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SUMMARY 

RPCNU was labelled with 14C on th ree  positions : 

- on the carboxyl of the acetyl groups 

- on the carbone 1 of the 2-chloroethyl group 

- on the u rea  carbonyl 

RESUME 

L a  RPCNU a ktk marquke par  l e  1 4 c  en t ro i s  positions : 

- s u r  l e  carboxyle des groupements acgtyles 

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

- s u r  le carbonyle urkique. 

Mots-clks : Ribopyrannosyl chloro-2 Bthyl n i t rosourke ,  marquage 14C 

L e s  nitrosourkes sont des composks largement uti l isks en 

chimiothkrapie anticanckreuse.  P a r m i  l e s  chloro-2 kthyl n i t rosourkes ,  l e s  

dkrivks du r ibose ,  en  particulier la RPCNU e t  la RFCNU (1, 2) prksentent un 

grand  in tkre t ,  en  raison de  leur  l a rge  spec t re  d'action s u r  l e s  t umeurs  expkri  

menta les  et  l eur  faible myelotoxicitk aux doses utiliskes. Afin de rka l i s e r  une 

ktude comparative complBte de la distribution et du mktabolisme de c e s  deux 

substances,  nous avons envisagk leur  marquage par  le 14C. 

Nous avons dkcrit  prkckdemment (3) t ro i s  marquages de la 

RFCNU : s u r  l e  carboxyle du groupement paranitrobenzoyle afin d'kvaluer l e  

r a l e  jouk pa r  ce groLpement dans l a  cinktique mktabolique ; s u r  la c h a b e  
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chlorokthyle e t  sur  l e  carbonyle de l 'urke afin d'apprkcier le pouvoir alkylant 

e t  le  pouvoir carbamoylant de cette substance. 

Dans le  prksent travail ,  nous rapportons l e  marquage du 

chloro-2-kthyl)-3 nitroso-3 urCido - 1' tri-O-acBtyl-2',  3 ' ,  4 '  D-ribopyran- E 1 
nose (RPCNU) dont nous indiquons la formule ci-dessous : 

Notre objectif ktant de comparer  le  mode d'action de la RFCNU 

e t  de la RPCNU chez l 'animal,  nous avons rkalis6 kgalement t rois  marquages 

de l a  RPCNU : 

- sur  l e  carboxyle des groupements acktyles (marquage I )  

- sur  le  carbone 1 de l a  chaixie chlorokthyle (marquage 11) 

- sur l e  carbonyle de l a  fonction urkique (marquage 111) 

L a  RPCNU a CtC prhparke rkcemment p a r  MONTERO et  coll. (4) 

B par t i r  de la ribosylamine (schkma 1). 

NH CO NHC H2CH2CI 
CICH,CH2NC0 

OH OH 

2 - 

4 NHCO NHC H,C H2CI 

AcO G NaNO, R P C N U  
1 - 

OAC OAc 

4 Schkma 1 - 
Nous avons utilish ce  processus pour rkal iser  le marquage I, c a r  

il permet  d'introduire la radioactivitk B l 'avant-derni'ere Ctape de la synth'ese 



Marquage par I4C du RPCNU 827 

14 
par  l ' intermkdiaire de l'anhydride acktique C. 

Pour  les  marquages I1 et 111, nous avons mis  au point une nouvel- 

l c  mkthode de prkparation B part i r  du Bromo-1 tri-0-acktyl-2' ,  3 ' ,  4 ' -D-  

ribopyrannos e. 

1 ) Marquage (I)-sur le  carbonyle des groupements acktyles. 

L' isocyanate de chloro-2 ethyl rkagit avec l a  ribopyrannosyl 

amine pour conduire B l 'urke correspondante 3. Pour obtenir le  dkrivk ack- 

tylk 4, 14C, nous avions deux possibilitks en ce  qui concerne le prkcurseur  : 

l 'anhydride acktique 1 4 C  e t  le chlorure d'acktyle 14C. A prior i ,  l'anhydride 

acktique devait condnire 'a u n  plus mauvais rendement radiochimique, &ant 

donnk qu'il perd la moitik de la radioactivitk sous forme d'acide acktique 14C 

l o r s  de l a  rkaction, a lors  que ce  n ' e s t  pas l e  cas avec l e  chlorure d'acktyle. 

Nous avons effectuk des essais  avec ces  deux prkcurseurs  : l 'action de l 'anhy- 

dride acktique s u r  l e  dkrive' 3 dans l a  pyridine permet  d'obtenir l e  

kthyl)-3 urkido 1' tr i-0-acCtyl-2' .  3 ' ,  4 '  

rendement de 68 % par rapport  BAc 0 (le rendement radiochimique est  de 

3 4  %) alozs qu'avec le chlorure d'acktyle, dans l e s  m€mes  conditions, l e  

rendement n 'est  que de 12 %. 

(chloro-2 [ p D-ribopyrannose 4, avec un 

2 
1 

L e  composk 5 es t  nitrosk par le  nitr i te de sodium dans l 'acide 

formique, pour conduire au melange a, p de RPCNU 1 , avec un rendement 

radiochimique de 22 % calculk par rapport 2 l 'anhydride acktique 
14 

C.  

2 )  Marquages su r  l e  carbonyle de l'ure'e (11) et su r  la chaine chlorokthyle (111). 

Pour  effectuer ces  deux marquages,  nous ne pouvions envisager 

d 'uti l iser le  processus dkcrit dans le schkma 1 ,  en effet le  prkcurseur  au ra i t  

kte' dans ce  c a s  le  chloro-2 ethyl isocyanate marque soit sur  le  carbonyle, soit 

s u r  la c h a k e  chlorokthyle ; l a  radioactivite' aurait  donc ktk introduite-d'es la 

p remie re  ktape, ce qui au ra i t  conduit au produit final avec un rendement 

radioc himique t r'e s faible. 

Nous avons donc mis  au point une nouvelle voie d'acc'es B l a  

R P C N U ,  B part i r  du Bromo-1 t r i -0-acktyl-2 ' ,  3 ' ,  4' p -D ribopyrannose 5, 
(schkma 2 )  prepare par  la mkthode de HELFERICH (5). 
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AcO $7 OAc OAc Br OAc OAc 

5 - * 
6 I H,NCH,CH,CI 

(a) marquk su r  le  carbonyle de l 'urke 
(b) marque' su r  l e  carbone 1 de la chaine chlorokthyle 

Schkma 2 
- Marquage s u r  le  carbonyle urkique : 

I1 est  rkalisk p a r  l'intermkdiaire de l ' isocyanate d 'argent 14C 

prkpark B part i r  de l 'urke 14C et du nitrate d 'argent (6). 

L'action d'un lkger exc'es de Ag NCO 14C sur  l e  dkrivk bromk 5 
6 . Celui-ci rkagit 

- 
1, 2 / 1 dans l e  tolu'ene B reflux conduit B l ' isocyanate 

avec un exc'es de chloro-2 kthylamine pour donner l 'urke 4 (a) p . Enfin, l a  

nitrosation effectuke dans les m&mes  conditions que pour le marquage I permet 

d'obtenir l a  RPCNU l ( a ) a ,  p 
par  rapport  B l 'urke '*c. 
- Marquage s u r  l e  carbone 1 de la chaine chloro-2 kthyle. 

L e  precurseur  e s t  a lors  la chloro-2 kthylamine 14C, prkparke par 

- 
- 

avec un rendement radiochimique de 26 % 

chlorurztion du chlorhydrate d'kthanol amine par S0Cl2. En utilisant un 

exc'es d'isocyanate 6 

obtient l 'ur6e 4 (b) p 
ment radiochimique de 33 % par rapport  B l'kthanolamine-1 14C. 

par  rapport  B la chloro-2 kthylamine (2/1) on - 
puis la nitrosourke - 1 (b) " / p  avec un rende- - 

L'identification des intermkdiaires de synth'ese a 6th rkaliske par 

RMN. Ainsi, nous avons pu montrer que seul l 'anom'ere de l 'urke 4 

ktait isolk au cours des deux schkmas de synth'ese utilisCs, e t  que la ni t rosa-  

, p de nitrosourke 1 , avec une grande tion conduit au melange a 
prkpondkrance de l a  forme p (85 B 90 %). 

P - 

- 
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Nous retrouvons l e s  dkplacements chimiques a ins i  que les  cons- 

tantes de couplage CaractCristiques prkc isks  par  MONTERO (4) pour l e s  

d6rivks 4 e t l .  

PARTIE EXPERIMENTALE 

L e s  spec t res  I R sont effectuks su r  un spectrophotom'etre Perk in  

E l m e r  257. 

L e s  spec t res  RMN sont enregis t rks  su r  un appareil  JEOL PMX 

6 0  MHz, en utilisant l e  TMS en rCfkrence interne.  L a  position des bandes e s t  

donnke en  valeur de' 8 . 

L e s  points de fusion sont p r i s  su r  banc Kofler. 

L e s  chromatographies de produits radioactifs sont analyskes s u r  

un dgrouleur de chromatogramme PANAX kquipk d'un dktecteur type Geiger -  

Muller sans  fenEtre. 

L e s  mesures  de radioactivitk spkcifique sont rkaliskes dans un 

scinti l lateur liquide Mod'ele Mark I1 Nuclear Chicago, par  la mkthode du 

s tandard  exte rne.  

1 )  Marquage su r  le carbonyle du groupement acktyle : 

Chloro-2 kthy1)-3 urk idol  - 1 ' fi - D ribopyrannose 3, 
I1 e s t  prCpark selon Monte:o (4) p a r  action de l ' isocyanate de chlo- 

I 

r o  - 2 k thy lezu r  l 'amino 1 - D  ribopyrannose ( 7 )  dans l e  D'MF 3 0 " .  - 
(Chloro-2 ethyl)- 3 ur6ido - 1 tr i  O-acBtyl-Z', 3', 4' b - D 

r ibopyr annos; -- 4 l4C.  
J 

3 
A une solution de  5 mM de  2 dans 15  c m  de pyridine maintenue B 

O " ,  on ajoute goutte B goutte 2 0  mM (40 mCi)d'anhydride acktique 14C. Apr'es 

24 heures  B t empkra ture  ambiante, on t r a i t e  par  100 cm3  d'eau glacke, acidi-  

f ie avec HC1 10 % ext ra i t  au chloroforme, lave la phase organique pa r  une 

solution de NaHC03, puis par l ' eau ,  e t  s'eche s u r  MgS04. On kvapore le 

solvant, lave l e  prkcipitk B l ' k ther .  

On obtient 4, 38 mM (88 % )  d'urke 5. 
Chloro-2 kthyl) -3  nitroso-3 urkidol 

A 
- 1' tr i-O-acktyl-2' ,  3 ' ,  4 ' ,  

3 

c' a ,  b D-ribopyrannose 1 14C (RPCNUL 

4 ,  38 mM d 'ur6e  5 sont dissoutes dans 20 c m  d'acide formique. 

L a  solution e s t  maintenue entre 0"  et  5" ,  et  1 3  mM de  NaNO 

p a r  peti tes fractions.  Apr'es avoir la i ss6  2 heures  B O", on hydrolyse, ex t ra i t  

au chloroforme, s'eche s u r  MgS04, puis kvapore sous vide. L e  rksidu e s t  

sont ajoutkes 
2 
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- tr i-0-acktyl-Z' ,  3 ' ,  4 '  B - D 

chromatographie' su r  colonne de sil ice (Merck-230-400 mesh)  kluant : 

tion refroidie,  on ajoute 30 mM de chlorokthylamine base,  e t  l a i sse  24 heures  

B t empkra ture  ambiante. On kvapore l e  solvant sous vide. Le  r6sidu e s t  chro- 

matographik sur  colonne de sil ice Merck  (230-400 mesh)  kluant : CHC13 - 
E tOH 9 8/2. 

On obtient 3 , 9  mM (65 % )  d'urke 4 14C. -P 
RPCNU 1 14C. -- 

L a  nitrosation de 4 es t  conduite comme prCickdemment, avec - 
3 12 m M  de Na NO et 20 c m  d'acide formique. 2 

Apr'es t ra i tement ,  puis chromatographie s u r  si l ice dans l e s  mdmes 

conditions que pour l e  prkckdent marquage, on obtient 2 , 8  mM (72 %) de 

RPCNU a ,  ,8 14C. 

Activitk spkcifique : 5,  4 yCi/fng, 2 , 2  m C i b M  

3) Marquage s u r  le carbone-1 de la charne chlorokthyle. 

Chlorhydrate de chloro-2 kthylamine 14C -1. 

I1 e s t  prkpark de la mSme faGon que pour l e  marquage de  la 

RFCNU (3). A pa r t i r  de  5 mM de chlorhydrate d'kthanolamine (15 m a ) ,  on 

obtient 3, 3 mM (66 %) de chlorhydrate de chloro-2 e'thylamine 14C. 
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Chloro-2 kthy1)- 3 urkido-1' - t r i  0-ace'tyl 2 ' ,  3 ' , 4 '  13 - D 
J 

8 mM de  dkrivk bromk 2 sont traitks pa r  26 m M  d'isocyanate 

d 'a rgent  dans le tolu'ene B reflux. 

L e  rksidu obtenu ap r&s  l e  m t m e  t ra i tement  que prkckdemment 

e s t  r ep r i s  par  30 c m  de benz'ene. A cette solution, on ajoute 'a 0 "  3 , 3  mM 

de  chlorhydrate de  chloro-2 Cthylamine 14C-l puis goutte B goutte 1 c m 3  de 

trikthylamine, e t  t r a i t e  comme prkce'demment. 

3 

Apr'es chromatographie s u r  colonne de sil ice,  on obtient 2, 78 mM 

(84 % )  d 'u rke  - 4 p"C. 

RPCNU 14C 
3 On effectue la nitrosation de 4, avec 8, 3 mM de NaNO dans 15 c m  2 

d'acide for mique. 

Apr'es t ra i tement  puis chromatographie s u r  colonne, on obtient 

1 ,  83 mM (66 % )  de RPCNU a , p 14C. 

Activitk spkcifique : 6, 95 Y C i b g  : 2 ,  85 mCi/mM. 

4)  Identification e t  contr6le de  puretk des u rkes  2 et 

L e  contr6le de puretk e s t  effectuk par  CCM sur  plaque (ve r re  e t  

: 

plastique) de si l ice Merck 60 F 254, dans l e s  sys tkmes  CHCl -EtOH 95/5 

pour le de'rivk 4, (Rf : 0 ,50)  e t  98/2 pour la RPCNU (Rf : 0 ,  75). L 'ana lyse  

e s t  rkalise'e en fluorescence (254 nm)  par l ' iode,  et par  radiochromatographie : 

s u r  passeur  de chromatogramme e t  p a r  scintillation liquide apr'es de'coupage 

3 

des  supports plastique. 

L a  pure te  radiochimique e s t  supkrieure B 95 70. 
Identification : 

I c (4) 

Urke 4, RPCNU 1. 
51 -52°C Litt  : F = 50-51°C : F = 156-157" C (4) J 

I R (KBr)  cm- lqNH)  3400,3320 Y(NH) 3400 

(CH) 29 50 (CHI 2950 

(C=O) 1740,1660 (C=O) 1750 

(N - NO) 1490 
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RMN (CDC13) 

Dkrivk 5 :  : 6 , 0 6  (d) J1 -1 I = 9 Hz ; - H-3 : 5 , 8 6  (t) ; - H-1'  : 5 ,  31 (t) 

J l -1 '  = 513-2' = 9 Hz ; H-2' : 4 , 9 3  ( m )  ;= : 5 , 6 1  ( t )  

J3 '-2 1 -  - J31-4,= 2 Hz ; H-4 '  : 4 , 9 3  ( m )  ; H-5' : 3 , 8 3  (m) 

H-4, H-5 : 3, 5 8  (d) ; e s t e r  : 2 ,  01 ( s )  2 , 0 3  ( s )  2, 1 8  ( s )  

Dkrive  .L : H-l 0) : 8 , 4 6  (d) J1 I =  9 Hz ; (a) : 5,  83 J1 = 5 HZ ; 1-21 

(p) : 7 , 9 0  (d) (6, : 5 , 5 6  ( t ) J1 ' - l=J1 , -2 '=  

9 Hz 

- H-2 '  : 5 , 1 3  ( m )  ;= : 5, 73 (t)  J31 -2 ,=  J31-41  = 2 Hz ; - H-4 '  : 5 , 1 3  

(m) ; H-5' : 3,91 (d) ;=: 3 , 5 0  (t)  ; H-5 : 4,'16 (t)  e s t e r  : 2, 0 3  

( s )  2, 21 ( s )  

R e m e r c i e m e n t s  

Nous r e m e r c i o n s  Madame GALLAIS pour  sa c o l l a b o r a -  

tion technique.  Ce t r a v a i l  a benkficik d e  l ' a ide  d e  la 

DGRST, dkc is ion  d ' a i d e  n"7872653. 
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