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SUMMARY 

The and I 4 C  labell ing of new dyes f o r  the functional 
hepatic expbmtion, are described. 

RESUME 

Les marquagee par l ' iode  radioactif  e t  l e  oarbone 14 de 
rwuveaux colorants adapte's & 1 'exploration fonctionnelle 
h&utique, sont d i c r i t e .  

I Introduction 

L'exploration de la fonction h6patique a bkn6fici6 depuis plusieur s 

annees de l'apport des  techniques isotopiques. L'utilisation de certaines 

mol6cules marqu6es par un 6metteur Y (Rose Bengale, Bromosulfophtaleine) 

permet d'obtenir des renseignements sur  l'activit6 fonctionnelle des cellules 

polygonales et accessoirement sur  la morphologie du parenchyme h6patique. 

P a r  ailleurs, la possibilit6 d'obtenir des composks marqu6s au 14C permet 

d'envisager sur  l'animal une etude plus precise des mCcanismes cellulaires 

d'6puration hkpatobiliaire. Dans une note prkliminaire 2~ 1'Acadkmie des 

Sciences ( l ) ,  nous avons indiqu6 que les  difficultks de synthbse et de marquage 

du Vert d'Indocyanine nous ont amen68 a pr6parer une aerie de colorants 

voisins mais de structure plus simple. ayant un tropisme hkpatique marqu6 : 
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ces composks appartiennent B la famille des indomonocarbocyanines, leur 

structure est representee par la  formule ci-dessous : 

Le processus de synthkse, ainsi que les  premiers  rksultats de l'ktude 

expkrimentale chez l'animal, ont ktk publies (2, 3). Parmi  cette skr ie  de cya- 

nines, certaines offraient la possibilitk d 'gtre  marquees par l'iode radioactif 

ou par le  carbone 14. Nous nous proposons ici de dkcrire le  marquage de ces 

colorants par lZ5I d'une part et par 
14 

C d'autre part. 

I1 Marquaae d'Indomonocarbocvanines B 1'Iode 125 

En premier lieu, nous avons essay6 d'halogkner l e s  molecules dans 

lesquelles R = H, HO, CH 0, par action de l'iode mol6culaire ou du mono- 

chlorure d'iode dans dilferents milieux : NH OH, HC1, CH COOH, mais dans 

aucun des cas ,  nous n'avons obtenu un produit iode. 

3 

4 3 

Nous avons prkpark ensuite la cyanine 5, 5' di-iodke (R = I), selon le  

processus dkja dkcrit (3). Cependant la  mkthode utiliske n'est pas envisageable 

dans l e  cas d'un marquage, &ant donne la longueur des opkrations et  l e  t rbs  

faible rendement final. Nous avons par ailleurs essay6 d'effectuer sur  cette 

cyanine un kchange isotopique, en la laissant en contact avec 1 mc de lZ5INa, 

dans le  dimkthylformamide, pendant 8 jours B 110", l'kchange ne se  fait que 

suivant un t rbs  faible pourcentage. 

Devant les  difficultks rencontrkes pour obtenir un colorant iodk marqu6, 

nous avons pens6 introduire un vecteur d'iode, et nous avons ainsi prkpark les  

composks suivants : 

I* 
- cyanine di (iodo - 2 benzoate) -5,5' ( R -eCoo ) (cyanine A,, 
- cyanine di (iodo - 4 benzyloxy) - 5,s '  =? @$3-iz0 ) (cyanine 2) 
- cyanine di (iodo - 2 benzyloxy) - 5,5 '  ( R =@- CH20 ) (cyanine 5 )  

Le colorant A es t  obtenu en condensant l e  chlorure d'acide iodo-2 

benzoique lZ5I sur  la cyanine dihydroxy-5,5' (R = OH), dans la pyridine. La 
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prkparation et l e  marquage de ce vecteur s'effectuent B partir de l'acide 

anthranilique (4). Le processus de synthbse es t  represent6 par le  schema 

ci -des sous : 

6 : 0 2 H  NaNQ, KI + H 2 S O 4  N a I * *  d C 0 2 H  

Nous avons ainsi prepare la cyanine A_ marquee avec une activitk 

spgcifique de 8,4 pC/mg. 

Les dtr iv6s B et C sont prepares en condensant sur  la cyanine dihydroxy - -  
respectiveaent les  bromures de paraiodobeneyle et d'orthoiodobenzyle. 

Ces derniers sont obtenus par bromation des toluenes correspondants (5), 

eux-m€?mes prepares par diazotation des toluidines (6) : 

B et C sont obtenues avec des activitks spkcifiques respectives - -  
de 9 ,uC/mg et 5 pC/mg. 

I11 Marquage d'Indomonocarbocyanines par 14C 

Afin d'obtenir des renseignements sur le  rne'tabolisme de ces  colorants, 

nous avons envisage le  marquage de certains d'entre eux par le  carbone 14. 
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Nous avons choisi pour l'instant les  cyanines pour lesquelles l'introduction du 

carbone radioactif soit la plus aiske d'une part, et d'autre par t  qui s'eliminent 

bien par la  bile. C'est pourquoi nous avons prepare les  deux composes suivants : 

- cyanine dim6thoxy-5,5' ( R =*CH 0 

- cyanine dibenzyloxy-5, 5' ( R = @ CHZO ) : cyanine E - 
) : cyanine 2 

Ces derives sont obtenus comme les  precedents ?L partir de la cyanise 

dihydroxy-5,5', sur  laquelle nous avons condense l'iodure de methyle pour D 

et le  bromure de benzyle pour E. 
- 

1 CH31 + " ' @ ~ f  H3C-f@'OH 

+NaOH -+ D CH =CH -CH - 
I I 

L'iodure de methyle marque au 14C est fourni par le  C. E. A. LeBromure 
14 de benzyle 14C est  prepare en traitant le  toluene 2, 3, 4 ,5 ,  - 

N - Bromosuccinimide : 

C par  l e  

D et  E sont obtenus respectivement avec une activite specifique - 
de 1 , 5  G / m g  et de 1 , l  pC/mg. 

Nous avons prepare des colorants de structure voisine de celle du 

Vert d'Indocyanine, marques par l'lode radioactif et par l e  carbone 14. En c e  

qui concerne les  produits iodks (cyanines 4, 5 et  s), 1'6tude biologique chez 

l'anima1,actuellement en cours, a mis  en evidence une hydrolyse rapide de la 

fonction ester  dans l'organisme. P a r  contre la liaison ether oxyde es t  stable ; 

on note une difference de comportement nette entre 2 et  C : l e  compose B a une 

elimination biliaire relativement faible a lors  que l e  compose C a un taux 

d'elimination comparable 21 celui du Vert d'Indocyanine, et independant de la 

- 
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dose de colorant inject6e. Ces  rCsultats ambnent % poursuivre no t r e  Ctude en 

vue de  l 'uti l isation possible de cet te  mol6cule marquee dans l 'exploration de la 

fonction hgpatobiliaire. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

GknCralitCs : - - - - - -_ - - - -  
L e s  spec t r e s  infrarouges ont C t C  enregis t res  3 l 'aide d'un spectrophotombtre 

Pe rk in -E lmer  257. 

L e s  spec t r e s  dans l e  visible ont 6t6 rCalis6s su r  un apparei l  L e r e s  S 28. Lea 

spec t r e s  de R. M. N. ont && effectues su r  un apparei l  Jeol C 60 HL en uti l isant l e  

T. M. S. en rCf6rence interne.  

Lea chromatographies en phase vapeur (cpv) sont effectukes au moyen d'un 

apparei l  Techmation MT 220 T r a c o r ,  en uti l isant une colonne de 1 m carbowax 

20 M 2 10 %. 
L e s  points d e  fusion sont p r i s  s u r  un banc KOFLER. 

L a  puret6 des  cyanines eat  contrOlCe p a r  chromatographie s u r  couche mince,  

en uti l isant di gel de  s i l ice  Merck G type 60, en Chant  successivement avec 

les deux melanges suivants : 

- Butanol-Acide Acktique-Eau (50/15/35) 

- t e r  Butanol-Ammoniaque 3 % (75/25) 

C e s  chromatographies ont 6tC analysees s u r  un d6rouleur de chromato- 

g r a m m e  PANAX Cquip6, pour lea produits iodCs, d 'une sonde % c r i s t a l  plat 

INa (Tl) (27 m m )  et  pour lea produits marquks au 14C, d'un dCtecteur type 

Geiger Muller sans fenetre.  

L e s  m e s u r e s  de radioactivitk sont effectu6es : 

- pour l e a  cyanines iodCes, avec un compteur 2 c r i s t a l  puits INa (Tl) relik 

B un sklecteur d'amplitude et  2 une Qchelle de comptage. L a  l a rgeur  de  l a  bande 

uti l iske e s t  de 10 volts. El le  eat  centrCe su r  l e  pic d 'absorption totale de  

(27 keV). 

1251 

- pour l e s  produits marques au 14C, avec un scinti l lateur liquide modele 

6860 Nuclear Chicago muni d'un s tandard externe de  Baryum 133 pour lescor- 

rect ions de Quenching. 

L e s  Cchantillons d ' iodure de sodium marqu6, a insi  que l ' iodure de mdthyle 

14c  e t  l e  tolubne 1 4 c ,  sont fournis pa r  le C. E.A. 
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I PrCparation de la  cyanine 

1) PrCparation de l 'acide iodo-2 benzotque 1251 : 

A une solution bien agit6e de 5 mMoles d'acide amino-2 benzotque dans 

4 ml d'acide sulfurique et 4 ml d'eau, on additionne B 0 "  5 , 4  mMoles de NaNO 

dans 1 ml d'eau. On ajoute ensuite une solution contenant ?Na (sans entraineur 

et sans rdducteur) et 6 mMoles de KI, dans l 'acide sulfurique dilud. On chauffe 

jusqu'8 1'Cbullition pendant quelques minutes, puis on refroidit et f i l t re  l'acide 

benzotque iodC prCcipitC. Apres purification par deux passages successifs 

acide-base, le  rendement est de 70 %. 

2 

F = 162" Litt F = 162" 

IR : 3300 8 2500 cm-l  : OH (COOH) 
(4 ) 

1680 cm-l  : C = 0 (COOH) 

A partir d'un Cchantillon de 30 mC de 1251Na, nous avons obtenu, dans ces 

conditions, une activit6 spCcifique de 19 pC/mg. 

2) Prkparation du chlorure de l 'acide iodo-2 benzoique lZ5I : 

3,5 mMoles d'acide et 40 mMoles de SOCl fraichement distill6, sont 
2 

maintenus 8 reflux pendant deux heures. Puis on laisse refroidir e t  kvapore sous 

vide l'exc'es de chlorure de thionyle. 

Le chlorure d'acide iodo-2 benzotque ainsi obtenu est utilisk directement 

pour la suite de l a  pr6paration. 

3) Pr6paration de la cyanine 

A 1, 5 mMole de cyanine dihydroxy-5,5' dans 20 ml de pyridine fraiche- 

: 

ment distill6e, on ajoute 3, 5 rnMoles de chlorure d'acide et  on agite pendant 

16 Heures 3 temperature ambiante. On additionne ensuite une grande quantit6 

d'6ther anhydre, c e  qui entrame la prCcipitation de la cyanine A,  oil filtre, 

lave 8 1'Cther et l'acetone, puis seche sous vide sup chlorure de calcium, 

Le rendement es t  de 30 %,  l'activitC specifique de 8 , 4  gC/mg. 

IR : 1100 - 1300 ern-' (S03H) 

1030 cm" (S03H) 

1560 cm" (double liaison fortement conjugu6e) 

1740 cm" (C = 0) 

Visible : X max (H 0) : 525 e t  560 nm. 2 

La chromatographie ascendante sur  papier Wathman n"2, en Cluant avec 

HC1 0 ,5  N ,  ne ddc'ele pas la presence d'iodure. 
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I1 Preparation de la cyanine 2 
1251 

1) Preparation du para iodo-toluene 

A une solution fortement agit6e de 10 mMoles d'amino-4 toluene dans 

2 
4 ml d'HC1 concentr6 et 4 ml d'eau. on additionne B 0" 10.5 mMoles de NaNO 

dans 2 ml d'eau. Puis, on ajoute une solution contenant *INa (sans entraineur et 

sans r6ducteur) et 10,5mMoles de KI dans l'eau. On la isse  k temperature am-  

biante pendant environ 1 heure, puis on chauffe au bain-marie jusqu'k c e  que 

l e  degagement d'azote cesse. On refroidit, additionne une solution de NaOH 5% 

jusqu'B l'obtention d'un pH basique. On extrait 21 l '6ther et sbche sur  chlorure de 

calcium. Apres avoir 6vaporC l e  solvant sous vide, on purifie le para iodo 

tolubne par chromatographie sur  colonne de silice (solvant = benzene, 6luant = 

ether de petrole). 

Le rendement es t  de 70 % aprks purification. 

F = 34" 

La puretC du produit es t  contr616e par  cpv sur  colonne carbowax B 110'. 

Les spectres IR et RMN sont superposables ?I ceux d'un Bchantillon de 

Litt(6) : F = 35" 

para iodo toluene authentique. 

A par t i r  de 51 mC de 1251Na, nous avons obtenu dans ces conditions, une 

activite sp6cifique de 2 2 , l  fiC/mg. 

1 251 2) Preparation du bromure de para  iodo beneyle 

A 7 mMoles de para iodo toluene en solution dans 2 ml de CC14. on ajoute 

7 , 8  mMoles de N B S et une pointe de spatule de peroxyde de beneoyle. On 

4 
la isse  2t reflux pendant 15 heures. Apres avoir refroidi, on filtre, 6vapore CC1 

sous vide, e t  purifie le  derive brom6 par chromatographie sur colonne de silice 

(solvant = benzene, eluant = ether de petrole). 

Le rendement es t  de 33 %. 
Litt F = 78,5' - 79,5" 

(7) 
F = 78" 

La cpv sur colonne carbowax B 110' indique que l e  produit es t  pur. 

RMN (CC14) : 4,40 (singulet) (CH ) 

Activite specifique : 16, 1 fiC/mg. 

2 
7 a 7 ,  8 (multiplet) (aromatique) 

3) Preparation de la cyanine 2 : 
A 0 , 5  mMole de cyanine dihydroxy-5,5' dans 10  ml d'eau, on ajoute 

2mMoles de soude et on la isse  environ 1 heure 2I 50". Puis on ajoute 2mMoles 
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de bromure de paraiodobenzyle dans 20 m l  d'acktone, e t  laisse 24 heures B 

reflux. On refroidit, additionne HC1 5 N jusqu'a obtention d'un pH acide, extrait 

au chloroforme, skche sur sulfate de magngsium, et kvapore le  solvant sous 

vide. La cyanine est  l a d e  B l 'kther et s6chCe sous vide sur  chlorure de cal- 

cium. 

Nous avons ainsi obtenu la cyanine g avec un rendement de 45 p et une 

activit6 spkcifique de 9 pC/mg 

IR : 1100 - 1300 cm-l  (S03H) 

1040 cm-l  (S03H) 
1 

1560 cm- (double liaison) 

Visible : Xmax (H 0) : 532 et 565 nm. 
2 

La chromatographie ascendante sur  papier Whatman n"2 en kluant avec 

HC1 0 , 5  N,  ne deckle pas la prksence d'iodure. 

111 Preparation de la cyanine C. 
Elle est r6alisCe selon le  mBme processus que la cyanine B : 

1 )  prkparation de l'orthoiodotolukne 1251 : 

L e  rendement est de 35 %. 
La cpv sur colonne carbowax B 110" montre que le  produit es t  pur. 

Les spectres IR et RMN sont superposables 21 ceux d'un kchantillon 

d'orthoiodotolukne authentique. 

A par t i r  de 30 

une activit6 spgcifique de 13 pC/mg. 

mC de 1251Na, nous avons obtenu dans ces  conditions 

1251 2)  prkparation du bronmre d'orthoiodobenzyle . 
Le rendement es t  de 52 %. 

F = 55" Litt F = 53.5' 
( 8 )  

La puretC du produit est contr616e par cpv sur  colonne de carbowax 

A 135". 

RMN (CC14) : 4,40 (singulet) (CH ) 2 
6 ,  9 B 7,  5 (multiplet) (aromatiaues) 

ActivitQ specifique : 9, 3 flC/mg. 

3) prkparation de la  cyanine 5. 
Elle es t  obtenue avec un rendement de 60 % et  une activite spkcifique 

de 5 pC/mg. 
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IR : 1100 - 1300 c m - l  (S03H) 

1040 c m - l  (S03H) 

1560 c m - l  (double l iaison conjuguee) 

Visible : 

L a  chromatographie ascendante s u r  papier Whatman, en kluant 

X max  (H 0) : 532 e t  565 nm. 
2 

avec HC1 0,5N, ne  d6cble pas la  presence d' iodure.  

Iv Preparat ion de la cyanine g : 
A l 'a ide d'une r ampe  B vide, on t ransvase 2 mMoles d ' iodure de  m6thyle 

14CH I (2 mC) su r  une solution de 0 , 5  mMole de cyanine dihydroxy dans 10 rnl 
3 

d 'eau et  2 mMoles de  soude. On laisse 24 hedres  B reflux, puis additionne HCl 

5N jusqu'h 

lave la  cyanine D recupkr6e B l 'kther et  B l 'acktone, puis skche sous vide su r  

chlorure  de calcium. 

obtention d'un pH acide.  On kvapore B sec  sous vide pouss6, 

L e  colorant e s t  purifik pa r  chromatographie sur  colonne de s i l ice ,  

en eluant avec le melange t e r  Butanol - Ammoniaque (75/25j. 

L e  rendement,  ap rbs  purification e s t  de 45 %. 
Activite sfikcifique : 1 , 5  pC/mg. 

IR : 1100 - 1300 c m - l  (S03H) 

1040 c m - l  (S03H) 

1560 crn-l (double l iaison) 

Visible : Xmax (H20) : 532, 565 n m  

V Preparat ion de  la cyanine g. 

1 )  preparat ion du bromure de benzyle 14C. 

A l 'aide d'une r ampe  2. vide, on t ransvase dans un ballon 5 mMoles de  

tolukne 2 ,  3 , 4 , 5  - 14C (2, 3 mC), que l 'on dissout dans 2 m l  de CC14. On 

ajoute 5 , 7 5  mMoles de N-Bromosuccinimide e t  une pointe de spatule de 

peroxyde de benzoyle, puis on l a i s se  

Cvapore CC1 

s u r  colonne de silice (solvant = benzbne, eluant = &her d e  petrole).  

reflux pendant 15 heures .  On f i l t re ,  

sous vide, et purifie l e  b romure  de benzyle pa r  chromatographie 
4 

Rendement : 55 % 
Activite spkcifique : 2 ,  7 @C/mg. 

L a  cpv s u r  colonne carbowax B 90" indique que l e  produit est pur.  

L e s  spec t r e s  IR et  RMN sont superposables B ceux d'un Bchantillon de  

b romure  de  benzyle authentique. 
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2) prepara t ion  de  la cyanine,  selon l e  mi?me p rocessus  que pour l e s  

compos6s et  5. 
Rendement:60 ’$ 

ActivitC specifique : 1, l)PC/mg 

IR : 1100 - 1300 c m - l  (S03H) 

1040 c m - l  (S03H) 

1560 c m - l  (double l ia i son)  

Visible : A (H20) : 532 e t  565 nm. 
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