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SUMMARY 

NN,  di-2,. chloroethyl, p .&n0-4, phenyl butyric acid i s  la- 
belled with 14C on three d i f f e ren t  pos i t ions:  

14 
-On the carbon bearing the carboxylic fonction by means of K 

-Llnifomnely on the four carbons o f  the dichloro e thy l  group by 
means of ethylen oxyde. 
-On the v ic inal  carbon of the  carboxylic fonction by means of 
K CN. 

CN. 

1 4  

R E S U M E  

L'acide Nt? dichloro-2, e thy l  p &no phSnyZ-4, butyrique e s t  
marqud p a r  I4C en t r o i s  posit ions d i f fdrentes :  
-sup l e  carbone portant l a  fonction carboxylique d partir de K 

-unifomiment sur l e s  quatre carbones du groupement dichloro- 
e'thyl d par t i r  d'oxyde d'Qthyl8ne radioact i f .  
-sur l e  carbone pZacd en a de l a  fonc t ion  carboxylique d par t i r  

14 CN. 

da K14CN. 

I Introduction 

L'efficacitC therapeutique du chloraminophbne dans la polyarthrite 

rhumatofde est actuellement bien Ctablie (1, 2, 3, 4, 5) cependant le 
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mkcanisme d'action comporte encore bien des inconnues. L e  marquage du 

chloraminophbne sur  divers fragments de l a  molkcule par l e  14C peut en 

particulier permettre  de prkciser quel est le  fragment actif sur  l e  plan 

thdrapeutique et  de dkterminer s ' i l  s 'agit de la  molkcule ou d'un 

mktabolite. L'ktude pharmacocinktique du chlorambucil marque permettra 

de prkciser ses  modalitCs d'absorption, de transport plasmatique et 

d'klimination. 

A l 'aide de cette molkcule marquke, on prCcisera 6galement par 

autoradiographie les  zones electives de concentration de la molkcule ou 

des mktabolites au niveau des diffkrents tissus et organes, et ultgrieure- 

ment la nature des sites actifs au niveau des rkcepteurs cellulaires . 
Le chloraminophbne dont la formule gknkrale es t  rappelke ci-  

dessous, a ktk marquk sur divers fragments. 

CH2c"2'N 9 C H 2  CH2 CH2 COOH 
CI CH2CH2/ 

a) sur  l e  carbone portant la fonction carboxylique (Ia) 

b) uniformkment sur  les  quatre carbones des groupements 

dichloro-kthyl (I b) 

c) sur  l e  carbone place en c( de la fonction carboxylique (I c) 

I1 Marquage sur  l e  carbone portant la fonction carboxylique. 

La synthbse du chlorambucil a kt6 rkaliske par EVERETT ( 6 )  selon la 

technique suivante (schkma I). 

Dans ce prockdk, la nitration de l'acide phe'nyl butyrique (11) en acide 
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II S O C  I m 

m 
I P a  

c 

I 
Ia ,  b , c  

mx 
m a , b , c  

nitro-4, phknyl butyrique (111) est effectuke avec un t rks  mauvais rendement 

(15 %) ; il importe donc pour real iser  le  marquage sur l e  carbone de la  fonction 

acide de crker  la fonction carboxylique sur  ce  composk postkrieurement a la 

fixation du groupement nitro sur  le  noyau aromatique. 

Pour realiser ceci plusieurs proc6d6s pouvaient Stre envisages ': 

1 - la C; alcoylation, par le  bromo-1, p nitro phknyl-2, kthane du mono- 

propyl amidure lithien de l'acktate de sodium marque obtenu par action du diiso 

de lithium sur  le  sel de sodium de l'acide acktique selon la methode de 

CREGER (7). 
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02N -@-C H2C HgBr 

.. LiCH2COONa a. 'qN-@-C H2C H2CH2C V a  

2 - La mono alcoylation de l'acktate d'dthyle ou du malonate d'kthyle par 

le  meme dkrivk bromd que prkcedemment. 

Ces deux procddks ne permettent pas d'isoler le  produit recherch6. 

En effet, l e  bromo-1, p nitrophknyl-2, dthane n'est pas stable dans les  mi- 

lieux fortement basiques utilisks pour attaquer les  hydrog'enes en ,$, de la 

fonction carboxylique. 

De plus, nous n'avons pu rkaliser l'organomagnksien correspondant au 

bromo-1, p nitrophQny1-3, propane et par voie de conskquence, il n'est pas 

possible de prkparer l'acide correspondant par carbonatation du MagnQsien. 
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Seule l'action du bromo-1, p nitro phknyl-3, propane sur l e  KCN 

radioactif, suivie d'une hydrolyse en milieu acide permet d'isoler l'acide (IIIa) 

marquk sur le  carbone de la fonction carboxylique avec un bon rendement (75 % )  

Remarque : 

De meme dans ce cas, il n 'es t  pas possible de rkaliser le  passage 

nitrile-acide par traitement 21 la soude car  la  prksence du groupement nitro en 

para rend les  hydrog'enes trop labiles pour qu'ils puissent res is ter  'a l'action de 

la soude B 100" C. 

Ensuite, nous avons utilisk l e  mSme schkma rCactionne1 que celui ddcrit 

par EVERETT ( 6 )  c 'es t  2L dire  passage 2 l 'es ter  mkthylique (Va) par action de 

SOCl puis traitement du chlorure d'acide obtenu (IVa) par l e  mkthanol. 
2 

La reduction du groupement nitro en amine (VIa) est r6alisCe par hydro- 

genation sous pression normale avec du palladium sur charbon 'a 10 %. 
L'ester  mdthylique de l'acide NN dihydroxyCthy1 amino-4, phdnyl 

butyrique (VIIa) est obtenu par traitement de (VIa) par l'oxyde d'kthylbne. 

L'action de POCl 

kthyl amino-4, phknyl butyrique (VIIIa). Enfin, la fonction acide es t  libdrde par  

hydrolyse en milieu chlorhydrique fort. Une saponification ne peut convenir pour 

rkaliser cette rkaction car  en milieu basique les  atomes de chlore sont aubati- 

sur (VIIa) conduit B l 'es ter  mdthylique de l'acide NN dichloro- 
3 
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tuks par des .groupements hydroxy. 

Le  chloraminoph'ene marquk sur  l a  fonction acide (Ia) est obtenu avec 

un rendement radiochimique de 50 % par  rapport au cyanure de potassium 

radioactif. 

I11 Marquage uniforme sur  les  quatre carbones des groupements chlo- 

roethyl (Ib) 

Dans ce cas l e  marquage est  rkalisk selon l e  mGme mode opkratoire que 

preckdemment en utilisant de l'oxyde d'ethyl'ene marque au 14C pour passer  de 

(VIb) 

d'kthylbne stable rkside dans l e  fait qu'elle doit Gtre rkalisCe sans grand exc'es 

d'oxyde d'Qthylkne. 

(VIIb). La difference essentielle, avec l a  reaction effectuge avec l'oxyde 

En fait, la  &action a Bt6 conduite en utilisant les  proportions suivantes : 

+=4 oxyde d'kthylkne 

amino-4, phknyl butyrate de mkthyle 

a lors  que dans la  synth'ese d6crite par  EVERETT (6) ce  rapport  est 9. 

Le chloraminoph&ne (Ib) est obtenu avec un rendement radiochimique 

de 29 %, calcul6 par  rapport, B l 'activit6 de 1'6chantillon d'oxyde d'6thylSne 

mar  quk . 

IV Marquage sur  l e  carbone place en d de la  fonction carboxylique (Ic) 

Ce marquage consiste dans un premier  temps B preparer  l e  I4C - 1 
bromo-1, p nitrophenyl-3, propane (IXc). Nous l'avons obtenu selon l e  proces- 

sus suivant (schema 11). 

Le  passage de (XI) B (XIII) est effectuk selon la  mGme technique que 

celle dkcrite pour passer  de (IX) B (IIIa) par action du KCN marque au 14C 

suivi d'une hydrolyse en milieu acide. Ensuite, l e  chlorure d'acide (XIVc) 

obtenu par action de SOCl 

ces conditions, l e  groupement nitro n'est pas touchk). 

est  rkduit en alcool (XVc) B -40" par LiAIH 
2 4 

(dans 

Enfin, l e  14C - 1 bromo-1, p nitrophknyl-3, propane (IXc) est p rkpar i  

en traitant l'alcool (XVc) par  un mklange d'acide bromhydrique et d'acide 

sulfurique. 
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A partir de l i ,  l e  chloraminophkne (Ic) est synthe'tise' selon la methode 

de'crite pre'ce'demment. 

Nous avons prepare' l e  chloraminophkne avec un rendement radiochimiqE 

de 2,5 % par rapport au cyanure de potassium marquk. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

I Indications G6nerales : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Les spectres infrarouges ont e't6 realises sur un spectrophotomktre 

Perkin Elmer 257. 

Les  spectres de r6sonance magnetique nucleaire ont 63.6 effectues sur  

un appareil J EOL C 60  HL, en utilisant le T M S en reference interne. La 

position des bandes est  donnee en valeur de 6 . 
Les points de fusion sdnt pr is  sur un banc KOFLER. 
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L e s  m e s u r e s  de  radioactivite specifique sont r ea l i s ees  su r  un scinti l-  

la teur  liquide modkle 6860 Nuclear Chicago muni d'un standard externe de 

Baryum 133 pour l e s  correct ions de  Quenching. 

L e s  chromatographies de  produits radioactifs sont analysCes su r  un 

dCrouleur de  chromatogramme PANAX kquip6 d'un detecteur type Geiger 

MUller s ans  f ens t r  e. 

I1 Preparat ion de  l 'acide N N  dichloro-2, ethyl p amino phknyl-4, butyrique 

marque pa r  14C su r  la fonction carboxylique. 

1) Acide 14C - 1 p ni t ro  phknyl-4, butyrique (IIIa) 

A 0, 02 M de (IX) on additionne 0,02 M de K 14 CN (5 mci)  en solution dans 

un melange de  5 ml d'eau et 15 ml de  mkthanol. On l a i s se  7 heures  

extrait  B l ' e the r ,  dist i l le l e  solvant, reprend l e  residu pa r  15 ml  d 'H SO 

(d = 1,84)  et  10 ml d'eau, porte  B reflux pendant 20 minutes,  extrait  B 1'6ther.  

On lave la phase organique B la soude 4 N ,  neutral ise  l e s  eaux de lavage pa r  

HC1 5 N, extrai t  B l 'Q the r ,  s'eche su r  MgS04 et  dist i l le l e  solvant. On obtient 

0, 015 M de (IIIa). 

reflux, 

2 4  

2)  C14 - 1 p amino phknyl-4, butyrate d e  methyle (VIa) 

On t r a i t e  0 ,015 M de (IIIa) pa r  10 ml  de SOCl2, l a i s se  1 heure B reflux, 

Bvapore l 'excks de SOCl 

porte  B reflux 1 heu re  puis dist i l le l 'alcool en exc'es sous pression rkduite. 

L ' e s t e r  mCthylique (Va) a insi  obtenu e s t  hydrogene sous pression normale en 

4 heures  dans une subpension de  200 mg de  Pd/C (10 YO) et 200 m l  .de methanol. 

On f i l t re ,  kvapore l e  m6thanol et obtient 0, 014 M de  (VI a ) .  

sous vide, reprend l e  residu pa r  10  ml  de m6thano1, 2 

3) acide 14C - 1 N N dichloroCthy1 p amino, ph6nyl-4, butyrique (Ia) 

On ajoute 0, 126 M d'oxyde d'kthylkne B une suspension bien agitke de 

(VIa) dans 15 ml d'acide acCtique N B temperature  ambiante. Apr'es 4 heures  de 

contact on Qvapore l'oxyde d'gthyl'ene en exc'es, neutral ise  pa r  une solution de 

carbonate de  sodium N ,  extrai t  B l 'k ther  e t  s'eche s u r  MgS04. On dissout l e  

rksidu obtenu apr'es Cvaporation de  1'6ther dans 50 ml de benzene anhydre, 

concentre pa r  distillation jusqu'k 25 m l ,  ajoute 5 m l  de  P0Cl3 ,  porte  B reflux, 

pendant 1 h 30 mn, Bvapore sous vide. L e  rksidu obtenu est  t ra i t6  pendant 

1 h 30 mn B reflux par  15 m l  d 'acide chlorhydrique (d = 1, 19). On dilue puis 
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extrai t  B l 'k ther  et  seche su r  MgS04. L'Cvaporation de  la phase kthkrke con- 

duit 'a 0,Ol M de (Ia). 

I11 Prkparat ion de l 'acide NN dichloro-2, ethyl p amino phCnyl-4, butyrique 

marque uniformkment pa r  14C s u r  les quatre  carbones des  groupernents 

dichlorokthyl : (Ib) 

A l 'aide d'une rampe 'a vide on t r ansvase  0, 02 M d'oxyde d'kthylkne 

rnarquk (2 mci) su r  une suspension de 0 ,005  M de p amino phknyl-4, butyrate 

de  rnkthyle dans 5 rnl d 'acide ace'tique N .  On l a i s se  15 h 'a temperature  am- 

biante. L a  rkaction est poursuivie cornrne prkckdemment en rCduisant propor-  

tionnellement la quantitk de rkactif. On obtient 0,0036 M de  (Ib). 

IV  PrCparation de l 'acide NN dichloro-2, ethyl p amino phknyl-4, butyrique 

rnarquC pa r  14C s u r  l e  carbone en c( de  la  fonction carboxyhque. 

1 )  acide 14C - 1 p nitro phknyl-3, propionique (XIIIC) 

A 0,04 M de XI on.additionne 0,04 M de K 14 CN (1 mci) en solution 

dans 30 rnl de mkthanol et  5 m l  d 'eau, on l a i s se  26 heures  2i reflux, extrai t  'a 

l 'Cther, chasse  l e  solvant, reprend l e  rksidu pa r  un melange de 10 ml d'acide 

acCtique glacial, 15 rnl d'eau et  25 rnl d'H SO 2 4  
reflux. On extrai t  'a l 'k ther ,  lave la phase organique 'a la soude 4 N ,  neutral ise  

l e s  eaux de lavage pa r  HC1 5 N et extrait  B l 'kther.  On skche su r  Mg SO 

disti l le l e  solvant. On obtient 0 ,  012 M de (XI11 c).  

(d = 1, 84), l a i s se  l h  45 m n  'a 

4 et 

2) 14C - 1, p ni t ro  phknyl-3, propanol (XVc) 

On t r a i t e  0,Ol M de (XIIIC) par  10 ml de S0Clz,  l a i s se  B reflux lheu re ,  

c f a s s e  l e  SOCl 

Ensuite,  on additionne cette solution B 0,015 M de  Li  AlH en suspension dans 

20 rnl de  T H F refroidi 'a -40" C. On l a i s se  2 heu res  'a cette tempkrature  puis 

hydrolyse.  On extrait  B l 'k ther ,  dist i l le l e  solvant. On obtient 0,006 M de 

en exc'es, reprend pa r  10 m l  de Tktrahydrofuranne (T H F). 
2 

4 

(XVC). 

3) 14C - 1 Bromo - 1, p ni t ro  phCnyl - 3, propane (IXc) 

On t r a i t e  0,006 M de (XVc) pa r  un mklange de 7 ml de  H SO4 (d = 1.84) 2 
et 3 ml d'HBr B 48 %. On l a i s se  2 heu res  2i reflux, extrai t  B l 'e'ther, skche su r  

MgSO et chasse  l e  solvant. O n  obtient 0,004 M de (IXc). 
4 
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4) 14C - 2 ,  p ni t ro  ph6nyl - 4, butyrique (IIIc) 

A par t i r  de  0, 004 M de (IXc) en utilisant l e  meme  mode op i r a to i r e  que 

pour rkaliser l e  passage de  (IX) B (IIIa) on obtient 0 ,002  M de (IIIc). 

5) acide 14C - 2, NN dichloroithyl p amino phknyl - 4, butyrique (Ic) 

On t r a i t e  0 , 0 0 2  M de (IIIc), comme indiqu6 dans le marquage de (Ia) 

en rgduisant proportionnellement la quantit6 de  r i ac t i f s  et obtient 0,001 M de 

(Ic ) . 

V Identification e t  contr8le de  puret6.  

- F :  65" C 

- IR : 3300 'a 2400 ern-' 
1700 c m - l  

1 1615 c m -  

64-66" C 

OH 

c = o  
c = c (aromatique) 

Rapport  d'intensitk - RMN 

1,66 B 2,75 m A 3 

3 ,  6 0  m B 4 

6 ,77  m C 2 

11, 66 (disparait  

2 
avec D 0) S D 1 

- Chromatographie 

3 
Homogene dans l e  syst'eme suivant : si l ice  MeOH - CHCl 

(1 - 10). L'analyse e s t  effectu6e su r  un dirouleur  de  chro-  
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matogramme,  pa r  auto-radiographie e t  pa r  chauffage apr'es 

t ra i tement  ?i l ' ac ide  sulfurique. 

VI Rendement radiochimique et  activit6 spkcifique 

R endement r adiochimique Activitk spkcifique 

5 0  % 
par  rappor t  au  Kl4CN 

29 % 

0 , ' 80 )  ci/mg 

0,531)4 ci/mg pa r  rappor t  B l 'oxyde 
d'kthyl'ene 14C 

235 % l4 
p a r  rappor t  au  K CN 0 , 0 8 , b  ci/mg 
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