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S U M M A R Y  

LETOSTEINE, 2-[  l ( e t h o x y  c a r b o n y l  m e t h y l t h i o )  - e t h y l 1  

4 -hydroxyca rbony l  t h i a z o l i d i n e  i s  l a b e l l e d  w i t h  e i t h e r  carbon-14 
o r  S u l f u r - 3 5  on t h e  f o l l o w i n g  p o s i t i o n s  : 

- t h e  c a r b o x y l i c  c a r b o n  o f  t h e  ester f u n c t i o n  by  means 

- t h e  t h i a z o l i d i n y l  g r o u p  by  means o f  L- ( 'S) - c y s t e i n e .  

o f  c h l o r o  ( l-"C)-acetic a c i d .  

S p e c i f i c  a c t i v i t i e s  are 0 , 3 1 3  m C i / m M o l e  o r  1 3 , 8  MBq/rnMole 

f o r  "C-LETOSTEINE and  9 , 9 0  m C i / m M o l e  or  366 MBq/mMole f o r  

'S-LETOSTEINE. 

Key Words : 5S- and  " C - T h i a z o l i d i n y l  d e r i v a t i v e s ,  

1 4 C - t h i o g l y c o l i c  a c i d ,  mercap to -  (1-' 4 C )  ace t ic  a c i d ,  

' 'c- l e  tos t e i n e .  

L a  LETOSTEINE (1) e s t  un p r i n c i p e  a c t i f  s o u f r 6  ?i a c t i v i t 6  

m u c o l y t i q u e  a c t i f  p a r  v o i e  orale  dans  les a f f e c t i o n s  b roncho-  

p u l m o n a i r e s  ( 2 , 3 , 4 , 5 ) .  Son a c t i o n  s 'exerce d a n s  un d d l a i  r e l a t i v e -  

ment c o u r t  p a r  f l u i d i f i c a t i o n  d u  mucus q u i  o b s t r u e  les v o i e s  a6- 
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r i e n n e s  s u p S r i e u r e s ,  a t t E n u a n t  les symptdmes d ' i n f l a m m a t i o n  r e s p i -  
r a t o i r e ,  r g t a b l i s s a n t  les Echanges  gazeux  normaux e t  les mbcanis -  
mes d e  d % f e n s e  n a t u r e l s  d u  poumon. 

Pour  p e r m e t t r e  d ' e f f e c t u e r  les E t u d e s  d e  p h a r m a c o c i n e t i q u e ,  
de mEtabo l i sme ,  e t  de dosage  q u a n t i t a t i f  d a n s  les u r i n e s  e t  l e  
p la sma ,  nous  avons  p r 6 p a r S  l a  l 6 t o s t S i n e  marqude avec du Carbone- 
1 4  ou a v e c  du Souf re -35  d a n s  les deux  p o s i t i o n s  s u i v a n t e s  : 

- l e  c a r b o n e  c a r b o x y l i q u e  d e  l a  f o n c t i o n  ester p o r t a e  p a r  
l a  c h a I n e  l a t e r a l e .  

- le s o u f r e  du noyau  t h i a z o l i d i n y l e .  

HOOC HC- NH 
'CH CH2CH2S C H 2 '  4COOCH2CH3 

L a  s y n t h s s e  de  l a  1 6 t o ~ t 6 i n e - ' ~ C ,  n e c e s s i t e  l ' u t i l i s a t i o n  
du p r e c u r s e u r  r a d i o a c t i f  : l ' a c i d e  ch lo ro -ace t ique -1 - "C  3 p a r t i r  
duque l  l ' a c i d e  t h i o g l y c o l i q u e -  "C p u i s  l e  t h i o g l y c o l a t e  d ' e t h y l e -  
' 'C o n t  pu d t r e  p r e p a r 6 s .  

L ' & t u d e  b i b l i o g r a p n i q u e  d e  l a  s y n t h g s e  d e  l ' a c i d e  t h i o g l y -  
c o l i q u e  3 p a r t i r  d e  l ' a c i d e  c h l o r o a c 6 t i q u e  nous  a p e r m i s  d e  s S l e c -  
t i o n n e r  p l u s i e u r s  s y n t h e s e s  p o s s i b l e s  : l ' i n t r o d u c t i o n  du  groupe-  
ment t h i o l  dans  l a  m o l e c u l e  p o u v a n t  se f a i r e  p a r  r E a c t i o n  s o i t  d e  
l a  t h i o u r E e  ( 6 , 7 , 8 ) ,  s o i t  du d i s u l f u r e  d e  sodium (9,10), s o i t  d e  
1 ' h y d r o g E n o s u l f u r e  d e  sodium ( 1 1 , 1 2 ) ,  d'ammonium o u  d e  p o t a s s i u m  
( 1 3 ) ,  s o i t  du t r i t h i o c a r b o n a t e  de sodium ( 1 4 , 1 5 )  e t  e n f i n  d u  t h i o -  
s u l f a t e  de sodium (16,17). AprSs d e s  essais p r s l i m i n a i r e s  e f f e c -  

t u 6 s  s e l o n  ces d i f f e r e n t e s  me thodes ,  nous  avons  o b t e n u  1'aci.de 
t h i o g l y c o l i q u e  p a r  l a  mEthode a u  t h i o s u l f a t e  de sodium (18) avec 
des rendemen t s  r e p r o d u c t i b l e s  e t  s u p 6 r i e u r s  3 9 5  % ,  s o u s  deux  
c o n d i t i o n s  : e f f e c t u e r  l es  r 6 a c t i o n s  s o u s  a t m o s p h e r e  i n e r t e  e t  n e  
p u r i f i e r  n i  l ' a c i d e  t h i o g l y c o l i q u e ,  n i  l e  t h i o g l y c o l a t e  d ' B t h y l e  
p a r  d i s t i l l a t i o n .  
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L e  s c h e m a  de s y n t h 6 s e  de l a  L ? i t o s t S i n e - ' ' C  e s t  le s u i v a n t  : 

C1CH2 'COOH NaHC03 C 1 C H 2 '  'COONa N a 2 S 2 0 3  I 

1 - 2 - 

H S C I I ~ ~  'coo11 

4 - 

+ 
H 2 S 0 4  70 % N a O S 0 2 S C H 2  "COONa 

Zn - 
3 - 

S C H ~ ~ ~ C O O H  
I 
S C H ~  4~~~~ 

5 - 

CH ,=CHCHO 
HSCH ' COOH CH 3CH ?OH_ H S C H ~  1 ~ C O O C H ~ C H  - 

6 - 4 - 
NH2HC1 
I 

HOOC- CHCH 2 S H  

NH 
OHCCH CR 2S CH ' COOCH CH c 

3 
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HOOC HC-NH 
I \  

H C CSCH CH2SCY2''CC?OCH2CB3 
2 \ /  2 

S 



714 C. Nicolas, F. Gachon and M. Faurie 

La s o l u t i o n  a q u e u s e  d ' a c i d e  c h l o r o a c e t i q ~ e - l - ' ~ C  - 1, d i l u e e  

a v e c  l ' a c i d e  c h l o r o a c e t i q u e  e s t  n e u t r a l i s s e  a v e c  une q u a n t i  t e  
s t o e c h i o m e t r i q u e  d ' h y d r o g e n o - c a r b o n a t e  de  sodium,  l e  b a l l o n  d e  

r 6 a c t i o n  es t  p u r g e  EI l ' a r g o n  e t  ma in tenu  sous a r g o n  p o u r  l a  s u i t e  

d e s  r 6 a c t i o n s .  L e  t h i o s u l f a t e  d e  sodium r 5 a g i t  s u r  l e  s e l  s o d i q u e  

- 2 p o u r  donne r  l e  s e l  de  Bun t  2. C e l u i - c i  e s t  h y d r o l y s e  p a r  : I z s o h  

EI 70 P, p o u r  donne r  35 % d ' a c i d e  t h i o g l y c o l i q ~ e - ' ~ C  4 e t  6 5  P, 

d ' a c i d e  d i t h i o d i g l y c o l i q u e -  1 4 C  

poudre  de  z i n c  e n  4 a v e c  un r endemen t  d e  3 5  %. L ' a c i d e  4 o b t e n u  

p a r  e x t r a c t i o n  a 1 ' E t h e r  e t h y l i q u e  e s t  t r a n s f o r m 5  5 97 ,s  % e n  
t h i o g l y c o l a t e -  "C-d' S t h y l e  p a r  a d d i t i o n  d ' u n  m5lange a lcool -  
benzene  e t  d i s t i l l a t i o n  de  l ' a z 5 o t r o p e .  C e t  ester t r e s  i n s t a b l e  

e t  v o l a t i l  n ' e s t  p a s  i s o l 6 ,  m a i s  condense  a v e c  l ' a c r o l d i n e  p o u r  
donne r  l ' a l d e h y d e  (0x0-3-propyl-thioglycolate d ' 5 t h y l e ) l  o b t e n u  

a v e c  une p u r e t e  r a d i o c h i m i q u e  c',e 98 ,s  8.  Une s o l u t i o n  a q u e u s e  de  

c h l o r h y d r a t e  de  1 - c y s t e i n e  a j o u t e e  3. 1 e n  p r e s e n c e  d ' u n e  q u a n t i t 5  

e q u i m o l a i r e  d 'ammoniaque pe rme t  d ' o b t e n i r  l a  l S t o s t E i n e - " C  

a v e c  un r endemen t  r a d i o c h i m i q u e  g l o b a l  de  70 % ( c a l c u l s  3 p a r t i r  

de  l ' a c i d e  ch lo roace t ique -1 - "C)  e t  une p u r e t 6  r a d i o c h i m i q u e  d e  

35,s '% . L ' i m p u r e t 6  r a d i o a c t i v e  e s t  c o n s t i t u 6 e  p a r  l ' a l d b h y d e  7 _  
q u i  s '  Z l i m i n e  p r e s q u e  comple t emen t  p a r  r e c r i s t a l l i s a t i o n  d a n s  

l ' e t h a n o l  a b s o l u  ( r e n d e m e n t  : 9 0  % ) .  

L ' a c t i v i t e  s p e c i f i q u e  d e  l a  l ~ t o s t e i n e - ' ~ ~  e s t  de 0 , 3 7 3  m C i /  

q u i  sera  r S d u i t  p a r  a d d i t i o n  d e  

- 8 

mole s o i t  1 3 , 8  YBq/mMole .  

L a  s y n t h e s e  d e  l a  l e t ~ s t e i n e - ~  'S, marquse  s u r  le noyau 

t h i a z o l i d i n y l e  e s t  e f  f e c t u 5 e  2 p a r t i r  du p r e c u r s e u r  r a d i o a c t i f  : 

l a  1-cys  t 6 i n e -  ' s .  
L e  schema d e s  r e a c t i o n s  e s t  l e  s u i v a n t  : 

CH 2=C11CH0 
HSCH COOCH CH 3 OHCCN2CE2SCH 2 COOCH,CH ' - 3  

N H , H C l  
L ' 35 

HOOC- CHCH S H  HOOCHC-NA 
/ \  

N H  3 
3 H2C'\ ; CHCE CA 2SCH 2COOCEI 2CH 

5 s  
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L 'a ldehyde  2 (0x0-3-propyl-thioqlycolate d ' g t h y l e )  es t  ob- 
t e n u  p a r  r e a c t i o n  de l ' a c r o l e i n e  s u r  l e  t h i o g l y c o l a t e  d ' s t h y l e  5 ,  
p u i s  t r a i t 6  p a r  une q u a n t i t f  Bquimolaire  de c h l o r h y d r a t e  de 1- 

c y s t E i n e  ( " S )  e t  d'ammoniaque, il se forme l a  1 ~ 5 t o s t e i n e - ~ ~ S  a v e c  
un rendement r ad ioch imique  de 85 % ( c a l c u l C  .3 p a r t i r  du ch lo rhy-  
d r a t e  de l - ~ y s t 5 i n e - ~ ~ S )  e t  une a c t i v i t e  s p e c i f i q u e  de 9,90 m C i /  

mMole s o i t  366 MBq/mMole. 

P A R T I E  E X P E R I M E N T A L E  

L e s  r ad iochromatograph ies  s u r  couche mince (C.C.M.)  s o n t  
e f f e c t u e e s  s u r  g e l  d e  S i l i c e  Merck 6 0  F 2 5 4  ( R e f e r e n c e  5 7 1 9 )  e t  
a n a l y s s e s  avec  un a p p a r e i l  m u l t i c a n a u x  BERTHOLD LB 2821:  

Tab leau  d e s  Rf 

Compost? So lvants Rf Revelateur 

4 Tolu&ne/Dioxanne/CHsCOOH-88/12/3 0,44 Iode 

5 

~ ~~~~ ~~~~ 

Tolu&ne/Dioxanne/CH~COOH-88/12/3 0,16 Iode 

6 Tolu&ne/Dioxanne/CH3COOH-88/12/3 0.68 Iode 

7 Tolu&ne/Dioxanne/CH3COOH-88/ 1213 0,60 Iode 

n-BuOH/CH3COOH/Eau 411 11 0,88 

8 n-BuOH/CHaCOOH/Eau 411 I 1  0,58 Iode ou 

N inhydr ine 

L e s  s p e c t r e s  I R  s o n t  r 6 a l i s B s  s u r  un spec t ropho tomGtre  
P E R K I N  ELMER 3 3 8 .  L e s  s p e c t r e s  de RMN o n t  e t e  e n r e g i s t r e s  s u r  un 
a p p a r e i l  J E O L  C 60H a 6 0  MHz : les dbplacements  chimiques s o n t  
donnBs e n  ppm (TMS = 0 ) .  

c y s t b i n e -  5 S  o n t  Bte f o u r n i s  r e s p e c t i v e m e n t  p a r  l e  C e n t r e  Radio- 
chimique d'Amersham e t  l e  S e r v i c e  d e s  Molecules  Marquees du CEN 

de Sac lay .  

L e s  p r g c u r s e u r s  r a d i o a c t i f s  ClCH2COOH- 'C) e t  l a  1- 
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Dans un b a l l o n  pu rge  3 l ' a r g o n ,  on i n t r o d u i t  l ' a c i d e  c h l o r o -  
a c e t i q u e  (1-' 4 C )  ( 9  m C i )  e t  l ' a c i d e  c h l o r o a c e t i q u e  i n a c t i f  
( 2 0  mM : 1 , 8 9  g )  en s o l u t i o n  dans  4 m l  d ' e a u ,  on a j o u t e  peu a peu 
l ' h y d r o g 6 n o c a r b o n a t e  d e  sodium (20 mM : 1 , 6 8  9) e t  a g i t e  pendan t  
30 minu tes .  Tout en p o u r s u i v a n t  l ' a g i t a t i o n ,  l e  t h i o s u l f a t e  d e  SO- 
dium (30 mM : 3,50 g )  e s t  a d d i t i o n n f  p u i s  l a  s o l u t i o n  es t  c h a u f f e e  
5 8 5 O C  pendan t  1,s h e u r e  e t  3 100°C pendan t  30 m i n u t e s ,  l e  r e f l u x  
s ' e f f e c t u a n t  p a r  l ' i n t e r m e d i a i r e  d ' u n  r 6 f r i g b r a n t  3 b o u l e s  q u i  
permet  a u s s i  1 ' i n t r o d u c t i o n  d ' a r g o n .  

La s o l u t i o n  du s e l  de Bunt NaOS02S-CH2-'4COONa e s t  r e f r o i d i e  

3 t e m p e r a t u r e  ambian te ,  p u i s  t r a i t e e  p a r  3 , 2  m l  d ' a c i d e  s u l f u -  
r i q u e  3 70 % ,  e t  c h a u f f f e  3 85°C-900C pendan t  2 h e u r e s ,  ce q u i  
l i b e r e  l ' a c i d e  t h i o g l y c o l i q u e  4 accompagnd du d i s u l f u r e  5 malgre  
les p r e c a u t i o n s  p r i s e s  pour  f v i t e r  l ' o x y d a t i o n  de 4 ; l e  c o n t r 8 l e  
r ad iochromatograph ique  permet  d e  mesure r  l e s  p o u r c e n t a g e s  d e  4 e t  
- 5 q u i  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  d e  35 e t  6 5 .  

La d i s p a r i t i o n  d e  t o u t e  t r a c e  de r a d i o a o t i v i t e  a u  p o i n t  d e  
dept3t s u r  l e  radiochromatogramme i n d i q u e  l ' h y d r o l y s e  complbte  du 

s e l  de Bunt. L e s  p r o d u i t s  4 e t  2 6 t a n t  m i s c i b l e s  a l ' e a u ,  e t  l e  
m i l i e u  f o r t e m e n t  a c i d e  nous a j o u t o n s  e n  1 h e u r e  du z i n c  e n  poudre 
(11 mA : 7 2 0  mg),  c h a u f f o n s  une demi-heure 3 5OoC p u i s  l a i s s o n s  
r e f r o i d i r  3 t e m p e r a t u r e  ambiante .  Le  c o n t r b l e  r ad iochromatogra -  

phique permet  de v 5 r i f i e r  l a  d i s p a r i t i o n  d e  2, l a  s o l u t i o n  aqueuse 
e s t  a l o r s  e x t r a i t e  3 f o i s  avec  chaque f o i s  15 m l  d ' 6 t h e r  B t h y l i q u e  
sEch6 s u r  sodium, les phases  d t h h r f e s  s o n t  d e c a n t e e s ,  c o n c e n t r g e s  

de m o i t i e  s o u s  a r g o n ,  25 m l  de  benzene (sech.6 s u r  sodium e t  d i s -  
t i l l 6  s o u s  gaz  i n e r t e )  s o n t  a j o u t e s  p u i s  l a  s o l u t i o n  e s t  evaporbe 
3 l ' a i d e  d ' u n  a p p a r e i l  de "DEAN STARK" pour  B l imine r  les t r a c e s  
d ' e a u  p a r  e n t r a f n e m e n t  a z e o t r o p i q u e  j u s q u ' a  un volume r h d u i t  d ' e n -  
v i r o n  15 m l ,  l e  b a i n  d ' h u i l e  s ' 6 l e v a n t  p r o g r e s s i v e m e n t  3 90°C. 

L ' a c i d e  t h i o g l y c o l i q u e - 1  "C n ' e s t  p a s  i s o l e ,  sa p u r e t d  
r ad ioch imique  e s t  d e  9 5  % ( C . C . M . ) ,  l ' i m p u r e t d  e s t  c o n s t i t u E e  p a r  

5 .  
R . M . N .  
- 

- 6 (ppm) 8 , 0 5  ( s ,  1 p ,  COOH) ; 3 , 3  ( d ,  J = 8 Hz, 2 p ,  CDCI.3 * 

C H 2 )  ; 2 , 0 5  ( t ,  J = E Hz, 1 p ,  SH). 
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I .  2 .  Thiog{yc~Late I ' C 1 d ' E. thy{ s  : 5 
L a  s o l u t i o n  de l ' a c i d e  t h i o g l y c o l i q u e  (l-"C) - 4 e s t  add i -  

t i o n n e e  de 15 m l  de benzene sec e t  1 0  m l  d ' e t h a n o l  a b s o l u  

( s e c h e  s u r  sodium e t  d i s t i l l 6  s o u s  c o u r a n t  d ' a z o t e ) .  L e  melange 
r e a c t i o n n e l  est  p rogres s ivemen t  c h a u f f e  3 80°C, t o u t  e n  B l iminan t  
l ' a z e o t r o p e  benzene-eau. Le t h i o g l y c o l a t e  ( "C) d ' e t h y l e  o b t e n u  

e n  s o l u t i o n  benzene-Gthanol n ' e s t  p a s  i so l e ,  l ' e v a p o r a t i o n  des  
s o l v a n t s  s 'accompagnant  d ' u n e  p e r t e  i m p o r t a n t e  2e  l ' e s t e r  dIle 3 

sa t e n s i o n  d e  vapeur  d l e v e e  ma lg re  un p o i n t  d ' E b u l l i t i o n  d e  156- 
158OC. L'ester  5 est  p u r  9 97 ,5  % (C.C.El.) l ' i m p u r e t e  r ad ioac -  

t i v e  co r re spond  3 l ' a c i d e  t h i o g l y c o l i q u e  (l-"C) 4 . 
c b  a d  
HS-CHz-COO-CHzCH, 

-CDC 1 3 

---- ----------------- 

: G(ppm) 4,20 ( q ,  J = 7 Hz, 2 p ,  a )  : 3,45-3,15 ( m ,  2 p ,  
b )  : 2 , O  ( t ,  J = 8 Hz, 1 p ,  C )  : 1,30 ( t ,  J = 7 Hz, 
3 Pr a) .  

I 

1 - 3 .  ~ w a , 2 ~ e l o e ~ e , ~ h i o s e Y ~ ~ { ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ! - ~ ~ ~ ~ ~ Y { ~  : 1 
L a  s o l u t i o n  d e  t h i o g l y c o l a t e (  "C) d ' b t h y l e  5 es t  n e u t r a l i -  

see p a r  300 vl de t r i e t h y l a m i n e ,  p u i s  une a l i q u o t e  de 200 ul de 
t r i e t h y l a m i n e  es t  a j o u t d e  pour  c a t a l y s e r  l a  r e a c t i o n  d e  conden- 
s a t i o n  de l ' a c r o l e i n e  ( 2 3  mM : 1 , 3 3  ml) a j o u t d e  g o u t t e  a g o u t t e .  

On c o n s t a t e  un l d g e r  echauf femen t ,  l ' a g i t a t i o n  es t  maintenue SOUS 

a rgon  pendan t  1,5 heure .  La s o l u t i o n  e s t  f i l t r g e ,  l e  p r e c i p i t g  
r i n c e  avec  du benzene,  le f i l t r a t  6vaporB 3 40°C a u  r o t a v a p o r ,  
l ' e x c e s  d ' a c r o l e i n e  es t  Glimine,  l ' a l d e h y d e  2 e s t  p u r  3 98 ,5  % 

(C.C.M.) . 
R . M . N .  CDCll : OHC-CH~CHZ-S-CH~COO-CH~CII~ 

f e c  b a d  

(ppm) : 9 , 7  ( s ,  1 p ,  f) : 4 , 1 7  ( q ,  J = 7 Hz, 2 p ,  a )  ; 3 ,23  
(s, 2 p ,  b) : 2,85 (t, J = 4 Hz, 4 p, c + e) : 1 , 3  
( t ,  J = 7 Hz, 3 p,  d ) .  

1 * 4 .  LP?obZZineI! : c L  r !~?~oxYca')bonYel '*C! -me?hYe-zh&?! 
I 1 - !&-thy el I 2 - hY d5o 5 !!I ca')_b 0 n Y e: !? - Z h i a r  0 !&din_e : 8 

L 'a ldbhyde  1, r e p r i s  p a r  1 m l  d ' e t h a n o l  es t  a d d i t i o n n e  de 
c h l o r h y d r a t e  de 1 - c y s t 8 i n e  monohydratee (20 mM : 3,79 g )  e n  s o l u -  
t i o n  dans 2 m l  d ' e a u .  On a g i t e  1 h e u r e  a t e m p s r a t u r e  ambiante  
p u i s  on c o u l e  2 m l  d ' u n e  s o l u t i o n  d'ammoniaque 3 25 %. On o b s e r v e  
l ' a p p a r i t i o n  d 'un  p r d c i p i t d  b l a n c ,  on l a i s s e  a u  r e p o s  une n u i t  a u  
r e f r i g d r a t e u r .  
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L e  p r e c i p i t e  d e  16 tos t6 ine - "C  8 es t  f i l t r e ,  lave 9 l ' e a u  

g l a c b e ,  s&ch?5 s o u s  v i d e  e t  sur P205, il est  e n s u i t e  l a v e  2 a 3 

f o i s  a v e c  d e  l ' b t h e r  P t h y l i q u e ,  p u i s  r ec r i s t a l l i s e  d a n s  l ' b t h a n o l  

a b s o l u .  

On o b t i e n t  6 , 2 7  m C i  de 1 5 t 0 s t e i n e - ' ~ C  a v e c  une a c t i v i t e  
s p s c i f i q u e  d e  0 , 3 7 3  mCi/mMole ou  1 3 , 8  MBq/mMole. L e  rendement  
r a d i o c h i m i q u e  g l o b a l  d e  l a  s y n t h h s e  c a l c u l E  3 p a r t i r  d e  l ' a c i d e  

c h l o r o a c E t i q u e  ( 1 - 1 4 C )  e s t  de 70 %. 

I .  5. I d e n ~ i b i c a ~ i o n - d p - e a - ~ ~ ~ o ~ ~ ~ ~ ~ ~  
F = 138-140°C (Banc X o f l e r )  

C.C.M. : R f  = 0 , 5 8  n-BuOH/CH3COOH/H20 ( 4 / 1 / 1 )  

I.R. ( K B r  c m - l )  : 3250-2000 a v e c  maxima 3 2970,  2-550, 

2400 ( N H ,  C H I ,  1715 ( C O O ) ,  1705 (COOH) , 1575 ( N - H )  

R.M.N.DMSO-D: 

j h  i 

\ a d  
HOOCHC-NH 

8 /  
H2C' 'CHCH 2~~ 2~~~ COOCH, CH 

\ /  - 
S 

6 (ppm) : 7,5-6 ,7  ( m ,  2 p ,  i + j )  : 4 , 8 - 4 , 3  ( m ,  1 p ,  f )  : 
4 ,2 -4 ,0  ( m ,  3 p ,  a + h )  : 3 ,30  ( s ,  2 p ,  b )  : 3,15-2,4 
( m ,  4 p , C + g )  : 2,3-1 ,60  ( m ,  2 p ,  e)  : 1 , 2 0  ( t ,  J = 

7 Hz, 3 p ,  d ) .  

2 .  Marquage de la 1 5 t o s t b i n e - 3 5 S  

Dans un b a l l o n  de 50 m l ,  on p h s e  l e  t h i o g l y c o l a t e  Z ' f t h y l e  5 
( 1 , 3 2  mM : 1,59 g) , on a j o u t e  25 ul de  t r i e t h y l a m i n e  e t  c o u l e  

g o u t t e  3 g o u t t e  l ' a c r o l e i n e  ( 1 , 3 2  mM : 0 , 7 4  g )  d i s p e r s e e  dans  

2 m l  d ' e a u .  La r h c t i o n  es t  l b g e r e m e n t  e x o t h e r m i q u e ,  l ' a g i t a t i o n  

e s t  ma in tenue  p e n d a n t  2 h e u r e s ,  l ' a l d e h y d e  2 s ' e s t  form6 m a i s  
n ' e s t  pas i s o l b ,  on  a j o u t e  e n  1 0  m i n u t e s  l e  c h l o r h y d r a t e  d e  1- 
c y s t e i n e  monohydratde ( 1 , 3 2  mM : 2 , 3 2  g )  d i l u d e  a v e c  la l - c y s t E i n e  
- 3 5 S  (20 m C i )  e t  d i s s o u s  d a n s  7 m l  d ' e a u .  Aprbs une h e u r e  d ' a g i t a -  

t i o n ,  on a j o u t e  1,4 m l  d 'ammoniaque a 25 %. On a g i t e  1 h e u r e ,  e t  
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l a i sse  a u  r e p o s  une  n u i t  a u  r d f r i g e r a t e u r .  

Le p r e c i p i t e  b l a n c  de 1 5 t o ~ t ~ i n e - ' ~ S  e s t  f i l t r e ,  l a v e  3 

l ' e a u  g l a c G e ,  sCch6 s o u s  v i d e  e t  s u r  P2O5 p u i s  r ec r i s t a l l i s e  d a n s  

l ' a l c o o l  a b s o l u .  1 7  m C i  d e  l B t o ~ t E i n e - ' ~ S  s o n t  o b t e n u s  avec une  

a c t i v i t e  s p E c i f i q u e  Be 9 , 9 0  m C i / m M o l e  o u  366 MBq/mMole. Le r ende -  

ment  r a d i o c h i m i q u e  g l o b a l  d e  l a  s y n t h g s e  c a l c u l e  3 p a r t i r  d e  l a  
l - c y s t S i n e - 3 5 S  est  d e  85 %. 

L e s  donnees  p h y s i q u e s  d e  ce composE s o n t  i d e n t i q u e s  3 ce l les  
d e  l a  1 6 t o s t 0 i n e .  
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