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SUMMARY

RFCNU was labelled by 14C on three positions,
- on the carboxyl of the para nitro benzolc group,
- on urea carbonyl,

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

RESUME

La RFCNU (&, B ) a été marquée par le M6 en trois positions,
- sur le carboxyle du groupement para nitro benzoique,
- sur le carbonyle uréique,

- sur le carbone 1 du groupement chloro-2 éthyle,

Avec les moutardes A 1'azote les nitrosourées constituent une classe
importante de drogues anticancéreuses,
14 .
Les marquages par le © C des moutardes a largement contribué a la

connaissance de leur mécanisme d'action (1, 2). Ils ont permis de montrer

Mots-clés : Ribofurannosyl chloro-2 éthyl nitrosourée, marquage 14'C..
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que leur cytotoxicité était due a l'alkylation du DNA par les chaines chloro-
2 éthyle,

Récemment un certain nombre de glycosyl chloro-2 éthyl nitroso
urées telles que la chlorozotocine (3) la RFCNU et la RPCNU (4, 5) pour ne
citer que les plus importantes, ont pris une importance particuliere. Ces
drogues associent les cytotoxicités des nitrosourées et du groupement chloro-
2 éthyle et sont pharmacomodulées par des résidus glycosylés.

IMBACH et son équipe (4, 5) ont mis au point la synthese de Ribosyl-
chloro-2 éthyl nitrosourées (RFCNU, RPCNU) dont les essais cliniques,
réalisés par MATHE (6) sont des plus encourageants,

Afin de mieux connaitre le mode d'action des produits "in vivo" chez
l'animal nous avons envisagé le marquage par 14C de ces substances.

Dans ce travail, nous publions le marquage de 1l'une d'entre elles, la

(chloro-2 éthyl)-3, nitroso-3, uréido) -1'-O-isopropylidéne-2', 3'-O-
p-nitrobenzoyl-5' & et B D-ribofurannose ou RFCNU dont la formule est

rappelée ci-dessous.

*
ON cliocri2 2'~|l=<3
-
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Les résultats obtenus sur la L. 1210 & partir des anomeres d ou ﬂ
étant les mémes, nous avons envisagé le marquage du mélange d'anomeres,

Compte tenu de la structure du produit, nous nous sommes proposés
d'effectuer trois marquages :

- sur le carbone de la fonction ester du groupement paranitrobenzoy-
le afin d'évaluer la contribution de ce résidu dans la distribution tissulaire

de la drogue,



Marquage par 0 qu rrCNY 205

- sur le carbone 1 du groupement chloroéthyle afin d'apprécier le
pouvoir alkylant de ce fragment,

- sur le groupement carbonvle de la fonction uréique afin de connaftre
le pouvoir carbamoylant de cette substance.

Nous avons pour ce travail utilisé les schémas décrits par IMBACH
en les adaptant et en les modifiant en fonction des précurseurs marqués

afin d'optimiser les rendements radiochimiques.

1/ Marquage sur le groupement paranitrobenzoate,

Nous utilisons le schéma suivant(n®l)

Schéma 1

o, , o) o
Il
NH, —_— NHCNHCH,CH,CI
HO 1 HO o+p 2
HO OH — HO OH
Acétone
diméthoxy-2, 2
propane
. HOCH
O,N cocl 2

NHﬁNHc H,CH,CI

N

ON c.iocn-l2

NHﬁNHCHchzm NaNo, RFCNU
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Q
X bk
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L'action du chloroéthyl isocyanate sur la ribopyrannosyl amine l_
conduit a la ribopyrannosyl chloro-2 éthyl urée Z

La furannisation est ensuite effectuée en milieu acide dans 1l'acétone
en présence de diméthoxypropane,

La ribopyrannosyl chloro-2 éthyl urée 3_constitue l'un des produits
de départ pour ce marquage,

L'acide paranitrobenzoique marqué a été obtenu selon la littérature
(7) par action du cyanure de sodium 14C sur le dérivé€ diazotque de 1la 4
nitro-aniline. Cet acide traité par le chlorure de thionyle conduit au pré-
curseur radioactif, le chlorure de paranitrobenzoyle,

L'action de ce chlorure d'acide sur le dérivé 1dans la pyridine per-
met d'obtenir avec des rendements convenables le (chloro-2 éthyl)-3 uréido-
1', O-isopopylidene-2', 3' O-p-nitro-benzoyl-5' oA et ‘5 -D ribofurannose
4

Enfin, la nitrosation par NaNO,_ dans l'acide formique conduit au

2
mélange cA et de RFCNU avec un rendement radiochimique de 25 %

calculé par rapport au cyanure de sodium 14C.

2/ Marquage sur les groupements uréique et chloro-2, éthyle.

Le schéma de synthese n° 1 est difficile A utiliser pour ces deux
marquages, en effet, 1'introduction de la radioactivité interviendrait de&s
la premiere étape par l'intermédiaire du chloro-2 éthyl isocyanate marqué
soit sur la fonction carbonyle soit sur le groupement éthyle. Un tel procé-
dé conduirait aux produits recherchés avec de tres faibles rendements ra-
diochimiques,

Nous avons donc utilisé un schéma compldtement différent ou la

radioactivité est introduite plus tard dans la synthese (schéma n° 2),
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Schéman® 2
0, ﬁOCHz Br . ON 7 N\ ﬁOCHé
fo) O Ag—-N=C=0D — o) N=C=0
m———————
H
6 +p 7
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»
H,NCH,CH,C!

ON COCH, . .
RFCNU 2N o p° NHENHCH,CH,CI

o+p 5 o
—&; Q9 of+P A‘a))
X

a) marqué sur le groupement carbonyle

b) marqué sur le carhone ! du groupe chloro-2 éthyle,

Le bromo-1-O-isopropylidene~2, 3 p nitrobenzoyl-5-D-ribofuran-
nose _s_préparé par la méthode de S. De BERNARDO (8) traité par l'iso-
cyanate d'argent conduit au mélange oA , (5 d'isocyanate J.

L'action de la chloro-2 éthylamine sur ce composé p_ermet d'attein-

dre le mélange d\ B @ d'urée b ; enfin la nitrosation effectuée dans les

mémes conditions que dans le premier procédé nous conduit a la nitrosourée
recherchée §.

Ce schéma permet d'effectuer deux marquages :
- sur le carbonyle uréique en introduisant la radioactivité par l'intermédiaire
. 1 < < . sz .
de l'isocyanate d'argent 4C préparé sur de petites quantités par action

de l'urée 1‘}C sur le nitrate d'argent (9).

La réaction équimoléculaire de ce précurseur sur le dérivé hromé §
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permet d'obtenir la nitrosourée Ba avec un rendement radiochimique de
28 % par rapport & l'urée 14C.
- sur le carbone 1 du groupe chloro-2 éthyle par l'intermédiaire de la chlo-
ro-2 éthyl amine 14C—Cl.

Ce précurseur est préparé par chloruration du chlorhydrate d'étha-
nol amine par SOClZ.

A condition de travailler en exces (2/1) d'isocyanate 7 par rapport
3 la chloro-2 éthyl amine, on obtient la RFCNU §b avec un ;ndement ra-
diochimique de 57 % par rapport & 1'éthanol ami:e-l 14C de départ.

Nous obtenons dans tous les cas un mélange d'anomeres A, (3
avec une prépondérance de la forme A .

1.'identification des produits d'arrivée a ét€ effectuée par leur spec-
tre de RMN. Nous retrouvons les déplacements chimiques ainsi que les

couplages caractéristiques notamment entre les protons H, et H’l (voir

1
partie expérimentale) décrits par IMBACH et coll (4).

PARTIE EXPERIMENTALE

-Indications générales.

Les spectres infrarouges ont été réalisés sur un spectrophotometre
Perkin Elmer 257.

Les spectres de résonance magnétique nucléaire ont été effectués
sur un appareil JEOL C 60 HIL. et PMX 60, en utilisant le TMS en référen-
ce interne., La position des bandes est domnée en valeur de g

Les points de fusion sont pris sur un banc KOFLER.,

Les mesures de radioactivité spécifique sont réalisées dans un scin-
tillateur liquide modele Mark II Nuclear Chicago par la méthode du standard
externe,

Les chromatographies de produits radioactifs sont analysées sur un
dérouleur de chromatogramme PANAX équipé d'un détecteur type Geiger-

Muller sans fenétre,
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1 - Préparation des précurseurs,

1) (Chloro-2 éthyl)-3 uréido-1' O-isopropylidéne-2', 3' A et @
D ribofurannose}_.

La substance est préparée selon la littérature (4), on obtient le mé-
lange d'anomeres oA et ‘3 apres chromatographie sur colonne de silice

(Merk 243-400 mesh) éluant HCC13-EtOH (90-10)

2) Chlorure de paranitrobenzoyle 14C

L'acide para nitrobenzofque 14'C est préparé selon la littérature {7)
A partir des quantités suivantes :

14mM du dérivé diazofque de la 4 nitro aniline sont traitées par 10mM
de Nal4CN (30mci) et 2,5 mM de CuCN ; apres hydrolyse on obtient 7,8 mM
d'acide (62 %) Activité spécifique 14,4 pG/mg.

L'acide est traité par 10cm3 de chlorure de thionyle frafchement dis-
tillé pendant 2 heures 2 reflux, On distille le réactif sous vide, solubilise le
résidu dans le chlorure de méthylene, filtre puis évapore le solvant et obtient
6,2 mM (80 %) de chlorure d'acide,

Activité spécifique 12 pGi/mg.

3) Isocyanate d'argent 14C.

L'isocyanate d'argent est préparé selon la littérature (8) sur les quan-
tités suivantes.

Une solution de 6 mM d'urée (12 mCi) et 6mM de nitrate d'argent dans
50 cm3 d'eau est chauffée pendant 3 heures ; on obtient un précipité d'isocya-
nate d'argent {(4mM) qui est filtré, lavé par l’eau froide (10cm3) et 1'acétone.

Activité spécifique 12, 4}1Ci/mg

4) 114C Chloro-2-éthyl amine chlorhydrate.

5mM de Chlorhydrate d'éthanolamine (18 mCi) sont traitéespar 5cm3
de chlorure de thionyle fraichement distillé, 2 reflux pendant quatre heures,
On refroidit puis relargue ensuite le milieu par 60cm3 de chloroforme. Le
précipité formé est filtré, traité par 1'éther anhydre puis séché au dessica-
teur sur pZOS' On obtient 3,5 mM de chlorhydrate de chloro-2 éthyl-amine-
114c (70 %) F = 144-145°C.

Activité spécifique 31,4)1Ci/mg.
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II - Marquage sur le carboxyle de 1'acide para nitrobenzofque.

A une solution de 8 mM dei dans 30 cm3 de pyridine refroidie a
0.5°C, on condense goutte 2 goutte en contr6lant la température et sous
agitation une solution de 6,2 mM, de chlorure de para nitrobenzoyle 14C
dans 15 cm3 de dichlorométhane, On laisse |1 heure & froid puis 24 h 2 tem-
pérature ambiante, Apres hydrolyse par 200 cm3 d'eau glacée, on extrait
au chloroforme et lave la phase organique successivement par : 1'eau,

l'acide chlorhydrique & 10 %, une solution saturée de NaHCO_, puis l'eau.

3

On seche la phase organique par MgSO,, évapore le solvant et chromato-

graphie le résidu sur colonne de silice4(Merck 240-400 Mesh) éluant HCC13/
EtOH (98 : 2). On obtient 4,5 mM (72,5 %) d'urée # (o et B ) CCM
silice Merck 60 F 254 : Rf (0,45-0, 40) éluant HCC13 -EtOH (95 : 5).

On dissout le produit ainsi obtenu dans 35 c¢m3 d'acide formique, re-
froidit 2 5°C et ajoute par petites portions 935 mg (13, 5mM) de nitrite de
sodium.

On agite pendant 2 heures 2 0.5°C puis hydrolyse par 40 ct’h3 d'sau-gla-
cée, on filtre le précipité obtenu et séche au dessicateur sur PZOS' On
obtient 3 mM (66 %) de ribofurannosyl nitroso-urée ( ok et @ ).

CCM (Merk 60 F 254) Rf : (0,7 - 0, 6) éluant HCCl, - EtOH (99/1)

Activité spécifique 5,2 }ICi/mg 2,4 mCi/mM.

3

1II - Marquage sur le carbonyle uréique :

A la solution de 3 mM de bromo-1 O-isopropylidéne-2, 5 O-p-nitro-
benzoyl-5 @ -D-ribofurannose!_(?) dans 20 ¢cm3 de tolugne, on ajoute 4mM
d'isocyanate d'argent 14C et porte 1 hl1/2 & reflux sous azote 1 l'abri de la
lumigre, On filtre & chaud et évapore le filtrat. On reprend le résidu d'iso-
cyanate par 20 cm3 de benzekne anhydre : & cette solution refroidie on ajoute
30 mM de chloroéthyl amine base et laisse 12 heures 2 température ambiante,
La solution est distillée sous vide et le résidu chromatographié sur colonne
de silice Merck (243-400 Mesh) éluant : HCClSEtOH (98 .2). Le mélange &f
P d’urée_’ia est regroupé comme dans le cas précédent Rdt : 2 mM (66 %).
La nitrosation est conduite comme dans le cas précédent avec 420 mg de Na-
NO2 et 15 cm3 de HCOOH, Apres hydrolyse et filtration, on obtient le mé-
lange ©Of, et (3 de RFCNU, Rdt 1,45 mM (72 %).

Activité spécifique : 3, 9)1Ci/mg 1,85 mCi/mM,
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IV - Marquage sur le carbone 1 dugroupe chloroéthyle.

A la solution refroidie de 4 mM d'isocyanate-1-O-Isopropylidéne-
2, 3-0-p (nitrobenzoyl-5 &k et B D ribofurannose 7 dans 30 cm3 de hen-
zéne, on ajoute 3,5 mM de chlorhydrate de chloro-2 = C 1 éthylamine puis
lentement 1 cm3 de triethylamine, On laisse la température remonter 2
25°C et évapore le milieu au hout de 12 heures.

Le résidu chromatographié comme précédemment conduit au mélan-
ge of et (B duréelo Rat:3,1 mM (98 %)

Apres nitrosation (NaNO2 650 mg, HCOOH 20 cm3) on obtient le mé-
lange O et B de RECNU 5b: Rdt 2,84 mM (90 %)

Activité spécifique : 7,6 nCi/mg 3,6 mCi/mM.

V - Identification et contrdle de pureté,

- Contrd8le de pureté : il a ét& effectué par CCM sur plaque (verre et plastique)
de silice Merck 60 F 254 dans les systémes suivants : HCC13, HCC13.EtOH
(99/1 et 97/3). L'analyse est réalisée en fluorescence (254 nm) par l'iode,
par radiochromatographie : sur passeur de chromatogramme et par scintil-
lation liquide apreés découpage des supports plastiques.

Dans tous les cas, nous repérons les deux anomeéres avec une gran-
de proportion du dérivé QK ( de 80 2 85 %).

La pureté rddiochimique du mélange est toujours supérieure 2 95 %

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

1495 (N - NO)
RMN (CDC1,)

(59 @
O:N ||OC,H O\ H o N=O
o Y@ noi
NH-C -N-CH,CH,CI
H Q) 4 )
@

211
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