / 0 / 4  

D I PALM ITOYL ( I 4 C - l  ) Sn-PHOSPHATI D Y  L D, L-GLY CEROL 

- R F  = 0,2). 

9 

A p r s s  h y d r o l y s e  de 7 (D ,L )  p a r  l a  t r i 6 t h y l a m i n e  dans  l e s  
mCmes c o n d i t i o n s ,  l e  m e l a n g e  r e a c t i o n n e l  e s t  a n a l y s 6  en C C M  dans  
l e s  mgmes s y s t s m e s  de s o l v a n t s .  C e t  a n a l o g u e  de P G  m i g r e  aux msmes 
R F  que  l e  PG t 6 m o i n  c o m m e r c i a l  e t  que  l e  PG s y n t h 6 t i s E .  Le 
r e n d e m e n t  e s t  de  37 %. 

A C I D E  DIPALMITOYL ( 1 4 C - l )  PHOSPHATIDIQUE ACETOINYLE 8 

L e  m e l a n g e  r i a c t i o n n e l  c o n t e n a n t  1 ' i n t e r m e d i a i r e  4 e s t  
h y d r o l y s 6  p a r  a d d i t i o n  de q u e l q u e s  g o u t t e s  d ' e a u .  La phase  o r g a n i -  
que  e s t  a n a l y s 6 e  p a r  C C M ,  s o l v a n t  : CHC13/MeOH : 8 0 / 2 0 .  I 1  s ' e s t  
f o r m e  u n  p r o d u i t  ( R F  = 0,351 r e p r g s e n t a n t  65 % de l a  r a d i o a c t i v i -  
t e  t o t a l  e. 

A f i n  d ' e n  d 6 t e r m i n e r  sa s t r u c t u r e ,  une p a r t i e  a l i q u o t e  de 
m6l ange r 6 a c t i o n n e l  e s t  c h r o m a t o g r p a h i 6 e  s u r  p l a q u e  p r 6 p a r a t i v e  
dans  l e  mOme s o l v a n t .  Le p r o d u i t  i s 0 1 6  e s t  r e c r i s t a l l i s 6  dans un 
m e l a n g e  CH2C12/CH3COCH3 son p o i n t  de f u s i o n  e s t  7 6 "  C .  
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Le s p e c t r e  de R M N  c o n f i r m e  l a  s t r u c t u r e  du p r o d u i t  
a t t e n d u .  

R.M.N. 

6 = 5.2 ppm (m-1H-H g l y c e r o l )  
6 = 4.3 ppm (m-5H-CH2 g l y c e r o l  e t  H a c e t o i n y l e )  
6 = 2 ,3  ppm (m-7H-CH2-C0 a c e t o i n y l e  e t  CH2COOR) 
6 = 1,3 ppm (m-55H. CH2 a c i d e s  g r a s  e t  C H 3  a c e t o i n y l e )  
6 = 0 .9 ppm (m-6H-CH3) 

Ce p r o d u i t  s ' e s t  avPt-6 comme a t t e n d u  s t a b l e  v i s  B v i s  
1 I h y d r o l y s e  p a r  l a  t r i 6 t h y l a m i n e .  
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