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SYNTHESE, RESOLUTION-OPTIQUE ET RADIOLYSE D'ACIDES AMINES A HAUTE
ACTIVITE SPECIFIQUE : L-ORNITHINE (3H-3,4,5,5), L-ARGININE (°H-3,
4,5,5), ACIDE DL-GLUTAMIQUE (H-3,4) ET ACIDE DL-GLUTAMIQUE (°H-3,
4,4).
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SUMMARY

Ethyl 2-acetylamino~2-carbethoxy-4-cyano-3-butene oate : 3 was prepared
by condensation of trans-l-bromo-2-cyanocethylene : 2 with ethyl sodio
acetamidomalonate. 3 was catalytically reduced with tritiwn followed by
hydrolysis giving rise to (3,4,5,5—3H) DL ornithine § spec. act. 108 Ci/mM.
L-ornithine 8 was isolated by preparative reversed phase HPLC on a chiral
pr.Hmé,&ﬁ&&%)%amﬁheww.mﬁww:90ﬁﬁwmsmww
red by guanidation and the 1 (+) enantiomer isolated by preparative HPLC.

Selective catalytic tritiation of § in presence of tris (triphenylphos-
phine) Rh followed by hydrolysis gave [3,4-—3H:]DL-gZutamic actd spec. acti-
vity 60 Ci/mM. [3,4,4—3H] DL-glutamic acid spec. activity 90 Ci/mM was also
obtained by catalytic tritiation of compound 15 followed by hydrolysis.
Sy-nmR analyses were carried out in each case. Observations on the self

radiolysis under varioug storage conditions are reported.

3
Key words : "H-NMR, amino acids

Dans wune précédente publication (1), nous avons décrit
1'obtention, la résolution et la conservation d'aminoacides marqués
au tritium a forte activité spécifique : D,L-lysine (°H), L-lysi-
ne (“H), acide D- g-aminoadipique (°H) ; acide y-aminobutyrique

H. Compte tenu de 1'importance de ce type de composés pour les
recherches en biologqie, nous avons préparé des acides aminés tris
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tiés : actde DL-glutamique (3H), L-ornithine, L-Arginine (3H~

3,4,5,5) a trés hautes activités spécifiques.
La résolution des composés racémiques a été réalisée par
voie enzymatique ou par une méthode de chromatographie liguide hau-

te pression utilisant un polymere chiral comme phase stationnaire.

1) L-Ornithine (3H-3,4,5,5) (6) (Schéma 1)

Les syntheses d'ornithine tritiée publiées a ce jour con-
duisent 3 des activités spécifiques inférieures a 15 Ci/mM (2-5).
Le précurseur 3 que nous avons synthétisé permet la fixation théo-
rique de 4 atomes de tritium, et donc une activité spécifique théo-
rique de 120 Ci/mM,

Les nitriles a-acétyléniques donnent lieu a des réactions
d*addition nucléophile, et en particulier & 1'addition trans d'aci-
de bromhydrique sur la triple liaison (6-8). Ainsi 1'addition de
HBr sur le nitrile propiolique 1 conduit au bromo-1 cyano-2 éthylé-
ne 2 qui, aprés réaction sur Te sodioacétamidomalonate d'éthyle,
fournit le malonate 3. Ce dernier peut &tre réduit en 4 par le tri-
tium en présence de différents catalyseurs et dans différents sol-
vants (tableau 1). Certains catalyseurs (Ni Raney) conduisent a des
réactions lentes et a de faibles rendements. Les réductions menées
en miljeu acide (Pt/Si0, dans 1'anhydride acétique, Pd0/ BasO,
dans 1'acide trifluoroacétique) donnent tieu a des réactions d'é-
change et a une diminution de 1'activité spécifique.

L'hydrolyse du malonate 4 en milieu acide fournit quantita-
t ivement la DOL-ornithine 5. La RMN-"H permet de déterminer les
positions du marquage par 18 tritium en fonction du catalyseur uti-
1isé lors de la réduction (tableau 2). L'essai n"2 qui conduit aux
meilleurs résultats (Pd/C 10%) se caractérise par une répartition
sensiblement égale du tritium sur Jles positions 3,4 (48%) et 5
(52%).

L'essai n"3 a consisté en une réduction en deux temps de 3
réduction de la double 1liaison en présence de chlorure de tris
(triphénylphosphine) rhodium, puis réduction de la fonction nitrile
en présence de Pd/C (10%). Dans ce cas, l'activité spécifique (85
Ci/mM) est inférieure a celle de réduction directe par le Pd/C 10%
(103 Ci/mM). De plus, la totalité du tritium est située sur les
positions 3 et 4 (0% en position 5).

ta résolution du composé racémique 5 en L-ornithine (3H-
3,4,5,5) est réalisée par C.L.H.P. sur un support chiral consti-
tué d'une silice C18 sur laquelle est absorbé un copolymére acryla-
mide/PEPRO (pyridine-éthylproline) ; la phase est ensuite complexée

par des idons Cu et 1'élution est réalisée par une solution de
KNO 0302M. Ce support nous a été fourni par MM. AUDEBERT et
CHARMOT . La sélectivité de la séparation chromatographique des

isoméres est de 0,27.
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Essai Catalyseur Position 2 |Positions 3-4 | Position 5
1 Pt/SiO2 07 62 7 38 %
2 Pd/C 10% 07 48 7 52 %
b [}C6H5)3P Rh] 3 07 100 7 07
3

2) pd/C 10% CF3COOH

4 Ni Raney 77 41 7 52 7
5 PdO/BaSO4 63 7 37 %
Tableau 2 : Distribution du tritium sur 1'ornithine (3H) 6 selon

le catalyseur utilisé.

La L-ornithine(3H—3,4,5,5)0btenue par cette méthode a une activi-

té spécifique de 103 Ci/mM, et est radiochimiquement et optiquement
pure,

2) L-Arginine (H-3,4,5,5) 10 (Schéma 2)

L'arginine étant généralement obtenue par guanidation de
T'ornithine, les activités spécifiques décrites dans la littérature
sont celles obtenues lors de 1la préparation de la L-ornithine
(3H) : 15 ci/mM.

En traitant la O,L-ornithine (°H-3,4,5,5) 5 (activité
spécifique : 103 Ci/mM) par la cyanamide 8 en solution aqueuse sa-

turée par le méthylmercaptan (9), la 0,l-arginine (°H-3,4,5,5) 9

est obtenue avec un rendement de 80% et une activité spécifique de
90 Ci/mM. La résolution de 9 est obtenue par C.L.H.P. sur support
chiral de silice C18 greffé par un copolymére acrylamide/PEPRO (py-
ridine éthylpyridine) et complexation de la phase par des ions
cut . Le coefficient de sélectivité est de 0,34, ce qui permet

d'obtenir la L-arginine (3H-3,4,5,5) d'activité spécifique : 90
Ci/mM 10 radiochimiquement et optiquement pure. La répartition du
tritium a été déterminée par RMN-"H : 78% sur les positions 3 et

4, 22% sur la position 5.
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3) Acide DL-Glutamique (°H-3,4) 12 (Schéma 3)

Plusieurs synthéses de 1'acide OL-glutamique marqué au tri-
tium sont rapportées dans la littérature. I1 s'agit soit de réac-
tions d'échange (10-12) conduisant a des activités spécifiques fai-
bles soit de réactions de réduction de composés halogénés (13) ou
éthyléniques (14) pouvant conduire 2 des activités spécifiques de
60 Ci/mM.

Nous avons utilisé le précurseur éthylénigque 3 déja utilisé
lors de la synthése de la L-ornithine ( H-3,4,5,5)_§ pour obtenir
1'acide DL-glutamique ("H-3,4) 12 aprés une simple réduction de
la double liaison par le tritium en présence de chlorure de tris
(triphényl phosphine) rhodium et hydrolyse du groupement nitrile
par HC1 aqueux. Ce catalyseur (ﬂ3P)3RhCI réduit en effet sélec-
tivement les doubles liaisons sans réduire les fanctions nitriles.

Apreés purification sur colonne échangeuse Dowex 50W X12
puis sur papier Schleicher Schull n® 2316, 1'acide 17 est obtenu
radiochimiquement pur avec une activité spécifiqu;=%e 60 Ci/mM
(tableau 1). Le tritium est réparti également sur les positions 3
et 4, comme le montre le spectre de RMN-"H,

4) Acide DL-glutamique (°H-3,4,4) (17) (Schéma 4)

La syntheése de 1'acide DL-glutamique marqué au tritium sur
les positions 3 et 4 avec une activité spécifique de 90 Ci/mM nous
a été inspirée par les travaux de KISHIDA (15) qui a décrit 1'cb-
tention du dérivé bromo vinylique 15 par condensation de 1'a,8 di-
bromoacrylate d'éthyle 14 sur 1'acétamido malonate d'éthyle 13. Le
malonate 15 constitue un précurseur intéressant de 1‘'acide D,U-glu-
tamique Cﬁﬂ. La réduction de 15 par le tritium gaz en présence
de Pd/C a 10% fournit en effet aprés hydrolyse 1'acide DL-glutami-
que (“H-3,4,4) 17 avec une activité spécifique de 90 Ci/mM et la
répartition suivante du tritium : 41% en position 3, 52% en posi-
tion 4 et 6% en position 2 (RMN-"H).

5) Essais de conservation de 1'acide DL-glutamique 12 et de la
L-ornithine 6 a trées haute activité spécifique. ~

Ces composés ont été conservés aprés purification en solu-
tion stérile, aprés filtration sur filtre Millipore sous UV, & une
concentration variant de 1,0 a 2 mCi/m) soit en flacon type péni-
cilline (conservation a + 4°C), soit en ampoule scellée sous vide
(conservation a - 196°C). Nous avons comparé divers systémes de
conservation : solution aqueuse a + 4°C (A), solution agqueuse avec
2% d'éthanol 3 + 4°C (B) et solution aqueuse a -196°C (C). La tem-
pérature de conservation et la présence d'éthanol ne sewblent pas
jouer un rdle déterminant. La méthode de purification utilisée, a,

559



D. Ego et J-P. Beaucourt

560

- 66 66 481ded + xamog 9
- 66 66 Jatded + xamoQ v
- L6 86 4atdeqg J
- 96 L6 J4atdeyd v
(Wu/13 201)
- 66 66 X3amoQ 2 =
9 (§°5*p e-H)
- 86 66 X3aMo(Q Y AULYItuap-]
6 86 66 49tded + xamoQ 3
96 86 66 Jatded + xamog g
96 86 66 43tded + xamog v
- X3MO
0 t6 ¢ 2 (Wu/t3 06)
- - 86 X3moQ 8 —
e (p'e-He)
- g9 66 Xamog ] anbiwean(6-1g apLay
sLow / sLow € sLou |
g abeys03s sgude anbLwiydoLped 933und | uOLIeILILUNG Bp BPOW 2bey2035 ap 3Ipoy

=

32 Z1 SOpLOBOULWE S3P UOLJRAJISUOD 3P SLESS]

: ¢ neajqe]




Synthésis d’ Acides Aminés Tritiés 561

par contre, une influence sur la stabilité de 12 et de 6. Pour
1'ornithine 6 des purifications sur Dowex ou par chromatographie
préparative sur papier semblent suffisantes. Par contre, pour 1'a-
cide glutamique 12, ce type de purification entraine une dégrada-
tion de 30% en frois mois, alors qu'une double purification sur
Dowex et par chromatographie préparative papier, permet une bonne
conservation (2% de dégradation en 7 mois). Les résultats sont ras-
semblés dans le tableau 3.

PARTIE EXPERIMENTALE

trans-Bromo-1 cyano-2 éthyléne : 2

40 mM (2,04 g) de propiolonitrile 1 sont traitées par HBr
48% 3 100°C pendant 30 minutes. Aprés refroidissement, extraction
au chloroforme, évaporation et distillation (E760 = 143°C-145°C),
on obtient 2 avec un rendement de 90%.

RMN-H (COCY4) : 6 = 6,4 ppm (d, CH, 1H) ; 7,3 (d, CH-1H)
SM : m/e (%) = 131 (1,6) - 133 (1,6)-[M]" 5 52 (4,2) [M-Bﬁ]*
IR : 725 cm™! (vesp2oyy - UV (méthanol) : 226 nm.

Acétylamino-2 carbéthoxy-2 cyano-4 buténe-3 oate d'éthyle : 3

10 mM (1,31 g) de 2 dans 10 ml d'éthanol sont ajoutés a 0°C
3 une solution de dérivé sodé d'acétamido malonate d'éthyle (15 mM)
dans 1'éthanol. Aprés Z heures d'agitation a + 5°C et une nuit a
température ambiante, le solvant est évaporé et le résidu est puri-
fié sur une colonne de gel de silice type "H" éluée par le mélange
Hexane-Acétate d'Ethyle (50-50)-(Rdt = 70%).

RMN- 1R (CDC13) : 6 = 1,3 ppm (t, CHy, 6H) 5 2,0 (s, CHyCO, 3H) 5
4,5 (q, CHy,4H) 5 6,5 (d, CH, 1H) ; 7,4 (d, CH, 1H) - SM : me (%) =
268 (1,4) [M]* 5 223 (0,5) [M-OEt]+ ; 153 (6,7) ; 108 (2,7).

DL-Ornithine (3H-3,4,5,5) 5

4 mg de 3 dans 1 ml de méthanol et 0,1 ml d'acide trifluo-
roacétique sont réduits par le tritium gaz en présence de 4 mg de
Pd sur charbon a 10%. Aprés 2 heures d'agitation, le mélange réac-
tionnel est filtré sur "Millipore" et évaporé a sec. Le résidu est
hydrolysé par 2 ml de HC12N pendant 4 heures a reflux. Aprés évapo-
ration, la DL-ornithine obtenue est purifiée par chromatographie
liquide sur colonne de Dowex 50WX 12 forme " (élution : gradient
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.

de HCY 1N 3 HCI 4N) puis par chromatographie préparative sur papier
Schleicher-Schull n° 2316 lavé (éluant : n-butanol-Acide Acétique-
Eau : 20-10-10).

On obtient 1 Ci de 5 radiochimiquement pure avec une activité spé-
cifique de 103 Ci/mM (autoanalyseur d'aminoacides)
3

RMN-"H ,(D,0) : 6= 1,7 ppm a 2,2 ppm (45% de tritium en 3 et 8);
3,1 ppm (55% de tritium en 5},

L-O¢nithine (°H-3,4,5,5) 6

Le racémique 5 est résolu par passage en C.L.H.P., sur une
colonne (150 x 4,6 mm) de copolymére acrylamide/PEPRO (pyridine-é-
thyl-proline) absorbé sur silice et compléxé par des ions cuivreux
1' &lution est réalisée par une solution 0,02 M de KNO3 (débit 2
ml/mm). Le coefficient de sélectivité est de 0,27.

DL-Arginine (%H-3,4,5) 9

1 mM (100 mCi) de DL-ornithine (°H-3,4,5,5) 5 sont solu-
bilisés dans 2 ml d'eau. La solution est saturée a 0°C par un bar-
botage de méthylmercaptan et 1,5 mM de cyanamide 8 sont ajoutés.
Aprés agitation pendant 7 heures 3 température ambiante et évapora-
tion, le résidu est purifié et contr61é dans les mémes conditions
que 5.

L-Arginine (°H-3,4,5,5) 10

La résolution du racémique 9 est réalisée dans des condi-
tions identiques a celles de 1'obtention de 'a L-ornithine : 6 avec
un coefficient de sélectivité de 0,34, -

Acide DL-Glutamique (°H-3,4) 1

7 mg (0,038 mM) de 3 sont réduits par le tritium gaz en
présence de 29 mg de chlorure de tris (triphénylphosphine rhodium)
dans 1 ml de benzeéne pendant 18 heures a la température ambiante.
Aprés filtration et évaporation, le résidu est repris par 20 m)
d'HCLAN et le mélange est chauffé a reflux durant trois heures.
Aprés évaporation, le résidu est purifié par chromatographie liqui-

de sur colonne de Dowex 50W X12 forme H' (élution : gradient de
H20 a HC1 1,5N), puis par chromatographie préparative sur papier
Schleicher-Schull n® 2316 lavé (éluant : n-Butanol-Acide Acétique-

Eau : 20-10-10) pour fournir 1 Ci d'acide DL-glutamique (3H—3,4)
(12) radiochimiquement pur (Activité spécifique : 60 Ci/mM mesurée
a 1'autoanalyseur d'aminoacides).

RMN-3H (D,0) : & = 1,9 ppm (50%-T4) ; 2,1 (50%-T,).
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Acide DL-Glutamique (3H-3,4,4) 17

6 mg (0,015 mM) de 15 sont solubilisés dans 1 m1 de métha-
nol et réduits par le tritium gaz en présence de 6 mg de Pd sur
charbon (10%) et de 0,2 ml de NaOH 0,1N pendant une heure. Aprés
filtration, évaporation, et hydrolyse durant deux heures par HCI 4N
a reflux, le mélange est purifié dans les méme conditions que 12.
L*activité spécifique déterminée par 1'autoanalyseur d'aminoacides,
est de 90 Ci/mM. La RMN du tritium dans D,0 indique la réparti-
tion suivante du marquage : 41% sur la position 3, 52% sur la posi-
tion 4 et 6% sur la position 2.
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