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RESUME

Depuis ces dernières années, les recherches se sont beaucoup développées

dans le domaine des lipides qui sont, au même titTe que les glucides et les protides,

des consti tuants essentiels de la matière vivante.

L'importance biologique de cette vaste classe de composés est certaine. Les

lipides peuvent êtTe aussi bi en des éléments de stTucture (membranes, tissus physiologi-

quement essentiels: tissus nerveux et hépatiques ".. ) que des sources d'énergie i

ils participent aussi au transport de cations à tTavers les parois ce Ilulaires, au méca-

nisme de sécrétions de certaines glandes .."

- BUT DU TRAVAIL

Pour mieux comprendre leur rôle, et notamment celui des glycérides et des

glycéro-phospholipides, de nombreuses équipes souhaitaient disposer de certains de

ces composés marqués au carbone 14. Ces molécules devaient satisfaire à plusieurs

critères :

- une composition chimique bien définie

- une activité spécifique assez élevée

- des positions de marquage préalablement précisées
- une configuration absolue identique à celle des composés naturels.

La synthèse de ces molécules marquées constitue le but de notre travai I.

Certains de ces critères sont impossibles à satisfaire par voie biologique;

nous nous sommes donc proposés de mettTe au point par voie chimique des méthodes de

synthèse totale, originales ou non, compatibles avec les exigences inhérentes à la

préparation de molécules marquées.
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Alors que les glycérides sont formés d'un sque lette glyc:êrol mono, di ou

triestérifié par des acides gras, la structure des phospholipides est généralement:

cý-O-cO R1

I

ý
C'OO-C- H

J ý
Cý-O-P-OX

J

OH

eo R1 et
ý

sont des chdtnes aliphatiques d'acides gras.

x = éthanolami ne phosphctldyl-é theno lcmlne (P.E.)

X = choline phospha tidy l-c ho I i ne (P.C .)

X = sérine phospha ti dy l-sér i ne (P. S.)

X = glycérol phosphatidy l-g Iycéro I (P.G .)

- EXPOSE DES METHODES. RESULTATS OBTENUS

Nous avons uti Iisé comme produi t de départ commun à toutes les synthèses de

glycérides et de glycérophospholipides réalisées dans ce travail, Pisopropj'lidène-l,2

sn-glycérol (isopropylidène O-glycérol) que nous avons prépcré à partir de D-mannitol.

Nous avons, dans le but d'optimiser les rendements de l'étape d'acylation,
effectué une étude de l'estérification par les acides gras des hydroxyles primaires ou

secondaires des dérivés du glycérol. Nous avons utilisé différentes méthodes d'activa-
tion des fonctions acides :

- à l'aide de carbonyl-diimidazole,
- à l'aide du ch lorure de l'acide triisopropy I-benzène-sulfonique (T. P. S.),
- par formation du chlorure d'acide.

Pour des raisons pratiques, la méthode d'acylation par les ch lorures d'acides
gras marqués a été retenue dans toute la sui te de notre travail.
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- Dans le domaine des glycérides

A partir de benzyl -3 sn-glycérol ont été obtenus en deux étapes : le

palmitoyl-1 sn-glycérol et le dipalmitoyl-1,2 sn-glycérol marqués avec des rendements

actifs par rapport à l'ccide voisins de 70 %.

De même, l'estérification de l'isopropylidène-l,2 sn-glycérol conduit, après

déprotection, au dérivé palmitoyl-3 sn-glycérol avec un rendement de 43 % par rapport

li l'aci de.

La synthèse d'un diglycéride mixte, le ýalmitoyl (14C)_1ý_1 [Iauryl

(14C)_1] -2 sn-glycérol a été réalisée par estérification "pas à pas" du benzyl-3

sn-glycérof suivie d'une hydrogénolyse du groupe benzyle.

-Dans le domaine des glycérophospholipides

Les schémas sont beaucoup plus complexes et font intervenir plusieurs étcpes

actives.

Les phospholipides marqués ont été préparés dans une première partie du

travai I par adaptation des méthodes classiques à la synthèse de produits radioactifs ;

dans un deuxième temps, nous avons mis au poi nt un type de synthèse origi nal pour y

.parvenir.

L'uti Iisation des méthodes d'acylation de déri 'lés glycérophosphoryl-choli ne

ou ý!hanobmine (Schémas 16, 17, 18) ne doit pas être préconisée cor les résultcts

obtenus ne sont pas satisfaisants par rapport à ceux fournis par les méthodes suivantes.

Les méthodes que nous avons retenues consistent, dans un premier stade,

à effectuer la condensation du sel d'argent d'un diester phosphorique sur le diacyl-l ,2

halogéno-3 sn-glycérol (le dérivé bromé présente de nombreux avantages SIX le dérivé

iodé) "
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I

OH(-)
(+)

N-(CH2CH2CH2CH3 )4

Schêma 18 - Synthèse de phosphatidyJ-éthonolamine marquée au carbone 14

par acylation de glycérophosphoryJ-éthanoJamine N-tritylée.
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Les autres étapes varient suivant la nature du substituant X et celle des

oc ides gras (saturés ou non) 0

Les derniers stades consistent en la déprotection des différentes fonctions

bloquées (acide, alcool, amine) par les méthodes appropriées à chaque cas (hydro-

génation, hydrolyse acide ou basique, 000)0

Les schémas 7, 9 et 15 résument les différents chemins réactionnels

empruntés.

Ces méthodes nous ont permis de préparer les différentes c lasses de

phospholipides marqués (PoE. , P .C 0 ,
Po So, L. PoE.) 0 Dans ces composés les acides

gras peuvent être identiques ou non, saturés ou non (P. E.).

L'activité spécifique des phospholipides marqués préparés vor ie de

0,5 mCi/mMole à 20 mCi/mMole.

Les rendements actifs obtenus par rapport à l'acide gras de départ vari ent

de 10 % pour la P. S. à 30 % pour la P . C. ; quant à la PoE. les rendements sont de

20 % (schéma 7) et de 30 % (schémas 9 et 15). la synthèse acti ve sui wnt le schéma

15 est possible pour les PoE 0 dans lesquelles les acides gras sont saturés, tandis que

le schéma 9 sera suivi pour la synthèse de dérivés insaturés.

la grande pureté chimique des produits obtenus, ainsi que leur structure
ont été confirmées à l'aide des différentes méthodes classiques: chromatographiques,
enzymatiques (phospholipase

ý
preuve de la bonne configuration des composés syn-

thétisés), ainsi que par l'uti lisation des méthodes de résonance magnétique nucléaire
et de spectrométrie de masse; para IIè lement à ces renseignements, la radioactivité
de ces composés avec les techniques qui lui sont propres (radiochromatographie,
autoradiographie et contrôle de l'activité spécifique) permet de donner un autre

critère de pureté très sérieux aux produits préparés.



Schéma 9 - Pi.?;:oration de phosphati dyl éthanolamjne marquée

ou carbone 14 .

Schéma 7 - Préparation de phosphatidyl-éthonolamine marq ... ée

au carbone 14.
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Ce mode de synthèse fait appe I au "pyrophosphate d'énediol eye lique"

(bis(butène-2 diy 1-2,3) pyrophosphate) très récemment introduit par R. RAMI REZ

dans le domaine de la chimie des phosphodiesters assymétriques.

Le schéma de principe en est simple: schémas 22 et 23.

Le diacyl-1,2 sn-glycérol réagirait sur le pyrophosphate pour donner le

phosphotriester cyc lique (XXI) lui-même réagissant, sans avoir été iso lé sur la fonc-

tion primaire d'un alcool (éthanolamine, glycérol, sérine, sucre, .." ) convenable-

ment protégé. La déprotection de l'alcool et l'hydrolyse du groupe acétoinyJe

serai ent ensuite effectuées .

Après avoir montré que dans les conditions de la réaction, notamment

lors de l'hydrolyse basique du groupe acétoinyle, les liaisons esters carboxyliques

sont stab les, nous avons prouvé que cette méthode est effectivement app licab le à la

synthèse de phospholipides de configuration absolue naturelle en réalisant celle de

phosphadityl-éthanolamine et phosphatidyl-glycérol '(P.E.'.,et P.G.).

Sur le p Ian pratique, les conditions opératoires sont très simp les ; le

temps nécessaire est relativement court; le rendement est d'environ 13 ý par rapport

a l'acide gras.

Cette méthode est applicable à de très faibles quantités (0,02 mMole).

Il est sûr que cette méthode origi nale aura un développment important

dans le domaine de la synthèse de phospholipides complexes.

Parallèment à nos travaux viennent d'ai lieurs d'être publiées (Ju i llet et

Novembre 1976) les synthèses de phosphol ipides et ana logues, réalisées par l'équipe

de F. RAMIREZ en suivant un protocole similaire; ces publications confirment l'in-

térêt certai n de la méthode.
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INTRODUCTION

A - Les mol6cules marquées, leurs propriétés, leurs particularités

Les molécu les marquées sont des molécu les dans lesquelles un ou plusieurs
atomes sont remplocës par un de leurs isotopes (stables ou radioactifs).

Ces isotopes stables, tD ,
15N

, 13C, 180) ou radioactifs (14C , 3H ,

35S
I

32p, llO),permettent au sein d'un mi lieu de localiser et suivre ces

molécules, ainsi que leurs dérivés formés in situ,par des méthodes appropriées à chaque

isotope (résonance magnétique nuc léaire, spectrométri e de masse, radioactivité).

A.u Service des Molécules Marquées du Centre d'Etudes Nucléaires de

Saelay / 125 / nous travai lions avec la plupart des isotopes stables mais dans le

domaine radioactif nous nous sommes spéciafisés dans le marquage de molécu les

organiques par le tri tium et le carbone 14.

Ces deux isotopes sont produits par irradiation neutronique de cibles con-

tenant du nitrure d'aluminium ou de béryllium dans le cas du carbone 14 et du lithium

dans le cas du tritium.

14N 1 14C lH
7

+ On 6
+

1

6L" 1 3H 4
3

I + On + 2He
1
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Ces deux atomes sont des émetteurs de particules {j dont "énergie

est de 0,018 MeV pour le tritium et de 0, 159 MeV pour le carbone 14.

Avec une période de décroissance radioactive de 5 730 ans, le carbone 14

se transforme en azote 14 tandis que le tritium produit de l'hé lium 3 avec une période

de 12,26 ans.

Les acti vités théoriques maximales sont de 29,2 Ci/atome de tritium et

de 62,4 mC i/atome de carbone 14. Cette différence orientera le choix du radio-

isotope suivant l'utilisation prévue.

Il - Particularités de la synthèse des molécules mar_suées------------------------ ---

Cette synthèse peut s'effectuer de deux façons :

- la voie biologique permet d'obtenir des molécules avec une haute activité spécifique

mais avec une position de marquage, fonction de leur biosynthèse; elles sont alors

uniformément marquées ou marquées en certaines positions connues ou non ;

- la synthèse totale par voie chimique permet d'obtenir des positions de marquage

parfaitement bien définies surtout dans le cas du carbone 14.

Ces synthèses se heurtent à de nombreux prob lèmes qui leur sont spécifiques

. Nature de la matière première (T20 , T2 ' Ba14C03) à partir de laquelle
doivent être élaborés des précurseurs adaptés à la classe de molécule choisie (Cf.
Tableau 1) .

. En raison du prix de revient, i I est obligatoire de rechercher la méthode
de synthèse présentant le moins de difficultés, le moins d'étapes actives, mais aussi
les mei lieurs rendements entre les di fférentes étapes.



Tableau 1 : Elaboration, à partir de BaýC01' des différents précurseurs

Les interactions avec les solvants, les impuretés qu'ils contiennent (eau,

péroxydes, .". ), les effets de di lution, ne sont pas à nég Iiger.

glucides pyrimidines
aminoacides nucléotides

RCHOHCN

I

HC CHI

benzýne
acétaldéhyde

I
saco3]

Ca
l ýý3

ýac21 ý

l
H20

I
RCHO
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Les synthèses se font en général par adaptation et miniaturisation de

ýýthodes classiques à ra synthèse radioactive. Du fait des micro-quantités mises en

jeu (très souvent inférieures à la mi lIimole) i I est quelquefois très diffici le d'obtenir
les mêmes résultats que lorsque les schémas prévus sont appliqués à des quantités
pondéra les.

Ceci implique d'uti liser les réactifs (actifs ou non) et les solvants présen-
tant les mei lieurs critères de pureté. De p lus, des essais "à blanc" puis en .. traceurs"
dans les conditions exactes de la réaction active prévue, doivent être systématique-
ment effectués avant tout essai "actif".
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III ... Mesure de la radioactivité-ý------------

1 - Oéfjnitio'n de l'unité de mesý!ý_c!ý!ýýLýýc:.tlyLtý_-----------------------ý

Quel que soit le radioélément considéré, l'unité de mesure: la Curie

(Ci) (ou millicurie (mCi)) est rattachée à un nombre de désintégrations par unité

de temps.

Ainsi une mi lIicurie correspond à 3,7. Hl désintégrations par seconde.

2 - Méthodes de mesure------------------

Suivent les activités mises en jeu, dans le cas du carbone 14, les activités

d'une so rut ion peuvent être mesurées :

- par Bremsstrah lung (rayonnement de frei nage),
- par scinti lIation liquide.

a} Les fortes activités peuvent être quantifiées par mesure au Bremsstrahlung

Tout électron au contact de la matière émet un rayonnement dit de frei-

nage ou de Bremsstrahlung de nature électromagnétique (X ou ý ).

Cette propriété est mise à profit dans cette méthode de mesure. En effet,
si dons un tube de verre on introduit une substance radioactive émettrice de f3 ,les
électrons au contact du verre donneront des rayons X et ý qui peuvent aller exciter
un cristal de iodure de sodium activé par du thallium. Cette excitation a pour résu Itat
l'émission de photons que l'on peut compter grâce à un photomu Itip licateur qui trans-
forme l'énergie lumineuse en impulsions électriques.

Après étalonnage de l'appareil grâce à des solutions témoins, il est possi-
ble de mesurer l'activité d'une substance dissoute dans un solvant (des coefficients

. .
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Les photons produits par l'excitation de produits scinti liants mis en pré-

sence de substances radioactives sont comptés par un photomu Itiplicateur.

(eu " h' ") . di I dou quenc I n9 qUI rrnmue e ren ement

du comptage, et dont on doi t tenir compte

pour évaluer le rendement du compteur.
énerqil

-

Certains phénomènes physiques (couleur) ou chimiques peuvent décaler la

courbe représentant le nombre de photons

émis en tonct-ion de l'énergi e vers les

basses énergies. C'est l'affaiblissement

CIt="-=

.. _-

b) Dans le cas de solutions d'activité plus faibles, notamment dans les

travaux biologiques ou biochimiques, la méthode de comptage par scinti "ation

liguide est la méthode de choix.

sont attribués à chaque solvant). Nous mesurons ainsi, avec une précision de 5 %
en carbone 14, des solutions dont l'activité varie de 15 ,.uCi à 1 mCi/ml. Les

principaux avantages de cette méthode sont de permettre un comptage sans di lution

de solutions concentrées, ni destruction du produit actif que l'on récupère, en

totalité, après mesure.

Le mé lange fluorescent généra lement retenu est un mélange de P. O. P. O. P.

(Bis-(phênyl-50xazolyl-2) 1,4 benzène) et de P.P.O. (diphényl-2,5 oxazole) en

solution dans le toluène.

Tandis que le P. P.O. sert à convertir l'énergie des particules () en

énergie lumineuse, leP.O.P.O.P. est utilisé pour déplacer la longueur d'onde de

la lumière émise vers un domaine du spectre où le photomultiplicateur est plus sensible.
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Ainsi, tenant compte de la nature de l'émetteur et du rendement du

compteur, le nombre de coups par minute est converti en nombre de désintégrations

par minute, donc en activité.

Cette méthode permet le dosage simultané du carbone 14 et du tritium,

forme de comptage très uti lisée en biologie.

Les gommes de comptage pour le carbone 145 'étendent de 10-3
P. Ci

à 10-1
P. Ci, tandis qu'une activité de 10-2

p. Ci de tritium peut être comptée.

les avantages de cette méthode sont la rapidité, l'étendue de la gamme

de comptage et l'uti lisation d'une quantité minime de produit.

Cette- notion est extrêmement importante dons le domai ne des mo lécu les

marquées; c'est en fonction de cette donnée que l'uti lisateur oriente, pour un

travai I précis, le choix du marqueur à introduire ou son protccc le expérimental

(notamment la di lution).

l'activité spécifique d'une molécule (A. S.) est définie comme l'activité
rapportée à une molécule/gramme. Elle s'exprime en général en mi Ilicuries/mii limole

(mCi/mMole) ou en Curies/mi lIimole (C i/mMo le) .

So détermination demande, d'une part, un comptage de la radioactivité
de ra solution et, d'outre port, un dosage de cette solution (par absorption U. V.,
par pesée du résidu see, par colorimétrie, ... ).

la spectrométrie de masse, avec ses méthodes de calcul du pourcentage
isotopique, permet très facilement de déterminer les activités spécifiques supérieures
à 20 mCi/mMole pour le carbone 14 et à 8 Curies/mMole en tritium.
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IV - Purification et contrôle de la pureté des molécules marquées--------------------------------

La radioactivité des substances à purifier rend certes cette partie du

travail plus aisée grâce à la facilité de localisation des produits marqués, mais nous

empêche souvent d'uti li ser les méthodes class iques (crista IIisation, disti I lotion, ... ).

Par contre, toutes les méthodes de chromatographie sur co Ion ne (basse et

haute pression) uti lisant les différents supports (si lice d'adsorption ou de partage, gels

d'exc fusion, èchangeurs d'ions, ... ) sont app licables. La radioactivité est décelée

en continu, par passage devant un détecteur,de l'éluat qui circule dans un serpentin

contenant de la poudre de verre scinti liant.

Un détecteur d'absorption U. V. peut être branché en série, ainsi qu'une

électrovanne coupant toute ci rcu lat ion de liquide en cas de coupure de courant.

Les chromatographies préparatives sur papier et sur plaque sont de même

très souvent utilisées au Service des Molécules Marquées.

Les chromatographies préparatives en phase vapeur sont possibles, bien

que généralement moins uti Iisées que les outres méthodes.

A la notion classique de pureté chimique se superpose celle de pureté

radiochi mique.

A l'exclusion de l'analyse élémentaire (destruction d'une trop grande

quantité de produit marqué, contamination éventuelle par les gaz émis lors de la

combustion, ... ) toutes les méthodes classiques sont uti lisées pour déterminer la
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structure et la pureté chimique des produits synthétisés (chromatographies; R.M. N.,

C.P.V., U.V., S.M., .... ).

la p'ureté radiochimiqý est déterminée, après avoir séparé du produit

marqué considéré les éventuels contaminants radioactifs, par chromatographie (sur

couche mince ou sur papier: méthode la plus employée), parC.P. V. ou par une

autre méthode adaptée (analyseur automatique diacides aminés).

la visualisation de la répartition de la radioactivité le long d'un chro-

matogramme après déve loppement peut être effectuée de deux façons :

a) par autoradiogrophie

les produits marqués contenant du carbone 14 ou du tritium ont la pro-

priété d'impressionner une plaque photosensible avec laquelle ils ont été mis en

contact pendant un certain temps.

Si l'on a pris soin, sur un même chromatogramme, de déposer sur une

même ligne de départ deux taches présentant un rapport de dilution connu (en

général 1/1 (0), i I sera possib le, après développement du radiochromatogramme,
autoradiographie et révé lation de Pautoradiogramme, d'évaluer, par s imp le compa-
raison optique du noircissement, le pourcentage des éventuelles impuretés radio-
octi ves.

Si cette méthode permet une estimation, elle demeure cependant impré-
cise, les noircissements photographiques n'étant proportionnels que dans certaines
conditions d'Impressioe,

b) par l'enregistrement de la répartition de la radioactivité le long d'un
radiochromatogramme qui peut être fait de deux façons :
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- Le radiochromatogramme défi le devant un compteur Geiger-Müller, sans fenêtre

et à circulation de méthane. Ce compteur est relié à un enregistreur qui retransmet

le profil de l'intensité de la radioactivité en fonction du défi lement.

- Le radiochromatogramme est placé devant un compteur du même type que le pré-

cédent mais dont la surface uti liscb le représente la longueur du radiochromato-

gramme. L'ensemb le est fixe.

Par des procédés techno logiques et électroniques appropriés, "enregistre-

ment point par point de la radioactivité est fait simultanément sur toute la longueur

du chromatogramme.

Après accumu lotion, la visualisation est effectuée sur un écran d'osci 1-

loscope muni d'un dispositif permettant l'intégration des différentes zones du chroma-

togramme. Cette méthode de visualisation de la répartition de la radioactivité vient

d'être introduite au Service des Molécules Marquées (appareil Chromelec 101,

Numelec) .

Au cours du temps, les molécu les radioactives se dégradent de deux

façons :

- par évolution du radioélément lui-même. Cette dégradation est négligeable dans

le cas du carbone 14 et du tritium, mais doit être considérée pour des éléments de
" 35 32 11période p lus courte ( S, P, C, ... ).

- l'inter-irradiation des différentes molécu les en solution abouti t à des ruptures de

liaisons ou à des modifications de structure. Ce phénomène, dénommé autoradiolyse,
ne peut être évité; i I ne peut qu'être ra lenti par une étude systématique pour chaque

classe de molécule, des conditions de stockage (basse température, choix ou absence

du solvant, concentration).
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v - Application des molécules marquées-------------------

Nous ne détai lierons pas les app lications qui sont nombreuses et s'étendent

à des doma i nes très var i és / 126 /.

Les molécu les marquées sont en effet un outil essentiel pour permettre

au chercheur d'établir un mécanisme de réaction chimique, de localiser et doser les

métabolites d'une substance possédant une activité pharmacologique intéressante ou

encore de chiffrer une activité enzymatique.

Dans plusieurs de ces domaines, nous assistons actuellement à l'essor des

molécules marquées par des isotopes stables (2D ,
13C

, 15N). Cet intérêt grandis-

sant s'explique d'une part, par les facilités de synthèse et d'utilisation de telles

molécules, mais aussi par le développement des méthodes physico-chimiques R. M. N.

par transformée de Fourier (1 H et 13C) et S.M. (ionisation de champ et désorption,
techniques de fragmentographie, ... ) que permet de doser et de déterminer la struc-
ture de quantités infimes de produits marqués à l'aide de ces isotopes stables .

. ; ..ý

;,l "l.
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Structure et intérêt biologique

Au point de vue structure, on distinguera donc deux constituants fonda-

Le terme" lipide" regroupe en effet une crasse de composés pouvant

- le ou les acides gras obligatoirement présents,

- les éléments qui s'y combinent, le plus souvent des alcools.

- chimiquement défi nis comme des déri vés d'acides presque exclusi vement aliphatiques

et comportant un nombre relativement élevé d'atomes de carbone. On sait que dans

la majorité des cas il s'agit d'esters de ces acides.

- caractérisés physiquement par leur insolubilité dans l'eau et leur solubi lité dans le

chloroforme et le benzène; beaucoup sont également solubles dans l'alcool, l'acé-

tone et d'autres solvants organiques. Certains d'entre eux peuvent donner lieu à des

pseudo-50 lutions avec l'eau.

Les différents lipides, malgré leur hétérogénéité de structure, possèdent

cependant p lusîeurs propriétés communes.

Les lipides sont, au même titre que les protides et les glucides, des

constituants essentiels de la cellule vivante.

8 - Les lipides
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. h b é t rées ou non dont le nombre
Les acides gras sont des c dÎnes car on es.sc u I

de carbones peut atteindre une valeur élevée.

Associés aux acides gras on rencontre essentiellement des alcools répartis
1

en trois groupes :

- un triol: le glycérol,
- des alcools polycycliques à structure cyclopentanoýphénanthrénique : les stérols

J

au premier rang desquels le cholestérol,

- des alcools à haut poids moléculaire en chaîne fréquemment saturée, tels l'alcool

cétylique en C16.

Les autres composants liés aux acides gras peuvent être

- l'acide phosphorique,
- des bases aminées (éthanolamine, choline, acides aminés),

- des glucides.

La classification habituelle divise cette classe de composés en lipides

simples et lipides complexes.

Sous le nom de lipides simp les (Tableau 2) nous c lasserons uniquement

les esters diacides gras :

- glycérides ou graisses neutres : esters diacides gras et du g Iycéro l, on distingue
suivant le nombre de fonctions estérifiées les mono-, di- ou triglycérides.

- cires : esters d'acides gras et de monoalcool ; ce dernier pouvant être soit un

aliphatique (cérides), soit un alcool acyclique (stérides, esters de vitamines A ou 0

ou d'oxycaroténoïdes).

- les alcényl et les alcoyl-glycérides résu Itent du remp lacement dans les trig Iycérides
d'un acide gras par un aldéhyde gras ou un alcool gras (faible quantité dans divers
tiss us ani maux) .



5) Ethéro - glycérides

liaison ester

liaison éther-oxyde

R - COOH = aci de gras

CH3(CH2)n-OH = alcool gras

ýH20CO - R
RICOO - C - H

ICH20COR"

RCOO

LES LIPIDES SIMPLES..Tableau 2
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Triglycéride

ýH20COR
RICOO - CH

I
CH2 - 0 - (CH2)n - CH3

HOCH2 - (CH2)n - CO - 0 - (CH2)nICOOH

Ex

Ex: Ester du cholestérol

1) Glycérides

4) Ethiol ides

2) Stérides

3) Cérides
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liaison amide

OH

- OH

OH

léci th i nes ou
phosphatidyl-cholines (PC)

OH OH

lH20COR
C - H °
I Il

CH20 -
ý
OX

chal ine =>

RICOO -

LES LIPIDES COMPLEXES

CH20COR
I

R I COO - C - HO
\lu·

CH20ý _':"o

OH

radical éthanolamine => Céphalines ou
phosphatidyl-éthanolamines (PE)

=> Phosphatidyl-sérines (PS)

Tableau 3

CH3 - (CH2)12 - CH = CH - CHOH - fH - CH20 - X

NH
..... C = 0
If

ýH20H
HO - C - H °

I u

CH ° - P - OH
2 I

OH

x = H Cérami des
X ý H Sphingolipides complexes

...,.OH (+)
X = -

r.
- 0 - CH2 - CH2 - N - (CH3)3 ; radical phosphoryl-choline =>

o OH(-) sphi ngomyé 1; nes
X = radical ose (s) => cérébrosides

X = radical ose (s) + un acide neuraminique => gangliosides
X = radical galactose sulfate => sulfatides

X = H : acides phosphatidiques
-X = -CH2 - CH2 N iii (CH3)3 ; radical

<i>e

OH
- X = -CH2 - CH2NH2 ;

",NH2
-X = -CH2 - CH ; radi ca l séri ne

'COOH

1) Glycérophosphat;des esters de l'acide glycérophosphorique

Acétal-phosphatides

3) Sphingolipides amides dlun acide gras et de sphingosine

2) Inositophosphatides

Ex : Phosphatidyl-inositol
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Le groupe des lipides complexes (Tableau 3) comprend :

- d'une part, les p_!lEýebýlip.!ý:ý, dans lesque Is l'oc ide phosphorique fait partie

intégrante de la molécule, qui se subdivisent en :

· Pý0ýý0911c:.éýi<!eý dans lesquels radica I orthophosphorique et acides gras sont

liés au glycérol ;

· .pýoýbolnEs.! týdýs _ où l'oc ide phosphorique est lié à l' inosito I ;

· .!p!ti.!lQ.0!!'téliýý dans lesquelles l'acide gras est lié à une base aminée, la

sph i ngosi ne.

- d'autre part, les g Jucolipides ou cérébrosides contenant une molécule d'acide gras,

une molécule de sphingosine et une molécu le d'hexose.

- enfin, les dérivés isopréniques qui sont essentiellement des polyprènes dont la

structure résulte de la condensation de plusieurs molécules d'isoprène (phytols,

bactophénols et dolichols, coroténordes, xanthophylles et stérols).

Anabolisme. Comme indiqué dans le Tableau 4, la biosynthèse des

glycérides est assurée par une trans-acy lase responsable d'un transfert d'acyl-

coenzyme A (cci de gras acylé par le coenzyme A : R-CO-CoA) sur les fonctions

hydroxyles du L- a-glycérophosphate. Ceci aboutit à Jo formation d'acide phospha-

ti dique. Du détachement d'oc ide phosphorique sous l'action d'une phosphatase résu Ite

la formctlon de diglycéride-l ,2. Le transfert d'une troisième molécule d'acyl-

coenzyme A conduit aux triglycérides.

Catabolisme. La dégradation des triglycérides est le fait des lipases qui

détachent les acides gras.
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... CTP ... ATP.
CCP-choline ._ phospho .... ,·+-- ehe"ne

10 chelone

+ CH.+ CH,

phespMlidyl.rnonemëthyl·
ý

phosph.tidyl-diméthyl·
.m.no .. min. éth.noWm'M

+CH,

Biosynthèse des triglycérides et des glycérophospholipides

"

7

b) Les 9 Iycérophosphati des---------------------

Anabolisme. C'est encore l'acide phosphatidique synthétisé aisément
à partir soit du glycérophosphate, soit du diglycéride en présence ý'A.T.P., qui est

à "origine des glycérophosphatides azotés (P.C., P.S., P.E.) ou non.

+ inositol

Catabolisme. La dégradation des phosphatides s'effectue soit par l'action
successi ve d'enzymes détachant les acides gras (phospholipases Al ' A2 ou Iysophos-
phalipase), soit par libération directe de la base azotée avec formation diacide
phosphatidique (phospholipase D), ou encore par l'action d'une phospholipase C

qui dissocie les phosphatides en un diglycéride et un dérivé phosphoré.

Tableau 4

,clde L- 1.!oOptoosphltodlQue
....

ý ... ATP

... A-eo-eoA I ..
.

ý

monoglyCerodel-"lIlyce,ophosptolte
t____..

lIýtodyt- 1Iý1IdyI·

ý

I ý ... 2 a-co-ces 1-2 s-cco«
;lyce,o! +-- gIyCý.t.

..
+;....::.CT;__' ,cide Pho:";,h .. tidlQue

.

troglycérode.
CDP·doglvcërod. «

4 1'" elogenu ou ."dogenes
5

pholClhltlM 2
I

kinlS.
I i1.2-dlglydrid.. _....;";.,__;.....-.

I
.. R-co-eeA

.1 1
. __ troglyeerides

3



Ie.>uein.

.. "" i., ý)ie;" "

CHOLEST E ROL ý.ý_ý ......

r. "·"ý'!:. """ w.

zymoilol(!'rol

,.1 ...
. r

m4!'vronClt.

p-OH-ý-méthyl
glularyl-Co A-- __.../"

, .
STERIDES

ý-aloýinèp
tyroSln.

A. A. céto-fol"'maleurs

LIPIDES

GLYCÉRiDES

.
GLYCEROL

Inter-relations et carrefours métaboliquesTableau 5

Jt
C)k.c:os(!'·6- P

.JL·s---:::p--

ý. glyc.ro-P =====:;

GLUCOSE

pyruvate

ý

malonyl.Co A

,1
clcetyl- Co

aXOlo.L.ot.
ýcélote

ý

iot." '.i:':::r;'ý
ei ""

ýitot.

Fumorct. iso-c:itro!.

ý. '0, <0,
))

SUCCI nelte

l
\. oxolo-

ý
ý._>Sý'CCino!(!'

suc:cinyl- céto-
Co A Tat.at.

acid. acidao
Clsportique.> glulClmÎque.>

AA. 9Iuco-'ormaý /

AcioES AMiNÉS
H.

PROTIDES

GLuciDES

/'
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rPhospholip.!!! ý

I

Phosphol i pas. A., I- -- - -, CH2-'ÜCOR,
I I t Phospholipase 0

R COOý-H - - - - -
2

1
I ro r

, T II I ,CH20-P-0-bas. azotee
I I 1 au

)
OH , inositol

au ,
II qlyce ra --

PhospholiP.!!.!' ý

Le métabolisme des lipides est étroitement interdépendant de celui des

proti des et des g I ucÎ des (Tab I eau 5).

Chez les végétaux, i Is sont présents pri ncipalement dans la grai ne oD ils

constituent une réserve énergétique après s'être formés aux dépens de l'amidon.

Chez les animaux on rencontre des glycérides dans la fraction lipidique

totale d'un organe. Ils participent à la vie cellu loire et à la structure cu même titre

que les autres lipides. On les trouve surtout dans les tissus adipeux oü ils constituent

les graisses de réserve.

Ils jouent un rôle essentiel dans la vie des ce lIules. On les trouve en

abondance dans le système mitochondrial responsable du métabolisme respiratoire,

dons les parois ce lIu laires oë i Is joueraient un rô le important dons les phénomènes de
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perméabi lité et dans les tissus physiologiquement essentie Is comme le tissu nerveux

et le foie.

Ces molécules sont plus hydrophiles que les glycérides, et surtout elles

ont la propriété d'être attachées aux protéines sous forme d'associations complexes

(IICénapses lipoprotéidiques") dont l'étude est un des problèmes importants de la

biochimie actuelle.

Dans bien des cas des enzymes ou des systèmes multi-enzymatiques sont

associés à ces lipides ou sont liés à des membranes lipoprotéiques.

Leur rôle biologique est particulièrement important en tant que :

- éléments structuraux des membranes cellulaires, du noyau, des mitochondries;
appareil de Golgi, gaines de myéline, etc ."" ;

- catalyseurs du transport des cations à travers les parois;
- stabilisateurs des suspens ions de glycérides et de cho festéro I dans les lipoprotéines

du plasma sanguin;
- constituants essentiels de certaines enzymes ;

- constituants essentiels de plu$ieurs composés participant à la coagulation sanguine;
- participants au mécanisme de secrétion de certaines glandes.
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c - Notre objectif

1 - But du travai I

Nous avons montré le rôle extrêmement important ioué par cette classe

de composés dans la biologie. Ces dernières années ont w les recherches dans ce

domaine se développer de façon très rapide.

De nombreux problèmes restent cependant à résoudre. Le but de ce travai I

est de montrer que lion peut synthétiser à la demande les différentes c lasses de gly-

cérides et de g Iycérophospholipides marqués au carbone 14. Ces phospho lipides et

glycérides, de configuration et de composition chimique bien déterminées, ont servi

/ 130 / / 131 /, ou vont servir, à différentes équipes de chercheurs à mieux com-

prendre le rôle joué par les lipides aussi bien sur le plan structural que sur le plan

métabolique.

Nous voulions, d'ourre part, essayer d'apporter une contribution originale
dans le domaine de la synthèse totale par voie chimique de phospholipides de configu-

ra tion abso lue nature Ile.

La deuxième partie de ce travail vise à atteindre ce but.

Nous ne décrirons pas, dans les pages consacrées aux protoco les expér i-

mentaux, les synthèses des intermédiaires dont la préparation est évidente ou déjà

décrite, ce afin d'alléger cette partie du travail.
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Les caractéristiques physico-ch imiques de ces produ its correspondent

à celles attendues ou données par la littérature ('b' "o I F., Eb, ... ),

la preuve de leur structure est faite par l'interprétation des spectres de R.M. N.

et de masse lorsqu'il a été possible de les effectuer (solubilité, volatilité), leur

pure'" étant systématiquement testée avant utilisation par C. P. V. ou C.e.M "

. Préparation de solvents anhydres

- Le benzène anhydre est préparé par disti lIation sur anhydri de phosphorique ;

- La pyridine est distillée après reflux sur potasse;

- L'acétonitTile est distillé sur chlorure de calcium;

- L'acétone est séchée sur carbonate de potassium et disti liée ;

- Le tétrahydrofuranne est après disti lIation sur potasse, stocké sur hydrure d'alu-

minium et de lithium;

- L'éther anhydre est préparé par passage sur une co lonne dia lumine basique suivie
o

d'une colonne de tamis moléculaire lA ;

Les éwporations de ces solvants ont toutes été effectuées à l'évaporateur
rotatif, sous vide de la pompe à palette

I
la température des mélanges à évaporer

étant mai ntenue à 35°C.

Les spectres de R. M. N., sauf indications particulières, ont été 'effectués
en solution dans le ch loroforme deutérié.

Les déplacements chimiques sont donnés par rapport au triméthyl-
chlorosilane ( h = 0).

Les C.C.M. ont toutes été faites sur plaque de silice (plaques Merck
F 254, support souple ou en verre).
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" Remarques concernant les molécu les marquées obtenues :

Toutes les mises au point des méthodes ont été faites préalablement à

la synthèse définitive, avec des dérivés D"L faiblement actifs.

Q'

D
des

Par contre, la pulvérisation de ninhydrine suivie du chauffage de la

plaque permet la révé lotion spécifique de composés ami nés (dérivés d'é thano lami ne

ou de sérine, tandis que le réactif de Dittmer / 127 / permet de visualiser les

produi ts phosphorés .

" Après développement des chromatographies sur plaque préparative"la localisa-

tion (absorption U. V., autoradiographie) des différentes zones est effectuée. Le produi t

est extrait du gel de silice par entraînement par des solvants peu polaires (benzène,

ch loroforme, éther).

La révélation des chromatogrammes analytiques est effectuée de façon

non spécifique par fixation de vapeurs d'iode et par pulvérisation diacide sulfurique

suivie du chauffage de la plaque.

Dans les cas où un fort pourcentage de méthanol doit être rajouté pour

désorber le produit à récupérer, de la si lice peut être entraînée. L'éluat, après

évaporation, est alors repris dans un solvant peu polaire et filtré sur filtre Millipore 5p .

Nous n'cvons pas, pour des raisons pratiques, mesuré les

produits marqués.

L'action satisfaisante de la phospholipase
ý

sur les produits fi naux

est le gage de la bonne configuration des produits synthétisés.

De même, les analyses élémentaires classiques C , H , 0 , N , ne

peuvent être faites sur les dérivés marqués. Le fait d'obtenir, pour un produit radio-

chimiquement pur, une activité spécifique (déterminée par pesée et comptage) iden-

tique à celle du composé de départ est un cri tère de pureté chim ique satisfaisant.
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Les caractéristiques physico-chimiques de ces produits correspondent

à celles attendues ou données par la littérature ("0' aD" F· , Eb, """ ),

la preuve de leur structure est faite par l'interprétation des spectres de R.M. N.

et de masse lorsqu'il a été possible de les effectuer (solubilité, volatilité), leur

pureté étant systématiquement testée avant utilisation par C.P. V. ou C.e.M "

" Préparation de solvents anhydres

- Le benzène anhydre est préparé par disti llctlen sur anhydri de phosphorique ;

- La pyridine est distillée après reflux sur potasse;

- l'acétonitrile est distillé sur chlorure de calcium;

- L'acétone est séchée sur carbonate de potassium et disti liée ;

- le tétrahydrofuranne est après distillation sur potasse, stocké sur hydrure d'alu-

minium et de li thium i

- l'éther anhydre est préparé par passage sur une colonne d'alumine basique suivie
o

d'une colonne de tamis moléculaire lA ;

Les éwporations de ces solvants ont toutes été effecýes à l'évaporateur
rotatif, sous vide de la pompe à palette

I
la température des mélaýes à évaporer

étant mai ntenue à 35°C.

les spectres de R.M. N., sauf indications particulières, ont été 'effectu4s
en solution dons le ch loroforme deutérié.

Les déplacements chimiques sont donnés par rapport au trim6thyl-
chlorosilane ( h = 0) "

Les C.C.M. ont toutes été faîtes sur plaque de silice (ploques Merck
F 254, support souple ou en verre).
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" Remarques concernant les molécules marquées obtenues :

Toutes les mises au point des méthodes ont été faites préalablement à

la synthèse définitive, avec des dérivés ýL faiblement actifs.

"o des

" Après développement des chromatographies sur plaque prépSc+lvej lo localisa-

tion (absorption U. V., autoradiographie) des différentes zones est effectuée. Le produit

est extrait du gel de silice par entral"nement par des solvants peu polaires (benzène,

ch loroforme, éther).

L'action satisfaisante de la phospholipase
ý

sur les produits fi naux

est le gage de la bonne configuration des produits synthétisés.

Par contre, la pulvérisation de ninhydrine suivie du chauffage de la

plaque permet la révélation spécifique de composés aminés (dérivés d'éthanolamine

ou de sérine, tond is que le réactif de Di ttmer / 127 / permet de vi sua liser les

produi ts phosphorés .

De même, les analyses élémentaires classiques C , H , 0 , N , ne

peuvent être faites sur les dérivés marqués. Le fait d'obtenir, pour un produit radio-

chimiquement pur, une activité spécifique (déterminée par pesée et comptage) iden-

tique à celle du composé de départ est un critère de pureté chimique satisfaisant.

Nous n'avons pas, pour des raisons pratiques, mesuré les

produ i ts marqués.

Dans les cas où un fort pourcentage de méthanol doit être rajouté pour

désorber le produit à récupérer, de la si lice peut être entra'înée. L'éluat, après

évaporation, est alors repris dans un solvant peu polaire et filtré sur filtre Millipore 51-1 "

La révélation des chromatogrammes analytiques est effectuée de façon

non spécifique par fixation de vapeurs d'iode et par pulvérisation diacide sulfurique

suivie du chauffage de la plaque.
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CHAPITRE I

SYNTHESE DE GLYCERIDES

- Nomenclature

Il est nécessaire de définir d'une façon précise les différentes positions

que peuvent prendre les esters diacides gras, identiques ou différents dans leur

chafne polycarbonée, sur le squelette glycérol.

Les deux positions correspondant aux hydroxy les primaires ne sont, en

effet, pas stéréochimiquement équivalentes dans les réactions enzymatiques.

Une convention est donc nécessaire pour numéroter les trois groupes

hydroxyles. Cependant, puisque les deux extrémités de la molécule glycérol sont

des hydroxyles primaires chimiquement équiwlents, toute numération est essentiel-

lement arbitraire.

La convention de HIRSCHMANN / 1 / a maintenant été universelle-
ment adoptée: Si l'atome de carbone est vu avec la liaison C - H opposée ý

l'observateur, chacune des trois autres liaisons conduit à un groupe hydroxyle.
HIRSCHMANN a proposé que les trois groupes hydroxyles vus de cette façon soient
numérotés dans l'ordre du sens des aiguilles d'une montre avec la position 2 déjà
définie par l'hydroxyle attaché directement à l'atome de carbone central. Ceci est

équivalent à une projection de Fischer dans laquelle l'hydroxyle central est localisé
sur la partie gauche de la chaîne carbonée du glycérol.

I
!
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Une façon plus simple de percevoir ce concept est de défi nir que tous

les glycérides sont dénommés comme étant des dérivés du l-glycéraldéhyde et que les

atomes de carbone sont notés avec la séquence conventionnelle de haut en bas. Le

préfixe "sn" ("stéréospecifica IIy numbered") est alors inclus dans tous les noms de

dérivés du glycérol dans lesquels la convention de numérotation de HI RSCHMANN

est utilisée / 2 / / 3 I.

Cette nomenc lature "sn" est préférée aux notations conventionnelles

D et L ou R et S cor elle permet de définir la stéréochimie des réactions dans le

domaine des g Iycéro lipides de la façon la plus simp le et la moins ambigUe.

D'aulTes préfixes sont aussi souvent utilisés pour définir les positions des

substituants dans le domaine des glycérides. Ainsi la lettre S fait référence aux

positions sn 1 et sn 3 tandis que
f3

correspond à la position sn 2.

Pour plus de clarté, dans toute la suite de notre travail, nous utiliserons

la nomenclature de HIRSCHMANN définie précédemment.

La configuration absolue devant être fixée, i I est absofument nécessaire,

lors de toutes les étapes de fa synthèse totale par voie chimique de glycérolipides ou

de glycérophospholipides Ide fixer la configuration absolue du dérivé du glycérol

servant à ces synthèses.



NaBH4

Schéma 1 - Synthèse de Il isopropylidène-l ,2 sn-glycérol.
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le composé de base le plus largement utilisé / 4 / / 5 / pour la

synthèse de ces produits naturels est le acétone D-glycérol ou isopropylidène-l,2

sn-glycérol, que nous avons préparé.

A - Schémas de synthèse

Le di isopropylicJène D-mannitol préparé suivant la référence I 6 / est

oxydé par le métapériodate de sodium / 8 / puis l'acétone-glycéraldéhyde est

réduit par le borohydrure de sodium / 8 / pour conduire à l'acétone D-glycérol (I)
\(Schéma 1). \

la synthèse du acétone D-glycérol i

(I) est effectuée par coupure oxy-

dative (par Ie métapériodate de sodium I 7 I I 8 I ou par Ie tétraacétate de plomb

I 6 I / 12 / du diisopropylidène-1,2 - 5,6-D-mannitol I 9 I / 10 I 6 I / 11 /

I 4 I suivie de la réduction de l'aldéhyde ainsi formée I 6 I I 7 I I 8 I.

D-mannitol
acétone

+
lnCI2



Ce monoglycéride nous avait été demandé par un laboratoire de biochimie

du Centre d'Etudes Nucléaires de Grenoble. La position de marquage devait impéra-

tivement être sur un des carbones de la chctîne de l'acide gras autre que le carbonyle,

des décarboxylases pouvant en effet être présentes dans le mi lieu biofogique étudié

et ainsi fausser les mesures effectuées.

I
Il

RCOCI

"
CH20COR

Ho-b-H
I
CH20CH2<J)

.11

l'activité spécifique de 0,5 rnCi/mMole nous avait été aussi précisée.

le schéma de synthèse que nous avons choisi de suivre est le Schéma 2.
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Schéma 2 - Préparation du palmitoyl-l sn-glyc:érol.

"
CH20 CO(CH2)n CH3
r

HO-C-H

!H20H

IV
n:14
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Le benzyl-3 isopropylidène-1,2 sn-glycérol / 13 / préparé à partir

du sel de sodium, de l'isopropylidène-l,2 sn-glycérol est hydrolysée en milieu

acide puis estérifié.

L'estërificction du benzyl-3 sn-glycérol (II) a été effectuée selon deux

méthodes avec toujours un très net défaut du dérivé diacide marqué par rapport à Il

- par le chlorure de l'acide palmitique (14C)_16 préparé par action du chlorure de

thionyle sur Ilacide correspondant. le rendement du produit III par rapport a

l'acide est de 70 %.

- par addition du sel de pyridinium à l'acide palmitique en présence du chlorure de

l'acide tri isopropyI-benzène-su Ifonique (T. P. S.) / 62 / avec un rendement de

seu lement 20 % par rapport à l'acide. Cette méthode" dont le rendement est nette-

ment inférieur à celui de celle utilisant le chlorure dlacide,a été abandonnée.

! I faut noter qu'I I siest formé environ 10% d'un composé identifié par

R.M. N. et S. M. comme le dérivé dipalmitoyl-l,2 benzyl sn-glycérol.

La débenzylation de III est effectuée par hydrogénation catalytique sur

charbon palladié. Elle conduit au palmitoyl-l sn-glycérol (1\1).

3-DýIýériýýýýý_ýýýýýýýýýaýiro1týýýjý]j_
ý,!yl-(_ ý)- ý:.2 _ s..!:l3J!yýéýo.!. Jýý ýÇ_jLmMoleL

les diglycérides-1,2 ont une importance biologique très grande car ils

sont les précurseurs des glycérophosphatides lors de leur biosynthèse.

Ce diglycéride-l,2 mixte a été synthétisé par action du chlorure de

Ilacide laurique-(14C)-1 sur le ýalmitoyl-(14C)-16
]

-1 benzyl-3 sn-glycérol (III)
avec un rendement de 52 % puis déprotection par hydrogénolyse (rendement 95 %)
en présence de palladium sur charbon (Schéma 3).



Au cours de cette débenzylation douce, en milieu neutre, aucune

migration de fa position sn-2 à sn-3 n'est à craindre.

L'enlèvement du groupe isopropylidène a été difficile à réaliser par

traitement dons l'éther en présence d'acide ch lorhydrique. Cette résis tance des

En milieu acide ou basique, par contre, il est bien connu que cette

migration se fait par un mécanisme de transfert intramoléculaire I 16 I.

VI
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V

S::héma 3 - Préparation du palmitoyl-l lauryl-2 sn-glycéroJ.

La préparation de ce composé VI Ir isomère optique du pa Imi toy 1-1

sn-glycérol a été effectuée par estérification à l'aide du chlorure d'acide palmi-

tique-(14C)-1 de l'isopropylidène-l,2 sn-glycérol (cf. Schéma 4) avec un rende-

ment de 90 %. 0 'outres essais d'acylation en présence de T. P.S. avaient donné

un rendement de 30 % seulement.

III

CH2-O-H
I

R-C-O-C-H
H(+)

8 I
CH20H
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éthers isopropylidènes d'esters d'acides gras du glycérol vis-à-vis des acides est

connue I 14 I.

L'hydrolyse du groupe isopropylidène des isoprapylidène-acyl-glycérols

est effectuée en général par traitement par l'acide borique dans le triméthyl-borate

/ 14 I I 15 I. Cette méthode est cependant limitée aux déri"'s 00 le nombre de

carbones du groupe acy le est i nfêrieur à 12.

Schéma 4 - Préparation de monopalmitoyl-3 sn-glycérol.

REMARQUE

SuÎwnt un schéma réactionnel tout à fait identique à celui-ci, le

pa Imitoyl-l sn-glycérol peut être préparé. Il suffit de prendre comme composé de

départ le L-acétone-glycérol (ou isopropylidène-2,3 sn-glycérol préparé à partir
de L-mannitol. Le L-mannitol n'étant pas commercialisé est synthétisé à partir de

L-mannose, lui-même préparé à partir de L-arabinose I 17 I par l'intermédiaire
de la phénylhya-azone du L-mannose.



B - Modes opératoires
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25
aD = + 13,9 (C = 1)

1,25 ppm 2 méthyles de l'isopropylidène

centré à 3,7 ppm 5 H du squelette et H de l'hydroxyle

22
"o = 1,4349 ,

6H

6H

2 singulets

1 massif

\

L'ccétone D-glycérol après distillation (83°C sous 20 mm de mercure)

ne donne p lus qu'un seu I pic en C . P . V. (si I icone OV
l

chauffé à 135°C).

Les valeurs de l'indice de réfraction et du pouvoir rotatoire spécifique sont

conformes a ce Iles données dans la littérature:

Suivant la méthode décrite dans la référence I 6 l, le diisopropylidène-

1,2 - 5,6-0-mannitol est obtenu et recristallisé dans l'éther de pétrole, puis coupé

par Ie métapériodate suivant I 8 I et réduit par la borohyS ore I 8 I.

- R.M. N. (sans solvant)

- S.M.

Il est absolument nécessaire d'utiliser, pour les manipulations suivantes,

ce produit fra'ichement préparé et distillé; le pouvoir rotatoire décroît en effet lente-

ment au cours de stockage I 15 I.

+mie 117 , 62 % (M-CH3) ; mie 101 , 28 % (M-CýOH) ; mie 59 , 30 %
+ +

(M-CH3COCH3) ; mie 57 , 30 % ; mie 43 , 100 % (CH3CO) ; mie 31 ,

30 % (CH20H)+.
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7,2 mg (130 mMoleý d'ccëtone D-glycérol et5,2 g (130 mMoles) de

soude pu lvérisée en bo'ite à gants sont chauffés sous atmosphère dia zote pendant

2 h 30 avec une bonne agitation.

Laisser refroidir le mélange et ajouter ensuite 15 ml de benzène anhydre

puis lentement aiouter le chlorure de benzyle (14 ml, 110 mMoles) dissous dans 10 ml

de benzène.

Laisser au reflux du benzène 3 h 30.

Après refroidissement, fi Itrer les sels, laver avec du benzène puis chasser

le solwnt par disti IIation à la pression atmosphérique.

Par distillation on recueille sous vide de la pompe à palette la fraction

108-l10°C (17,7 g) identifiée par R.M. N. et S.M. Rendement: 60 %.

- R.M.N.

2 singulets 6H 1,3 ppm 2 méthyles de l'isoýropylidène

1 massif 5H 3,9 ppm 5 H du squelette glycérol

1 singulet 2H 4,5 ppm CH2 benzyl iques

1 singulet 5H 7,2 ppm 5 H benzéniques

- S.M.

mie 222 , 2 % (M+) ; mie 207 , 13 % (M-Met ; mie 164 , 25 % (M-CO(CH3)2)+ ;

mie 101 , 43 % (M-CH20CH2<1»+ ; mie 91 , 100 % (<1><ý +) ; mie 43 , 41 %
(CHaCO)+.
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a g (36 mMoles) d'isopropylidène benzyl-glycérol dissous dans l'éthanol

aqueux sont fi Itrés sur une colonne Oowex 50 H+ (25 cm x 1,2 cm).

H du sque lette 9 Iycéro I

CH2 benzyliques

protons benzéniques

3,a ppm

4,5 ppm

7,3 ppm

5H

2H

5H

1 massif

1 singulet

1 singu let

- R.M.N. dans 020

On isole 4 g d'un produit Eb = 120°C (62 % rendement) caractérisé

par R.M. N. et S.M.

Le filtrat est distillé d'abord sous vide de la trompe à eau, puis le

résidu est distillé sous vide de la pompe à palette.

- S.M.

mie 182 , 16 % (Mý ; mie 107 , 40 % (Cl) Cý 0)+\; mie 91 , 100 % ( Cl) -CH2 +)
+ +et (M- Cl) Cý) ; mie 31 , 35 % (CH20H) .

Vu le prix de revient élevé de l'acide palmitique (14C)_16 il avait été

fait auparavant plusieurs essais avec de l'acide palmitique (14C)_1 en vue de déter-

miner les meilleures conditions de réaction.

En boîte à gants, à na mg (4 mMoles) de benzyl-3 sn-glycérol, dissous

dans 3 ml de benzène anhydre, et 4 mMoles (0,4 ml) de pyridine anhydre, ajouter
lentement le chlorure d'ac ide pa Imitique-(14C)-16 (2 mMoles, 1 mei) dissous dans

2 ml de benzène avec agitation magnétique à température ambiante.
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400 mg (435 Il Ci) de monopalmitoyl-l benzyl-3 sn-glycérol dissous
dans 5 ml d'éthanol absolu sont mis en présence de Pd/C 10 % sous hydrogène
pendant 4 h, à température ambiante.

protons benzéniques

CH2 benzyllquer.

CH2 (position sn-3) et H du squelette

CH2 position sn-1

1 Cý en Cl' du CO

13 CH2 de l'acide gras

CH3 de l'acide gras

1 singulet 5H 7,3 ppm

1 singulet 2H 4,5 ppm

1 massif 3H 3,7 ppm

1 massif 2 H 3 ppm

1 massif 2 H 2,3 ppm

1 singulet 26 H 1,3 ppm

1 massif 3H 0,9 ppm

Une chromatographie sur plaque préparativei(hexane / éther: 3 /2

permet de récupérer 590 mg d'un produit (RF = 0,3) dont l'activité est 703 !J Ci

(70 % de rendement par rapport à l'acide) caractérisé par S.M. et R.M.N.

- S.M.

ý +
. +

mie 420 , 8 % (M ) ; mie 329 , 4 % (M-<l>Cý) ; mie 313 , 9 % (M-cJ)ýH20) ;
+ + oLmie 239, 19 % (R-C 0) ; mie 181 , 47 % (M-RCOOH) ; mie 1 rJ7 , 23 ý

la réaction est arrýtée après 4 jours à température ambiante par addition

d'un mélange eau/glace. Ajouter du benzène, extraire en ampoule à décanter et

recuei lIir la phase organique que l'on lave par trois fois.

les chromatographies (C.C.M.) CHCI3, MeOH 5 % (RF: 0,3) et
CHC '3/Benzène 7/J indiquent que la réaction s'est faite à 100 % et que le produit
est radiochimiquement propre.
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aromatiques

H du sque lette 9 Iycéro I

CH2 benzy lique

7,2 ppm

5,2 ppm

4,45 ppm

5H
1 H

1 doublet (J = O,5hz) 2 H

1 singulet

1 massif

+ + +
mie 330 I 37 % (M ) i mie 299 , 99 % (M-CýOH) i mie 256 (RCOOH) i

mie 255 I 95 % (RCOOt , 239, 100 % (RCO)+.

CýOCOR
,

R -C- 0 -C - H
"

,o
CýOBn

Le spectre de masse confirme la s trucfure ,

Cette structure est confirmée par le spectre de R.M.N.

Le pic mie 270 , 55 % (CýOCOR + Ht permet de confirmer la

position de l'acide palmitique sur le Cl du squelette glycérol.

Le spectre de masse présentant un pic mie 551 (M- <J>CH20t mais

pas de pic molécu loire permet de définir la structure:

Il faut signaler que dans les essais précédents, lorsque le rapport

chlorure diacide/alcool est 2/3 on note l'apparition enC.C.M. (R.F. = 0,9 dans

hexane/éther: 3;2) d'un produit en quantité non négligeable (30 % activité totale)

que l'en isole par chromatographie sur plaque préparative.

On recuei Ile après fi Itration sur Mi l lipore (téflon 5 p.), lavage, et

évaporation de l'éthanol 228 mg, 422 p.Ci de ýalmitoyl-(14C)-16J-l

sn-glycérol d'activité spécifique 0,495 mCijmMole sous forme d'un beau so fide

blanc. Le rendement actif est de 97 % par rapport au dérivé benzylé.
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1 massif 2H 4,2 ppm CH2 (posi tion sn-3)

1 doublet (J = 5 hZ) 2H 5,55 ppm CH2 (position sn-l)

1 massif 4H 2,3 ppm 2 CH2 en S du CO

1 singulet 52 H 1,25 ppm 26 CH2 des acides gras

1 massif 6H 0,9 ppm 2 C H3 des oc i des gras

Le fait de mettre 2,2 équivalents de chlorure diacide pour un équivalent de

benzylglycérol permet d'obtenir avec un bon rendement ce dérivé et, par suite, après

débenzylation catalytique la dipalmitine-l,2, RF : 0,9, dans CHCI3 MeOH 4 %. Le
.

dipalmitoyl-l,2 sn-glycérol nous sera uti le pour la deuxième partie de ce travai I.

3 - Qigýcérideý ýiýt=-s_:_ [..eýýi.!9ll:.(ý45)-l6J_-!.(laýt!ýý4C)-1J_-ý
ý-g.!'ycérý Jý !. mÇ_iLýo ýL CVl)

En boîte à gants à 242 mg (0,57 mMoJe, 268 fl Ci) de palmitoyl-l

benzyl-3 sn-glycérol dissous dans 1,5 ml de benzène anhydre et 0,2 ml (2 mMoles)

de pyridine anhydre ajouter 0,8 mMole (0,5 mCi de chlorure d'acide laurique-
(14C)_1 {A.5. = 0,6 mCijmMole} dissout dans 1 ml de benzène.

Après arrêt de la réaction on recuei Ile par chromatographie sur plaque
préporative hexane/éther : 3/2 (RF: 0,7) 225 mg d'un produ it blanc donc l'activité
est 400 u C), 52 ý par rapport à l'activité totale. A.5. = 1,07 mCijmfv\ole.

La 5.M. confirme Jo structure attendue CV}.

mie 602 I 1 ý (M+) ; mie 495 , 9 ý (M-<J>CýO)+ ; mie 256 (Ac. Palm.)+ i

mie 183 I 18 % CH3(Cý)10 CO+ ; mie 91 , 100 ý (<J)CH2)+.

la débenzylation catalytique est effectuée sur 170 mg (300 /lCi) comme
précédemment dans l'éthanol absolu en présence de Pd/C.
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Le diglycéride (VI) est caractérisé par spectrométrie de masse.

+ + +
mie 512 , 2 % ,M i mie 495, 22 % , (M-OH) ; mie 494 , 60 %, (M-H20) ;

mie 313, 68 % (M-CH3(CH2)10COO)+ ; mie 257 (M-CH3(CH2)14COO)+ , 100 % ;

mie 36 % (M-CH3(CH2)14COOCH2)+ preuve de la position en 1 de l'acide

palmitique ; mie 239 , 83 % (CH3(Cý)14CO)+ ; mie 183, 91 % (CH3 (CH2) 10COt.

On recueille 140 mg (275,uCi, A.S. = 1,1 mCi/mMole).

Le rendement actif est supérieur à 95 % par rapport au dérivé benzylê.

- C.C.M.

RF = 0,7 dans le solvant chloroforme à 4 % de méthanol.

En' boîte à gants, à 4 mMoles d'isopropylidène-1,2 sn-glycérol dissous

dans 3 ml de benzène anhydre et 0,4 ml de pyridine anhydre, ajouter lentement

2 mMoles (1 mCi) de chlorure d'acide palmitique (14C)_1 dissous dans 2 ml de

benzène anhydre.

La réaction est suivie par C.C.M. (CHCI3 ' MeOH 0,5 %) et (hexane/

éther: 3,1.2). L'agitation magnétique à température ambiante est maintenue pendant

4 jours.

Au bout de ce temps le rendement de 90 % (déterminé par l'enregistre-

ment des C.C.M.) étant atteint, arrêter la réaction par un mélange eau/glace,

extraire la phase organique, la laver et la sécher.

Une chromatographie sur plaque préparative (hexane/éther : 3,1.2) permet

de récupérer 630 mg soit 1,7 mMole (850 ,uCi; A.S. =0,5 mCi/mMole) d'une huile

qui cristallise spontanément.



10 ml de HCI concentré (préalablement refroidis) sont ajoutés à la

solution précédente avec une bonne agitation.

Après 30 minutes à DoC, 100 ml d'eau sont ajoutés et le mélange est
agité de temps en temps.

I
I

.,

+

RF = 0,75

RF = 0,8

CH20, /Me
; mIe 101 I 33 % (I '/C ..........

)
.

H..c -0 Me

+
; mIe 355 , 100 % (M-15)
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1 mMole (0,5 mCi) du composé VII est dissoute dans lS ml d'éther.

La solution est amenée à la température de - 15°C.

La structure VII est caractérisée par

hexane / éther: 3;2

CHCI3, 0,5 % MeOH

- R.M.N.

Massif 3H 4,05 ppm CH2 (posi tion 1) et CH

Massif 2H 2,95 ppm CH2 (position 3)

Massif 2H 2,3 ppm CH2 en S duCO

Singulet 26 H 1,3 ppm 13 CH2 de l'acide gras

2 singulets 6H 1,25 ppm 2 CH3 de l'isopropylidène

Massif 3H 0,9 ppm 1 C H3 de J'acide gras

+
mIe 57 , 29 % ; mie 43 , 42 % (CH3CO) "

mIe 356 I 25 %

- S.M.

- C.C.M. de contrôle



,ý,,-,ý ,
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Après 30 minutes, la phase éthérée est récupérée, lavée, évaporée et

fractionnée par chromatographie préparative sur plaque (hexane/éther : 3;2).

Le produit RF : 0,3 (60 % de l'activité) est isolé avec un rendement
de 50 % par rapport au dérivé protégé (75 mg, 0,25 mCi, A.S. = 0,5 rnC i/mMo le) "

Les spectres de R.M. N. et de masse effectués sur ce composé sont

identiques à ceux effectués sur le dérivé palmitoyl-l sn-glycérol "

."

.: c ..

,,' ",,- :-.'"
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CHAPITRE Il

SYNTHESE DE PHOSPHOLIPIDES MARQUES PAR ADAPTATION DES

METHODES CLASSIQUES A LA SYNTHESE DE MOLECULES RADIOACTIVES

La synthèse de phospholipides marqués au carbone 14 peut être réalisée

de deux façons :

- par voie biologique

- par voie chimique

Par voie biologique, les méthodes uti Iisées consistent à faire acyler in vitro

ou in vivo (acyl-transférases) des précurseurs de la biosynthèse des phospholipides après

avoir introduit dans le mi lieu des acides gras marqués. Ces méthodes, d'un rendement

radioactif négligeable, ne permettent le plus souvent d'obtenir que des lipides faible-

ment marqués, avec une distribution de l'activité ma I défi nie.

Les méthodes chimiques, par contre, présentent l'avantage de fournir des

dérivés dont la structure est bien définie, et possédant une radioactivité assez élevée

nécessaire à certai ns travaux.

Les méthodes actue lIement utilisées pour la synthèse chimique des diesters
de glycérophosphatides (céphaline, lécithine, phosphatidyl-sérine, "". ) consistent à

construire successivement les différentes parties structura les de la mo lécule (esters
phosphoriques des bases azotées ou des acides ami nés, acides gras), à partir de nom-

breux dérivés asymétriques du g Iycérol.
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la plupart des méthodes décrites ont été répertoriées dans plusieurs

revues I 18 à 30 I.

E Iles peuvent être di visées en deux grandes classes :

- Synthèses à partir de structure 1,2-digJycéride : dans ce cas J'introduction de

l'acide aliphatique sur le dérivé du glycérol précède la phosphorylation.

- La synthèse à partir d'esters glycérophosphoriques est caractérisée par une démarche

opposée: phosphorylation puis estérification.

A l'intérieur de chacune de ces classes de synthèse, de nombreux schémas
sont possibles. Pour notre part, après une étude bibliographique approfondie et tenant

compte des exigences propres à la synthèse de molécu les marquées (rendement radio-

actif), nous avons sélectionné un certain nombre de méthodes et les avons adaptées

à la préparation de composés marqués.

Dons les pages suivantes nous avons regroupé nos différents essais sous

deux titres

- Synthèses à partir du diacyl-l,2 ha Jogéno-3 sn-glycérol.

- Synthèses à partir de dérivés de g Iycérophosphoryl-choline ou éthanolamine.

Si les idées de base ne sont pas très originales, la grande difficulté lors

de Padaptation de ces méthodes classiques à la synthèse radioactive a résidé dans la

recherche de conditions expérimentales, de modes de purification et d'identification

des composés synthétisés qui sont (w les faibles quantités de produit) souvent très

différentes de la publication originale.
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Schéma 5 - Préparation du diacyl-l,2 halogéno-3 sn-glycérol.

x

"
CH20CO(CH2)nCH3

" 1

CH3(CH2)nCOO-C-H
I acylation

CH2X

X: Br" I.

T "" = pCH3 ýS02·

I - Prýý!!.o.!' 2e_g Jý!,rýhýe!'ýtid!S _ýr.9ýý ýýýir ýe_d.!.a;:y"!:! L.2_

.býýn2ý _sn-g ýcéý!.

A - Schémas de principe

la préparation de diacyl-l,2 haJogéno-3 sn-glycérol présente beaucoup

moins de difficultés que celle des l,2-diglycérides (Schéma 5).
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Ces composés sont préparés à partir d'isopropylidène-l,2 sn-glycérol

par une suite de réactions dont la dernière est l'estérification, ce qui, dans notre

cas, est intéressant car il faut toujours rechercher les schémas faisant intervenir le

moi ns d'étapes acti ves.

Le remplacement du groupe hydroxyle par un halogène (brome ou iode)

(IX) est effectué par l'intermédiaire du dérivé p. toluène-sulfonylé I 31 à 38 /

(Schéma 5).

2 - Qý!=ý'!! ýýtlý!:!_c!e_Jýýýýýýc!e_.9_ýe_t:!'lý.p.9J!_Iý=ýtý!ýfl=ý!!.9 !'..ý=_d_ýlýý

ýý_g_ry:ý!ýý

Dans le domaine de la chimie des phosphatides, l'estérification est en

général effectuée soit à l'aide du chlorure d'acide, soit à l'aide d'anhydride diacide

(préparée par action de la D.C.C. sur l'acide) en présence du sel de tétraéthyl-

ammonium de l'acide selon la méthode de LAPIDOr I 60 - 61 I.

La méthode d'estérification par l'anhydride d'acide a été à priori rejetée

pour les synthèses actives car elle nécessite un trop gros excès de dérivé d'acide

(plus de 6 équivalents par rapport aux hydroxyles à estérifier).

Nous avons recherché dans la I ittérature différentes méthodes d'estérifi-

cation sous conditions douces et les avons appliquées à notre problème :

- Estérification à l'aide du chlorure de l'acide triisopropyl-benzène-sulfonique (T.P.S.) i

- Estérification à l'aide de carbonyl-diimidazole.

Ces deux méthodes utilisées lors d'acylations délicates / 62 -63 / à notre

connaissance n'avaient jamais été uti Iisées pour l'estérification de dérivés du g Iycérol

par des ac i des gras.
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L'activation d'un acide carboxylique par le T.P.S. en présence de pyri-

dine permet l'acylation douce de groupes hydroxyles / 62 /.
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C'est la méthode la plus couramment emp loyée.

L'acylation du bromo-sn-g Iycérol par l'acide palmitique activé par le

T.P .5., dans la pyridine, est effectuée à température ambiante pendant 3 jours, en

conditions anhydres. Le rendement en dipalmitoyl-bromo-g Iycérol est de 60 à 70 %.

la cinétique de la réaction d'acylation a été suivie par l'enregistrement
des chromatographies sur couche mince du mélange réactionnel.

- Estérification par le ch lorure diacide gras.

L'application de cette méthode à l'estérification du bromo-3 sn-g Iycérol
permet d'obtenir le dérivé dipalmitoylé avec un rendement actif voisin de 40 %.

Un acide carboxylique réagit sur le carbonyl-diimidazole pour donner un

acyl-imidazole qui, réagissant sur un alcool, en permet l'estérification selon le

schéma ci -dessous / 63 / :



A température ambiante la réaction est assez longue. le temps d'acylation
peut être sérieusement raccourci si "on effectue la réaction au reflux de fa pyridine.
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Si l'on poursuit dans les conditions de reflux la réaction au-delà de 100 heU! t ,

on note une dégradation du diester formé.

Les chlorures d'acides gras sont préparés par action du chlorure de thionyle
ou d'oxalyfe sur f'acide dans le benzène.
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Etant données les très faibles quantités mises en jeu, aucune purification

per distillation ne peut être faite sur le chlorure d'acide marqué.

L'estérification est effectuée dans la pyridine, à température ambiante.

Au bout de 2 jours les rendements en ester sont supérieurs à 70 % par rapport à l'acide.

C'est cette méthode que nous avons retenue pour l'acylation des dérivés

du glycérol, w les rendements et les conditions de réaction feci les à adapter aux

synthèses actives.

La liaison ester-phosphorique est ensuite créée par réaction de la diacyl-

1,2 halogénohydrine du sn-glycérol, Sll" les sels d'argent d'acides phosphoriques

substitués I 31 I.

La suite de la synthèse peut être effectuée de trois façons

La réaction du diacyl-1,2 halogéno-3 sn-glycérol 0<) avec le sel d'argent

de l'ester 0(1) dibenzylique de l'acide phosphorique 139 I (Schéma 6) conduit au

diester benzylique de J'acide phosphatique correspondant I 41 I (XII). Ce compSé,

après monodébenzylotion anionique I 39 - 40 I par l'iodure de sodium, est trans-

formé en sel de sodium puis en sel d'argent du mono-ester benzyfique de l'acide

phosphatidique 142 I (XIII bis).

Ce dernier produit (XIII bis) réagit I 42 / sur le dérivé iodo-N-trityl-
éthylamine pour former la phosphatidyl-éthanolamine (P. E.) biprotégée (XIV).

Le groupe benzyle est ensuite enlevé comme précédemment par reflux dans
l'ac6tone anhydre en présence d'iodure de sodium I 42 I.
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XI

Schéma 6 - Préparation du se I d'argent de l'ester dibenzytique de

l'oc ide phosphorique .

p_( a Ag}3
<1>CH2 CI

..
o

Schéma 7 - Préparation de phosphatidyl-éthanolamine mcrquée

ou carbone 14.
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Le groupe trityle est enlevé par hydrolyse acide (acide acétique /

eau:9/1).

Nous avons ainsi préparé la dipalmitoyl sn-Pf (2 mCi/mMole) mais un

des gros awntages de cette méthode est qu'elle permet la préparation de dérivés insa-

turés, aucune étape ne faisant intervenir d'hydrogénation.

Ce type de synthèse a été uti lisée par de nombreux auteurs pour préparer

plusieurs acides phosphatidiques (P .A.) /31 - 36 - 43 à 46 /, céphaline (P .E.)

/ 34 - 47 à 49 - 42 /, N-méthyl-céphalines / 42 /, N-N'-diméthyl-céphalines

/ 50 /, et lécithines / 33 - 34 - 51 - 52 /.

b) Dans le deuxième cas (Schéma 9)-----------------

les mo lécu les de P. E. protégées sont produi tes en condensant (Schéma 9)

le diacyl-l,2 halogéno-3 sn-glycérol (X) avec le sel d'argent d'un acide phospho-

rique substitué (XIII) dans leque I la liaison ester-phosphorique a déià été faite avec
le déri'Jé iodo-trity léthylamine / 42 / (Schéma 8).

les différences de pri ncipe avec le premier cas sont faib les.

Nous avons eu cependant de nombreux prob lèmes pratiques à résoudre
(choix du solvent, éventuel catalyseur, .." ) pour trouver les mei fleures conditions de
condensation du sel d'argent sur le dérivé diacyl-halogène du glycérol.

Nous avons, par cette méthode, réalisé la synthèse tota le de dipa Imitoyl
sn-P. E. 1 mCi!mMole, dio léyl sn-P. E. l mCi!mMo le, et montré qu'e Ile était adap-
table à la synthèse de dérivés mixtes marqués après avoir synthétisé le palmitoyl-l
oléyl-2 bromo-3 g Iycéro I (0,8 mC ifmMole) (Schéma 10) par une méthode d'acy lation
"pas à pas" ! 34 /.
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XII bis
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rH20COR

RCOO-C-H
J 9
CH20-P-O CH2CH2NHC(!>'l

l '

OCH2<I>

XIV

Schéma 9 - Préparation de phosphati dyl éthanolamine marquée

au carbone 14.

9
<l>CH20-)-OCH2CH2NHC<J)3 +

OAg

XIII

ý,
. 0

11\ Oý CH NUIt\ -ý(tI'\CH20)ý-OCH2CH2NHC<D3
('l' CHý :l'2P-OAg + ICH2 2.---J'1'3 'l'

2

XI

SC! Schéma 8: Préparation du sel d'argent du diester benzylique et
N-tritylaminoethylique de l'acide phosphatidique



Schêma 10 - Préparation de dérivés mixtes: palmitoyl-l oléyl-2

phosphatidyl-éthanolamine.

n:7
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Condensation
avec XIII

Dérivés mixtes de phosphatidyl-éthanolamine

'r' .....



- 49 -

De même la synthèse de déri 'lés D, L de Iyso P. E. (l me i/mMo le) a été

effectuée I 42 I (Schéma 11) à partir de trityl-1 palmitoyl-2 bromo-3 D, L-glycérol (XV).

A partir du dérivé trityl-l palmitoyl-2 a-benzyl et N-trityl D,L-phospha-
tidyl éthanolamine (XVI) une débenzylation an ionique par l'iodure de sodium suivie
d'un traitement aci de conduit à la pa Imi toy 1-1 Iyso 0, L-phosphatidyl-éthanolamine
par migration intra-moléculaire de l'acide palmitique de la position sn-2 à la position
sn-1 lors du frai tement oc ide.

Cette migration totale dans ces conditions acides de la position 2 à 1

avait été montrée par J. B. BILLIMORIA et K.O. LEWIS I 42 I en uti lisant la méthode
enzymatique de SLOTBOOM et coll. I 53 I pour déterminer la position d'acylation.

Cette méthode est basée sur le fait que la phospholipase A du venin de

serpent (Crotalus Acamanteus ou Vipera Russelli) hydrolyse spécifiquement l'acide gras
de Pacyl-2 Iysophosphatidyl-éthanolamine avec formation de phosphoryl-éthanolamine.

La synthèse tota le par cette méthode du dérivé Iyso de configuration "sn"

ne présente pas de grand intérêt car i I est très foci le, par traitement avec la phospho-
lipase

ý
d'obtenir ce produit par voie biochimique; par contre, c'est la seule

méthode envisageable pour la synthèse de dérivés D, L qui peuvent présenter un intérêt
dans certains types de recherche, le dérivé 0 n'existant pas à l'état naturel.

REMARQUE

Il sera it poss ib le, toujours à partir du dérivé X VI, par déprotec t ion

simultanée des groupes benzyles et tri tyles (hyýrogénation cota lytique) dans des condi-

tions neutres, de préparer le dérivé palmitoyl-2 Iyso-phosphatidyl-éthanolamine I 42 I
beaucoup plus diffici le à préparer par voie biologique, la phospholipase Al étant très
souvent contami née per une phospholipase A2.

Dans ce cas particulier seuls les dérivés possédant des acides gros saturés
pourraient être synthétisés par cette voie.
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Schéma 11 - Synthèse de Iyso 0 I L-phosphatidyl éthanolamine
marquée au carbone 14.
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pa Imi toy 1-1 Iyso 0, L-phosphatiày 1-
éthanolamine
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Le type de schéma de synthèse nO 9 a été souvent uti Iisé par de nombreux

auteurs pour préparer des céphalines I 35 - 33 - 41 - 54 à 58 I et phosphatidyl

sérine I 32 - 59 I et surtout pour obtenir des phosphatides hautement insaturés

154 à 58 I.

4 - ýýýýýý:ý_C!:._dlffý!!:ý!.:.s_ýýýýýý_d:_ý!Y..c:..ý.?p!t2ýeýýiplý!!.9_eýtl!:.

ý:c:c:..iý:Jýýýp-ýýlýýq_ý!

Les acides phosphatidiques protégés peuvent être préparés par condensation

du bromo-3 sn-glycérol sur le sel d'argent d'un diester-phosphorique, soit l'ester-

dibenzylique, soit Pester di-terbutylique I 65 - 66 l, suivie de la déprotection

appropriée. (schéma 13)."

L'of lisation du sel d'argent du diester benzylique de l'acide phosphorique

131 l, méthode que nous avons employée, est limitée, par suite de la débenzylation

effectuée par hydrogénolyse, à la préparation de dérivés saturés.

Par contre, l'uti lisation du di -t. buty I-phosphate d'argent dont la prépa-

ration est décrite Schéma 12, permettrait la préparation de dérivés insaturés, puisque

la déprotection s'effectue par hydrolyse acide.

l'inconvénient d'appliquer cette méthode à la synthèse de produits marqués

est l'instabilité de l'acide phosphatidique di-terbutylé I 65 I. Ce dérivé ne peut,

en effet, pas être purifié et doit être directement hydrolysé en acide phosphatidique,

lui aussi très difficile à isoler.

Pour réaliser la synthèse des différentes c lasses de phospholipides à partir

de l'acide phosphatidique, il faut condenser sur une des fonctions acides phosphoriques,
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la fonction hydroxyle d'hydroxyamines ou d'acides aminés convenablement

protégés. Cette condensation se fait après activation de l'acide phosphatidique par

un des ca ta Iyseurs de phosphory lat ion.

Durant les dernières années, un grand nombre de réactifs ont été proposés

pour l'actiwtian des acides carboxyliques et phosphoriques en vue de leur estérification.

Les réactifs proposés comprennent : la dicyclohéxyl-carbodiimide (ý I 106 /

(D.C.C.), l'étoxyacétylène (!:) /95 à 97 / des sels d'isoxazolium substitués (c) I 98 -

99 I, le produit de réaction du phosgène sur la diméthyl-formamide (d) / 100 - 101 I,
l'acide éthyl-métaphosphorique préparé par action de l'éther sur l'anhydride phospho-
rique I 102 - 103 I, Ie trichloroacétonitri Ie I 104 I, Ie carbonyl-diimidazole (e)

I lOS I et différents ch lorures d'acides sulfoniques aromatiques (!_ I g) I 106 à 108 I.
Ces réactifs ont été notamment uti lisés pour la synthèse de liaisons C '3 - C 's inter-
nuc léotides I 109 I .
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Il a été montré dans le cas de la D.C.C. / llO/et du trichloracétoni-

o
R-O-f-O<-)

CI

o
R-O- P-O-S02Ar

I

0-S02Ar

initiale.

o 0
Il .!.R-O-P.ý .-O-R
I I

<-)0 0ý02Ar

/ que la réaction sur un mono-ester phosphorique condu it rapi dement à

la formation d'un trimétaphosphate et que ce dernier

composé est probablement l'entité phosphorylante·0 0,-.,,0
ý/ "' //

RO"\ t'OR
o ,0'ý

RO"ýO

o
Il

R- 0- P-0-S02Ar
I0<-)

trile / 111

Les résultats rapportés indiquent que dans la plupart des cas, la D.C .C.

et les déri'Vés de chlorure d'acide aryl-sulfonique dont les plus efficaces activateurs.

Lorsque, par contre, on utilise 2 à 2,5 équivalents molaires du chlorure
d'acide aryl-sulfonique, le traitement aqueux suivant régénère principalement le

mono-ester
I la formation de déri vé pyrophosphate étant rédui te.

Les entités formées en présence d'excès de chlorure d'aryl-sulfonique
pourraientavoir les formules suivantes. Elles seraient ex1Têmementréactives etrégénè-
reraient le mono-ester si elles étaient hydrolysées.

Dans le cas des dérivés de chlorure d'aryl-sulfoniques,

l'uti lisation d'un équiva lent molaire donne, semble-

t-i I, le trimétaphosphate qui, durant le traitement

pyridine/eau, se coupe pour former en quanti té

équimoléculaire le mono-ester de départ et le pyrophosphate correspondant.

Il ne semble actuellement pas possible de préférer l'une ou l'autre des
formules proposées.
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Nous avons réalisé la synthèse de P.E., P.C., P.S. marquées par cette

méthode (Schéma 15). Les dérivés hydroxylés suivants ont été utilisés :

Schéma 14 - Synthèse de l'ester tertiobutylique de la N-terbutyloxycarbonyl

L-sérine.

Dans le cas de la synthèse de phospholipides les cataryseurs de phospho-

rylation les plus couramment utilisés sont le trichloroacétonitrile /67 / et la

dicyclohéxylcarbodiimide I 68 I.

Récemment ANEJA et ses collaborateurs ont introduit, dans ce domaine,
l'usage du chlorure de l'acide triisopropyl-benzène-sulfonique (T.P.S.) I 69 I.

C'est cette méthode que nous avons choisie d'uti liser pour nos synthèses;
les rendements sont en effet accep tab les et la formati on de produi ts déri vés (notamment
des pyrophosphates) est moindre.

- la N-trityléthanolamine / 70 I préparée par action du bromure de trityle sur

l'éthanolamine en présence de pyridine.

- Pacétate: de cho line I 72 I préparé à partir de choli ne (elle-même obtenue par

fi Itration de chlorure de choline sur une colonne échangeuse d'ions forme OH

ou sur carbonate d'argent). Il est absolument nécessaire d'employer un se I de choline,
car la basicité du groupe ammonium quaternaire de la choline base est trop forte.

- l'ester t .butylique de la N. t. butoxycarbonyl-L-sérine préparé suivant le Schéma 14

/ 59 I. l'estérification de la t.boc.O.benzyl L-sérine est effectuée par l'isobu-

tylène. la fonction hydroxyle est ensuite régénérée par hydrogénoiyse.

CCH3)3COCONH-CH-COOH (CH3hCOCONH-CH-COOC(CH3)3
I I

CH20CH2<!> CH,OCH2<l>
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Il - Synthèses de phosphatidvl-éthanolamine et phosphatidyl-choline marquées
______ _.. -::.J.

_

à e.a.!.tir dý dérivéýýýérýhýphýýI-éthýn2Iami!!.e_oý ýýIiý

Une autre possibi lité de réaliser la synthèse de phospholipides est de cons-

truire d'abord le squelette 9 Iycérophosphory l-éthanolamine ou choline puis estéri fier

les deux positions libres du glycérol.

Cette voie peut sembler intéressante pour la préparation de molécules

marquées.
Il n'y a en effet que très peu d'étapes actives.

Cependant i I faut garder à l'esprit que l'estérification de 9 Iycérophosphory 1-

choline ou éthanolamine protégée se fait avec beaucoup de difficultés et conduit prin-

cipalement aux dérivés Iyso / 73 à 75 /,

Ces dernières années ont été mises au poi nt des méthodes qui permettent l'esté

rification des esters glycéro-phosphoriques des bases aminées / 52 -75 à 86 /. Le point

de départ de ces synthèses, dans le cas des léci thines, est le comp lexe de cadmium de

deux molécules de sn-glycérophosphoryl-choline pour trois molécules de chlorure de

cadmium / 52 - 75 - 77 à 84 / obtenu soit par synthèse chimique, soit par déocyla-

tion de P.C. naturelle (Schéma 16).

Les essais pré liminaires que nous avons effectués en suivant ce schéma,

ne nous oyant pas donné satisfaction, ce mode de synthèse n'a pas été poursui vi.

Dans le cas des céphalines /37 - 87 à 90 / le sel de baryum du glycéro-

phosphodiester N-phtaloylaminoéthyle, que nous avons préparé au laboratoire (Schéma

17) est estérifié pour conduire à la phosphatidyl-éthonolamine N-protégée par le

groupement phtalyle ensuite enlevé par hydrozinolyse (Schéma 17).
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ý. .

*
ReaCI

Schéma 16 - Synthèse de phosphatidyl-choline marqufe au carbone 14

à partir du complexe de ch lorure de cadmium et de

9 Iycérophosphory I-cho I i ne.
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1)
H(+) 3) H2S

2)PbC03 4)BaC03

P.E.

Schéma 17 - Synthèse de phosphatidyl-éthanolamine marquée au carbone 14

ý partir de glycérophosphoryl-éthanolamine N-phtaloylée.
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OH(->
(+) .

N-(CH2CH2CH2CH3 ).

Schéma 18 - Synthèse de phosphatidyl-éthanolamine marquée au carbcne 14

par acylation de glycérophosphoryl-éthanolamine N-tritylée.
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L'estérification que nous avons effectuée sur XIX conduit après hydra-

zinolyse à un rendement de 7 %.en P .E. marquée, au sein d'un mélange réactionnel

contenant un grand nombre d'impuretés acti ves ou inacti ves.

Ce rendement de 7 % par rapport à l'acide marqué, déterminé par l'enre-

gistrement des C.C .M., est tout à fait comparable à ceux obtenus dans la littérature

(10 %). Il est faible et confirme la difficulté de préparer des céphalines marquées par

cette méthode.

En nous inspirant des publications I 91 - 92 l, nous avons de même

essayé d'estérifier la phosphoryl-éthanolamine N-tritylée préparée par déacylation

de phosphatidyl-éthonolamine N-tritylée (Schéma 18). Cette déacylation est effectuée

par méthanolyse I 93 I en présence de tétrabutylamine.

Les résultats obtenus lors de la réacylation par le chlorure d'acide actif

ne sont pas satisfaisants du point de vue rendement radioactif. Nous avons donc

abandonné l'uti lisation de cette méthode.
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III - Conclusions

La méthode d'estérification des dériws du glycérol que nous avons retenue

est ce Ile util isant le ch lorure d lac ide.

Pour la synthèse de phosphatidyl-éthanolamine 14C, le Schéma 7 doit être

rejeté ; le rendement actif en P. E. par rapport à l'acide palmitique de 20 % est infé-

rieur à celui des synthèses effectuées selon les Schémas 9 et 15. De plus, le protocole

expérimental ne présente aucun avantage particulier.

De même, "acylation de dérivés de glycérophosphoryl-choline ou glycéro-

phosphoryl-éthanolamine ne peut convenir pour des synthèses actives, les rendements
étant trop faibles.

Nous préférerons donc ut iliser pour les synthèses acti Yes (P. E., P. C. I

P. S.), le Schéma 15 pour des composés saturés, tandis que le Schéma 9 sera suivi
pour obtenir des phosphatidyl-éthanolamines insaturées. Les rendements en P.E.
obtel'lJs par l'une ou l'autre de ces méthodes sont de l'ordre de 30 % par rapport ý

l'acide palmitique.



........................................

2 H du C3

H du C2

2 H du Cl

3,2 ppm

3,5 ppm

3,75 ppm

2H

1 H

2H

multip let

multip let

multip let

les doublets sont dus aux isotopes 79-81 du brome en proportion 1/l.

les deux dérivés présentent des spectres de R.M.N. tout à fait similaires.
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la synthèse du dérivé bromé a été effectuée en suivant le mode opératoire

décrit dans les références / 38 et 36 /, celle du dérivé iodé suivant / 37 / avec

les rendements et les caractéristiques indiqués (indice de rétraction, pouvoir rotatoire, .. ).

A) Diacyl-l,2 bromo (ou iodo)-3 sn-g Iycérol (X)

8 - Modes opératoires

- S.M. (dérivé bromé)

+ +
mie : 154 - 156,(traces), M ; mie: 136 - 138,(traces) I (M-Oý) ; mie: 122 - 124 I

+ .

50 %,(M-CH20H) ; m/e:92 - 94, 10 % ; m/e:79 - 81 , 11 % ; m/eý78 - 80 I

9 % ; mie: 60 , 74 % (CH20HCHO)+ ; mie: 44 , 83 % r mie: 43 , 100%
+

(CH3CO ) ; mie 42 , 100 %.
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- S.M. (dêriw iodé)

2 - Méthodes d1estérification----------------------

202 , 28" CM"*) ; mie 171 , 7S "(M-CH20H)+ ;. mie 7S, 100 % (M-I)+ ;

S7 , 43" ; mie 4S , 75 % ; mie 44, 60 % ; mie 43 , 63 % (CH3CO)+ ;

31 , S9 % (CýOH+).

La réaction se poursui t durant 3 jours à température ambiante. le rendement
de cette réaction est de 60 à 65 % (constant sur 5 essais).

En boîte à gants, 500 mg {2,3 mMoles} d'acide palmitique (14C)_1 sont
dissous avec (2,3 mMoles), 410 mg de corbonyl-diimidazol dans 7 ml de T. H. F. anhydre.

la réaction achevée, ajouter de Peau afin de détruire le T .P. S. qui n'a

pas réagi. Aiouter de l'éther ou du ch loroforme et laver à I'ecu I:a phase organique,
puis la sécher sur sulfate de sodium anhydre.

a} Estérification à l'aide de T.P.S.-----------------

mie

mie

mie

En botte à gants, dans 5 ml de pyridine anhydre, 565 mg (2,2 mlv\oles)

diacide palmitique (14C)_1 et667 mg (2,2 rrMoles) de T.P.S. sont mis à réagir sous

agitation magnétique, à la température du laboratoire, pendant 2 heures.

Au bout de ce temps, rajouter 156 mg de bromo-g Iycérol (1 rnfv\ole, 10 %
en défaut par rapport à l'acide) dissous dans 2 ml de pyridine anhydre.

Les descriptions de ces méthodes sont données pour la synthèse de la

dipalmitoyl-bromohydrine. les conditions opératoires restent valables quel que soit

l'acide ou Ilaicoof que nous avons été amenés à utiliser.
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Après 24 heures d'agitation, 170 mg (l, 1 mM) de bromoglycérol (10 % en défaut par

rapport à l'acide) dissous dans 2 m I de T. H. F. sont rajoutés au mé lange précédent.

La formation de X a été suivie par chromatographie sur couche mince;

hexane / éther : 3/1.

Les rendements de formation atteignent 40 % au bout de 10 jours à tempé-

rature ambiante ou 30 heures au reflux de la pyridine "

" Préparation du ch lorure diacide

Sous czo+e sec, à 2,9 g (11 mMoles, 5 mei) diacide palmitique dissous

dans 5 ml de benzène anhydre, rajouter lentement 2,5 ml de chlorure de thionyle

(environ 25 mMoles) ou de chlorure d'oxalyle, dissous dans 2 ml de benzène, la tem-

pérature étant maintenue par un bain de glace.

L'agitation magnétique, 2 heures à température ambiante, est suivie d'une

heure et demi de reflux.

L'évaporation complète du benzène et de l'excès de chlorure de thionyle

est effectuée sous 0,8 mm de mercure en évaporateur rotatif. Vu les faibles quantités

il ne peut être question de disti 11er le ch lorure diacide comme if Ilest fait pour les

chlorures d'acides non marqués .

" Estérification

Sous courant d'azote sec, à 760 mg (4,5 mMoles) de bromog Iycéro I dissous

dans 2 ml de benzène anhydre, aiouter 1,4 ml (20 mMoles) de pyridine anhydre puis,

la température ayant été abaissée par un bain de glace, aiouter à la seringue le

chlorure diacide dissous dans 5 cc de benzène.
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Nous avons essayé plusieurs types de support de chromatographie :

RF = 0,6

hexane / éther : 3/2 RF = 0,7

benzène

solvant

La C.C.M. (hexane / éther: 3/1) indique un rendement actif de forma-

tion de 66 % par rapport à l'acide palmitique.

La pureté des produits obtenus est testée par

Après agitation magnétique à température ambiante pendant 48 heures,

arrêter la réaction en ajoutant de l'eau glacée. Rajouter de Péther, extraire la phase

organique et la laver.

,

3 - !!,,!ýýýýýi2!l_ýý_c!i2ýYJ:ýý!C:ýýýý!ý:ý!Y..ýý21

Nous avons rencontré de nombreuses difficu ltés pour isoler du mélange

d'estérification le composé halogéné pur.

-Colonne de gel de silice de partage éluée par le solvant hexane /éther : 3/1 ;

- Colonne d'amberlite X AD2 éluée par le benzène;
- Colonne de si lice sèche prête à l'emploi ;

- Colonne de "si lice HU é luée par hexane / éther: 3/2 ou benzène ;

- Passage rapide sur une colonne d'alumine neutre (activité 1) éfuée par

CHCI3/MeOH 1/1.

De toutes ces méthodes, seu le une chromatographi e sur colonne de "si lice
HI! (70 parties) éluée par le mé lange hexane / éther : 3/2 ou le benzène, permet
une très bonne séparation quantitative du dérivé halogéné formé.

- C.P. V. - Silicone OVl - l30°C.

Il faut signaler que dans le cas du dérivé; iodé des précautions rigoureuses
pour éviter au maximum la décomposition par la lumière doivent être prises.

- C.C.M. - sur plaque de silice



- 67 -

- R.M.N.

1 multiplet 1 H 5,2 ppm H du squelette glycérol (C2)

1 massif 2H 4,3 ppm H portés par le carbo ne Cl

1 doublet 2H 3,5 ppm H portés par le carbone C3
1 massif 4H 2,25 ppm 2 CH2 en a du Co

1 singulet 52 H 1,2 ppm CH2 de la chaîne de flacide palmitique
1 messif 6H 0,8 ppm 2 CH3 méthyles terminaux

- S.M. dérivé iodé

+ +
mie 678, traces M ; mie 553 , 23 % ; mie 552 , 97 % (M-I + H) ; mie 551 ,

+ +
100 % (,'A-I) ; m/e 423 , 60 % (M-RCOO) ; mie srr , 32 % ; mie 376 ,

20 % ; mie 375 , 35 % ; mie 374, 14 % ; mie 297 , 38 % ; mie 296,
+,

34 % ; mie 295, 62 % ; mie 240, 21 % ; mie 239, 92 % (CH3(Cý)14) ;

mie 238, 36 % ; mie 112, 26 % ; mie 98, 59 % ; mie 85, 16 % ; mie

84 , 25 % ; mie 71 , 18 % ; mie 57 , 28 %.

- S.M. dérivé bromé

Les doub lets sont dus aux isotopes 79-81 du brome.

+ +
mie 632 et630 , 8 %, M ; mie 551 , 2 % (M-Br) ; mie 395 et 393, 17 % ;

+ +
mie 378 et 376 , 54 % (M-RCOO + H) ; mie 3n et 375 , 25 % (M-RCOO) ;

+
mie 297 +296 , 14 % ; mie 240, 17 % ; mie 239, 100 %, Cý (CH2)14 ;

mie 238, 38 % ; mie 112, 27 % ; mie 98, 67 % ; mie 97 et 95 I 14 % ,

mie 85 et 83 , 21 % ; mie 71 , 33 % ; mie 69, 25 % ; mie 57 , 61 %.
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B) Synthèses de dipalmitoYI-phosphýt!ýýýýýýýý.'ýý!?ý.ý .ý!ýýý!ý'. ýýý.ýýýýýýý

ýýtiýý ·dý iýd;,:ý·iýléýýiýýiýý ýur le sel dlargent de Pýýýýr. ýýýý!iýýý. t: .
. . . . . . . . . . . . . . . . . . .

ilýý·idý ·diýý·'ý·iý;Iý·phýýýhý;i·diýue (Schéma 7).........................................

Nous avons effectué la condensation du sel d'argent (XI) préparé selon

/ 39 / sur le dérivé bromé et iodé du diacy I sn-g Iycérol.

Dans la li ttérature cette réaction es t effectuée, avec une bonne agi tation,

au reflux du benzène (pour le dérivé iodé) et de l'acétonitrile (pour le dérivé bromé).

Vus les très faibles volumes de solvant uti lisés pour nos manipulations acti-

ves, après quelques essais infructueux de réaction au reflux dans un ballon, nous avons

réalisé la condensation en ampoule scellée sous vide, dans une étuve munie dlun dispo-

sitif dlagi tation efficace. Cette technique permet une bonne homogénéisation du

mélange .réactionne l, les sels d'argent étant insolubles dans ces solvants. De p b-:
I

cela permet d'effectuer la réaction à (labri total de la lumière (se Is d'argent instables)
et de l'humidité.

Une étude systématique de solvants a été fa i te dans le cas du déri vé bromé.
Alors que le rendement est de 50 % (6 essais) dans Pacétonitri le, Pintroduction dliodure
de sodium anhydre dans le mélange réactionnel permet une amélioration du rendement
dans le cas où le benzène est utilisé comme solvant (rendement 80 %).

la condensation sur le dérivé iodé s'effectue dans le benzène avec un
rendement de 50 %.

Après ces divers essais, nous avons abandonné l'uti lisation du dérivé iodé
(beaucoup plus instable que le dérivé bromé) et avons retenu le protoco le expérimental
suivant :
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Dans une ampoule à sceller munie d'un rodage mâle nO 1, contenant

3 mMoles (1, 15 g) du sel d'argent (XI) parfaitement sec et une pointe de spatule

d'iodure de sodium anhydre, ajouter en boite à gants 0,88 mMole (1,76 mei,

A.S. = 2 mCi/mMole) de dipalmitoyl-bromo-sn-glycérol dissous dans 10 ml de

benzène anhydre.

L 'ampou le esta lors fixée sur la rampe à vide et le mé lange réacti orme I

refroidi précautionneusement à l'azote liqui de après dégazage. Le vide primaire étant

effectué, l'ampoule est scellée. Après avoir laissé le mé lange revenir à la tempéra-

ture ambiante, l'ampoule est introduite dans un cylindre métallique étanche ensuite

installé dans l'étuve tournante.

La réaction de condensation est effectuée à 80°C pendant 8 heures.

I

L'ampoule est ensuite ouverte et son contenu est filtré sur Millipore S:p.

pour extraire les se Is qui n'ont pas réagi et ceux qui se sont formés (Ag Br} "

Une C .C.M. chloroforme I éther: 9/1, indique la présence d'un nouveau
produit (RF = 0,8) visible en U. V., contenant du phosphore et dont la radioactivité
représente 80 % de l'activité totale.

Aucune des nombreuses méthodes de chromatographie sur co lonne ne nous
ayant donné de bons résultats, la purification du dérivé XII est effectuée par chroma-
tographie sur p lcque préparative (solvant chloroforme I éther: 9/1).

Le produi t attendu est loca Iisë sous rayonnement U " V. et par autoradio-
graphie de la plaque préparative.

Après récupération de la silice et extraction par l'éther, on recuei Ile
525 mg, 1,38 mCi (rendement actif par rapport au dérivé bromé 78 %) d'un beau
produit blanc (A.S. = 2 mCi/mMole).
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. Sel de sodium

Dès que la température décroît, nous obtenons un précipité.

Le spectre de R.M. N. permet de confirmer la structure.

a) ýeJ ý'ýrýe.!'t_ d! J '=sýer:.. ýeýzy 11qýý <!e_l'ý:..i<!e 'pýoýpýýtiEi.9'!.e.9<ý Il ýis)

ý TÇiLm_M_oLe _

2 - f!ýeý,:ýtlý!:!_c!ýlý _9:3: -"_ZJý: ý:.1!!!Jl:ý!p"ýI!,!_i!ýll:p..ýýs.pý!LýI_-_

ý!ýý!:!ýLýýýý:._ýLy) 2_ýÇ!Lr:!ý_ýI:_

1 singulet la H 7,3 ppm la H des groupes benzyles

1 doublet 5H 5 ppm 4 H des CH2 des groupes benzyles
déformé

1 H du squelette glycérol (C2)

1 multiplet 4H 4, 1 ppm 2 CH2 du Cl et C3 du sque lette g Iycéro I

1 multiplet 4H 2,2 ppm 2 CH2 en duCO

1 singulet 52 H 1,15 ppm Hydrogènes de Jo chotne de l'acide

palmitique

1 massif 6H 0,9 ppm 2 méthyles de l'acide palmitique

Ce composé peut foci lement être conservé à sec, au réfrigérateur, pendant

quelques mois sans aucune décomposition.

200 mg (0,2 mMole , 0,4 mei) du dérivé X Il et 50 mg (0,33 mMofe)

d'iodure de sodium sont portés à reflux dans l'acétone anhydre (2 ml) pendent 3 heures.

Ne pouvant sur de telles quantités espérer purifier ces cristaux, ('acétone

est évaporé sous vide et le résidu convenablement séché sous vide dynamique afin

d'enlever toute trace d'iodure de benzyle.
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5 heures.

H aromatiques (trityle et benzyle)

2 H du CH2 benzylique

1 H du sque lette C2 du g Iycéro r

7,3 ppm

5 ppm

20 H

3H

1 massif

1 multiplet

Après refroidissement, filtrer le mé lange sur Mi llipore 5 f-l "

Le spectre R.M. N. confirme la structure du produit attendu (XIV).

Porter le mé lange au reflux et le maintenir à cette température pendant

. Sel d'argent (XIII bis)

Au résidu précédent, sont ajoutés 10 ml d'acétone tiède. En chambre

noire rajouter à cette solution, 65 mg (0,38 mMole) de nitrate d'argent dissous dans

3 ml d'eau / acétone: 2/1. Il se produit un précipité blanc.

A l'abri de la lumière le mé lange réactionnel est alors éwporé sous vide

et convenablement séché.

Le résidu précédent est repris per 8 ml de benzène anhydre. Sous courant

d'azote, 272 mg (0,66 mMo le, 2 fois en excès par rapport a ... sel d'argent) de iodo-

ti'ityl-éthylamine dissoute dans 3 ml de benzène sont rajoutés à la solution précédente

préalablement chauffée, ce, à l'abri de la lumière.

La chromatographie du mélange réactionnel est effectuée dans le solwnt

hexane / éther : 1 /1 .

La tâche la plus intense (RF = 0,3) du point de vue de la radioactivité

f;J9 %) est recueillie par chromatographie sur plaque préparative (hexane / éther: 1/1,
0,5 % T. E.A.) on obtient alors 116 mg (0, 113 mMole) d'une hui le translucide (220'ICi,
55 % p:lr rapport à X Il, A. S. = 1,95 mCi/mMole).
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1 multiplet 6H 4,1 ppm 2 CH (C et C3) du squelette glycérol
2 1

O-Cý du squelette éthanolamine

1 massif 6H 2,2 ppm 2 CH2 en a du CO

N-Cý du squelette éthanolamine

1 singu let élargi 52 H 1,3 ppm Hydrogènes de la chatne de l'acide gras

1 massif 6H 0,8 ppm 2 méthyles de l'acide gras

c) Dipalmitoyl-phosphatidyl-éthanolamine 2 mCilmMole------------------------ ----

" Sel de sodium de la trityl-P. E. 2 mCi/mMole (XV)

A 90 mg, 0,088 mMole, 180 Il Ci de XIV dissous dans 5 ml d'acétone

anhydre, rajouter 22,5 mg (0,15 mMole) d'iodure de sodium. Après 3 h 30 de reflux,

la solution est refroidie à 4°C. On note l'apparition de cristaux dont le P. F. est

33°C. Il n'est pas possible, vu la faible quantité, d'isoler ces cristaux par filtration.

·0
Rajouter alors au mélange 0, 15 ml de' triéthylamine séchée sur tamis 3f\

après 1 heure à température ambiante, la so Jution est évaporée sous vide de la pompe
à palette et convenablement séchée. Rajouter de l'éther et laver cette phase éthérée
avec de l'eau. La phase organique est ensuite séchée sur sulfate de magnésium puis
éwporée à sec .

" 0 ipa Imi toyl-phosphatidyJ-éthano lamine (2 mCi/mMole)

Au résidu de l'êrepe précédente, rajouter 5 ml d'acide acétique aqueux
à 90 %.

Après reflux de 3 minutes le mé lange est laissé reposer une nui t à tempé-
rature ambiante. Des cristaux sont apparus (P.F. = 194°C, brunissement vers 1400C).
Afin de les extraire, rajouter de l'acétone et filtrer sur un filtre "Millipore" (téflon
5 u ), après avoir laissé le mé lange à 4°C.



''!
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Ainsi, par cette méthode, la P. E. a été synthétisée avec un rendement
actif de 21 % par rapport à l'acide palmitique 14C de départ.

Nous obtenons ai nsi 36 mg de P. E. (0,053 mMole) pour une ac tivité

de 107 I-l Ci (A. S. = 2 mCi/mMole) soit un rendement de 60 % par rap?ort au

dérivé biprotégé (X IV).

La pureté radiochimique est dens ces deux solvants supérieure à 98 %.
La P.E. active comme le témoin sont révélés par la ninhydrine et le réactif de

Dittmer. Aucun·g autre tâ·:he n'est déce leble par les révélations à l'iode ou à

l'acide sulfurique.

La C.e.M. effectuée dans le solvant: CHCI3 / MeOH / ýO :

65/25/4 (RF = 0,7) en para IIè le avec un témoin de phosphatidyl-éthanolamine
permet de prouver que ce produit est bien le produit attendu. Ce fait est confirmé
par une chromatographie (C. C.M.) dans le solvant chloroforme /

më thcncl / acide

acétique / eau: 80/40/5/7.
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C) Préparation de phosphat; dyl-éthanolami ne insaturée, de dérivés mixtes et de..................................................................
dérivés Iyso par condensation du sel d'argent du diester benzylique et N-trityl-....................................................................
éthylique de l'acide phosphorique (X III) sur le diacyl-l,2 ha Jogéno-3 sn-glycérol.......................................................................
(Schémas 9, 10 et 11),

Le sel d'argent (XIII) est préparé en suivant scrupuleusement la référence

/ 42 /. Bien qu'en apparence simple, cette série de manipulations a demandé un

grand nomare d'essais avant d'obtenir le sel XIII pur.

1 - Détermination des conditions de condensation du se I d'argent (XIII)----------------------------------------------------------
sur les dérivés halogénés (X)-------------------------

La mise au point de cette manipulation a été faite sur le dérivé dipa Imi-

toyl-bromo ou iodo-glycérol.

La condensation de XIII sur X a été initialement effectuée à l'abri de

la lumière dans un ballon au reflux du benzène ou de l'acétonitri le. Dans le benzène,
que ce soit le dérivé bramé ou iodé, les rendements sont de l'ordre de 12 à 15 %
(4 essais).

Nous avons pensé utiliser la méthode en tube scellé mise au point pour la

condensation du se I d'argent (X I).

Les solvants uti lisés ont été : benzène + iodure de sodium, acétonitri le i

acétonih"i le / benzène : 1/1 ; en prenant toutes les précautions nécessaires pour
éviter la présence de traces d'humidité.

- Nous avons obtenu une nette amélioration avec des rendements voisins de

50 % comparables d'un so lvont à l'autre, pour le dérivé iodé ou bramé.

- Les mei lieurs résultats ont été obtenus en mettant 2 à 3 fois la quantité
stoechiométrique de sel d'argent et en cha:Jffant 6 heures à 80°C à ('abri de la lumière

I

en étuve munie d'un dispositif d'agitation efflccce ,



- 76 -

Pour prévenir toute oxydation de la double liaison, les manipulations

seront faites sous azote chaque fois que possible, les temps entre les différenýes mani-

pulations étant réduits au minimum.

Suivant la méthode mise au point, la syntf,èse a été réalisée en faisant

agir le chlorure de l'acide oléique (préparé à l'aide du chlorure d'oxalyle) sur le

bromo-sn-g Iycérol.

la purification est effectuée par passage rapide sur une colonne de silice
"H" éluée par le benzène. Cette méthode est la plus rapide et nous donne les meil-

leurs rendements de purification.

Partant de 10 mMoles (5 mCi) d'acide oléique (14C)_1 (A.S. = 0,5 mCi/
mMole) nous obtenons 2,75 g (4 mMoles) (A.S. = 1 mCi/mMole), de dioléyl-sn-
bromohydrine sous forme d'un produit visqueux jaune pâlè. Le rendement actif est de

80 % par rapport à l'acide.

- S.M.

mie 682 - 684 , 8 % , M+
; mie 401 - 403 , 49 % (M-RCOO)+ ;

mie 265 , 100% (RCO)+.

- R.M.N.

Triplet 5,3 ppm 4H éthyléniques
Massif 5,1 ppm 1 H H du squelette glycérol
Multiplet 4,5 ppm 2 H CH2 (S) du squelette glycérol
Doublet dédoublé 3,7 ppm 2H Cý (Cl) du squelette glycérol



la condensation est effectuée avec deux fois l'excès de sel d'argent dans

le benzène en présence de traces d'iodure de sodium.

Ainsi 1,75 mMole (1,75 mCi) de bromohydrine et 4 mMoles (2,3 g) du

sel d'argent X III sont mises à réagir en ampoule scellée sous vide pendant 9 helSes

à 85°C pour compenser la di lurion, ce, avec agitation à l'abri de la lumière.

2 (CH2CO) et 4 (CH2-C = C -

Cý de la chafne des acides gras

Méthyles

12 H

44 H

6H
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3/2 - RF = 0,5

RF = 0,6

ppm2

0,8 ppm

hexane / éther

benzène

Massif

Massif

Singulet déformé 1,25 ppm

- C.C.M.

Il faut noter que dans les mêmes condi tions de di lution que celles uti lisées

pour la dipalmitoyl-bromohydri ne, la solution hétérogène prend en masse. Il est donc

absolument nécessa ire de di luer environ 3 fois.

- R.M.N.

1 massif 7,4 ppm 20 H Protons aromatiquas

1 triplet déformé 5,3 ppm 5H 4 H éthyléniques

t H du sque lette glycérol

1 doublet 5 ppm 2H - Cý-O-P

1 massif 4, 1 ppm 6H Cý-O-CO , 2 (fH2-O-P)

C

Une chromatographie sur plaque préparative hexane / éther: 1/1

(T. E.A. 1 %) permet de récupérer 875 mg, 800 fCi (A.S. = 0,98 mCi/mMole) du

triester phosphorique sous forme d'hui le épaisse, soit un rendement de 46 % par rapport

à la bromohydri ne.
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1 massif 2 ppm 10 H (-C-CH2-N) (CH2-]) (Cý-C = c-)

0

1 si ngu let déformé 1,25 ppm 58 H Autres méthylènes de la chatne

1 massif 0,8 ppm 6 H 2 méthy les de l'acide oléique

REMARQUE

Les dérivés dipa Imi toylés (X IV) préparés par ce schéma sýnt identiques

aux dérivés XIV préparés selon le schéma i 7 (C.C .M., R.M. N.).

c) Qýbýn_zy"Iýti!>'!r _dýtt:it112tlo!,,_ o_býeýtýoý ýe_lý ýiýIýYJ ýn:pýýp_hýtýdlJ:

ýýaýI<:'l11 ý _1_ý .Yý0ý Iý

" Débe nzr lotion

Etant donné la présence de la doub le liaison, il n'est pas possible dlen-

lever le groupe benzy le par hydrogénation cata lytique.

Cette débenzylation est effectuée par l'iodure de sodium dans l'acétone

au reflux.

Une so lution de 120 mg d'iodure de sodium sec dans 1 ° m I d'acétone

anhydre et 800 mg, 0,6 mMole (600 pCi) de triester est portée à reflux pendant

3 heures sous azote en présence de goutte lettes de mercure.

la solution refroidie est traitée avec 1 ml de triéthylamine, laissée au

repos 1 heure à température ambiante puis évaporée sous vide à 40°C. l'hui le rési-

due Ile est extraite à l'éther, et après fi Itration et évaporation le sel de sodium est
obtenu sous forme d' hu i le "

" Détritylation

l'huile, reprise dans 10 ml d'acide acétique 90 %, est portée à reflux

pendant 3 minutes sous azote, puis laissée au repos pendant une nuit à température
ambiante.
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Après avoir ajouté 1 ml dlHC I N, la solution est évaporée.

Un contrôle par C.C.M. montre que le rendement de formation de la

P.E. est de 90 % mais indique la présence d'Impuretés inactives, visibles à l'iode.

La méthode de purification décrite dans la publication ne peut être suivie

(crista llisation à - 78°e ."" ).

Une tentative de purification sur une colonne de LH 20 (CHCI3 / MeOH

3/1) permet de séparer les impuretés inactives, mais il reste 10% dlun produit actif

migrant au front.

Seule une chromatographie sur plaque préparative (CHC'3 / MeOH / H20 :

65/25/4) permet d'obtenir 330mg (0,445mMole) 450 pCi, A.S. =O,99mCi/

mMole, d'un produit pâteux à température ambiante. Le rendement actif est de 75 %

par rapport au tr i es ter.

Les contrôles effectués dans les solvants CHCf3 / MeOH / H20 :

65/25/4, et CHCl3 / MeOH / AcOH / H20: 80/40/5/7, en présence de

P. E. témoin, montrent que la P. E. a une pureté radiochimique supérieure à 99 % et

qu'il nly a aucune autre impureté visible à l'iode, à l'U. V., à la ni nhydri ne1au réac-

tif de Dittmer ou à l'acide sulfurique.

Un contrôle de la configuration absolue (+) de cette P. E. a été effectué à

l'aide de fa phospholipase A (E.C. 3. 1 . 1.4) du venin de Crotalus Adamanteus,

l'hydrolyse de l'ac ide gras en posi tion 2 étant effectuée à l'interface dl un mé lange

éther / tampon TRIS pH 7,5.

L'action de l'enzyme est suivie par C .C. M. (CHC 13 / MeOH / H20).

La phosphatidyl-éthanolamine acti ve (RF = 0,7) disparaît tandis qu'apparaissent simu f-

tanément, et avec le même poucentage de radioactivité, l'acide gras libéré (RF = 1)

et la Iyso-phosphatidyl-éthanolamine ainsi produite (RF = 0,35).

(+) Je remercie le Docteur C. WOLF (C. H.U. St-Antoine, Service du Pro POLONOVSKI\

de m'avoir initié à ces techniques.
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3 - Prêparation de dérivés mixt-=_ý_ýýtý!!!_<!ý'p;,lýiýýI_ýýýÇL:L

;ýL(ýSl:iýýýý;ý;ýýý_ýllýý!ýý_.9.!ý_ýSliýý2J!

a} Palmitoyl-l bromo-3 sn-glycéroý _0,!5_ ýÇ!ým.tA21.:-----------------

4 mMoles (2 mCi) de chlorure diacide palmitique dissous dans 10 ml de

benzène anhydre sont ajoutés très lentement à 12 mMoles (3 fois la quantité théorique)

de bromoglycérol dissous dans 1 ml de pyridine anhydre et 2 ml de benzène anhydre.

Il est nécessaire de garder une forte agitation afin de maintenir le bromo-

glycérol en suspension.

Après 48 heures à température ambiante, une C.C .M. (hexane / éther:

3/ 1) montre 10 présence d'une tâche active (60 % environ) à un R. F. voisin de celui

de l'acide palmitique.

Après fi Itration du chlorure de pyridinium, laver à l'eclde sulfurique dilué,

puis à l'eau (émulsions très importantes) ; après avoir séché et évaporé la phase orga-

ntque, introduire le mélange sur une colonne de "silice HU éluée par Péther.

On recueille 632 mg, 800 pCi (A.S. = 0,49 mCi/mMole).d'un produit
solide blanc. Le rendement est de 40 % par rapport à l'acide palmitique 14C"

Sa structure est confirmée par R.M. N. et S.M. comme étant celle du

dérivé monoacylé du bromog Iycérol.

- R.M.N.

Doublet 4 ppm 2H CH28r
Multiplet 3,7 ppm 1 H Sque lette glyc éro I

Doublet 3 ppm 2H CýOCO
Massif 2,8 ppm 1 H Proton hydroxy Ie

Massif 2 ppm 2H CýCO
Singulet élargi 1,2 ppm 26 H Méthylènes
Massif 0,7 ppm 3H Méthyle
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- S.M.

2 H éthyléniques, H du squelette glycérol

CýBr

CH20

3H

2H

2H

5,5 ppm

4,5 ppm

3,65 ppm

1 massif

1 massif

1 doublet

La structure est confirmée par R.M.N. et S.M.

On recueille 650 ,uCi (rendement actif: 81 %) d'un produit liquide

translucide dont le poids est de 550 mg (A.S. = 0,8 mCi/mMole).

Après lavage avec H2S04 di lué, puis avec de l'eau, et séchage, la

phase organique es t chromotograph iée sur une co lenne de 100 g de "sl li ce HU é luée

par le benzène.

+ +
mie 392 - 394 , 8 % , M ; mie 299 , 20 % (M-CH2Br) ; mie 270, 35 %

(CH3(CH2)14 COOCH2 + H)+ ; mie 255 , 16 % (RCOOtl ; mie 239, 100 %

+
CH3(CH1)14 CO i mie 196 - 198 , 47 % ; mie 98 , 92 % ; mie 43, 100 % ,

CH3CO "

A 1 mMole (0,5 mCi) de monopalmitoyl-bromo-glycérol dissous dans

2 ml de benzène anhydre, rajouter 1,5 mMoles (0,5 rnCi) de chlorure d'acide oléique

dissous dans 0,3 ml de pyridine anhydre (3 mMoles) et 2 ml de benzène.

Après 48 heures à température ambiante, une C.C.M. (hexane / éther :

3/1) montre la présence d'un produit "nouveau (80 % de ra radioactivité) au R. F. =

0,8. Le mélange réactionnel est introduit dans une ampoule à décanter i rajouter

quelques ml de benzène.

- R.M.N.



sous vide.

Après agitation une nuit à température ambiante, filtrer et évaporer à sec

3 (CH2CO) et 2 Cý en ct de la

doub le liaison

Méthylènes des acides gras

2 méthyles

la H

62 H

6H

- 82 -

0,9 ppm

2,3 ppm1 massif

1 massif

1 si !'"GU let déformé 1,4 ppm

- S.M.

Différents essais de purification sur "si lice H" éluée par le benzène en

présence da triéthylami ne n'ont pas amené de purification satisfaisante.

mie 656 - 658 , 1 % , M+ ; mie 401 - 400 , 8 % (M-Pal COO)+ ; mie 375-

377 , 12 % (M-OI coot ; mie 265 , 33 % (OICO)+ ; mie 264, 100 % ;

mie 239, 28 % (Pal CO)+.

Une C.C.M. sur plaque de silice éluée par le benzène indique la pré-

sence de deux composés visibles en U. V. (R.F. = 0,5 et 0,6).

Le fait d'avoir obtenu ce composé, allié à la mise au point de la conden-

sation avec le sel d'argent X III ains i que les trai tements ultérieurs clébenzylation et

détritylation mis au point sur le dérivé dioléique, permettent donc d'obtenir les

dérivés mixtes de phosphatidyl-éthanolamine.

Sous azote sec, rajouter lentement 18 mMoles (5,8 g) de bromure de trityle

dissous dans 10 ml de benzène anhyae à une solution préalablement refroidie de

20 mMoles (3,2 g) de D,L-bromoglycérol dissous dans la ml de pyridine anhydre.
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Il se présente sous forme d'un liquide visqueux jaune pâle dont la carac-

térisation est effectuée par S.M. et R.M. N.

H aromatiques

H du squelette glycérol

CH20 et CýBr

H a Icoo lique

15 H

1 H

4H

1 H2,2 ppm

7,3 ppm

3,5 ppm

Massif

Massif

Mu Itip let centré sur 3 ppm

Singulet

- R.M. N.

- S.M.

Par contre, sur une colonne de gel d'exclusion "Séphadex LH 20"

équilibrée et éluée par du chloroforme, on obtient une nette séparation des deux

produi ts ,

Le produi t attendu (R. F. = 0,5) est é lué en premier, le deuxième produit

étant un dérivé très riche en protons aromatiques.

+ +mie 396 - 398 , 9 % , M ; mie 319 - 321 (M -
<!» ; mie 244, 2 % ;

mie 243, +C
<!>

3
; mie 183, 23 % ; mie 165, 43 % ; mie 105, 35 % ;

mie 77 , 13 % ,
+

Après 48 heures la réaction est arrêtée, après fi Itration, évaporation et

reprise dans le benzène, le produi t de condensation est isolé par chromatographie sur

plaque préparative (solvant: benzène) (R. F. = 0, 15). On obtient 500 mg, ris ILCi,
A.S. =

1 mCi/mMole (soit 78 % de rendement) d'un produit visqueux jaune pâle.

1 mMole du produit précédent est mise à réagir avec 1 mMole (l mCi) de

chlorure d'acide palmitique en présence de 2 mMoles (0,2 ml) de pyridine anhydre dans

3 m I de benzène anhydre.
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- R.M.N.

Massif 7,4 ppm 15 H Protons aromatiques

Massif 5,1 ppm 1 H Sque lette g Iycéro I

Doublet J = 6 hz 3,5 ppm 2H CýBr

Doublet J = 5 hz 3,3 ppm 2H CýO

Massif 2,2 ppm 2H CýCO

Singulet déformé 1,3 ppm 26 H Méthylènes

Massif 0,8 ppm 3H Méthyle

- S.M.

mie 634 - 636 , 3 % , M+ ; mie 378 - 376 , 12 % ; mie 3n - 375 , 56 %
(M-OC <l> 3)+ ; mie 299, 25 % ; mie 260 , 40 % i mie 259 , 67 % (C<l>30)+ ;

mie 244, 71 % ; mie 243 , 100 % ; mie 105, 64 %.

En conditions anhydres, 0,22 mMole (0,22 mCi) du dérivé bromotrityl-

palmitoyl-glycérol, 0,5 mMoie (290 mg) du sel d'argent, quelques mg d'iodure de

sodium sont mis à réagir dans 2 ml de benzène en tube scellé sous vide. La température
est portée à 80°C et maintenue pendant 5 heures avec agitation, à l'abri de la lumière.

Après fi Itration, le mélange réactionnel est disposé sur une plaque prépa-
rati ve c:Iéve loppée par Ie mé lange hexane I éther : 1 I l, T. E " A. 1 %. La tâche
dont le R. F. est 0,2 est é luée.

On obtient 100 mg d'un produit visqueux jaune pâle dont l'activité est

126 }lCi ; rendementS7 % (A.S. = 1 mCi/mMole).
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la solution est alors abandonnée la nuit à température ambiante.

- R.M.N.

Massif 7,4 ppm 20 H Protons aromatiques

Massif 5,2 ppm 1 H Sque lette g Iycéro I

Doublet J = 84 hz 5 ppm 2H Cý benzyliques

Massif 4, 1 ppm 4H 2 (CH2 O-P)

Massif 3,2 ppm 2H Cý-OC
3

Massif 2,2 ppm 4H CH2CO et CH2N

Singulet élargi 1,2 ppm 24 H Méthylènes

Massif 0,8 ppm 3H Méthyle

les C. C. M. indiquent un rendement actif de formation de la D, l-Iyso-

phosphatidyl-éthanolamine de 95 ra mais aussi la présence d'impuretés inactives.

la détritylation est effectuée par reflux du résidu précédent dans 5 ml d'une

solution aqueuse d'acide acétique à 90 ra pendant 3 minutes.

60 mMoles (60 ,uCi) du dérivé précédent sont mis dans 3 ml d'acétone

anhydre dans lesquels sont dissous 15 mg d'iodure de sodium sec. Après un reflux de

5 heures, le mé lange est porté à sec.

Après une chromatographie préparative sur p laque effectuée dons le mé lcnq.

CHCI3 / MeOH / H20: 65/25/4, la L.P.E. est recueillie (175 mg, 40 ,u Ci,

A.S. =
1 mCi/mMole, 75 % par rapport au triester) sous forme d'un produit solide blanc

Dans les solvants CHe 13 / MeOH / H20: 65 /25/ 4 (R. F. = 0,35) et

CHCI3 / MeOH / AcOH / H20: 80 /40/5/7 (R.F. = 0,48), la pureté radio-

chimique de la D, l-L. P. E. est supéri eure à 99 ra. Aucune autre tâche n'est décelable

lors des révélations par l'iode, la ninhydrine, le réactif de Dittmer ou l'acide su lfur iqx.
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h I" id
..

èI partir de l'acide
D) Synthèses des différentes classes de phosp 0 'Pl es marques """"""""""""""""". . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

phosphatidique (Schéma XV)..............

L'acide phosphatidique est préparé à partir de l'ester dibenzylé par hydro-

génation catalytique / 31 /.

Une suspension de 100 mg (0,12 mMole) de phosphatidate bis-benzylé (XII)

dans 2 ml d'éthano I absolu, en présence de catalyseur Pd / C la % est ag itée à tempé-

rature ambiante en atmosphère d'hydrogène (légère surpression) durant 3 heures.

Les chromatographies chloroforme / éther: 9/1 ; éther / éthanol /

acide acétique / eau : 75/1,5 / 1 / 1 , permettent de noter la disparition totale

du dér i '.lé benzy lé.

L'acide phosphatidique, alors soluble dans l'éthanol est récupéré après
filtration, lavages du catalyseur et évaporation de l'alcool, 65 mg, 0, 1 mei,
A.S. = 1 mCi/mMole.

Le rendement actif en acide phosphatidique par rapport au déri'lé diben-
zylé est de 85 %.

l'acide phosphatidique libre est un composé très instable. Il est nécessaire
d'effectuer la débenzylation juste avant de procéder à la condensation avec l'alcool
protégé.
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2 - ftýýý!ýýýý:_ý!p"C!.Iý!ýýL:p..ýýp.bý!ýýý!ýýýýC:'!!ýI!ýJ!_ý.!Lýýý-:.

!!ý9_!!'.f.ii!"1ý:'.ý1: )

Cette manipulation est effectuée en s'inspirant du protocole expérimental

décrit dans la référence I 69 I.

En boîte à gants, 70 mg de N-trityléthanolami ne (0,23 mMole) sont mis

à réagir ovec 100 mg (0,33 mMole) de T. P. S. dans 2,5 ml de pyridi ne anhydre durant

une demi-heure à température ambiante.

Au bout de ce temps, l'acide phosphatidique 0, 1 mMole, dissous dans la

pyridine (2 m I) est rajouté au mé lange précédent.

Laisser ag ir à température ambiante pendant 2 heures. Rajouter 1 ml de

chloroforme sec et libre d'éthanol, maintenir l'agitation durant encore 1 h 30.

Les chromatographies sont effectuées dans différents solvants CHC 13 / MeOH,

avec comme témoin une phosphatidyl-éthanolamine N-tritylée que nous avons préparée

/ 94 / et purifiée sur une colonne de "Séphadex" LH 20 dans le ch loroforme.

Le rendement actif de formation de XVII, déterminé par enreg istrement

des C.C.M., par rapport à l'acide phosphatidique, est de l'ordre de 55 %. Il est

important, avant de faire ces C.C.M., d'évaporer à sec le mélange réactionnel. Si

cette précaution n'est pas prise, la répartition de la radioactivité est faussée par la

présence des sels de pyridinium.

Comme dans le cas précédent, la tritylphosphatidyl-éthonolamine est

déprotégée par reflux dans l'acide acétique aqueux 90 % et précipitée par addition

d'acétone et tri turation à froid.
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Le rendement actif en P. E. par rapport à l'acide palmitique est de 33 %.

trity I P. E.
(XVII)

80%P.E. ý-ý-

De même, nous avons par cette méthode préparé la dipalmitoyl-phospha-

tidyl-éthanolamine d'activité spécifique 20 mCi/mMole.

Nous obtenons 30 mg (44 ,uCi) (A.S. = 1 mCi/mMole) d'un produit

cristallisé, blanc, dont le point de fusion est 192°C, de pureté radiochimique supé-

rieure à 96 % ; le rendement actif est de 80 % par rapport au dérivé tritylé.

La comparaison avec une P.E. témoin et une P.E. faiblement active

obtenue lors d'essais précédents, par une autre voie de synthèse, est effectuée par

C.C .M. dans les solvants CHC 13/ MeOH / H20: 65/25/5 et chloroforme /

méthanol/acide acétique / eau : 80 /40/5 /7. Les différentes P.E. témoin et

actives sont identiques.

Le protocole expérimental est identique au précédent, les rendements

sont récap itu lés dans le tableau suivant :

A noter que lors de cet essai actif (20 mCi/mMole) le produit XVII a été

isolé par chromatographie sur colonne "Merck" prête à l'emploi, éluée pa lei mélange
I

CHC 13 / MeOH / T. E . A. : 92 / 8 / 0,5.
!

bromoglycérol (IX) --ýdipalmitoyl-bromoglycérol (X) _7_8_';"'%---tIýdiester benzylique de
88 % l'acide phosphatidique {XII)

.,



,

\ .

- 89 -

Une solution de chlorure de choline est lentement filtrée sur un lit de

carbonate dlargent reposant sur un fri tté.

Lié luat basique est directement collecté dans un er len contenant une solu-

tion di luëe diacide acétique préalablement refroidie.

Après évaporation sous vide et séchage, on obtient le se I neutre dlacétate

de cho line dont fa structure est confirmée par la R.M. N. du carbone 13C.

- R.M.N. 13C

Singulet 180 ppm Carbonyle

Trip let 68 ppm CH2 en ex de l'azote

Singulet 57 ppm Cý en ex de l'hydroxyle

Trip let 55 ppm 3 Mé thy les de l'ammoni urn

Singulet 22 ppm Méthyle en cr du carbonyle

Les triplets s'expliquent par un couplage avec l'ammonium quaternaire.

A 0,1 mMole (100 !lCi) diacide phosphatidique dipalmitoylé et 0,2 mMole

(35 mg) dlacétate de cho line soigneusement séchés sous vide, ajouter 0,3 mMole (95 mg)

de T.P.S. dissous dans 5 ml de pyridine.

Sous azote et avec agitation, le mélange est chauffé 1 heure à 70°C puis

agité à température ambiante pendant 4 heures.

Après évaporation sous vide, le mé lange est extrait par du chloroforme.

Après évaporation du solvant, le résidu est redissous dans le mélange CHC 13/ Me OH /

H20 : 65/25/4, puis passé lentement sur une colonne de lag de DE .52 (OH-)
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mélangé avec la g de IRC 50 \H+) afin d'éliminer les sels et régénérer les fonctions

acide et basique.

La phosphatidyl choline est isolée du mélange ractionnel par chromato-

graphie sur plaque préparative (CHCI3 / MeOH / H20: 65 /25 /4). Le produit

blanc obtenu pèse 44 mg pour une activité de 60 Il Ci (A.S. = 1 mCi/mMole), soit

un rendement actif de 60 % par % à l'acide phosphatidique. Les contrô les par C .C.M.

dans les solvants CHCI3 / MeOH / H20: 65/25/4 (R.F. = 0,35) et CHCI3 /

MeOH / AcOH / H20 : 80 /40/5/7 (R. F. = 0,55, tâche élargie due à la forma-

tion de se Is) permettent de prouver la structure et d'i ndiquer que la pureté est de 99 %.

A 0,25 mMole (0,25 mCi) d'acide dipalmitoyl-phosphatidique, 0,05 mMole

(130 mg) de L-sérine protégée et 0,75 mMole (230 mg) de T.P .S., rajouter 5 ml de

pyridine anhydre, chauffer 1 minute à 70°C puis agiter 3 heures à température ambiante.

Après avoir ajouté 1 ml de chloroforme anhydre, laisser la réaction se produire 1 heure

supplémentaire puis l'arrêter par addition d'eau.

Différentes C.C.M., CHCI3 MeOH : 5, 7 ou la %, indiquent la présence
d'un produit phosphoré, actif (60 % de la radioactivité totale) .

. Un essai de déprotection (bu liage HC I) effectué sur une', moitié du produit
réactionnel n'ayant pas donné des résultats nets, l'autre moitié (110 }lCi) est fraction-
née pa. chromatographie sur plaque préparative (CHCI3 ' MeOH : 7 %).

On recuei Ile la fraction ayant un R. F. de 0,8 (55 !1 Ci; rendement 50 %
par rapport à l'acide phosphatidique) (XVIII).

Cette fraction XVIII est dissoute dans 100 ml de chloroforme anhydre.
La déprotection simultanée de la fonction amine et carboxyle est effectuée en faisant
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buller de l'HCI gazeux dans le mélange chloroformique à O°C, suivant la réaction

par C. C. M. (CHC 13 I MeOH I AcOH I H20) avec de la P. S. inactive témoin.

Après 5 heures de bullage à O°C et arrêt du bu liage, la solution chloro-

formique acidifiée est maintenue à - 20°C une nuit. Effectuer ensuite une chromato-

graphie sur plaque préparative dans le solvant CHCI3 ' MeOH , H20.

Le produitélué 15 mg (20 flCi, A.5. = 1 mCi/mMole, 36 %par rapport

au dérivé di protégé (XVIII)) a une migration identique à la P. 5. témoin dans les

solvants CHC 13 ' MeOH , ACOH , H20 : 80 I 40 15 /7 et 65/25/0/4.

La P.S. est révélée par la ninhydrine et le réactif de Dittmer.

Aucune autre tôche nlest révélable par le réactif de Dittmer, par la ninhy-

c:Irine, par les vapeurs d'iode, ou par l'acide sulfurique.

La pureté radiochimique déterminée par l'enregistrement des chromato-

grammes est de 97 %.

REMARQUE

Une nouvelle méthode permettant l'ènlèvement simultané des groupes

t.butoxycarbonyle et t.butylique lors de la synthèse peptidique a été publiée / 129 I.
Cette bi-déprotection s'effectue par traitement du peptide protégé par le perchlorate

de triméthylsi Iy le ((H3C)3 5 iCI °4) à 24°C, en solution dans le benzène ou le

chlorure de méthylène.

Une te Ile déprotection serait à envisager, lors d'essais ultérieurs, sur la

phosphati dy l-sér i ne protégée.



- 92 - .

VOIE ORIG INALE D'ACCES A LA SYNTHESE DE PHOSPHOLIPIDES

UTILISATION DU "PYROPHOSPHATE ýD 'ENED IOl CYCLIQUE"

A - Schéma de principe

1 - Généra li tés

Etant donné l'importance des applications chimiques et biochimiques des

dérivés du phosphore (médicaments, insecticides, solvants sélectifs, détergents,

produits pour l'ignifugation, produits contre la corrosion, ... ) de très nombreuses

recherches ont été effectuées sur cette c lasse de composés.

la synthèse organique y fait de plus en plus appel / 112 - 113 / aussi

bien comme groupe protecteur, groupe activant ou groupe portant pour orienter sélec-

tivement l'action dlun réactif, que comme réactif lui -même.

Ces dernières années ont donc naturellement vu un essor de la recherche,
notamment dans le domaine des oxyphosphoranes.

les oxyphosphoranes / 114 / sont des dérivés organiques du phosphore
de coordinence 5 dons lesquels ou moins un des ligands est l'oxygène. leur formule

générale est (RO)5 PX, n = 0 à 4. Ces dérivés du phosphora ne inconnue PH-n n 5
ont des possibilités de synthèse qui niant été reconnues que depuis les quelques
dernières années / 115 à 117 /.



Très récemment (en 1975) ont été décrites la synthèse et l'utilisation

du pyrophosphate" d'énediol cyclique" / 118 - 119 / (XX)
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Schéma 21 - Synthèse du pyrophosphate" d'énediol eye lique" .

XX

9
CI-C-CI

XXVIII

XXVII



RIOH
ý

+

Schéma 19 - Synthèse dlun phosphodiester mixtE à partir dl! "f>''fophosphate
d'énediol cyc iiqua";
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XXII---

Oý ,,0 RI
P.

HO' '0 R2

Le diméthyl-4,5 méthoxy-2 oxo-2 dioxaphosphole-,l, 3,2 (XXVII) est

obtenu sous forme cristalline en deux étapes à partir de butane-dione et de triméthyl-

phosphite. Ce composé est transformé alors en pyrophosphate (CEP-O-CEP) (XX)

en deux étapes par l'intermédiaire du sel de N-méthyl-pyridinium (XXVIII) lui même

isolé sous forme crista lIine (Schéma 21).

Le pyrophosphate XX présente l'avantage, lorsqu'il est mis en présence
dia lcool R10H de former l'alcoyl-acétoiny I-énedio l-eyc lophosphotriester (CEP-OR1)
(XXI) qui lui même réagit sur un alcool primaire R:20H pour former le phosphotriester
mixte XX Il (Schéma 19).

CHIO 0 0ýH3

I oýýýo-p(oý
CH3 CH3

xx
8 =

ý collidi ne



+

/

CH3 CH3
\ I

CýÇ-H
8 OH

acétoïne

---ý- --ý-
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Schéma 20 - Hydrolyse basique de "acét-::in)d-diméthyl-phosphate.

l'enlêvement du groupe acétoTnyle peut alors être effectué par hydrolyse

basique / 120 /(triéthylamine ou carbonate de sodium) ; la liaison entre le groupe

acétoïnyle et le phosphore est en effet beaucoup p lus lobi le que les autres liaisons

esters.

A titre indicatif l'hydrolyse basique de l'acétoinyl-diméthyl-phospho-

triester est 2 x 106 fois plus rapide que celle du triméthyl-phosphotriester (Schéma 20).

Cette augmentation de la vitesse peut être expliquée par la nature insaturée du groupe

partant avec assistance de ra liaison hydrogène, mais aussi par la participation du

groupe carbonyle et la formation d'oxyphosphorane lors de l'hydrolyse.



lXXVl

"
CH20COR

" I
RCOO-C-H

r 9. ,,0CH20-P-0.CH-C
I , \

HO CH3 CH3

CH
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XXI

"
CHpCOR

" I
RCOO-C-H

I

CH20, 0
p."

0"0

Le schéma de principe est simple

L'cction du pyrophosphate (XX) sur le diacyl-l,2 sn-glycérol dewoit

conduire à la formation du dérivé phosphotriester cyclique (XXI) (Schéma 22)

lui-même réagissant, sans avoir été isolé, sur la fonction primaire d'un alcool

(éthanolamine, sucre, glycérol, sérine, "." ) convenablement protégé (Schéma 23) "

Scýma 22 - Condensation du dipalmitoyl-l, 2 sn-g Iycérol sur le pyrophosphate XX "

le phospholipide bi-protégé ainsi formé serait ensuite régénéré en deux

temps : groupe protecteur de la molécule dlalcoo I (méthodes classiques appropriées)
puis groupe acétoinyle (hydrolyse basique) ou bien dans l'ordre inverse suivant Jes cos.

2 - Résultats obtenus, validité de la méthode--------ý---------------------------

Nous avons pensé emp foyer ce pyrophosphate pour la synthèse de phospho-

lipides, utilisation qui, à notre connaissance, nlavait jamais été faite dans ce domaine.

Nous avons montré que sur le p Ion pratique ce schéma de synthèse est
applicable au domaine des phospholipides en obtenant la dipalmitoyl sn-phosphatidyl-
éthanolamine, le dipalmitoyl sn-glycérol (et un dérivé racimique).

"
CH20COR

RêOol-H XX

I

CH20H

"
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Nous avons, d'autre part, entrepris la synthèse de dérivés grue idiques

de phospholipides (phosphatidyl-glucose) (Schémas 22 et 23).

Ces composés synthétisés ont une activité spécifique de 0,5 mCi/mMole

(carbonyles des esters palmitiques).

L'utilisation de dipalmitoyl-glycérol marqué a eu, outre l'avanfage de

fournir des phospholipides marqués, le double intérêt de pouvoir très facilement

suivre les rendements de formation des différents composés, et de les localiser aisé-

ment pour les purifications. Sur les quanti tés que nous avons mises en jeu (souvent de

l'ordre de 0,02 mMole) i I aurait été en effet très diffici le de suivre, sans uti liser

les molécules marquées, les différentes étapes de la réaction.

La condensation de N-trityl-éthanolamine sur l'intermédiaire XXI

permet d'obtenir le triester XXIII, isolé par chromatographie sur plaque préparative

avec un rendement de 37 % par rapport au dipalmitoyl-glycérol.

Les hydrolyses, basique (T.E.A.) puis acide (acide acétique à 90 %), de

la phosphatidyl-éthanolamine acétoinylée et N-trity lée (XXIII) conduisent à la sn-

phosphatidyl-éthanolamine (14C) (0,5 mCi/rrMole) avec un rendement de formation
de 33 % par rapport è XXIII.

La condensation sur XXI du benzyl-3 sn-glycérol conduit au phospho-
lipide protégé XXV isolé avec un rendement de 40 % par rapport au dipalmitoyr-
glycérol (14C).

Après hydrogénation sur charbon palladié et hydro lyse basique (T. E. A.),
du triester XXV on note par C.e.M. la formation de P.G. avec un rendement de

37 % par rapport à XXV.
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REMARQUE

Nous avions pensé uti liser pour cette synthèse la monacétine (ou acétyl-3

sn-glycérol) préparée par acétylation de l'isopropylidène-l,2 sn-glycérol puis

hydrolyse acide du groupement isopropylidène. Utiliser le groupe acétyle comme

groupement protecteur de la fonction alcool primaire à protéger, présentai t l'avan-

tage de pouvoir, en une seule étape, enlever les groupes acétyle et acétoTnyle par

hydrolyse en présence de triéthylamine du phosphatidyl-glycérol acétyl et acétornylé.

Des essais préliminaires nous avaient en effet montré que le groupe acétyle
de la monacétine est hydrolysé dans les conditions de l'hydrolyse du groupe océtoTnyle
(T. E.A.) ou bien par le méthanol ammoniacal sans que les esters d'acides gras soient
détruits.

Or, bien que le phosphatidyl-glycérol acétylé et acétoïnylé ait été

obtenu, l'hydrolyse, malgré un excès de triéthylamine n'a pas conduit au P.G ., mais
à un composé différent du P.G. bi-protégé ayant en C.C.M. un R.F. légèrement
supérieur à celui du P.G.

Essayer de prolonger cette hydrolyse par des méthodes plus fortes (méthanol
ammoniacal) conduit à la formation de nombreux produits de dégradation.

le triester XXIV résu Itant de la condensation sur XX I du g Iycéro I est isolé
avec un rendement de 40 ý par rapport au d ipa 1m i toy I s n-g Iycéro I.

Par hydrolyse basique (T.E.A.) de XXIV, l'analogue du P.G. naturel
est formé avec un rendement de 35 % par rapport au triester XXIV.
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La condensation du tétrabenzyl-l ,2,3,4, ou glucopyranose (préparé par ben-

zylation du trityl-6 benzyl-glucoside) a été effectuée sur le dérivé XXI. Le triester

attendu a été isolé avec un rendement de 25 % par rapport au dipalmitoyl-glycérol.

La bi-déprotection du phosphatidyl-glucose benzylé et acétolnylé a été

effectuée, mais l'identification des produits formés est rendue longue et difficile par

suite de l'absence de té"';oin et 'des très faibles quantités de triester dont nous dispo-

sons actue lierne nt "

Dans tous les essais précédents, la méthode d'hydrolyse du groupe acétoT-

nyle que nous avons retenue est la méthode triéthylamine / pyridine / eau pour des

raisons pratiques.

Au cours d'essais préliminaires nous avions testé la résistance de la liaison

ester-carboxylique par chauffage du dipa Imitoy 1-1,2 benzy 1-3 sn-g Iycérol (14C) en

présence de triéthylamine ou de carbonate de sodium. Dans les conditions d'hydrolyse
de l'acétoTny le, 12 heures à 70°C dans le premier cas et 6 heures à 60°C dans le

second cas, aucune destruction du diester n'avait été observée après chromatographie
du milieu réactionnel.

Ce fait vient d'ailleurs d'être confirmé par RAMIREZ et ses collaborateurs
dans une pub lication très récente (Novembre 1976) / 128 / consacrée à la synthèse,
per cette méthode, de cardiolipine de configuration naturelle.

REMARQUE

L'intermédiaire (XXI) en présence d'eau a conduit à l'acide phosphati-
dique acétoTnylé (XXII). Ce diester phosphorique siest, comme attendu, avéré très
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stable vis-à-vis de la T. E .A. dans les conditions de l'hydrolyse du groupe ccé tornyie

d'un triester phosphorique.

III - Conclusion

Nous pouvons dire que la méthode de Ramirez est applicable à la syn-

thèse de phospholipides en très petite quantité, dans un délai de temps réduit par

rapport aux autres méthodes, avec un rendement acceptable et reproductible, tout

cela avec un protocole expérimental foci le à mettre en oeuvre.

L'cvenir de cette méthode, dans ce domaine, est incontestable. Elfe peut

être élargie à la synthèse de composés encore plus difficiles à obtenir par les méthodes

classiques (sphingosine, sphingosyl-phosphoryl-choline, "". ).

La mei Ile ure preuve de ce que nous venons d'énoncer est que, alors que

nous avions fait communication de ces travaux / 124 / en Juin 1976, RAMIREZ et

ses collaborateurs / 121 - 128 / pub liaient parallèlement en Jui lIet et Novembre 1976

des travaux sur la synthèse de dérivés de phospholipides à l'aide du "pyrophosphate

d'énediol cyclique" "

Des articles très récents, toujours publiés par l'équipe de F. RAMI RE Z font

mention de la synthèse de dérivés du pyrophosphate / 122 - 123 / encore plus réactifs,

réagissant sur deux alcools différents, par un schéma analogue pour donner des phospho-

diesters mixtes. JI est possible d'en envisager "utilisation dans ce domaine.
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B - Protocole expérimental

Le composé XX a été préparé en suivant scrupu.leusement le mode opéra-

toire d6crit dans la publication originale.

Les rendements et les caract6ristiques physico-chimiques ( F., R.M. N.)
sont ceux annoncés.

Toutes les manipulations ont été effectuées à l'abri de l'humidité (solvants
anhydres, courant d'azote) avec un soin particulier pour les fi Itrations des cristaux
hygroscopiques qui ont été réalisées en bof te à gants.

Nous donnons le détai I de l'apparei I que nous avons conçu pour obtenir
une solution titrée de phosgène dans le benzène, et effectuer la réaction sans avoir

de contact avec l'atmosphère extérieure.

Le phosgène provenant d'une bombe "Matheson" barbotte dans du benzène
contenu dans une ampoule de volume connu surmontée d'un tube gradué. L'augmentation

de volume de la solution peut ainsi être suivie. La solution obtenue est ensuite directe-
ment introduite dans le ballon contenant le sel de méthyl-pyridinium.

Le pyrophosphate obtenu sous forme de très beaux cristaux 5 'est avéré stable

pendant plusieurs mois, gardé stable à température ambiante, en bof te à gants, à l'abri

de la lumière.

2 - Conditions générales de la réaction-------------------------------

Sous protection d'une barrière à azote, dissoudre dans un ballon de 10m l,

0,2 mlv\ole (55 mg de pyrophosphate XX) dans 1 ml de chlorure de méthylène anhydre.
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.---- __ . _----,-

- -

Montage utilisé pour transformer le sel de méthyl pyridinium (XXVIII)
en pyrophosohëte (XX) par action cu ohosgène.
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Après avoir abaissé la température à aOc à l'aide d'un bain eau / glace,

aiouter à la seringue, très lentement, 0, 18 mMole (0,09 mCi) de dipalmitoyl-l,2

sn-glycérol (fraîchement préparé) et 0,2 mMole de ý collidine dissous dans 1 ml de

chlorure de méthylène anhydre.

la formation de l'intermédiaire CEP OR1 (XXI) est suivie par l'enregis-

trement de la 'radioactivité correspondant ou dérivé hydrolysé (XX II) dons le mélange

réactionnel chromatographié sur C.C.M. (chloroforme, méthanoll0 %) (R.F. = 0,2).

Après 1 h 30 à O°C et l h 30 à 25°C, le rendement de formation de CEP OR1

aHeint 65 % (reproductible) par rapport à la totalité de la radioactivité (dipalmitine)

initiale.

Toujours sous protection de la barrière d'azote, refroidir la solution à O°C.

Rajouter alors à la seringue le deuxième alcool protégé (0,2 mM) dissous

dons 1 ml de chlorure de méthylène anhydre.

la température est alors laissée remonter, la réaction se poursuiwnt, sous

agi tation, à température ambiante, durant 16 heures.

la réaction est arrêtée par addition d'eau; rajouter quelques ml de

CH2CI2 et laver la phase organique (H20). Après séchage et évaporation, la phase

organique est fractionnée par chromatographie sur plaque préparative développée par

les sol vents appropr iés .

REMARQUE

la structure du composé intermédiaire (XXI) a été prouvée par l'étude du

spectre de R.M. N. du produit XXVI provenant de l'hydrolyse de XXI, isolé par

chromatographie sur plaque préparative é luée par le mélange chloroforme à 12 % de

méthanol.
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I (XXV I) e présente sous forme de
l'acide phosphatidique acétoYny é s

l, é (ristallisés dans le mélange
beaux cristaux blancs insolubles dans ac tone ree

ch loroforme / acétone). Le poi nt de fusion est de 76°C.

Sur C.C .M. (CHCI3 20 % MeOH) le R. F. est 0,35.

- R.M.N. (CDCI3 + O2°)

1 massif 1 H 5,2 ppm H du sque lette g Iycéro I

1 massif 5H 4,3 ppm CH2 positions 1 et 3 du g Iycérol

H de l 'aeétoTny Ie

1 massif 7H 2,3 ppm Méthyle en S du CO de l'acétoTnyle

et 2 Cý en S du CO des acides gras

1 si ngu let é larg i 55H 1,3 ppm Méthylène de la chatne des acides gras

Méthyle de l'acétoïnyle

1 massif 6H 0,9 ppm 2 méthy les des aci des gras

Après condensation de trityl-éthanolamine (ýOH) suivant le protocole
expérimental décrit, la phase organique lavée et séchée est fractionnée par chromato-
graphie sur plaque préparative (chloroforme, acétate d'éthyle 5 % en présence de

T .E.A. 1 %).

La fraction (R.F. = 0,4),60 % de la radioactivité, visible en U. V., positive
à la ninhydrine et au réactif de Dittmer est recueillie.

Le rendement en activité récupérée est de 37 % par rapport à la dipalmitine.
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la déprotection de XX III est effectuée en deux temps

H du sque lette g Iycéro I

Protons aromatiques

2 méthyles des acides gras

CH2 du glycérol (Cl et C3)

P-OCý-CH2

H de l'acétoTnyle

2 Cý en a du CO de Pacide gras

CH2 en S de l'N

CH3 en S du CO de l'acétoïnyle

CH2 de la cha1'ne des oc i des gras

et méthyle de l'acétoinyle

2,3 ppm

5,3 ppm

4,2 ppm

7,4 ppm

1,3 ppm

0,9 ppm

1 H

7H

7H

6H

15 H

l massif

1 massif

1 massif

1 massif

1 siýulet déformé 55 H

1 massif

- R.M.N.

Le produit ainsi isolé (XXIII) ne présente sur C.C.M. dans différents

solvants (CHCI3, acétate d'éthyle) qu'une seule tâche.

" Enlèvement du groupe acétoTnyle 0 A 0, 1 mMole (55 p. Ci) du dérivé

acéta,onylé et tritylé de la P .E, (XXIII) dissous dans 1 ml de CH2CI2, rajouter 2 ml

de pyridine, 2 ml d'eau et 0,2 mMole (29 p.1) de triéthylamine.

Après 12 heures de chauffage à 70°C la réaction est arrêtée, la pyridine

et l'eau sont enlevées par évaporation successives
0

" la détritylation est effectuée sur le résidu d'évaporation par chauffage

3 minutes au reflux d'une so lutlon d'acide acétique / eau: 9 / 1 (9 ml).
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. '200C' uter de Pacétone et laisser le mélange
Après une lournée a ralo

une nuit à - 20°C.

le précipité formé est filtré sur Mi lIipore et récupéré (51 Il- Ci). Il est

analysé par C.C.M. dans les solvants CHCI3 / MeOH / AcOH / H20 : 65/

25/0 /4 et 80 / 40 / 5/7, en présence de P. E. témoins {inative ou active

préparée par d'eutres méthodes} .

llenregistrement de la radioactivité des C. C .M. montre que la P. E. siest

formée avec un rendement de 33 % par rapport à la P. E. bi -protégée.

REMARQUE

Nous avons essayé d'effectuer de la même façon la condensation sur XX

d'abord de N-trityl-éthanolamine puis de dipalmitoyl-glycérol. les rendements obteous

sont nettement inférieurs. Cela doit être dû à l'encombrement stérique qui limite la

réactivité de l'hydroxyle du dipalmitoyl-glycérol sur le triester cyclique.

Après avoir ajouté au mélange réactionnel 0,2 mfv\ole de glycérol frarche-

ment distillé et laissé la réaction se produire une nuit à température ambiante, une

C.C.M. (CHCI3 ' MeOH 8 %) montre la disparition presque totale (moins de 10 % de

l'activité totale) du CEP OR1 (XXI) (R.F. = 0,2) et l'apparition d'un produit actif
phosphoré (R.F. = 0,4) représentant 47 % de l'activité totale.

Ce produit XXIV est isolé par chromatographie sur plaque préparative
dans le même solvant (rendement 40 % par rapport au dipalmitoyl-glycérol).

le spectre de R. M. N. confirme la structure (CDC I + D 0)32'
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- R.M.N.

1 massif 1 H 3,3 ppm H du squelette glycérol (C2)

1 massif 7H 4,4 ppm 3 CH2 (Cl' C3 ' P-OCH2-C)

1 H de l'ccê rornyle

1 massif 3H 3,8 ppm H du sque lette 9 Iycéro I

1 Cý (CH2OH)

1 massif 7H 2,3 ppm CH3 en a du CO de l'acétoTny le

2 CH2 en a du CO des acides gras

1 si ngu let é larg i 55 H 1,3 ppm CH3 de l'acétoïnyle

CH2 de la chatne des cci des gras

1 massif 6 H 0,9 ppm 2 CH3 des oc ides gras

L'hydrolyse par la T.E.A. est effectuée sur XXIV; après acidification,

le mélange réactionnel est chromatographié sur couche mince dans les solvants

(CHCI3 / MeOH / AcOH / H20: 80/40/5/7 et 65/25/0/5) en présence

de P. G. témoi n .

L'enregistrement de la radioactivité des C.C .M. indique que le P.G "

siest formé avec un rendement de 37 % par rapport au P.G. ccëtetnylë (XXIV)

(R.F. =0,8 et R.F. = 0,2).

D'une façon tout à fait analogue, le benzyl-3 sn-glycérol est condensé

sur XXI.
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, H du benzylglycérol

Protons benzéniques

et H du groupe!acétoTnyle

2 CH2 en Cl' du CO

1 Cý en Cl' du CO de l'acétoTnyle

CH2 de la ehetne des aci des gras

CH3 du groupe acétoTnyle

Méthyles des acides gras

1,3 ppm

0,9 ppm

3,7 ppm

2,3 ppm7H

6 H

5 H

55H

Massif

Singulet é Icrgi

Massif

H du sque lette g Iycéro I (C2)

CH2 benzylique

CH2 (Cl' C3 ' P-OCýiH)
0-

Massif

La structure du P.G. bi-protégé XXV est confirmée par l'étude du spec-

tre de R.M.N. (CDCI3 + 020).

- R.M.N.

Singulet 5H 7,4 ppm

Massif 1 H 5,3 ppm

Singulet 2H 4,7 ppm

Massif 7H 4,3 ppm

Le dérivé XXV (60 % de l'activité) est isolé par chromatographie sur

I é
" "CHC I M OH 1 5 cl) (R F = 0 7) avec un rendement de 45 %.

p aque pr parah ve \: 3' e , 1° ., ,

" la débenzylation catalytique effectuée durant une nuit dans le mélange

CHCI2 / EtOH par hydrogénolyse sur charbon palladié 10% conduit au dérivé XXIV
identique à celui synthétisé par condensation directe du glycérol sur XXI. Filtrer sur

o

Mi lIipore 5 A, laver le catalyseur et évaporer la solution.
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" L'hydrolyse (T. E.A.) est effectuée sur le dérivé XX IV non isolé.

Après évaporation, Jes C.C.M. du mélange réactionnel acidifié, effectuées

en présence de P.G. témoin dans les solvants CHCI3 / MeOH / AcOH / H20 :

80/40/5/7 et 65/25/0/4, (R.F. =0,8et R.F. =0,2) indiquent que leP.G.

siest formé avec un rendement de 45 ý par rapport au P.G. acéto'inylé et benzylé

(XXV).
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CONCLUS ION GENERALE

Dans la première partie de ce travail nous avons montré qu'H était possible,

par modification et adaptation des méthodes classiques de la chimie des phospholipides

et glycérides, de préparer des déri vés marqués spécifiquement au carbone 14, ce, en

we dlétudes bioch imiques et biologiques.

Des exemples de synthèse de composés appartenant aux différentes classes

de glycérides (mono et di) et de phospholipides (phosphatidyl-éthanolamine, choline

et sérine) ont été décrits.

Les produits formés, dont l'activité spécifique s'êche lonne entre 0,5 mCi/

mMole et 20 rnCi/mMole, ont une très gronde pureté chimique et radiochimique. Leur

configuration es t ce Ile des déri vés na ture Is.

Dons la deuxième partie, nous avons mis au point, en utilisant des composés

marqués, une méthode originale pour effectuer la synthèse de phospholipides.

Cette voie de synthèse sIest avérée très prometteuse et aura, sans nu I doute,

grâce a la simplicité de so mise en oeuwe, un très grand avenir dans le domaine de la

synthèse des différentes c lasses de phospholipides complexes.
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