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PREPARATION D E  

L ' A C I D E  I I I ~ ~ O  DIAMINO-2 ,6  HEPTANE-DIOIQUE-1,7-  H-3,4,5 " 3  
(mPso-D I A M  I NO P I M E L  I q U E -  F H -  3.4.51 ) 

D .  S C H O T T ,  B .  R O U S S E A U ,  J . P .  B E A U C O U R T ,  J.P. LELLOUCHE, L .  PICHAT 

S e r v i c e  d e s  M o l e c u l e s  M a r q u e e s  ( B l t i m e n t  4 7 )  

CEN-SACLAY 9 1 1 9 1  GIF-SUR-YVETTE CEDEX 

S U M M A R Y  

Meso  2 , 6 - d i a i n i n o  [3H-3,4,5]  1 , 7 - h e p t a n e d i o i c  a c i d -  ( m e s o  
pH-3 ,4 ,5 ]  DAP) s p e c i f i c  a c t i v i t y  3 0  C i / m M  was o b t a i n e d  b y  c a t a l y -  
t i c  d e h y d r o h a l o g e n a t i o n  o f  m e s o  3 - c h l o r o  a n d  4 - c h l o r o  D A P .  LL, DD 
a n d  meso  DAP w e r e  a n a l y t i c a l l y  s e p a r a t e d  b y  c e l l u l o s e  t h i n  l a y e l -  
c h r o m a t o g r a p h y  ( m e t h a n o l - w a t e r - 7  : 3 ) .  

- 

K E Y W  OR D S 

* m e s o  2 , 6 - d i a r n i n o  1 , 7 - h e p t a n e d i o i c  a c i d -  H-3,4,5 . C I  
* Meso  4 - c h l o r o  DAP 

Meso  5 - c h l o r o  D A P  

C a t a l y t i c  d e h y d r o h a l o g e n a t  i o n  

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

L ' a c i d e  d i a m i n o - 2 , 6  h e p t a n e d i o . i q u e - 1 , 7  (DAP ; - I) e s t  u n  
a m i n o - a c i d e  n a t u r e 1  non  p r o t e y n i q u e  d e  s t r u c t u r e  : 

1 7 

H02C\ 2 3 4 5 6 7 2 H  
CH-CH2-CH2-CH2-CH 

/ 
H2N 

L e s  d e u x  c a r b o n e s  a s y m e t r i q u e s  C2 e t  C6 i m p 1  i q u e n t  l ' e x i s -  
t e n c e  d e  d e u x  f o r m e s  o p t i q u e m e n t  a c t i v e s  : l e  LL-DAP (g),  l e  D D -  
DAP (m) e t  d ' u n e  f o r m e  o p t i q u e m e n t  i n a c t i v e  : l e  meso-DAP (El. - 
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L e  LL-DAP (n) e t  l e  rneso-DAP (19) p r e s e n t e n t  u n  i n t 6 r G t  
b i o l o g i q u e .  L e s  h y d z l y s a t s  d e s  p a r o i s  G p t i d i q u e s  d e  n o m b r e u s e s  
batteries c o n t i e n n e n t  t r g s  f r e q u e m m e n t  d u  meso-DAP ( 1 )  a i n s i  q u e  d u  
LL-DAP ( l ) ,  t r G s  r a v e m e n t  d u  D D - D A P  ( 2 ) .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l e  meso-DAP e t  l e  LL-DAP s o n t  d e s  p r 6 c u r s e u r s  
d a n s  l a  b i o s y n t h k s e  d e  l a  L - l y s i n e  c h e z  l e s  batteries ( 3 ) .  Nous 
a v o n s  p r e p a r e  l e  meso-DAP-  H (D) - 'a f o r t e  a c t i v i t e  s p e c i f i q u e  
s e l o n  l e  schema : 
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S e l o n  c e  schema,  H A N t l S  e t  V E R E r  ( 5 )  o n t  de' j 'a o b t e n u  d u  D A P -  
1 C i / m M  e t  p H - 4 ]  m a i s  a v e c  u n e  a c t i v i t e  s p e c i f i q u e  i n f 6 r i e u t . e  

s o u s  f o r m e  d ' u n  m e ' l a n g e  ( 1  : 1 : 2 )  d e  L L - ,  D D -  e t  m 6 s o - D A P - p H - 4 ]  
c e  q u i  l i m i t e  f o r t e m e n t  1 ' i n t e ' r ; t  b i o l o g i q u e  d u  p r o d u i t  o b t e n u .  

N o u s  a v o n s  a p p o r t e  d i v e r s e s  m o d i f i c a t i o n s  q u i  nous o n t  p e r -  
m i s  d ' a v o i r  u n e  A . S .  d e  3 0  C i / m M  e t  d e  d i s p o s e r  d u  d i a s t e r 6 o i s o m b r e  
m e s o  Ef p u r  q u i  n ' 6 t a i t  p a s  d e c r i t  d a n s  l a  l i t t e r a t u r e .  - 

Nous  a v o n s  u t i l i s e  l a  t e c h n i q u e  d e  c h l o r a t i o n  d i r e c t e  d u  
DAP p a r  r e ' a c t i o n  r a d i c a l a i r e  d a n s  u n  m i l i e u  a c i d e  m i n e r a l  f o r t  ( 4 ) .  
D a n s  c e s  c o n d i t i o n s ,  n o u s  n ' a v o n s  Das  r e t r o u v e  l a  s C l e c t i v i t . 6  r a p -  
p o r t e e  p a r  H A N U Y  e t  c o l l a b o r a t e u r s  p o u r  l e  meso-OAP (m.  En e f f e t ,  
n o u s  a v o n s  o b t e n u  u n  m e l a n g e  Y d e  c l o r o - 3  DAP ( 7 0 % )  e t  de  c h l o r o - 4  
DAP ( 3 0 %  ; d o s a g e  e f f e c t u e  p a r  RMN-'H). 

L a  r e d u c t i o n  d e  p a r  l e  t r i t i u m  s o u s  p r e s s i o n  a t m o s p h e r i -  
q u e  e n  p r e ' s e n c e  d e  c h a r b o n  p a l l a d l e  'a 1 0 %  c o n d u i t  a p r g s  p u r i f i c a -  
t i o n ,  a u  rnC~o-DAP- [~H-3 ,4 ,5 ]  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  50%.  
L e s  Q o s i t  i o n s  e t  l e s  p o u r c e n t a g e s  d u  m a r q u a g e  s o n t  d e t e r m i n e s  p a r  
R M N -  H .  

D ' a p r g s  (6). il e s t  p o s s i b l e  d e  s e p a r e r  l e  LL-DAP d u  m e l a n -  
g e  ( m e s o  + DD)-DAP. Ce m e l a n g e ,  a p r b s  d e r i v a t i s a t i o n  s o u s  f o r m e  d e  
c o m p o s e s  d i n i t r o p h e n y l e s  o u  d i d a n s y l e s ,  p e u t  a l o r s  e t r e  r e s o l u  s e -  
l o n  ( 7 )  e t  ( 8 ) .  

N o u s  a v o n s  m i s  au  p o i n t  l a  s e p a r a t i o n  d e s  t r o i s  d i a s t C r 6 o i -  
s o m b r e s  L L ,  D D  e t  meso-DAP p a r  C C M  s u r  c e l l u l o s e  M E R C K  FZs4 s o l -  
v a n t  m 6 t h a n o l - e a u  ( 7 - 3 ) .  L a  c o m p a r a i s o n  a v e c  d e s  t e ' m o i n s  a u t h e n t  i- 
q u e s  p e r m e t  1 '  i d e n t i f i c a t i o n  d e s  c o m p o s e s .  Ce c o n t r 8 l e  c h r o m a t o g r a -  
p h i q u e  i n d i q u e  u n  p o u r c e n t a g e  d e  meso-DAP t r i t i 6  p r o c h e  d e  100%. 

P A R  T I E E X  PER I MENTAL E 

1 - CHLORO M E S O  DAP 

1 . 3 2  g ( 4 , 4 3  mM) d e  m e s o  D A P *  d i c h l o r h y d r a t e  s o n t  d i s s o u s  
d a n s  7 m l  d ' H C 1  c o n c e n t r e  p l a c e s  d a n s  u n  t u b e  d e  q u a r t z .  L e  m i l i e u  
e s t  s a t u r e  e n  C12 e t  i r r a d i ;  p e n d a n t  18 h e u r e s  'a l ' a i d e  d ' u n e  
l a m p e  b a s s e  p r e s s i o n  HANOVIA ( 1 O O W ) .  L e  p r e c i p i t e  o b t e n u  b r i s 6  'a 

x 
L e  meso-DAP d i c h l o r h y d r a t e  (aD*' = 0,2 

t r a c e s  d e  L - l y s i n e )  a i n s i  q u e  l e s  t e m o i n s  d e  L L ,  e t  DD-DAP 

n o u s  o n t  e t e  a i m a b l e m e n t  f o u r n i s  p a r  M o n s i e u r  V A N  HEIJENOORT, 

I n s t i t u t  d e  B i o c h i m i e ,  U n i v e r s i t e  d e  PARIS-SUD - ORSAY. 

C = 0 ,97  d a n s  H C l N ,  
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l a  b a g u e t t e  de  v e r r e  e s t  r e m i s  e n  s u s p e n s i o n  dans  H C l  c o n c e n t r e  p e n -  
d a n t  10  mn, p u i s ,  f i l t r 6  s u r  v e r r e  f r i t t 6  n '4.  Les  c r i s t a u x  q u i  se  
c o l o r e n t  r a p i d e m e n t  s o n t  l a v e s  p a r  4 m l  d ' g t h a n o l ,  2 x 4 m l  d ' g t h e r  
p u i s  s e c h e s  s o u s  0,l mm Hg p e n d a n t  36 h e u r e s  e n  d e s s i c a t e u r .  

On o b t  i e n t  400  mg de  d i c h l o r h y d r a t e  ; RC = 30%. 

ANALYSES 

C h r o m a t o q r a p h i e s  s u r  c o u c h e  m i n c e  de c e l l u l o s e  M E R C K  

RRN-  H (DMSO-D6 ; r e f e r e n c e  T M S )  : 

6 = 2,25 ppm ( m ,  4H , - C H 2 - ) ;  

F 2 5 4 '  3 

6 = 3,60 ppm 
~ 

\ 
( m ,  2H, - CH ; 6 4 , l  ppm ( m ,  IH,, CH-C1) ; 

6 = 7 ,3  p p n  ( 5 ,  8H e c h a n g e a b l e s  d a n s  D 2 0 ) .  

AUTO-ANALYSEUR O ' d M I N O - A C I D E S  ( L I Q U I M A T  11 K O N T R O N  
ANALYTIC). 

e s t  g l u e  s u r  une  c o l o n n e  de  r e s i n e  s u l f o n i q u e  7u D U R R U M  

260  mm, a' = 4 mm avec  u n  d e b i t  de 2 4  m l / h .  L ' e ' l u a n t  e s t  u n  s y s t g m e  
de  3 t ampons  D U R R U M  PICO-BUFFER. e s t  d 6 t e c t 6  p a r  f l u o r i m e t r i e  
apr'es d 6 r  i v a t  i s a t  i o n  avec  l ' o r t h o p h t a l a l d e ' h y d e .  
TR = 1555  s .  

C H R O M A T O G R A P H Y  OC-6A (DURRUM C H E M I C A L  C O R P O R A T I O N  CALIFORNIA) 1 = 

2 - m C ~ o - D A P - [ ~ t t - 3 , 4 . d  pI 

1 2  mg de  s o n t  r 6 d u i t s  p a r  l e  t r i t i u m  qazeux  e n  pve 'sence 
de  4 1  mg de c h a r b o n  p a l l a d i e  'a lO%(ENGELHARO). Apr'es n e u t r a l i s a t i o n  
du  m i l i e u  e t  f i l t r a t i o n  s u r  f i l t r e  MILLIPORE TEFLON L S  5 ~ .  o n  
e v a p o r e  p u i s  p o r t e  s u r  une c o l o n n e  de  O O W E X  50W12 ( f o r m e  'H)  
C l u e e  s u c c e s s i v e m e n t  'a I ' e a u  e t  avec  HC1 3N. 

L a  p u r i f i c a t i o n  e s t  achevee  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  p i - { p a r a t  i v e  
s u r  p a p i e r  SCHLEICHER e t  SCHULL n *  2 3 1 6  l a v e  ( 6 l u a n t  : m e t h a n o l -  
e a u -  p y r i d i n e  8 0 - 2 0 - 4 ) .  A p r k s  d e c o u p e  e t  P l u t i o n  3e l a  bande  r a -  
d i o a c t i v e  'a l ' e a u ,  o n  r - e c u e i l l e  8 0 0  m C i  de  pI. Le r e n d e m e n t  r a d i o -  
a c t i f  e s t  de  50%.  

ANALYSES --- 
C h r o m a t o g r a p h i e s  s u r  c o u c h e s  m i n c e s  de c e l l u l o s e  M E R C K  

F 254. e s t  homogPne d a n s  l e s  s o l v a n t s  : 
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1. m e t h a n o l - e a u  7 - 3  ( R F  = 0,29) 
2 .  n - b u t a n o l - a c i d e  a c e t  i q u e - e a u  5 0 - 2 5 - 2 5  ( R F  = 0,lO) 

A U T O -  A N A L  Y SE UR D ’ AM I N O -  A C  I D E  S 

Dans l e s  c o n d i t i o n s  d e c r i t e s  prec6demment,  91 a u n  temps de 
r g t e n t i o n  d e  3 5 4 0  s .  La p u r e t 4  r a d i o c h i m i q u e  e s t  de 97,5%,  l ’ a c t i -  
v i t P  s p 4 c i f i q u e  de 32,7 C i I m M .  

F I G U R E  A 

LL 

DD 

MESO 

I - 

I + LL - 

I + DD - 

I + MESO - 

VI 

PT + LL - 

“I + DD 

pt+ MESO 

2 x 120 mm 

0 

0 

r D D - D A P  ; RF= 0 ,3 ‘  

MESO-DAP ;RF= 0,4 
LL-DAP ; RE= 0.5 

C3QO 0 
COLORATION VIOLET 
TE PLUS INTENSE 

GzD0-0 
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F I G U R E  B 

150 mm 
f > 

1 4  D A P -  C - 1 , 7  3 2  m C i / m M  

d e p 6 t  1 u g  d a n s  1 p 1  d ' e a u  

M E S O - D A P  

D D - D A P  

3 R M N N -  H ( D 2 0  ; r 6 f C r e n c e  T M S )  
6 = 1 9 3  PPm 5 4 %  p o s i t i o n  4 
6 = 1,6 ppm 43% p o s i t i o n  3 e t  5 

3 - R E S O L U T I O N  C H R O M A T O G R A P H I Q U E  ___I- D E S  D I A S T E R A O J S O M E R E S  DU - 
T D A P  L - -  

N o u s  a v o n s  u t i l i s 6  d e s  f e u i l l e s  d e  c e l l u l o s e  M E R C K  F 
( 2 0  cm x 2 0  cm ; C p a i s s e u r  0 , l  m m )  e t  l e  m e ' l a n g e  m C t h a n o l - e a u  (7!!34 
p o u r  l e  d C v e l o p p e m e n t .  

L a  c u v e  e s t  6 q u i l i b r C e  p e n d a n t  3 0  mn a v a n t  u t i l i s a t i o n .  Une 
s i m p l e  m i g r a t i o n  ne  p e r m e t  a u c u n e  r e ' s o l u t i o n  d e  & ; p a r  c o n t r e  u n  
d o u b l e  d 6 v e l o p p e m e n t  ( 2  x 1 2 0  mm ; f i g u r e  A )  o u  u n  d C v e l o p p e m e n t  e n  
d e u x  d i m e n s i o n s  ( 1 5 0  mm x 1 2 5  mm ; f i g u r e  B )  p e r m e t  d e  r e s o u d r e  
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e n  3 a m i n o - a c i d e s  q u e  n o u s  a v o n s  i d e n t i f i e s  p t r  s u p e r p o s i t i o n  a v e c  
d e s  t h o i n s  a u t h e n t i q u e s  d e  L L ,  DD e t  meso-DAP . 

L a  r 6 s o l u t i o n  d e  d 6 p e n d  f o r t e m e n t  d e  l a  q u a n t i t 6  d e  DAP I 
d 6 p o s 6  s u r  l a  f e u i l l e  ( 1  m g  max imum d a n s  0,5 u1 d ' e a u )  e t  d e  1: 
t a i l l e  d u  d e p o t  (6 = 1 mm m a x i m u m ) .  L e s  a m i n o - a c i d e s  s o n t  r P v 6 1 6 s  'a 
l a  n i n h y d r i n e  e t  p a r  a u t o r a d i o g r a p h i e  s u r  f i l m  K O D A K  K O R I D E X  d a n s  
l e  c a s  d e  pI. 
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