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SUMMARY 

p- [ bis (2-chloro6thyl)amino ] 1-phenylalanine o r  melphalan 

has  been labelled on the four carbons of the dichloroethyl 

group by means  of uniformly labelled ethylene oxide - C 

(specific activity : 4 ,  5 pCi/mg) f o r  pharmacocinetic study. 

14 

RESUME 

L a  p- [ bis (chloro-2-kthy1)amino 1 1-phenylalanine ou 

melphalan a kt6 marqu6e  s u r  l e s  qua t re  carbones du 

groupement dichloro kthyle par  l'oxyde d'kthyl'ene !4C 

uniformkment marquk (activitk spkcifique : 4 , s  pCi/mg) 

en vue de l 'dtude pharmacocinktique. 

INTRODUCTION 

AdministrB pa r  voie ora le ,  c e  composd e s t  l a rgement  utilisk 

en clinique, dans l e s  myblomes, l e s  cance r s  de l 'ova i re  et  du sein ; le,s 

thymomes et r6ticulo-sarcomes et  dans cer ta ins  mklanomes en perfusion 

ar  tkriell  e et circulation extra co rpor  elle (1). 
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L e s  principales ktudes pharmacocinktiques ont k t k  faites avec l e  

melphalan rackmique appelk : la DL-sarcolysine (2)(3).  C e s  au teu r s  ont 

utilisk la molecule marquee  au  14C s u r  l e  carbone 0 de  la c h a h e  alanine. 

P lus  recemment  MILNER e t  coll. (4) ont ktudik la distribution du melphalan 

marquk par  3H chez l e  rat por teur  de tumeurs.  De l e u r  cbt6, KLATT e t  

coll. (5) ont suivi I'Blimination du produit tr i t ik chez des malades po r t eu r s  

de  melanome malin. 

C e s  donnees bibliographiques nous permettent d 'u t i l i se r  compa- 

rativement les rksultats obtenus p a r  diffkrents au teurs  avec  la molkcule 

marquke pa r  14C s u r  la chafhe alanine. Dans c e s  conditions e t  compte- 

tenudu pr ix  tr'es &lev6 du marquage, nous avons seulement marquk le me l -  

phalan s u r  l e s  qua t re  carbones du groupement dichlorokthyle. 

N o s  p ropres  donn6es fondamentales s u r  l e  plan pharmacocink- 

tique compardes aux donnkes bibliographiques prkcitkes,  nous ont pe rmis  de  

p rec i se r  chez l 'animal,  l e  mkcanisme d'action de  ce  compos6. 

Le melphalan prksente  la formule chimique suivante : 

C e  composk e s t  le dkrivk p [bis(chloro-Z-kthyl)amino) -1- 

phknylalanine, il en t re  dans l a  catkgorie des  moutardes d 'azote dont l e  

groupement alkylant e s t  : 
CH, CH; CI - N: 
CH, CHi CI 

Ce compose' prksente d'une par t  un ca rac tk re  amphot'ere dii 

2 la prksence  du groupement amino-acide et d ' au t re  pa r t  la stkrkospbcifi- 

cite optique de c e  compose, l ike 2 la forme lkvogyre, dextrogyre ou rack-  

mique de l ' amino  acide e s t  p r imordia le  quant B s e s  effets cliniques (6, 7). I1 

est essentiel  d'6viter toute rackmisation au  cours  de  la synth'ese, la f o r m e  

ldvogyre &ant de  loin la plus active. 

Marquage du melphalan p a r  l'oxyde d'kthyl'ene 14C 

La synth'ese du melphalan a k t 6  rkaliske p a r  BERGEL et coll. 

(8,9) e t  l e  marquage en position N-bis (chloro-2-kthyl) avec l 'oxyde d'kthy- 

l'ene Y C  par  SOLOWAY e t  NYILAS (10) selon l e  schCma rkactionnel suivant : 
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Ces  auteurs  ont travail16 'a par t i r  de la  1-phknylalanine, en 

bloquant la  fonction amino-acide, respectivement pa r  l e  groupement 

phtaloyle et pa r  la fonction e s t e r ,  de fagon 'a pouvoir effectuer la 

reduction du groupement nitro,  l'hydroxy-kthylation, la chloruration 

et  l 'hydrolyse conduisant au melphalan avec des  rendements chimiques 

de 23 % (9) 37 % (8) e t  43 % (10) et  des  angles de rotation respective- 

ment de -19,5" (c = 0 ,67  MeOH), - 31,5" (c = 0 , 6 7  MeOH) et  t 9 , 5 "  

(c = 0 ,93  g/100 ml HC1 1 N). 

De la meme  faGon, nous avons envisagk l e  marquage du me l -  

phalan optiquement actif su r  l e  groupement N-bis(ch1oro-2-kthyle) en 

prockdant 3 la  nitration de la 1-phgnylalanine (I), puis en estkrifiant (11). 

L e  blocage de la fonction amine a ktk r k a l i s k  au moyen du t e r t  butyl- 

oxycarbonylazide (III) de fason B obtenir l 'amino-acide d i  bloquk et  pouvoir 

synthktiser l e  melphalan par  rkduction (IV), hydroxykthylation (V), 

chloruration (VI) et  enfin libkration de la fonction amino-acide (VII) 

r isque de rackmisation au cours de c e s  diffkrentes ktapes que nous avons 

rkunies dans le schkma rkactionnel ci-apr'es. 

s ans  

Notre ktude nous a permis  de vCrifier que l e s  chlorurants 

SOCl ne racCmisent pas l e  d6rivk bis (hydroxy-2-kthylk) l o r s -  

qu' i l  e s t  bloquk par l e  groupement tertio-butyloxy-carbonyle ou phtaloyle. 

ou POCl 
2 3 

L a  chloruration pa r  POCl du dkrivk V pe rme t  d 'atteindre 3 
l e  melphalan avec un rendement d e  50 'a 55 % (calculk 'a par t i r  de  la 

reaction 5 (hydroxy-kthylation) et  un angle de rotation D 
C% 25' = - 27" 'a 

300 (c = 0 , 7  - C H ~ O H ) .  

L e  choix du groupement tert-butyloxycarbonyle comme agent 

bloquant l 'amine prksente plusieurs avantages : 

- la suppression d'une &ape dans le schkma rkactionnel 

- la chloruration par  SOCl 

- l e  dkblocage pa r  hydrolyse acide plus facile et  complet 

- un rendement de marquage tr'es satisfaisant 

ou P0Cl3  sans risque de race'misation 
2 

Cette mkthode nous a permis  de marquer  l e  melphalan 

optiquement actif  avec un rendement radiochimique de 36 % et w e  

activitk spkcifique de 4,  5 pCi/mg. 
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0 CH, CH-COOH * CH, CH-COOH 
I I 
NH, NH, 

I 1 
N o 2 a  CH2FH-CO0 CH2CH3 
I 

d. 
NH2-@ CH, yH-COOCH2CH3 

NH*COOC(CH3)3 

NH, 
I1 

I11 

IP 

* *  
Cl$H,$Hp N CHiyH-COOCH2CH3 
CCCH,CH2’ 

PI NH-CODC (CHJ, 

* *  
* CH? CH-COOH 

CI.CH2 

CI-CH, CH,/ I 

PI1 NH, 
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PART IE EXPERIMENT ALE 

- Inecztio+s -Ginirsl%s : 

Les spec t r e s  I .R. ont k t k  r k a l i s k s  s u r  un spectrophotomktre 

Perk in  E l m e r  257. 

L e s  spec t res  de R. M. N .  ont Ctk effectuks s u r  un appare i l  

JEOL C 60 H. L . ,  en uti l isant le TMS en rkfkrence interne. L a  position 

des bandes e s t  donnke en valeur de  3 
L e s  angles de rotation ont kte mesurks  dans des tubes de  

50 m m  su r  un polarimktre klectronique (POLARTRONIC I de SCHMIDT- 

HAENS G H). 

L e s  points de fusion sont p r i s  s u r  un appareil  Mettler F P 1. 

L e s  m e s u r e s  de radioactivitk spkcifique sont effectukes au  

moyen d'un scinti l lateur liquide modble MARK I1 Nuclear Chicago p a r  la 

mCthode du standard externe. 

L e s  chrol-latographies de produits radioactifs sont analyskes 

s u r  un dgrouleur de chromatogramme PANAX kquipk d'un dktecteur Geiger -  

Muller sans fenetre.  

1 - PL6Ja2aLiEn -de_ & m--itro_l~&6;y$d..n~ne &)Lll) (8) 

66 g (1 p . )  de  1-phknylalanine sont m i s  en solution dans 108 ml 

(3 p . )  d'acide sulfurique concentrk 5 une tempkra ture  variant de 30 B 40°C. 

Dans la solution refroidie B 0°C a u  moyen d'eau e t  d e  glace,  on ajoute 

goutte B goutte 17 m l  d'acide nitrique (d = 1,52)  tout en agitant. 

Aprks  10 B 15 minutes de repos ,  on c o d e  l e  produit de l a  

rkaction dans 2 l i t r e s  d 'eau, puis neut ra l i se  la solution avec  de  l ' ammoni-  

aque 6 N.  L e  prkcipitk obtenu e s t  diluk B froid. la solution m e r e  e s t  

concentrke pour obtenir un deuxikme je t  de  cristall isation. 

L e  produit e s t  recristallisk dans l 'eau.  

Rendement pratique = 70 '$ F = 242" (litt  F 238-241") 

2 - cre2%rgizn-dc 1' ez ter-ktJhQigue ge-15 p t i t r o - 1  -skknyl_alpcne_ (IJ) 

Par addition de 5 ml de ch lorure  de  thionyle 'a 7 g de p-nitro- 

phknylalanine en solution dans 75 ml d'alcool kthylique absolu, on obtient 

7 g d ' e s t e r  chlorhydrique recr i s ta l l i sk  dans l 'alcool.  

Rendement pratique = 90 70 F = 207-208" (dec . )  
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3 - _Prjp,ar,atLo~ <u j=ni;rg, -N-tt~rtio&tyl.xyc+r-o>y~eL l&h@ ylalar+in_at_e 

d_I kLhX1 e, &I11 

Cet te  rkaction consiste B prCparer d 'abord l e  rkactif : t-Butyl 

carboxyazide B par t i r  du carbaza te  t-butylique (12) 

L e  produit I11 a ktk prkpark selon l a  mkthode d e  Schwyzer (13) 

- 20 g de chlorhydrate de p-nitro phknylalaninate d'kthyle sont neu- 

tralisCs pa r  10 ml  de  dikthylamine dans 160 m l  de  benz'ene sec .  On obtient 

16 g d ' e s t e r  l i b re  qui sont additionnks de 100 ml de dioxanne, B cette solu- 

tion, on ajoute une suspension de 8 g de MgO dans 100 m l  d'eau puis on 

coule une solution de  100 m l  de dioxanne et 24 g de t-butyloxy carbonyl -a-  

zide. On agite 20 heures  B 45-50". On refroidit  B 0°C. On reprend  par  

100 m l  d 'eau et  200 ml  d 'acktate d'kthyle. On acidifie pa r  de  l ' ac ide  ci-  

tr ique - on observe  un dkgagement gazeux - on dkcante - on s'eche s u r  

MgS04 et  kvapore l e  solvant. 

On r ec r i s t a l l i s e  dans de l 'hexane. 

Rendement pratique = 80 % F = 67" 

4 - _Prip_ar_ation_ <u -p lamin_oo-l -q~knyl_al~n~n-a_te- d_lktJhyJe,N--t_er~i~buty~o~yz 

carko2yl.e Jx) 
Dans une solution d e  mkthanol bidistillk (150 ml) on solubilise 

B froid 5 g de dkrivk nitrk,  on ajoute 0 . 5  g de  Palladium s u r  charbon 

actif B 10 %, la reduction se fait p a r  absorption d'H sous agitation e t  2 

tempk r a t u r  e ambiante. 
2 

L'absorption d'H2 est terminke au  bout de  3 heures.  

- On f i l t re  la solution, lave l e  catalyseur d'abord au  mkthanol puis 

B l ' ack ta te  d'Cthyle et kvapore l a  solution. 

L e  produit amink IV es t  obtenu avec un rendement pratique 

de  91 % et s e  prksente  sous la fo rme  d'un liquide jaundtre visqueux. 

5 - P_rkla_raLio_n-du_ e- (bjs-(2=hyd_ro~yL - 5 -2tkyg _ a ~ i n _ o ~ l - q ~ & y l _ a l _ a n ~ n ~ t e  
14 

dLcthyLe, - ~ e ~ t g b ~ t y l  ~ x ~ c ~ r ~ o ~ y ~ e  LV) 

On refroidit  dans l 'azote liquide l e  ballon fond --rond dans 

lequel on a mis 15 ml d'acide acktique e t  1 g de p-amino, l-phknylalani- 

nate d'kthyle, N-tertiobutyloxycarbonyle (IV) qui s e  dissout,  on fait l e  vide 

dans l e  ballon, puis on introduit B l ' a ide  d'une r ampe  B vide l 'oxyde 

d'kthyl'ene J4C (0, 02 m l  ,8 mCi) diluk avec 0,  25 ml d'oxyde d'kthyl'ene stable 
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de  mani'ere B se me t t r e  en l6ger  dkfaut d'oxyde d'dthyl'ene par  rappor t  

B la quantit6 stoechiomktrique qui e s t  de  0,325 ml. On agite la solution 

B temp6rature ambiante toute la nuit. 

d'kthyl'ene stable en exc'es. On agite 5 nouveau B t empkra ture  ambiante 

pendant 24 heures .  L a  rkaction d'addition &ant termin6e e t  complkte, la 

solution e s t  kvaporke B sec ,  skchke p a r  2 distillations azkotropes succes-  

sives de benzene anhydre. L e  produit V obtenu e s t  utilisk sous cette f o r m e  

pour l 'ktape suivante. 

6 - _Przp_ar_ation_ d _ u j ~ b ~ s _ ( 2 = c _ h l g r ~ ,  " 2  -2tkylJ -api,no_! I-ph&yla_la_ninaE 

Le lendemain on ajoute 2 ml d'oxyde 

d_lktheeL JI se_rtio =butyLoEyLabgnyle_ (XI) 

Au produit V ,  on ajoute 10 ml d e  chloroforme, puis coule 

goutte P goutte B 20"C, une solution de  2 ml de  ch lorure  de thionyle frar- 

chement distillke dans 6 m l  de chloroforme. On me t  B reflux 4 minutes. 

On kvapore B sec .  On ajoute 30 ml de  CHCl et  kvapore B sec.  

7 - - - - -  P r k para tio_on_ &u JJ 

3 

s:(&-Lh& r,o 2 yC,k*G)- & r + ~ l - l = p k k ~ ~ y ~ l & n ~  

0% &felp_halan pg) 
L e  produit VI  obtenu ci-dessus e s t  trait6 p a r  20 m l  d'HC1 6 N 

toute la nuit B reflux (100°C). On f i l t re ,  kvapore, dilue dans 2 ml dleau et 

ajoute lentement cette solution B une solution sa turke  f ro ide  (10 ml) d'ack- 

tate de sodium. 

Un prkcipitk blanc s e  fo rme ,  il e s t  f i l trk,  lav6 B l ' eau  glacke 

e t  skch6 s u r  P205. 

Rendement brut : 6 9 , 5  % 
L e  produit b ru t  s ec  es t  dissout dans du mkthanol, t ra i t6  au  

noir animal,  f i l trk,  Gvapork et  lavk B l '6ther.  

Poids  de Melphalan 14C obtenu = 650 mg 

Rendement pratique pur  : 65 % 

Identification - ContrBle de  puret6 

P_oin-t-de_fusion : F = 183,6" C (dec . )  

AngLe -de_ r_ot_atio_on_ : 25" - 25" (c = 0 , 6  - CH30H) 
O ( D  



Me l p h a  lan 

I_nfra,rouge (pasti l le KBr )  

bande (cm-l) 

3300 - 3500 

2500 - 3500 

21  3 

groupement s fonc tionnel s 

- NH2 

- OH lie 

1730 - c = o  
1610 - C = C - conjugue 

1580 amino-acide 

A n a b y e  fl2m_en_t& r_e 

Valeurs trouv6es (calcul6es avec 1 H 0) 

C = 48,79  (48, 30) 

H = 5 , 9 0  ( 6,19) 

N = 8 , 8 3  ( 8,66)  

2 

(PPm) 

6 ,60  - 7,30  

3,60 - 3 , 8 0  

3 , O  

signal Rapport  d'intensit6 

m 4 B 

m 8 A 

m 2 C 

A_n&aly_s 5 La d-i 02 hz  o-mst oj La pJh 1 9 2  

Homogene dans les  sys temes  suivants : 

Silice 6luant : CH30H - CHC13 (1/1) 

6luant : CH30H - CH3COOC H Silice 

Revklation B la ninhydrine 

Lec ture  p a r  radiochromatographie 

&eZdErn-eg _ra_dicc&imique et -rkdi_oa_c t i - - v i ~ 6 - s p C ~ i f ~ ~ e - o ~  5. &.-S. 
Rendement radiochimique : 36 ,5  % par  rapport  B l 'oxyde d'kthylkne 

Rf = 0, 31 

(6/2) Rf = 0 , 4 2  2 5  

l4C  - u. 
R.A.  S. = 4 , 5  pCi/rng 

R.A.S. = 1,37 mCi/mM 
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