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SUMMARY 

RFCNU was labelled by 14C on th ree  positions. 

- on the  carboxyl of the pa ra  n i t ro  benzoi'c group, 

- on u r e a  carbonyl, 

- on the  carbone 1 of the 2 ,  chloro kthyl group. 

RESUME 

La RFCNU ( 4 , ~ )  a 6tk marquee  pa r  l e  1 4 c  en t ro i s  positions. 

- s u r  l e  carboxyle du groupement pa ra  nitro benzoi'que, 

- s u r  l e  carbonyle urkique, 

- s u r  l e  carbone 1 du groupement chloro-2 kthyle. 

Avec l e s  moutardes  B l 'azote les nitrosourkes constituent une c l a s s e  

importante de  drogues anticanckreuses.  

L e s  marquages  pa r  l e  14C des  moutardes  a la rgement  contribu6 B la 

connaissance de  l eu r  mkcanisme d'action (1 ,2) .  11s ont pe rmis  de mon t re r  
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que l eu r  cytotoxicitk Btait due 'a l'alkylation du DNA par  l e s  chaines chloro- 

2 kthyle. 

Rkcemment un cer ta in  nombre de  glycosyl chloro-2 kthyl nitroso 

urBes te l les  que la chloroxotocine ( 3 )  la RFCNU et la RPCNU (4, 5) pour ne 

ci ter  que l e s  plus importantes,  ont p r i s  une importance particuli 'ere. Ces  

drogues associent l e s  cytotoxicitks des  nitrosourkes et  du groupement chloro- 

2 kthyle et sont pharmacomodulBes par  des  rksidus glycosylks. 

IMBACH et  son Bquipe (4, 5) ont mis au point la  synth'ese de Ribosyl- 

chloro-2 ethyl nitrosourBes (RFCNU, RPCNU) dont l e s  essais cliniques, 

rkalisks par  MATHE (6) sont des  plus encourageants. 

Afin de mieux connaitre l e  mode d'action des  produits "in vivo" chez 

l 'animal nous avons envisage' l e  marquage par  14C de ces  substances.  

Dans ce travail ,  nous publions l e  marquage de l 'une d ' en t r e  elles,  la 

- 1' -0 -isopropylid'ene-2', 3'  -0 - (chloro-2 ethyl) -3 ,  nitroso-3,  urkido) 

p-nitrobenzoyl-5' 

rappelBe ci -de s sous. 

et  p D-ribofurannose ou RFCNU dont la  formule e s t  

OU P Les  rksultats obtenus s u r  la L 1210 h par t i r  des anom'eres 

ktant lee  msmes ,  nous avons envisage' le marquage du mklange d'anom'eres. 

Compte tenu de la s t ructure  du produit, nous nous sommes proposks 

d'effectuer t r o i s  marquages : 

- su r  l e  carbone de  la fonction ester du groupement paranitrobenzoy- 

l e  afin d'Bvaluer la contribution de ce rksidu dans la distribution t i s su l a i r e  

de la drogue. 
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- su r  le  carbone 1 du groupement chloroethyle afin d'apprCcier l e  

pouvoir alkylant de ce fragment. 

- su r  le  eroupement carbonvle de la  fonction urkique afin de connaftre 

le pouvoir carbamoylant de cette substance. 

Nous avons pour ce t ravai l  utilisk l e s  schCmas dkcri ts  par  IMBACH 

en l e s  adaptant et  en l e s  modifiant en fonction des  p recu r seu r s  marquks 

afin d 'optimiser l e s  rendements radiochimiques. 

1 / Marquage su r  l e  groupement paranitrobenzoate. 

Nous utilisons l e  schema suivant(n"1) 

Schkma 1 

HO $? N:z 

HO OH - 

0 

7 N H k + y  l i 2 H 2 C I  

HO OH 

HO 

O,N-@OCl 

r- 
Acktone 
dim6thoxy-2,Z I propane 

HOCH, 

0 0  

X 

RFCNU 
"(+p 5 
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L'action du chloroethyl isocyanate su r  la ribopyrannosyl amine 1 - 
conduit B la ribopyrannosyl chloro-2 ethyl u re ' ez .  

La furannisation est  ensuite effectue'e en milieu acide dans l 'acetone 

en presence de dimethoxypropane. 

La ribopyrannosyl chloro-2 ethyl ure'e 3 constitue l'un des  produits - 
de depart  pour ce  marquage. 

L'acide paranitrobenzofque marque a e't6 obtenu selon la l i t terature  

( 7 )  par action du cyanure de sodium 14G s u r  l e  dCriv6 diazoi'que de l a  4 

nitro-aniline. Get acide t ra i t4  par le  chlorure de thionyle conduit au prd- 

curseur  radioactif, le  chlorure de paranitrobenzoyle. 

L'action de ce  chlorure d'acide su r  le  d6rivC 3 dans la pyridine pe r -  - 
met d'obtenir avec des rendements convenables le  (chloro-2 Cthyl)-3 urbido- 

l ' ,  0-isopopylidkne-2',  3'  0-p-nitro-benzoyl-5' d et p -D ribofurannose 

Enfin, la nitrosation pa r  NaNO dans l 'acide formique conduit au 2 
melange 

calcule par rapport au cyanure de sodium 14G.  

et p de RFCNU avec un rendement radiochimique de 25 % 

2/  Marquage s u r  les  groupements ureique et chloro-2, 6thyle. 

Le schema de synthkse n o  1 es t  difficile 2 util iser pour ces  deux 

marquages, en effet, l ' introduction de la radioactivit.6 interviendrait d'es 

la premikre &ape par l ' intermgdiaire du chloro-2 ethyl isocyanate marque 

soit s u r  la fonction carbonyle soit su r  le groupement 6thyle. Un t e l  proc.6- 

de conduirait aux produits recherchks avec de t r B s  faibles rendements ra- 

diochimiques . 
Nous avons donc utilise un schema complktement diffdrent oh la 

radioactivite e s t  introduite plus t a rd  dans la synth'ese (schdma n o  2). 
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Sche'ma n o  2 

X 
H,NCH,CH,CI 

* *  
N H C N HC H,C HzCI 

II 
0 

a )  marquk s u r  l e  groupement carbonyle 

b) marque' s u r  l e  carhone 1 du groupe chloro-2 e'thyle. 

L e  bromo -1 -0 -isopropylidkne -2, 3 p nitrohenzoyl-5 -D -ribOfuran- 

nose 6 prkpark par la mkthode de S. De BERNARD0 (8) t ra i t6  p a r  l ' i so-  

cyanate d'argent conduit au mklange o( , 4 d'isocyanate 7. 
- 

- 
L'action de la chloro-2 kthylamine su r  ce composk permet  d 'attein- 

8 d'urke 4 ; enfin la nitrosation effectuke dans l e s  - d r e  le melange d , 
mt?mes conditions que dans l e  p remie r  prockdk nous conduit B la nitrosourke 

recherchke 5. - 
C e  schema permet  d'effectuer deux marquages : 

- su r  le carbonyle urkique en introduisant la radioactivitk par l ' interme'diaire 

de l ' isocyanate d 'argent 14C prkpark sur  de petites quantitks par  action 

de l 'urke 14C s u r  le  nitrate d 'argent (9). 

La  reaction kquimolkculaire de ce  pre'curseur su r  l e  dkrivk h r o m k 6  - 
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permet  d 'obtenir  la nitrosourke s a  avec un rendement radiochimique de 

28 % par  rapport  B l ' u rke  14C. 

- s u r  le carbone 1 du groupe chloro-2 kthyle pa r  l ' in te rmkdia i re  d e  la chlo- 

- 

ro-2 kthyl amine 14C.-l. 

Ce p rkcur seu r  e s t  prdpare' par  chloruration du chlorhydrate d 'ktha- 

2 '  
no1 amine pa r  SOCl 

A condition de t rava i l le r  en exc'es (2/1) d'isocyanate 7 par  rapport  

2 la chloro-2 kthyl amine, on obtient la RFCNU 5 b  avec un rendement ra- 

diochimique de 57 % par  rapport  A l 'kthanol amine-1 14C de  de'part. 

- 
- 

Oi + Nous obtenons dans tous l e s  c a s  un me'lange d'anom'eres 

avec une prkponde'rance de  la forme d . 
L'identification des  produits d ' a r r ivke  a e'tk effectuke p a r  l eu r  spec-  

t r e  de  RMN. Nous retrouvons l e s  dkplacements chimiques a ins i  que l e s  

couplages carac tkr i s t iques  notamment en t re  l e s  protons H et HI1 (voir 

par t ie  expkrimentale) dkcr i t s  pa r  IMBACH et coll  (4).  
1 

PARTIE EXPERIMENTALE 

-1ndi cations g6nk ra le  s 

Les  spec t r e s  infrarouges ont e'tk rka l i sks  s u r  un spectrophotom'etre 

Pe rk in  E l m e r  257 

Les  spec t r e s  de  rksonance magnktique nucle'aire ont k t C  effectuks 

su r  un appareil  JEOL C 60 HL et PMX 60, en uti l isant l e  TMS 

ce interne.  L a  position des  bandes es t  d d  en valeur de  

en rkfkren- 

Les  points de  fusion sont p r i s  s u r  un banc KOFLER. 

Les  m e s u r e s  de radioactivite' spe'cifique sont rkaliskes dans un sc in-  

t i l lateur liquide modkle Mark  I1 Nuclear Chicago pa r  l a  mkthode du standard 

exte rne  . 
Les  chromatographies de  produits radioactifs sont analyskes su r  un 

dkrouleur de  chromatogramme PANAX kquipk d'un dktecteur type Geiger - 
Muller sans  fenbtre. 
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I - Preparat ion d e s  pr6curseurs .  

1) (Chloro-2 kthy1)-3 urkido-1' O-isopropylidkne-2',  3' d et 

D ribofurannose 3. - 
La  substance est  prkpar6e selon la  l i t t6rature  (4), on obtient le  mk- 

lange d 'anombres et  aprks  chromatographie s u r  colonne de sil ice 

(Merk 243-400 mesh)  kluant HCCl -EtOH (90-10) 3 

2 )  Chlorure de paranitrobenzoyle 14C 

L'acide pa ra  nitrobenzoique 14C est prkpar6 selon la l i t tkrature  (7) 

3 par t i r  des  quantitks suivantes : 

14mM du dkriv6 diazofque de la 4 nitro aniline sont t ra i tkes  p a r  lOmM 

de Na14CN (30mci) et 2.5 mM de CuCN ; aprbs hydrolyse on obtient 7,8 mM 

d'acide (62 % )  Activitk spkcifique 14,4)1G/mg. 

L'acide est  t ra i t6  pa r  10cm3 de chlorure de thionyle frafchement d i s -  

till6 pendant 2 heures  3 reflux. On distille l e  rCactif sou8 vide, solubilise le 

r6sidu dans le chlorure  de mkthylbne, f i l t re  puis 6vapore l e  solvant et obtient 

6 ,  2 mM (80 % )  de chlorure d'acide. 

Activit6 spkcifique 12 p G / m g .  

3) Isocyanate d 'argent 14C. 

L'isocyanate d 'argent e s t  prkpark selon la l i t tkrature (8) su r  les quan- 

t i tks suivantes. 

Une solution de 6 mM d'urke (12 mCi) et 6mM de nitrate d 'argent  dans 

50 cm3 d'eau est chauff6e pendant 3 heures  ; on obtient un prkcipit6 d ' isocya- 

nate d 'argent (4mM) qui es t  f i l t r k ,  lavk pa r  l 'eau froide (10cm3) et  I'acktone. 

Activitk spkcifique 12 ,4pCi /mg  

4 )  1 C Chloro-2-kthylamine chlorhydrate. 

5mM de Chlorhydrate d'kthanolamine (18 mCi) sont traitkcspar 5cm3 

de chlorure de thionyle fraichement distillk, 3 reflux pendant quatre  heures .  

On refroidit puis relargue ensuite le  milieu par  60cm3 de chloroforme. L e  

pr6cipit6 form6 est f i l t r k ,  t ra i t6  par  l 'k ther  anhydre puis s6ch6 au  dessica-  

t eu r  su r  P 0 

14 

On obtient 3 , 5  mM de chlorhydrate de chloro-2 6thyl-amine- 
2 5 '  14 1 C (70 %) F = 144-145°C. 

Activitk spkcifique 31,4 Ci/mg. Y 

209 
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I1 - Marquage s u r  l e  carboxyle de  l ' ac ide  pa ra  nitrobeneotque. 

A une solution de  8 mM de  3 dans  30 cm3 de  pyridine re f ro id ie  B 

0,5"C, on condense goutte B goutte en contr8lant la t empera tu re  et sous 

agitation une solution de  6 , 2  mM, de ch lorure  de  para  nitrobeneoyle 14C 

dans 15 cm3 de  dichlorome'thane. On l a i s se  1 heu re  B froid puis 24 h 2 t e m -  

pCrature ambiante. Aprks  hydrolyse p a r  200 cm3  d'eau glac6e, on extrait 

au  chloroforme et  lave la phase organique successivement p a r  : l 'eau,  

l ' ac ide  chlorhydrique B 10 %, une solution sa tu ree  de NaHC03, puis l ' eau .  

On skche la phase organique pa r  MgSO 

graphie l e  re'sidu su r  colonne de  s i l i ce  (Merck 240-400 Mesh) eluant HCCl / 
EtOH (98 : 2) .  On obtient 4 , 5  mM (72,5 %) d'ure'e 5 ( o( et @ 
sil ice Merck  60 F 254 : Rf (0 ,45-0 ,40)  eluant HCC13-EtOH (95 : 5).  

- 

e'vapore l e  solvant et chromato- 4' 

3 
) CCM 

On dissout le produit a ins i  obtenu dans  35 cm3  d 'ac ide  formique, re- 

froidit  B 5°C e t  ajoute pa r  peti tes portions 935 m g  (13, 5mM) de n i t r i te  d e  

sodium. 

On agite pendant 2 heures  B 0,5"C puis hydrolyse par 40 cM3 d ' p u - g l a -  

cCe, on f i l t re  l e  pre'cipite obtenu et  s'eche a u  dess i ca t eu r  s u r  P 0 On 

obtient 3 mM (66 % )  de  ribofurannosyl nitroso-urCe ( 
2 5' 

et  8 ). 

3 CCM (Merk 60 F 254) Rf : (0 ,7  - 0 , 6 )  eluant HCCl 

Activitk spe'cifique 5 , 2  pCi /mg 2 , 4  mCi/mM. 

- EtOH (99/1) 

I11 - Marquage s u r  l e  carbonyle ure'ique : 

A la solution d e  3 mM de  bromo-1 0-isopropylidkne-2,  5 O-p-nitro- 

-D-ribofurannose 8 (7) dans  20 cm3  de  toluene, on ajoute 4mM - beneoyl-5 

d'isocyanate d 'a rgent  14C et porte 1 h1/2 B reflux sous azote  B l ' ab r i  de  la 

lumi'ere. On filtre B chaud et  e'vapore l e  filtrat. On reprend  le r6sidu d ' i so -  

cyanate pa r  20 cm3  de  benz'ene anhydre : B cette solution re f ro id ie  on ajoute 

30 mM de chloroethyl amine base  et l a i s s e  12 heures  B t empera tu re  ambiante. 

La  solution e s t  distille'e sous vide et l e  r6sidu chromatographie' s u r  colonne 

de sil ice Merck  (243-400 Mesh) e'luant : HCC13EtOH (98.2). Le  melange o( 
d 'u re ' eha  e s t  regroup6 comme dans l e  c a s  pr6cCdent Rdt : 2 mM (66 %). - 

L a  nitrosation e s t  conduite comme dans l e  cas  prece'dent avec  420 mg  d e  Na- 

NO 

lange  o( et de RFCNU, Rdt 1 ,45  mM (72 %). 
et 15 cm3  de  HCOOH. Apr'es hydrolyse et  f i l tration, on obtient l e  me- 2 

ActivitC specifique : 3, 9 y C i / m g  1 ,85  mCi/mM. 
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IV - Marquage s u r  le carhone 1 dugroupe chlorokthyle. 
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A la solution re f ro id ie  de  4 mM d'isocyanate-1-0-Isopropylidkne- 

2, 3-0-p  (nitrobenzoyl-5 

zkne, on ajoute 3 ,5  mM de  chlorhydrate de chloro-2 '% 1 Bthylamine puis 

lentement 1 c m 3  de triethylamine. On l a i s s e  la tempkra ture  remonter  B 

25°C et kvapore le milieu au hout de  12 heures .  

e t  D rihofurannose 7 dans 30 c m 3  de hen- 

L e  rksidu chromatographik comme prkckdemment conduit a u  mklan- 

ge o( e t  d ' u r k e 4 b  - Rdt : 3 , l  mM (98 %). 
3 Aprks  nitrosation (NaNO 650 mg, HCOOH 20 c m  ) on obtient le mk-  2 

lange a( 
et 8 de  RFCNU 5 b : Rdt 2 ,84  mM (90 % )  

Activitk spkcifique : 7 , 6  p C i / m g  3 , 6  mCi/mM. 

V - Identification e t  contrBle de puretk. 

- ContrBle de puretd : il a k t k  effectuk p a r  CCM s u r  plaque ( v e r r e  e t  plastique) 

de  s i l i ce  Merck  60 F 254 dans l e s  sys tkmes  suivants : HCCl HCCl,,EtOH 

(99/1 et 97/3). L'analyse e s t  rkaliske en fluorescence (254 nm) p a r  l ' iode, 

p a r  radiochromatographie : s u r  passeur  de chromatogramme et p a r  scintil- 

lation liquide ap rks  dkcoupage des supports plastiques. 

3' 

Dans tous l e s  c a s ,  nous repkrons l e s  deux anomkres  avec une gran-  

de proportion du dkrivk t$. ( de 80 ?I 85 %). 
La puretk rAdiochimique du mklange e s t  toujours supCrieure B 95 % 

- Identification. 

IR : KBr 3400 (NH) 2940 2980 (CH) 1730 ( C = 0) 1535 (HN-C=O) 

1495 ( N - NO) 

RMN (CDCl,) 

0 0  

H3C CH3 
X 
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$$ 1, 57 

H1 Iz) 

7 , 9 8  8, 18  (m: 

’1 1 ‘=9HZ 
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