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SYNTHESES, RESOLUTION OPTIQUE ET RADIOLYSE D'ACIDES AMINES TRITIES
A HAUTE ACTIVITE SPECIFIQUE.

I - D,I~lysine (SH-4,5,6,6) ; I-lysine (°H-4,4,5,5) ; L~leucine
(34-4,5,5,5) ; acide D--amino adipique (°H-4,4,5,5) ; acide
Y-amino butyrique ( 3[1-2, 2,3,3).

Dominique EGO, Jean-Pierre BEAUCOURT®, Lowis PICHAT
Service des Molécules Marquées — CEN-SACLAY -
91191 GIF SUR YVETTE CEDEX - FRANCE

SUMMARY

2, 6-Diamino-4-hexynoic acid $ was prepared from 1,4-dichloro-2-butyne and
diethyl acetamidomalonate. The catalytic reduction of § with tritium led

to (4,5, 6,6‘-3H) DL-lysine §! spec. act. 113 Ci/mM. The catalytic reduction
with tritium of L-2-amino-6-it-butozycarbonylamno-d-hexynoic acid 7 followed
by hydrolysis gave [4,4,5,5-311] L-lysine § spec. act. : 120 ci/mM.

DL-2-amino-5, 5~dichloro-4-methyl-4-pentenoic acid 1] was prepared from 2-
methyl-1,1, 3-trichloro-1-propene and diethyl acetamidomalonate. The opti-
cal isomers were separated by preparative HPLC. The catalytic reduction of
the L enantiomer gave [ 4,5,5,5-"H] I-leucine 13 spec. act. 140 Ci/mM.

Ethoxyearbonylation of ethyl 2-acetylamino-2-ethoxycarbonyl 4-pentynoate

15 in presence of palladium gave triethyl 4-acetylamino-l-butyne-1,4,4-tri-
carboxylate 16. Reduction of 16 with tritium followed by hydrolysis gave

DL—[4 4,5,5- H]u-mnoad@pw actd 18' spec. act. 130 Ci/mM. The oxidation

of _1__8__{ with L-aminoxidase led to D-®-aminoadipic acid 18 with the same aspecific
activity.

Methoxyearbonylation of 3-phthalimido-1-propyne 19 in presence of Pd gave
methyl 4-phthalimido-2-butynoate 20 which tritiation followed by hydro-
lysie led to [2 2,3,3~ H] GABA 22 spec. act. 109 Ci/mM. 3H NMR analyses
were carried out in each case. Studies on the self radiolysis of these

aminoacids during storage are reported.
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Les aminoacides tritiés sont couramment utilisés en re-
cherches biologiques et biochimiques. La concentration physiologi-
que des aminoacides dans les organismes vivants étant souvent trés
faible, des activités spécifiques élevées sont nécessaires, d'ol
1'emploi d'acides aminés marqués au tritium, Nous décrivons la syn-
these de plusieurs aminoacides tritiés obtenus par voie chimique
avec une activité spécifique théorique de 120 Ci/mM : DL-lysine
34-4,5,6,6] L-lysine |°H-4,4,5,5,] L-leucine [ SH-4,5,5,5,] acide
o~-aminobutyrique 3H—2,2,3,3 et acide y-aminoadipique 3H—4,4,
5,5:]Les atomes de tritium sont introduits par réduction de compo-
sés insaturés ou halogénds et les positions de marquage sont déter-
mindes par spectrométrie de masse et RMN du tritium.

1/ L-Lysine (%H-4,5,6,6) 6 (schéma 1)

Les synthéses décrites a ce jour dans la littérature permet
tent d'obtenir une activité spécifique maximum de 60 Ci/mM (1-4).
Le précurseur acétylénique 5 que nous avons obtenu permet la fixa-
tion théorique de 4 atomes de tritium.

Le dichloro-1,4 butyne-2 2 est condensé sur le dérivé sodé
de 1'acétamidomalonate d'éthyle j? pour obtenir 1'acétylénique 3.
Aprés réaction sur le phtalimide de potassium et hydrolyse acide,
le précurseur 5 est obtenu et purifié par C.L.H.P,

L'amination de 1'halogénure 3 a été essayée selon trois
procédés : introduction de phtalimide de potassium (5), réaction
avec 1'hexaméthyléne tétramine (6,7) ou traitement par la guanidine
(8). Seule la premidre méthode a conduit a 1'amine 5 avec un rende-
ment de 67% aprés une hydrolyse acide. La protection de la triple
liaison par formation d'un complexe avec le dicobalt octacarbonyle
(9-11) n'a pas conduit a un rendement supérieur aprés hydrolyse
acide et déprotection par oxydation au nitrate ferrique (12).

La réduction de 1'insaturation par le tritium gaz en pré-
sence de palladium sur charbon, conduit quantitativement 3 la D,L-
lysine tritiée avec une activité spécifique de 113 Ci/mM. La RMN du

tritium indique que la répartition du tritium n'est pas 4,4,5,5
mais 4,5,6,6.

La résolution optique a étg obtenue par action de 1'acylase
de rein de porc sur la D,L-lysine “H N,N'-chloracétylée.

2/ L-Lysine (°H-4,4,5,5) 8 (schéma 2).

L'acide L~amino-2 t-butoxycarbonylamino-6 hexyne-4 oiique 7
a été synthétisé selon SASAKI et coll, (13). La réduction de 1*'in-
saturation a été réalisée par le tritium gaz en présence de palla-
dium sur charbon 3 10% dans le méthanol.
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La L-Lysine [3H-4,4,5,5] a été obtenue avec une activité
spécifique de 120 Ci/mM. Le tritium est également réparti sur Tles
positions 4 et 5.

3/ L-Leucine (3H-4,5,5,5) 13 (schéma 3).

Les syntheses décrites a ce jour dans la littérature ne
conduisent pas & une activité spécifique élevée (14-16) a 1'excep-
tion de 1'obtention de la 1eucine[ H-3,4,{](17) par deshalogéna-
tion de chloroleucine pour laquelle 1'activité spécifique est non
reproductible et varie entre 30 et 120 Ci/mM.

Le précurseur 12 que nous avons synthétisé permet la fixa-
tion reproductible de quatre atomes de tritium.

Le méthyl-2 trichloro-1,1,3 propéne-1 est condensé sur
le dérivé sodé de 1'acétamidomalonate d'éthyle pour conduire au
malonate 10 qui par hydrolyse acide fournit, avec un rendement de
90%, 1'amino acide racémique 11. La résolution est obtenue par C.L.
H.P. en utilisant la phase et les conditions opératoires mises au
point par Davankov (18) : support chiral constitué d'une silice
modif iée (C~-18) sur laquelle est absorbée la L-hydroxy N-cétyl pro-
tine, élution par un mélange méthanol-eau contenant de 1'acétate
de cuivre (10-"M). Le facteur de sélectivité pour la séparation
des deux formes L et D est remarquablement élevé : 4,74, L'isomére
L : 12 est réduit par le_tritium en présence de palladium sur
charbon a 10%. La leucine “H obtenue a une activité spécifique de
140 Ci/mM, Le tritium est réparti sur les positions attendues : 75

% de 1'activité en position 5 et 25% en position 4. La pureté opti-
que est de 100%.

3
1

Plusieurs essais ont été réaliséds et ont

Py démontré la repro-
ductibilité de cette synthdse. Pre

4/ Acide L-a-amino adipique Q;H-4,415,5) 1

Une seule synthese d'acide D,L- o -amino adipique marqué au
tritium avec une activité spécifique moyenne (55 Ci/mM) a &té dé-
crite, @ ce jour, dans la littérature (19). Nous avons obtenu cet
aminoacide avec une activité spécifique de 130 Ci/mM par réduction
avec le tritium du composé acétylénique 16. Ce dernier est synthé-
tisé par éthoxycarbonylation (20) de 15 dans 1'éthanol en présence
de palladium. 15 a été obtenu par réaction du dérivé sodé de 1'acé-
tamidomalonate d'éthyle 1 et du bromure de propargyle 14. La ré-
partition du tritium, déterminée par RMN-"H, est de 52% en posi-
tion 4 et 48% en position 5.

La résolution optique est obtenue par traitement du racémi-
que D,L-avec la L-Amino Acide Oxydase (L-AAC) qui transforme 1'iso-
mére D en o-céto acide correspondant. Aprés purification, 1'acide
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L-aaminoadipique[?H—4,4,5,{]est obtenu quantitativement avec une
pureté optique de 100%.

5/ Acide y—aminobut!riqye41?H-2,2,3,3) 22

La seule synthése connue 3 ce jour d'acide Y-aminobutyrique
(GABA) marqué au tritium (19) conduit 3 une activité spécifigue de
50 Ci/mM. Le procédé du schéma 5 nous a conduit en quatre étapes au
GABA (°H~2,2,3,3) ayant une activité spécifique de 109 Ci/mM.

La réaction de Gabriel appliguée au bromo-3 propyne-1 14
conduit au composé acétylénique 19. Ce dernier, par méthoxycarbo-
nylation en présence de palladiuﬁ=720) conduit avec un rendement de
57% au carbométhoxy-l phtalimido-3 propyne-1 gg. La réduction de
T'insaturation par le tritium gaz en présence de palladium sur

harbon suivie d'une hydrolyse acide donne 1'acide y-aminobutyrique
H-232,3,3 22. La répartition du tritium est déterminée par

RMN-"H : 40% en position 2 et 60% en position 3.

6/ Radiolyse au cours du stockage des aminoacides tritiés a treés
forte activité spécifique.

Le comportement des aminoacides tritiés a été étudié en
fonction du temps lors du stockage dans différentes conditions

A) solution aqueuse
B} solution aqueuse
C) solution aqueuse
D)} solution aqueuse

+ 4°C
2% d'éthanol a3 + 4°C
-196°C

2% d'éthanol a ~196°C

a’ o’ pir o

La conservation est réalisée en solution stérile a une con-

centration variant de 1 a 2 mCi/m1 en flacon type penicilline (+
4°C) ou en ampoule scellée sous vide {-196°C).

Les résultats sont rassemblés dans le tableau n°l.

L'addition de 2% d'éthanol et la température de stockage ne
modifient pas la conservation des aminoacides tritiés. Le facteur
le plus important pour Ta conservation semble &tre la méthode de
purification., le seul emploi d'une colonne de résine échangeuse
d'ions Dowex 50 WX1l2 (H+) fournit des composés qui s‘autoradio-
lysent rapidement au stockage.

Pour les aminoacides basiques tritiés avec une trés forte
activité spécifique (lysine), les meilleurs résultats de conserva-
tion sont obtenus avec une double purification : Dowex 50 WX1l2
(H+) puis papier Schleicher Schill n® 2316,

Pour les aminoacides tritiés neutres ou acides, la deuxiéme
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purification peut &tre indifféremment réalisdée sur papier Schlei-
cher-Schiill 2316 ou sur Séphadex Gl0 éluée a 1'eau.

Dans ces conditions, la pureté radiochimique reste voisine
de 98% aprés un stockage de 3 mois.

PARTIE EXPERIMENTALE

1) L-Lysine (®H-4,5,6,6) 6 (schéma 1).

1) Acétylamino-1 (chloro-4 butyn-2-y1)-2 propanedicate-1,3 de dié-
thyle 3

A 35 mM d'éthylate de sodium (805 mg de sodium dans 70 ml
d*éthanol), sont ajoutés 35 mM (7,36 g) d'acétamidomalonate d'éthy-
le 1. Aprés chauffage a reflux pendant 10 minutes, le mélange est
refroidi a 0°C. On ajoute alors 105 mM (12,92 g) de dichloro-1,4
butyne-2 2 et on chauffe 1 heure a reflux. Aprés refroidissement,
addition de 30 ml d'eau, évaporation sous vide de 1'éthanol, ex-
traction de la phase aqueuse restante au chloroforme, séchage et
évaporation sous vide, le résidu est chromatographié sur colonne de
gel de silice Merck (éluant : benzéne~éthanol : 97/03). On obtient
4,795 g de 3 (Rdt = 45%).

RMN-TH (CCT4) @ 6 = 1,20 ppm (t, CHy, 5H) 5 2,05 (s, CHyCO,3H) 5 2,15
(s, CH,Cl, 2H) 3 3,10 (s, CH,, 2H) 5 4,25 (q, CHyCH,, 4H) - SM : m/e
(%) = 303 (6) [M]+ 268 (23) [M-c1]” ; 258 (4) [M-cocH,]* 5 230 (32)
[M-cooc Ml ™ 5 188 (47) [M-COOEt-COCH,]* - IR (KBr) : 1300 ond

v .
O =
1670, VeoNH 1740, Veo 2220, Vesg 2850-2940, v

Cg -H
p

2) Acetylamino-1 (phtalimido-4 butyn-2-y1)-2 propanedicate-1,3 de diéthyle 4

8,2 mM (1,54 g) de phtalimide de potassium sont ajoutées d une
solution de 8,2 mM (2,48 g) de 3 dans 250 m) de DMF anhydre. Aprés chauf-
fage 3h & 90°C et refroidissemeﬁt, le résidu est porté a sec et purifié
par chromatographie liquide sur gel de silice (&luant : benzéne-acétate
d'&thyle : 65/35). On obtient 2,545 g de 4 (Rdt 75%).

P.F. : 148°C-149°C- RMN-IH {cpcy ) : 6 =1,2 ppm (t, CH,, 6H) ; 2,05 (s,
CH CO 3H) ; 3,25 (s, CH,, 2H) ; 4,25 (q, LH,CH,, 4H) ; 4,45 (s, CHHN, 2H)-

RMN- C (coc ) = 12 ppm (CH Yy 2l (COCH3) 22 (CHZ) ; 25,5 (CHZ) 3
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61 (COOCH,) 5 63 (C) 5 108 (C) 3 121,5 (CH) 5 130 (C) ; 132 (CH) ;5 143 (C) ;
165 (C) ; 168 (co C00)-S.M : m/e (%) = 414 (25), [M]*; 341 (100), [M C00C,He |* 5
299 ( 50)}:M CO0C,H, -NHCOCH, |* 5 160 (79)-1.R (K8r) : 3370 cm v 2930-
2980, v ; 1750-1735, Ve ¢ 1230-1210, v

YN-H *

Cspd- co cooc*

3) Acide diamino-2,6 hexyn-4-oTque §

1,459 (3,5 mM) de 4 sont chauffés & reflux pendant 2
heures dans 20 ml de HC1 4N. Aprés refroidissement, concentration
et filtration, 5 est précipité par addition d'acétone. Aprés fil-
tration et recristallisation dans 1' éthanol & 95%, 5 est purifié
par C.L.H.P. (Séphasorb - eau/méthanol : 80/20). On recueille
502 mg de 3 (Rdt : 67%).

P.F. : 192-194°C - RMN-'H (D,0) : & = 2,65 ppm (s, CH
3,66 (d, CHyN, H) 5 4,05 (t, CH, 1H)-5.

2 ZH) 5

4) D,L-Lysine~(3H-4,5,6,6) 6

8 mg (37 M) de 5 sont solubilisés dans 1,5 ml d'eau et
réduits par le tritium gaz en présence de 5 mg de Pd/C 3 10%, a
pression atmosphérique et & température ambiante. Aprés 45 minutes
d'agitation, filtration du catalyseur et élimination des labiles 6‘
est purifié sur une colonne échangeuse Dowex 50 WX 12 forme it
{100~-200 Mesh) avec un gradient d*élution (HCY 1N a 4N) puis sur
papier Schleicher-Schiill N° 2316 (éluant : n-butanol/acide acétique
eau : 2/1/1).

CCM (cellulose) : n-butanol, acide acétique, eau : (2/1/1),
Rf = 0,36 ; t-butanol, méthyléthylcétone, ammoniaque, eau (4/3/1-
2), Rf = 0,81 ; pyridine, alcool isoamylique, acide acétique, eau
(8/4/1/8), Rf = 0,16-RMN-°H (0,0) : s = 1,54 ppm (13%, JH-4)
1,65 (22%, SH-5) , 3,05 (65%, “H=6).
Activité spécifique {déterminée par A.A.A.A.) : 113 Ci/mM.

k4

5) L-Lysine-(°H-4,5,6,6) 6

2,6 M (300 mCi) de 6' sont solubilisées dans 2,5 ml d'eau
et le pH est ajusté a 12 par addition de NaQH IN. Aprés refroidis-
sement a 0°C, 100 1 de chlorure de chloracétyle sont ajoutés a la
solution qui est ensuite agitée a 0°C pendant 30 minutes. La D,L-
lysine N N'-ch]oracetylee est purifiée par passage sur une résine
Dowex 50 WX 12 (H ) élude par gradient de HC1 (D & 2N), puis so-
lubilisée dans 5 ml1 d'une solution tampon TRIS pH 7,2. On ajoute 5
mg d'acylase de rein de porc et 1'agitation est maintenue 18H a
38°C. Aprés dénaturation de l'enzyme par  addition d'éthanol, fil=-
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tration et évaporation a sec, le résidu est hydrolysé par chauffage
2 reflux dans 10 ml de HC1 2N pendant 2 heures.

Aprés purification sur colonne échangeuse Dowex 50 WX 12
(H+) éluée par gradient de HC1 (1IN 3 4N) puis sur papier Schlei-
cher-Schiill n® 2316 {(élution : n-butanol/acide acétique/eau
2/1/1), on obtient 100 mCi de L-lysine (3H-4,5,6,6) radiochimi-
quement pure (A.S. : 113 Ci/mM),

I1) L-Lysine (°H-4,4,5,5) 8 (schéma 2)

5 mg de 7 (16) solubilisés dans 1 ml de méthanol sont ré-
duits par le tr1t1um gaz a température ambiante et a presion atmos-
phérique en présence de 5 mg de Pd/C a 10%. Aprés 45 minutes d'agi-
tation, filtration et évaporation, le mélange est hydrolysé par 5
ml d'acide trifluoroacétique a -10°C pendant 30 mn. La L-Lysine-

H-(4,4,5,5) 8 obtenue est purifiée et analysée comme
précedemment pour la D,L-lysine|“H-4,5,6,6.

MN-3H (D,0) § = 1,53 ppn (48,5%, 34-4) ; 1,65 ppm
(48,5%, “H-5) ; 3,05 (3%, “H-6).
Activité spécifique (déterminée par A.A.A.A.) : 120 Ci/mM.

111) L-leucine SH-(4,5,5,5) 13 (schéma 3)

1) Acétylamino-2 dichloro-5,5 éthoxycarbonyl-2 méthyl-4 penten-4-
oate d'éthyle 10

A 35 mM d'éthylate de sodium (805 mg de sodium dans 70 m}
d'éthanol) sont ajoutés 35 mM (73,6 g) d'acétamidomalonate d'éthy-
le 1. Aprés chauffage a reflux pendant 10 minutes et refroidisse-
ment 3 0°C, on ajoute 105 mM (16,7 g) de méthyl-2 trichloero-1,1,3
propéne-1 9 et on chauffe 1 heure a reflux. Aprés refroidissement,
évaporation a sec, reprise par 30 ml d'eau, extraction au chloro-
forme, séchage et évaporation a sec, le résidu est purifié par
chromatographie liquide sur gel de silice (éluant : hexane/acétate
d'éthyle : 70/30). (Rdt = 90%).

RMN-TH (CDCT,) & 6 = 1,7 ppm (t, CHy,6H) 5 2,25 (s,CHy, 3H)

2,45 (s, CHyCO, 3H) 5 4,70 (q, CHy-CH,, 4H)- RuN-3¢C (cocT,) & 6 =
12,5 ppm (CH3) 3 20 (COCH3) 5 22 (CHy) ; 36,5 (CH,) 5 61,5 (COOCH,)
63,5 (C) ; 128 (=C-) ; 171,172 (C0, CO0, CCl,)- S m/e (%) = 399
) [M]* 5 304 (1) [m-c1]* 5 204 (9) [M 0c H5] ; 226 (6) [M-cooc

+
Hé] 3 123 (17) [C1 C=C (CH )CHé] -IR (KBr) : v = 1740~ 1oy

1635, Veo

3

2
co °
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2) Chlorhydrate de 1'acide D,L-amino-2 dichloro-5,5 méthyl-4 pen-
ten-4-o7que 11

5 g (14,75 mM) de 10 sont chauffés a reflux dans 20 ml de
HC1 4N pendant 2h. Aprés refro1d1ssement et édvaporation le résidu
est purifié par chromatographie liguide sur colonne de Séphadex G1l0
éluée a 1'eau puis par C.L.H.P. sur phase Séphasorb (méthanol/eau
50/50). Le rendement est de 90%.

1
RMN-TH (D,0) & 6 = 2,4 ppm (s, CHy, 3H) 5 3,4 (d, CHy, 2H) ;
4,65 (t, CH, 1H)- UV (&thanol) : A __ = 204,5 nm (e = 9193)- SM
3 max +
m/e (%) = 197 (0,6) [M]* 5 162 (&) [n-ci]* 5 152 (3) [m- coo{
123 (0,9) €1, € = C (CHy) CH, * 5 109 (0,6 €1, C = C (CHy) *
74 (100) [?(coon) NHJ

3) Chlorhydrate de 1'acide L-amino~2 dichloro-5,5 méthyl-4 pentén-
4- oique 12

La résolution de 11 est réalisée par C.L.H.P. préparative
sur le support chiral de Davankov (21) au moyen d'une colonne 150 x
4,6 mm éluée par le mélange : methanol/eau/(CH3COO) Cu : 15/85/
10""M avec un débit de 2 ml/mn. L'isomeére L 12 a un temps de
rétention de 40 mm (170 mn pour 1'isomére D). La Selectivité calcu-
1ée est de 4,74.

4) L-Leucine L,H 4,5,5,5) 13

5 mg de 12 (25,2 M) en solution dans 0,75 ml de méthano)
contenant 0,75 m7 de NaOH 0,2 N, sont réduits par Je tritium gaz 3
pression atmosphérique et a température ambiante en présence de 5
mg de Pd/C a 10%. Aprés 45 mn d'agitation, filtration et évapora-
tion, le résidu est purifié par chromatographie liquide sur résine
échangeuse d'ions Dowex 50W x 12 Fforme Ht (gradient d'élution
HC1 0,5N a 2N) puis sur colonne de Séphadex G10 (&lution 3 1'eau).
On obtient ainsi 3 Ci de L-Leucine (3H—4,5,5,5) radiochimiquement
pure.

CCM (cellulose) : pyridine, alcool isoamylique, acide
acétique, eau (8/4/1/4), Rf = 0,55 ; 1isopropanol, ammoniaque, eau
(8/0,5/1,5), Rf_= 0,76 ; n-butanol, acide acétique, eau (9/1/1), Rf
3 0,59 - RMN-3H (D,0) : & = 0,9 ppm (75%, °H-5,5') ; 1,6 (25%,

H- 4) -~ Activité spécifique (déterminée par AAAA) = 140 Ci/mM.

IV -~ Acide L-g-aminoadipique (3H-4,4,5,5) 18 (schéma 4)

1/ Acétylamino-2 éthoxycarbonyl-2 pentyn-4-oate d'éthyle 1

Le malonate 15 est obtenu par réaction entre 1'acétamido

o
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malonate d'éthyle 1 et le bromure de propargyleld selon Te mode
opératoire utlisé pour la synthése de 10. Le rendement de la réac-
tion est de 83% aprés purification par chromatographie liquide sur
ge)l de silice {éluant : Hexane/Acétate d'éthyle : 30/70).

RMN-TH (CD,C1,) : 6 = 1,20 ppm (t, CH,, 6H) ; 1,95 (s, CH

3!
M) 5 3,15 (m, CH2 + C = CH, 3H) ; 4,20 (g, CH

2/ Acétylamino-4 butyne-1 tricarboxylate-1,4,4 de triéthyle 16

1 mM (255 mg) de 15 est solubiliséedans 10 ml de méthanol
contenant 0,056 mM (10 mg) de PdC1,, 2 mM (2,69 mg) de CuCl, et
2 mM {164 mg) d'acétate de sodium. Un barbotage lent de (0 est
maintenuy pendant la durée de la réaction (2h). Aprés évaporation
du méthanol, reprisea 1'eau extraction au chloroforme et séchage de
la phase organique, le mélange est purifié par chromatographie 1i-
quide sur gel de silice (éluant : hexane/Acétate d'éthyle : 70/30).
Le rendement est de 55%.

RMN-TH (€D,C1,) : 6 = 1,17 ppm (t, CHy, 3H) 5 1,20 (t, CH
6H) 5 1,95 (s, CH,C0, 3H) ;5 3,35 (s, CHy, 2H) ; 4,15 (q, CH
4,20 (q, CHy, 4H).

39

s 2H)

3/ Acide DL a-amino adipique (°H-4,4,5,5) 18°

1,2 mM (4 mg) de 16 sont réduitespar le tritium gaz a tem-
pérature ambiante et pres?TBn atmosphérique dans 1,3 ml d'acétate
d'éthyle en présence de 4 mg de Pd/C a 10%. On agite pendant 45 mn.
Apreés filtration, évaporation a sec, on recueille 1,56 Ci de 17 qui
sont hydrolysés par 25 ml d'HC1 2N a reflux (4 heures). Le Yesidu
est purifié par chromatographie échangeuse d'ions sur une colonne
Dowex 50W x 12 (H') é&luée par un gradient de HC1 (0 3 2N) puis
sur une colonne de Séphadex G10 (étlution & 1'eau).

On recueille 1 Ci de 18 radiochimiquement pur.
CCM (cellulose) : n-butanol/acide acétique/eau (2/1/1), Rf = 0,53 ;
n~propanol/ammoniaque (7/3), Rf = 0,06 ; t-butanol/méthyléthylcéto-
ne/ammoniaque/eau (4/3/1/2), Rf = 0,29-RMN-"H (020) : 6 = 1,6 ppm
(52%, 3H-4) 5 2,2 (48%, 3H-5).

Activité spécifique {déterminée par AAAA) : 130 Ci/mM.

4) Acide D-a-amino adipique (3H-4,4,5,5) 18

——
=

2,6 uM de 18' sont solubiliséesdans 5 ml d'une solution tam-
pon TRIS 0,2M pH 7,4. On ajoute 5 mg de L~Amino Acide Oxydase et onm

-

agite le mélange réactionnel 30h a 38°C. Aprés addition d'éthanol,

25 4H) 5 7,0 (NH, 1H).

241
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filtration et évaporation a sec, 18 est purifié dans les mémes con-
ditions que 18' pour fournir 1'acide D-a-amino adipique radiochimiquement
pur (AS = 130 Ci/mM ; pureté optique : 100%).

V) Acide y-aminobutyrique (°W-2,2,3,3) 22 (schéma 5)

1) Phtalimido-3 propyne~1 1

50 mM {9,55 g) de phtalimide de potassium sont ajoutéesa 50
mM (5,95 g) de bromo-3 propyne-1 en solution dans 50 ml de
diméthylformamide anhydre. Apr&s chauffage 3 90°C sous atmosphére
d'azote pendant 5h, on précipite 19 par addition d'eau. Aprés
filtration et lavage a 1'eau, 19 eSt purifié par chromatographie
1igquide sur gel de silice (éluant : hexane/Acétate d'éthyle : 7/3).
On recueille 7,4 g de 19 pur (Rdt = 81%),

1
RMN-H (DMSO) : 6 = 3,45 ppm (t, CH, 1H) 5 4,55 (d, CHy, 2H) ;
8,0 (s, Ar., 4H)- S : m/e (%) = 185 (a8) [m]* 5 39 () [on,-c = cn)*

- 2
( ) cm s \)c H.

2) Phtalimido-4 butyn -2-pate de méthyle 2

A une suspension de 0,056 mM (10 mg) de PdClz, 2 mM (2,7
mg) de CuCl, et 2 mM (164 mg) d'acétate de sodium dans 10 ml de
méthanol, on ajoute 1 mM (185 mg) de 19 et on réalise un barbotage
lent de CO pendant 40 mn. =
Apres évaporation du méthanol, reprise a 1'eau, extraction au chlo-
roforme et séchage de la phase organique, le mélange réactionnel
est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice (éluant
hexane-Acétate d'éthyle : 7/3). On recueille 140 mg de 20 chimique-
ment pur (Rdt = 57%). -

RMN-TH (€D,C1,) : 8 = 3,60 ppm (s, CH,, 3H) ; 4,55 ppm (s,
CH,, 2H) ; 8,0 (s, Ar, 4H)- SM_: m/e (%) = 243 (1) [M]* ; 212 (20)

+ B + +
[&-OCH3] ; 184 (56) LM-COOCH3] ; 160 (13) [M-(C = c-coocu3ﬂ )

3) Acide y~amino butyrique (3H-212,3,3) 2

20 mM (5 mg) de 20 sont réduites a température ambiante et
pression atmosphérique dans 1,5 m1 d'acétate d*'éthyle en présence
de 5 mg de Pd/C a 10%. Apres 30 minutes d'agitation, filtration du
catalyseur et évaporation du solvant, le mélange réactionnel est
hydrolysé par 6 ml de HBr 48% pendant 3 heures a reflux.

Aprés évaporation, le résidu est purifié par_fhromatogra-
phie sur colonne échangeuse d'ions Dowex 50W X12 (H') avec élu-
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N

tion progressive de HC1 (0,5 N a 3N), puis sur colonne de Séphadex
G10 éluée a 1’eau. On recueille 3 Ci de 22 radiochimiquement pur.

CCM (cellulose) : n-butanol-acide acétique-eau (2/1/1), Rp =
0,66 ; alcool isoamylique/pyridine/acide acétique/eau (4/8/1/4) ,
RF = 0,36 ; isopropanol/ammoniaque/eau (8/0,5/1,5), RF = 0,17 -
SMN-3H (D,0) : 6 = 2,25 & 2,40 ppm (39%, SH-2) 5 1,90 a 2,05 (61%,
H-3).

Activité spécifique {déterminée par AAAA) : 109 Ci/mM.
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