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SUMMARY 

Ethy 2 2-acetylamin0-2-carbethoq-4-cyano-3-butene oate : - 3 was prepared 
by condensation o f  trans-I-bromo-2-cymoethylene : - 2 with 
acetamidornalonate. - 3 was catalytically reduced h t h  t r i t i um followed by 

3 hydrolysis giving r i se  t o  (3,4,5,5- H )  DL ornithine 5_ - spec. act .  103 Ci/M. 

L-ormithine - S was isolated by preparative revzrsed phase HPLC on a chiral 
phase. From 6 ,  - (i(, 4 , 5 , 5 -  H j DL arginine spec. ac t i v i t y  : 90 Ci/mM was prepa- 
red by panidation and the 1 (+) enatiomer isolated by preparative HPLC. 

ethyZ sodio 

3 

Selective catalyt ic  t r i t i a t i o n  of 3 i n  presence of t r i s  ftriphenylphos- 
phine) Rh followed by hydrolysis gave [ 3 , 4  - H J DL-gzu thc  acid spec. act i -  
v i t y  60 Ci/mM. [ 3 , 4 , 4 -  H ]  DL-glutamic acid spec. ac t i v i t y  90 Ci/mM was also 
obtained by catalyt ic  t r i t i a t i o n  of compound 1J foZlmed by hydrolysis. 
3H-NMR analyses were carried out i n  each ease. Observations on the se l f  
radiolysis under various storage conditions are reported. 

- 3  

3 

- 

Key words : 3 H - ~ ,  amino acids 

Dans  u n e  p r e c e d e n t e  p u b l i c a t i o n  ( I ) ,  n o u s  a v o n s  d e ' c r i t  
1 ' o b t e n t i o n ,  l a  r e s o l u t i o n  e t  l a  c o n s e r v a t i o n  d ' a m i n o a c i d e s  m a r q u e s  

n e  ( 3 H ) ,  a c i d e  0 -  a - a m i n o a d i p i q u e  ( 3 H )  ; a c i d e  y - a m i n o b u t y r i q u e  
3 H .  C o m p t e  t e n u  d e  l ' i m p o r t a n c e  d e  c e  t y p e  d e  c o m p o s e s  p o u r  l e s  
r e c h e r c h e s  e n  b i o l o q i e ,  n o u s  a v o n s  p r e p a r e '  d e s  a c i d e s  a m i n e s  t r i p  

a u  t r i t i u m  'a f o r t e  a c t i v i t e  s p e c i f i q u e  : D , L - l y s i n e  ( 3 H ) ,  L - l y s i -  
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556 D. Ego et J- P. Beuucourt 

t i e s  : a c i d e  D L - g l u t a m i q u e  ( 3 H ) ,  L - o r n i t h i n e ,  L - A r g i n i n e  ( 3 H -  
3 ,4 ,5 ,5 )  'a t r P s  h a u t e s  a c t i v i t 6 s  s p e ' c i f i q u e s .  

L a  r e s o l u t i o n  d e s  c o m p o s e s  r a c e ' m i q u e s  a e t e  r 6 a l i s e e  p a r  
v o i e  e n z y m a t i q u e  o u  p a r  u n e  m e t h o d e  d e  c h r o m a t o g r a p h i e  l i q u i d e  h a u -  
t e  p r e s s i o n  u t i l i s a n t  u n  p o l y m g r e  c h i r a l  comme p h a s e  s t a t i o n n a i r e .  

3 1) L - O r n i t h i n e  ( H-3 ,4 ,5 ,5 )  (a)  ( S c h e m a  1) - 

L e s  s y n t h g s e s  d ' o r n i t h i n e  t r i t i e e  p u b l i 6 e s  'a c e  j o u r  c o n -  
d u i s e n t  'a d e s  a c t i v i t i s  s p g c i f i q u e s  i n f e ' r i e u r e s  'a 15  C i / m M  ( 2 - 5 ) .  
L e  p r e c u r s e u r  3 q u e  n o u s  a v o n s  s y n t h 6 t  i s 6  p e r m e t  l a  f i x a t i o n  t h e o -  
r i q u e  d e  4 a t o r e s  d e  t r i t i u m ,  e t  d o n c  u n e  a c t i v i t 6  s p 6 c i f i q u e  t h 6 o -  
r i q u e  d e  1 2 0  C i / m M .  

L e s  n i t r i l e s  a - a c 6 t y l e n i q u e s  d o n n e n t  l i e u  b d e s  r e a c t i o n s  
d ' a d d i t i o n  n u c l e o p h i l e ,  e t  e n  p a r t i c u l i e r  'a l ' a d d i t i o n  t r a n s  d ' a c i -  
d e  b r o m h y d r i q u e  s u r  l a  t r i p l e  l i a i s o n  ( 6 - 8 ) .  A i n s i  l ' a d d i t i o n  d e  
H B r  s u r  l e  n i t r i l e  p r o p i o l i q u e  1 c o n d u i t  au b r o m o - 1  c y a n o - 2  6 t h y l G -  
n e  2 q u i ,  a p r s s  r e ' a c t  i o n  s u r  7 e  s o d i o a c 6 t a m i d o m a l o n a t e  d ' e ' t h y l e ,  
f o u r ? i t  l e  m a l o n a t e  3.  Ce d e r n i e r  p e u t  2 t r e  r 6 d u i t  e n  4 p a r  l e  t r i -  
t ium e n  p r e s e n c e  d e - d i f f 6 r e n t s  c a t a l y s e u r s  e t  d a n s  d i F f 6 r e n t s  s o l -  
v a n t s  ( t a b l e a u  1) .  C e r t a i n s  c a t a l y s e u r s  ( N i  R a n e y )  c o n d u i s e n t  'a d e s  
r e a c t i o n s  l e n t e s  e t  'a d e  f a i b l e s  r e n d e m e n t s .  L e s  r e d u c t i o n s  mene'es 
e n  m i l i e u  a c i d e  ( P t / S i O a 2  d a n s  l ' a n h y d r i d e  a c G t i q u e ,  PdO/ BaS04 
d a n s  1 ' a c i d e  t r i f  l u o r o a c e t  i q u e )  d o n n e n t  1 i e u  'a d e s  r e a c t  i o n s  d ' 6 -  
c h a n g e  e t  'a u n e  d i m i n u t i o n  d e  l ' a c t i v i t e  s p 6 c i f i q u e .  

t 

P 

L ' h y d r o l y s e  d u  m a l o n a t e  4 e n  m i l i e u  a c i d e  f o u r n i t  q u a n t i t a -  
i v e m e n t  l a  D L - o r n i t h i n e  5. L a  R M N -  H p e r m e t  d e  d 6 t e r m i n e r  l e s  

l o s i t i o n s  d u  m a r q u a g e  p a r  l e  t r i t i u m  e n  f o n c t i o n  d u  c a t a l y s e u r  u t i -  
l i s e  l o r s  d e  l a  r e d u c t i o n  ( t a b l e a u  2 ) .  L ' e s s a i  n " 2  q q i  c o n d u i t  aux  
m e i l l e u r s  r 6 s u l t a t s  ( P d / C  1 0 % )  s e  c a r a c t e ' r i s e  p a r  u n e  r e p a r t i t i o n  
s e n s i b l e m e n t  6 g a l e  d u  t r i t i u m  s u r  l e s  p o s i t i o n s  3,4 ( 4 8 % )  e t  5 
( 5 2 % ) .  

3 

L ' e s s a i  n " 3  a c o n s i s t 6  e n  u n e  r 6 d u c t i o n  e n  d e u x  t e m p s  de 3 
r e ' d u c t i o n  d e  l a  d o u b l e  l i a i s o n  e n  p r e s e n c e  d e  c h l o r u r e  d e  t r i7  
( t r i p h e n y l p h o s p h i n e )  r h o d i u m ,  p u i s  r e d u c t i o n  de  l a  f o n c t i o n  n i t r i l e  
e n  p r e ' s e n c e  d e  Pd/C ( 1 0 % ) .  Dans  c e  c a s ,  l ' a c t i v i t e  s p e c i f i q u e  ( 8 5  
C i / rnM)  e s t  i n f e r i e u r e  'a c e l l e  d e  r e d u c t i o n  d i r e c t e  p a r  l e  Pd /C  10% 
( 1 0 3  C i / rnM) .  De p l u s ,  l a  t o t a l i t 6  d u  t r i t i u m  e s t  s i t u 6 e  s u r  l e s  
p o s i t i o n s  3 e t  4 ( 0 %  e n  p o s i t i o n  5 ) .  

- 

3 L a  r e s o l u t i o n  d u  c o m p o s i  r a c h i q u e  5 e n  L - o r n i t h i n e  ( H- 
3,4 ,5 ,5 )  e s t  r e ' a l i s 6 e  p a r  C.L.H.P. s u r  u n  s Q p p o r t  c h i r a l  c o n s t i -  
t u e  d ' u n e  s i l i c e  C18 s u r  l a q u e l l e  e s t  a b s o r b 6  u n  c o p o l y m ' e r e  a c r y l a -  
m ide /PEPRO ( p y r i d i n e - 6 t h y l p r o l i n e )  ; l a  p h a s e  e s t  e n s u i t e  c o m p l e x 6 e  
p a r  d e s  i o n s  Cu e t  1 ' 6 l u t i o n  e s t  r e a l i s e e  p a r  u n e  s o l u t i o n  de  
KN03 0$02M. Ce s u p p o r t  n o u s  a 6 t e  f o u r n i  p a r  MM. A U O E B E R T  e t  
C H A R M O T  . L a  s 4 l e c t  i v i t e  d e  l a  s e p a r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h i q u e  d e s  
i s o m s r e s  e s t  d e  0 ,27 .  

t t  
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~ 

Essai Catalyseur Pos i t ion  2 Posit ions 3-4 Pos i t ion  5 

1 P t /s  to2 0 %  62 % 38 % 

2 Pd/C 10% 0 %  48 x 52 % 

1) C1 EC6H5)3P Rh] 0 %  100 % 0 %  

3 

2)  Pd/C 10% CF3COOH 

4 Ni Raney 1 %  41 % 52  Z 

5 PdO/BaS04 63 % 3 1  % 
I 

3 
T a b l e a u  2 : D i s t r i b u t i o n  du t r i t i u m  s u r  l ' o r n i t h i n e  ( H )  5 s e l o n  --- - 

l e  c a t a l y s e u r  u t  il i s e .  

3 L a  L - o r n i t h i n e  ( H - 3 , 4 , 5 , 5 ) o b t e n u e  p a r  c e t t e  m e t h o d e  a u n e  a c t i v i -  
t 6  s p e ' c i f i q u e  d e  103 C i / m M ,  e t  e s t  r a d i o c h i m i q u e m e n t  e t  o p t i q u e m e n t  
p u r e .  

3 2 )  L - A r g i n i n e  ( H-3 ,4 ,5 ,5 )  10 (Schema 2 )  - 

L ' a r g i n i n e  e t a n t  g e n e r a l e m e n t  o b t e n u e  p a r  g u a n i d a t  i o n  d e  
l ' o r n i t h i n e ,  l e s  a c t i v i t e s  s p 6 c i f i q u e s  d e c r i t e s  d a n s  l a  l i t t e r a t u r e  
s o n t  c e l l e s  o b t e n u e s  l o r s  d e  l a  p r e p a r a t i o n  d e  l a  L - o r n i t h i n e  
( 3 H )  : 1 5  C i / m M .  

3 En  t r a i t a n t  l a  D , L - o r n i t h i n e  ( H-3 ,4 ,5 ,5 )  2 ( a c t i v i t e  
s p e ' c i f i q u e  : 103 C i / m M )  p a r  l a  c y a n a m i d e  8 e n  s o l u t i o n - a q u e u s e  s a -  
t u r i e  p a r  l e  m e t h y l m e r c a p t a n  (9). l a  D , c - a r g i n i n e  ( H-3,4,5,5) 9 
e s t  o b t e n u e  a v e c  u n  r e n d e m e n t  d e  80% e t  u n e  a c t i v i t e  s p e c i f i q u e  d e  
90  C i / m M .  L a  r e s o l u t i o n  d e  2 e s t  o b t e n u e  p a r  C.L.H.P. s u r  s u p p o r t  
c h i r a l  d e  s i l i c e  C18 g r e f f e '  p a r  u n  c o p o l y m 5 t - e  a c r y l a m i d e l P E P R 0  ( p y -  
r i d i n e  C t h y l p y r i d i n e )  e t  c o m p l e x a t i o n  d e  l a  p h a s e  p a r  d e s  i o n s  
Cut'. L e  c o e f f i c i e n t  d e  s e l e c t i v i t e  e s t  d e  0 , 3 4 ,  c e  q u i  p e r m e t  
d ' o b t e n i r  l a  L - a r g i n i n e  ( H-3 ,4 ,5 ,5 )  d ' a c t i v i t e  s p e c i f i q u e  : 90 
C i / m M  10 r a d i o c h i m i q u e m e n t  e t  o p t i  u e m e n t  p u r e .  L a  r e p a r t i t i o n  d u  
t r i t i u m a  e t 6  d e t e r m i n e e  p a r  R M N - j H  : 78% s u r  l e s  p o s i t i o n s  3 e t  
4 ,  2 2 %  s u r  l a  p o s i t i o n  5 .  

3 

3 
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3 )  A c i d e  D L - G l u t a m i q u e  ( 3 H - 3 , 4 )  - 1 2  ( S c h e m a  3 )  - 
P l u s i e u r s  s y n t h c s e s  d e  l ' a c i d e  O L - g l u t a m i q u e  marque '  a u  t r i -  

t i u m  s o n t  r a p p o r t e e s  d a n s  l a  l i t t e r a t u r e .  I 1  s ' a g i t  s o i t  de  r 6 a c -  
t i o n s  d ' e c h a n g e  ( 1 0 - 1 2 )  c o n d u i s a n t  'a d e s  a c t i v i t e s  s p e c i f i q u e s  f a i -  
b l e s  s o i t  d e  r e a c t i o n s  d e  r e d u c t i o n  d e  c o m p o s e s  h a l o g e n e ' s  ( 1 3 )  ou  
e ' t h y l e n i q u e s  ( 1 4 )  p o u v a n t  c o n d u i r e  'a d e s  a c t i v i t e ' s  s p e c i f i q u e s  d e  
6 0  C i / m M .  

559 

Nous  a v o n s  u t i l i s e  l e  p r e c u r s e u r  C t h y l e n i q u e  3 de' j 'a u t i l i s e '  
l o r s  d e  l a  s y n t h ' e s e  d e  l a  L - o r n i t h i n e  ( H-3,4,5,5) 6 p o u r  o b t e n i r  
l ' a c i d e  D L - g l u t a m i q u e  ( H - 3 . 4 )  12 a p r ' e s  u n e  s i m p l e =  r e ' d u c t i o n  de  
l a  d o u b l e  l i a i s o n  p a r  l e  t r i t i u m e n  p r e s e n c e  d e  c h l o r u r e  d e  t r i s  
( t r i p h e n y l  p h o s p h i n e )  r h o d i u m  e t  h y d r o l y s e  d u  g r o u p e m e n t  n i t r i l e  
p a r  H C 1  a q u e u x .  Ce c a t a l y s e u r  ( !d3P)3RhCl  r e d u i t  e n  e f f e t  s e ' l e c -  
t i v e m e n t  l e s  d o u b l e s  1 i a i s o n s  s a n s  r e ' d u i r e  l e s  f o n c t  i o n s  n i t r i l e s .  

3 
3 

Apr 'es  p u r i f i c a t i o n  s u r  c o l o n n e  { c h a n g e u s e  Dowex 50W X 1 2  
p u i s  s u r  p a p i e r  S c h l e i c h e r  S c h u l l  n o  2 3 1 6 ,  l ' a c i d e  1 7  e s t  o b t e n u  
r a d i o c h i m i q u e m e n t  p u r  a v e c  u n e  a c t  i v i t 6  s p e c i f  ique=de 6 0  C i / m M  
( t a b l e a u  1 ) .  L e  t r i t i u m  e s t  r e p a r t i  e ' g a l e m e n t  s u r  l e s  p o s i t i o n s  3 
e t  4, comme l e  m o n t r e  l e  s p e c t r e  d e  R M N - 3 H .  

4 )  A c i d e  D L - g l u t a m i q u e  ( 3H-3,4,4) (17) (Sche'ma 4 )  - 
L a  s y n t h ' e s e  d e  l ' a c i d e  D L - g l u t a m i q u e  m a r q u e  au  t r i t i u m  s u r  

l e s  p o s i t i o n s  3 e t  4 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  d e  90 C i / m M  n o u s  
a e t e  i n s p i r e e  p a r  l e s  t r a v a u x  d e  K I S H I D A  ( 1 5 )  q u i  a d e ' c r i t  l ' o b -  
t e n t i o n  d u  d e r i v e  b r o m o  v i n y l i q u e  15 p a r  c o n d e n s a t i o n  de  l ' a , B  d i -  
b r o m o a c r y l a t e  d ' e t h y l e  14 s u r  l ' a c x a m i d o  m a l o n a t e  d ' e ' t h y l e  13. L e  
m a l o n a t e  1 5  c o n s t i t u e  u n p r e ' c u r s e u r  i n t e r e s s a n t  d e  1 ' a c i d e  0 , r g l u -  
t a m i q u e  F H ) .  L a  r e d u c t i o n  d e  15 p a r  l e  t r i t i u m  g a z  e n  p r e s e n c e  
d e  Pd /C  'a 10% f o u r n i t  e n  e f f e t  a p r k s  h y d r o l y s e  l ' a c i d e  D L - g l u t a m i -  
q u e  ( H-3 ,4 ,4 )  17 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  de  9 0  C i / m M  e t  l a  
r e p a r t i t i o n  s u i v a n t e  d u  t r i t i u m  : 4 1 %  e n  p o s i t i o n  3, 5 2 %  e n  p o s i -  
t i o n  4 e t  6% e n  p o s i t i o n  2 (RMN-3H) .  

3 

5 )  E s s a i s  d e  c o n s e r v a t i o n  d e  l ' a c i d e  D L - g l u t a m i q u e  - 1 2  e t  d e  l a  
L - o r n i t h i n e  a 'a t r 6 s  h a u t e  a c t i v i t e '  s p e c i f i q u e .  - - 

Ces c o m p o s e s  o n t  e t 6  c o n s e r v e s  ap r ' es  p u r i f i c a t i o n  e n  s o l u -  
t i o n  s t e ' r i l e ,  a p r e s  f i l t r a t i o n  s u r  f i l t r e  M i l l i p o r e  s o u s  U V ,  'a u n e  
c o n c e n t r a t i o n  v a r i a n t  d e  1.0 'a 2 m C i / m l  s o i t  e n  f l a c o n  t y p e  p e ' n i -  
c i l l i n e  ( c o n s e r v a t i o n  'a + 4 'C ) ,  s o i t  e n  a m p o u l e  s c e l l e ' e  s o u s  v i d e  
( c o n s e r v a t i o n  'a - 1 9 6 ' C ) .  Nous  a v o n s  c o m p a r 6  d i v e r s  s y s t c r n e s  de  
c o n s e r v a t i o n  : s o l u t i o n  a q u e u s e  'a + 4°C ( A ) ,  s o l u t i o n  a q u e u s e  a v e c  
2 %  d ' e t h a n o l  'a + 4'C ( 6 )  e t  s o l u t i o n  a q u e u s e  'a - 1 9 6 ° C  ( C ) .  L a  t e m -  
p e ' r a t u r e  d e  c o n s e r v a t i o n  e t  l a  p r e s e n c e  d ' e t h a n o l  ne  s e e i b l e n t  p a s  
j o u e r  u n  r 6 l e  d 6 t e r m i n a n t .  L a  m e t h o d e  d e  p u r i f i c a t i o n  u t i l i s { e ,  a, 
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p a r  c o n t r e ,  u n e  i n f l u e n c e  s u r  l a  s t a b i l i t e '  d e  12 e t  d e  6 .  P o u r  
l ' o r n i t h i n e  2 d e s  p u r i f i c a t i o n s  s u r  Dowex ou  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  
p r e p a r a t  i v e  Gr p a p i e r  s e m b l e n t  s u f f  i s a n t e s .  P a r  c o n t r e ,  p o u r  1 ' a -  
c i d e  g l u t a m i q u e  12, c e  t y p e  d e  p u r i f i c a t i o n  e n t r a i n e  u n e  d d g r a d a -  
t i o n  d e  30% e n  t T o i s  m o i s ,  a l o r s  q u ' u n e  d o u b l e  p u r i f i c a t i o n  s u r  
Dowex e t  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  p a p i e r ,  p e r m e t  u n e  b o n n e  
c o n s e r v a t i o n  ( 2 %  d e  d e g r a d a t i o n  e n  7 m o i s ) .  L e s  r e s u l t a t s  s o n t  r a s -  
s e m b l e s  d a n s  l e  t a b l e a u  3 .  

PARTIE  E X P E R  IMENTALE 

t r a n s - B r o m o - 1  c y a n o - 2  e t h y l ' e n e  : 2 - 
40 mM ( 2 , 0 4  g )  d e  p r o p i o l o n i t r i l e  1 s o n t  t r a i t e e s  p a r  HBr  

4 8 %  'a 1 0 0 ° C  p e n d a n t  30  m i n u t e s .  A p r g s  r e f r o i d i s s e m e n t ,  e x t r a c t  i o n  
au  c h l o r o f o r m e ,  { v a p o r a t i o n  e t  d i s t i l l a t i o n  ( E 7 6 0  = 1 4 3 " C - l 4 5 " C ) ,  
o n  o b t i e n t  2 a v e c  u n  r e n d e m e n t  d e  90%. 

R M N -  H (CDC13)  : 6 = 6 ,4  ppm ( d ,  C H ,  1 H )  ; 7,3  ( d ,  CH-1H) 

S M  : 

I R  : 7 2 5  c m - l  ( ~ ~ ~ ~ 2 - ~ )  - U V  ( m e t h a n o l )  : 2 2 6  nm. 

- 
1 

m/e ( % )  = 1 3 1  ( 1 . 6 )  - 1 3 3  (1,6)- [M] '  ; 5 2  ( 4 , 2 )  [M-Br-1' 

A c C t y l a m i n o - 2  c a r b 6 t h o x y - 2  c y a n o - 4  b u t ' e n e - 3  o a t e  d ' e ' t h y l e  : 3 - 
1 0  mM ( 1 , 3 1  g )  d e  2 d a n s  10  m l  d ' e t h a n o l  s o n t  a j o u t e s  'a 0°C 

b u n e  s o l u t i o n  d e  d e r i v e '  s r d e '  d ' a c e t a m i d o  m a l o n a t e  d ' e t h y l e  ( 1 5  m M )  
d a n s  l ' e ' t h a n o l .  A p r s s  S h e u r e s  d ' a g i t a t i o n  'a + 5'C e t  u n e  n u i t  'a 
t e m p e ' r a t u r e  a m b i a n t e ,  l e  s o l v a n t  e s t  P v a p o r P  e t  l e  r e s i d u  e s t  p u r i -  
f i e  s u r  u n e  c o l o n n e  d e  g e l  d e  s i l i c e  t y p e  " H I '  e l u e e  p a r  l e  m e l a n g e  
H e x a n e - A c e t a t e  d ' E t h y l e  ( 5 0 - 5 0 ) - ( R d t  = 7 0 % ) .  

1 R M N -  H (CDC13)  : d = 1,3 ppm ( t ,  CH3, 6H)  ; 2,0 ( 5 ,  CH3C0, 3 H )  ; 
4,5  (4, CH2,4H) ; 6,5 ( d ,  CH, 1 H )  ; 7,4  ( d ,  CH, 1 H )  - S M  : m/e ( 9 )  = 

2 6 8  ( 1 , 4 )  [ M I '  ; 223  ( D , 5 )  [M-OEt] '  ; 1 5 3  ( 6 , 7 )  ; 108 ( 2 , 7 ) .  

D L - O r n i t h i n e  ( 'H-3,4,5,5) 2 - 
4 mg d e  3 d a n s  1 m l  d e  m e t h a n o l  e t  0 ,1  m l  d ' a c i d e  t r i f l u o -  

r o a c e ' t i q u e  s o n t  7 6 d u i t s  p a r  l e  t r i t i u m  g a z  e n  p r e s e n c e  d e  4 mg d e  
Pd  s u r  c h a r b o n  'a 1 0 % .  Apr 'es  2 h e u r e s  d ' a g i t a t i o n ,  l e  m e l a n g e  r e ' a c -  
t i o n n e l  e s t  f i l t r 6  s u r  " M i l l i p o r e "  e t  e ' vapore '  'a s e c .  L e  r e s i d u  e s t  
h y d r o l y s 6  p a r  2 m l  d e  H C l Z N  p e n d a n t  4 h e u r e s  'a r e f l u x .  A p r e s  e v a p o -  
r a t i o n ,  l a  D L - o r n i t h i n e  o b t e n u e  e s t  p u r i f  i e e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  
l i q u i d e  s u r  c o l o n n e  d e  Dowex 50WX 1 2  f o r m e  H +  ( e l u t i o n  : g r a d i e n t  
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d e  H C l  1 N  'a H C l  4N)  p u i s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  p r e p a r a t i v e  s u r  p a p i e r  
S c h l e i c h e r - S c h u l l  n o  2 3 1 6  l a v e  ( e l u a n t  : n - b u t a n o l - A c i d e  A c e t i q u e -  
Eau  : 2 0 - 1 0 - 1 0 ) .  

On o b t i e n t  1 C i  d e  5 r a d i o c h i m i q u e m e n t  p u r e  a v e c  u n e  a c t i v i t e  s p 6 -  
c i f  i q u e  d e  1 0 3  Ci/mM=( a u t o a n a l y s e u r  d ' a m i n o a c i d e s )  

R M N - 3 H  , ( D 2 0 )  : 6 = 1,7 ppm 'a 2,2 ppm ( 4 5 %  d e  t r i t i u m  e n  3 e t  4 ) ;  
3 , l  ppm ( 5 5 %  d e  t r i t i u m  e n  5 ) .  

3 L - O r n i t h i n e  ( H-3 ,4 ,5 ,5 )  5 - -- 

L e  r a c e m i q u e  5 e s t  r e s o l u  p a r  p a s s a g e  e n  C.L .H.P.  s u r  u n e  
c o l o r l n e  ( 1 5 0  x 4,6 m m T  d e  c o p o l y m k r e  a c r y l a m i d e l P E P R 0  ( p y r i d i n e - 6 -  
t h y l - p r o l i n e )  a b s o r b 6  s u r  s i l i c e  e t  c o m p l e x 6  p a r  d e s  i o n s  c u i v r e u x ;  
1 '  e l u t i o n  e s t  r e a l i s e e  p a r  u n e  s o l u t i o n  0 ,02  M d e  KN03 ( d e ' b i t  2 

m l / m m ) .  L e  c o e f f i c i e n t  d e  s 6 l e c t i v i t e  e s t  d e  0 .27 .  

O L - A r g i n i n e  ( H-3,4,5) 2 3 
- 

3 1 mM (100  m C i )  d e  D L - o r n i t h i n e  ( H-3,4,5,5) 5 s o n t  s o l u -  
b i l i s e s  d a n s  2 m l  d ' e a u .  L a  s o l u t i o n  e s t  s a t u r e e  'a O'C-par u n  b a r -  
b o t a g e  d e  m 6 t h y l m e r c a D t a n  e t  1,5 mM d e  c y a n a m i d e  5 s o n t  a j o u t 6 s .  
A p r k s  a g i t a t i o n  p e n d a n t  7 h e u r e s  'a t e m p e r a t u r e  a m b i a n t e  e t  e v a p o r a -  
t i o n ,  l e  r C s i d u  e s t  p u r i f i e  e t  c o n t r d l e  d a n s  l e s  mGmes c o n d i t i o n s  
q u e  S. 

L - A r q i n i n e  ( H-3 ,4 ,5 ,5 )  lo 
- 

3 
- 

L a  r e s o l u t i o n  d u  r a c e m i q u e  2 e s t  r e a l i s e e  d a n s  d e s  c o n d i -  
t i o n s  i d e n t i q u e s  'a c e l l e s  d e  l ' o b t e n f i o n  d e  l a  L - o r n i t h i n e  : 5 a v e c  
u n  c o e f f i c i e n t  d e  s 6 l e c t  i v i t 6  d e  0 ,34 .  

A c i d e  D L - G l u t a m i q u e  ( H - 3 , 4 )  12 

- 
3 

- 
7 mg ( 0 , 0 3 8  m M )  d e  3 s o n t  r e d u i t s  p a r  l e  t r i t i u m  g a z  e n  

p r e s e n c e  d e  2 9  mg d e  c h l o r u r e  d e  t r i s  ( t r i p h e n y l p h o s p h i n e  r h o d i u m )  
d a n s  1 m l  d e  b e n z k n e  p e n d a n t  1 8  h e u r e s  'a l a  t e m p 6 r a t u r e  a m b i a n t e .  
A p r 6 s  f i l t r a t i o n  e t  & v a p o r a t i o n ,  l e  r e s i d u  e s t  r e p r i s  p a r  2 0  m l  
d ' H C L 4 N  e t  l e  m e l a n g e  e s t  c h a u f f 6  'a r e f l u x  d u r a n t  t r o i s  h e u r e s .  
A p r 6 s  6 v a p o r a t i o n ,  l e  r e s i d u  e s t  p u r i f  i P  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  l i q u i -  
d e  s u r  c o l o n n e  d e  Dowex 50W X12 f o r m e  H+ ( G l u t i o n  : g r a d i e n t  d e  
H 2 0  'a H C l  1 , 5 N ) ,  p u i s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  p r e p a r a t i v e  s u r  p a p i e r  
S c h l e i c h e r - S c h u l l  n o  2 3 1 6  l a v e  ( e l u a n t  : n - B u t a n o l - A c i d e  A c e t  i q u e -  

(12) r a d i o c h  i m i q u e m e n t  p u r  ( A c t  i v  i t 6  s p e c  i f  i q u e  : 6 0  C i / m M  m e s u r C e  
' a 1 '  a u t o a n a  l y s e u r  d '  am i n o a c  i d e s ) .  

R M N - 3 H  ( D 2 0 )  : 6 = 1,9 ppm ( 5 0 % - T 3 )  ; 2.1 ( 5 0 % - T 4 ) .  

E a u  : 2 0 - 1 0 - 1 0 )  p o u r  f o u r n i r  1 C i  d ' a c i d e  D L - g l u t a m - i q u e  ( 3 H-3 ,4 )  
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A c i d e  D L - G l u t a m i q u e  ( 3 H-3 ,4 ,4 )  1 7  - - 

6 mg (0,015 mM) d e  15 s o n t  s o l u b i l i s 6 s  d a n s  1 m l  d e  m 6 t h a -  
n o 1  e t  r e ' d u i t s  p a r  l e  tritium g a z  e n  p r 6 s e n c e  d e  6 mg d e  Pd s u r  
c h a r b o n  ( 1 0 % )  e t  d e  0.2 m l  d e  NaOH 0 , l N  p e n d a n t  u n e  h e u r e .  A p r 6 s  
f i l t r a t i o n ,  e ' v a p o r a t i o n ,  e t  h y d r o l y s e  d u r a n t  d e u x  h e u r e s  p a r  H C 1  4N 
'a r e f l u x ,  l e  m e ' l a n g e  e s t  p u r i f i 6  d a n s  l e s  m6me c o n d i t i o n s  q u e  12. 
L ' a c t i v i t e '  s p e ' c i f  i q u e  d e ' t e r m i n e ' e  p a r  l ' a u t o a n a l y s e u r  d ' a m i n o a c i d e r ,  
e s t  d e  9 0  C i / m M .  L a  R M N  d u  t r i t i u m  d a n s  D20  i n d i q u e  l a  r 6 p a r t i -  
t i o n  s u i v a n t e  d u  m a r q u a g e  : 4 1 %  s u r  l a  p o s i t i o n  3, 5 2 %  s u r  l a  p o s i -  
t i o n  4 e t  6% s u r  l a  p o s i t i o n  2 .  
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