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SUMMARY

RPCNU was labelled with 14C on three positions :
- on the carboxyl of the acetyl groups
- on the carbone ] of the 2-chloroethyl group

- on the urea carbonyl

RESUME

1
La RPCNU a été marquée par le 4C en trois positions :
- sur le carboxyle des groupements acétyles
- sur le carbone 1 du groupement chloro-2 éthyle

- sur le carbonyle uréique.

Mots-clés : Ribopyrannosyl chloro-2 éthyl nitrosourée, marquage 14C

Les nitrosourées sont des composés largement utilisés en
chimiothérapie anticancéreuse, Parmi les chloro-2 éthyl nitrosourées, les
dérivés du ribose, en particulier la RPCNU et la RFCNU (1, 2) présentent un
grand intérét, en raison de leur large spectre d'action sur les tumeurs expéri
mentales et leur faible myelotoxicité aux doses utilisées. Afin de réaliser une
étude comparative complete de la distribution et du métabolisme de ces deux
substances, nous avons envisagé leur marquage par le 14C.

Nous avons décrit précédemment (3) trois marquages de la
RFCNU : sur le carboxyle du groupement paranitrobenzoyle afin d'évaluer le

réle joué par ce groupement dans la cinétique métabolique ; sur la chaine
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chloroéthyle et sur le carbonyle de l'urée afin d'apprécier le pouvoir alkylant
et le pouvoir carbamoylant de cette substance.

Dans le présent travail, nous rapportons le marquage du
(chloro-2-éthyl)-3 nitroso-3 uréido - 1' tri-O-acétyl-2',3',4' D-ribopyran-

nose (RPCNU) dont nous indiquons la formule ci-dessous :

O H w
NHCO?}ICH20H2CI
£co NO
OAC OAE
1

Notre objectif étant de comparer le mode d'action de la RFCNU
et de la RPCNU chez l'animal, nous avons réalisé également trois marquages
de la RPCNU :

- sur le carboxyle des groupements acétyles (marquage I)

- sur le carbone 1 de la chafne chloroéthyle (marquage II)

- sur le carbonyle de la fonction uréique (marquage 1II)

La RPCNU a été préparée récemment par MONTERO et coll. (4)

3 partir de la ribosylamine (schéma 1).

0 CICH,CH,NCO =
NH, NH CONHC H,CH,CI
HO HO
OH OH OH OH
2 3 Ac,O.
(o]
NaNO.
RPCNU 2 NHCONHCH,CH,CI
1 AcO
OAc OAc
Schéma 1 i

Nous avons utilisé ce processus pour réaliser le marquage I, car

il permet d'introduire la radioactivité & l'avant-derniere étape de la synthese



Marquage par '*C du RPCNU

. PR . <os 14
par l'intermédiaire de l'anhydride acétique C.
Pour les marquages II et III, nous avons mis au point une nouvel-

le méthode de préparation a partir du Bromo-1 tri-O-acétyl-2', 3',4'-D-

ribopyrannose.

1) Marquage (I)-sur le carbonyle des groupements acétyles,

L'isocyanate de chloro-2 éthyl réagit avec la ribopyrannosyl
amine pour conduire 2 l'urée correspondante 3. Pour obtenir le dérivé acé-
tylé 4 14C, nous avions deux possibilités en ce qui concerne le précurseur :
l'anhydride acétique 14C et le chlorure d'acétyle 14C. A priori, l'anhydride
acétique devait conduire 2 un plus mauvais rendement radiochimique, étant
donné qu'il perd la moitié de la radioactivité sous forme d'acide acétique 14C
lors de la réaction, alors que ce n'est pas le cas avec le chlorure d'acétyle.
Nous avons effectué des essais avec ces deux précurseurs : l'action de l'anhy-
dride acétique sur le dérivé 3 dans la pyridine permet d'obtenir le [(chloro-Z
éthyl)-3 uréidc}l' tri-O-acétyl-2', 3', 4! ,B D-ribopyrannose i avec un
rendement de 68 % par rapport a AcZO (le rendement radiochimique est de
34 %) alors qu'avec le chlorure d'acétyle, dans les mé&mes conditions, le
rendement n'est que de 12 %.

Le composé 4 est nitrosé par le nitrite de sodium dans l'acide
formique, pour conduire au mélange (¥, IB de RPCNU 1, avec un rendement

radiochimique de 22 % calculé par rapport a l'anhydride acétique = "C.

2) Marquages sur le carbonyle de l'urée (II) et sur la chaine chloroéthyle (III).

Pour effectuer ces deux marquages, nous ne pouvions envisager
d'utiliser le processus décrit dans le schéma 1, en effet le précurseur aurait
été dans ce cas le chloro-2 éthyl isocyanate marqué soit sur le carbonyle, soit
sur la chafne chloroéthyle ; la radioactivité aurait donc été introduite-dés la
premigre étape, ce qui aurait conduit au produit final avec un rendement
radiochimique tres faible.

Nous avons donc mis au point une nouvelle voie d'acces a la
RPCNU, a partir du Bromo-1 tri-O-acétyl-2', 3', 4! /B -D ribopyrannose §
(schéma 2) préparé par la méthode de HELFERICH (5).
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© AgNCO o
Br NCO
AcO AcO
OAc OAc OAcOAc
»
5 & [mnduong
0
NaNO, * »
RPCNU NHCONHCH2CH2CI
1 (@)

1) o 4 @
OAc OAc ( )

a) marqué sur le carbonyle de l'urée
q Yy

(b) marqué sur le carbone 1 de la chaine chloroéthyle

Schéma 2
- Marquage sur le carbonyle uréique :

11 est réalisé par l'intermédiaire de l'isocyanate d'argent 14C
préparé a partir de l'urée 14C et du nitrate d'argent (6).

L'action d'un léger exces de Ag NCO 14C sur le dérivé bromé 2
1,2 / 1 dans le tolugne 3 reflux conduit & l'isocyanate 6 . Celui-ci réagit
avec un exces de chloro-2 éthylamine pour donner l‘ureTe i(a) ﬁ . Enfin, la
nitrosation effectuée dans les mémes conditions que pour le marquage I permet
d'obtenir la RPCNU _‘l_(a)a{ ) ﬁ avec un rendement radiochimique de 26 %
par rapport a l'urée ~ C.
- Marquage sur le carbone 1 de la chaine chloro-2 éthyle.

Le précurseur est alors la chloro-2 éthylamine 14C, préparée par

chloruration du chlorhydrate d'éthanol amine par SOCIZ. En utilisant un

exces d'isocyanate 6 par rapport 3 la chloro-2 éthylamine (2/1) on
obtient l'urée 4 (b} /[3 puis la nitrosourée 1 (b) a/ﬁ avec un rende-
N N 14

ment radiochimique de 33 % par rapport & 1'éthanolamine-1 C.
L'identification des intermédiaires de synthese a été réalisée par

RMN. Ainsi, nous avons pu montrer que seul l'anomeare ﬁ de l'urée 4

était isolé au cours des deux schémas de synthese utilisés, et que la nitrosa-

tion conduit au mélange (¥ , ﬁ de nitrosourée 1 , avec une grande

prépondérance de la forme ﬁ (85 290 %).



Marquage par **C du RPCNU

Nous retrouvons les déplacements chimiques ainsi que les cons-
tantes de couplage caractéristiques précisés par MONTERO (4) pour les

dérivés 4 et 1.
PARTIE EXPERIMENTALE

Les spectres I R sont effectués sur un spectrophotometre Perkin
Elmer 257.

l.es spectres RMN sont enregistrés sur un appareil JEOL PMX
60 MHz, en utilisans le TMS en référence interne, La position des bandes est
donnée en valeur de 8

Les points de fusion sont pris sur banc Kofler,

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

Les mesures de radioactivité spécifique sont réalisées dans un
scintillateur liquide Modele Mark II Nuclear Chicago, par la méthode du
standard externe.

1) Marquage sur le carbonyle du groupement acétyle :

Rghloro-z éthyl)-3 uréido] - 1! B - D ribopyrannose 3

J T
Il est préparé selon Montero (4) par action de l'isocyanate de chlo-

ro - 2 éthyle sur l'amino 1-D ribopyrannose (7) dans le DMF 2 0°,

(Chloro-2 éthyl)- 3 uréido -1'tri O-acétyl-2",3,4' [5 _ D
-‘ i

. L 14
ribopyrannose 4 ~ "C.

A une solution de 5 mM de g dans 15 cm3 de pyridine maintenue a
0°, on ajoute goutte a goutte 20 mM (40 mCi)d'anhydride acétique 14[C. Apres
24 heures a température ambiante, on traite par 100 cm3 d'eau glacée, acidi-
fie avec HC1 10 % extrait au chloroforme, lave la phase organique par une
solution de NaHCO3, puis par l'eau, et séche sur MgSO

solvant, lave le précipité a l'éther,

. On évapore le

4

On obtient 4, 38 mM (88 %) d'urée 4.
(Chloro-2 éthyl) -3 nitroso-3 uréido.l - 1! tri-O-acétyl-2', 3!, 4,

&, B D-ribopyrannose 1 14C (RPCNU)

4,38 mM d'urée 4 sont dissoutes dans 20 cm3 d'acide formique.

La solution est maintenue entre 0° et 5°, et 13 mM de NaNO_ sont ajoutées

2
par petites fractions. Aprés avoir laissé 2 heures 2 0°, on hydrolyse, extrait

au chloroforme, séche sur MgSO,, puis évapore sous vide., Le résidu est

4!
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chromatographié sur colonne de silice (Merck-230-400 mesh) éluant :
o Ty 14
On obtient 3,1 mM (71 %) de RPCNU (¥, ﬁ C.
Activité spécifique : 7,10 pCi/mg 2,9 mC/mM
2} Marquage sur le carbonyle uréique :

14
Isocyanate d'argent C.

AgNCO 14C est préparé selon la littérature (6) sur les
quantités suivantes : Une solution de 9,65 mM d'urée 14C (30 mCi)et
9,7 mM de nitrate d'argent dans 50 cm3 d'eau, est chauffée pendant 3 heures,
Le précipité d'isocyanate d'argent e (5mM ; 52 9,) est filtré, lavé a lleau
et l'acétone,
[(Chloro-Z éthyl) -3 uréido-l'-l - tri-O-acétyl-2', 3!, 4' B -D

1
ribopyranm!"se 4 4C. 'I

A uzne solution de 6 mM de Bromo-1 tri-O-acétyl-27, 37, 4!, ﬁ - D
ribopyrannose § (5) dans 30 cm® de tolugne anhydre, on ajoute 7 mM d'iso-
cyanate d'argent 14C (5 mM de dérivé marqué + 2 mM de dérivé stable), puis
on porte 2 heures 3 reflux sous un courant d'azote, a l'abri de la lumigre. On
filtre a chaud le bromure d'argent formé, et évapore le filtrat a sec.

Le résidu est repris par 20 cm3 de benzeéne anhydre. A cette solu-
tion refroidie, on ajoute 30 mM de chloroéthylamine base, et laisse 24 heures
a température ambiante. On évapore le solvant sous vide. Le résidu est chro-
matographié sur colonne de silice Merck (230-400 mesh) éluant : CHCl3 -
EtOH 98/2.

On obtient 3,9 mM (65 %) d’uréeﬁlﬁV}C.
RPCNU 1 14C.

La nitrosation de _4_ est conduite comme précédemment, avec
12 mM de Na NO2 et 20 cm3 d'acide formique.

Apres traitement, puis chromatographie sur silice dans les mémes
conditions que pour le précédent marquage, on obtient 2,8 mM (72 %) de
rPcNU &, B e,

Activité spécifique : 5, 4).1Ci/fng, 2,2 mGji/mM

3) Marquage sur le carbone-1 de la chaine chloroéthyle.

1
Chlorhydrate de chloro-2 éthylamine 4C -1,

I1 est préparé de la mé&me facon que pour le marquage de la
RFCNU (3). A partir de 5 mM de chlorhydrate d'éthanolamine (15 mGCi), on
obtient 3,3 mM (66 %) de chlorhydrate de chloro-2 éthylamine 14C.
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(Chloro-2 éthyl)- 3 urdido-1' -' - tri O-acétyl 2,3, 4' [3.D
T4 3 g

ribopyrannose 4 C.

8 mM de dérivé bromé 5 sont traités par 26 mM d'isocyanate
d'argent dans le toluene a reflux,

Le résidu obtenu aprés le méme traitement que précédemment
est repris par 30 cmsde benzene. A cette solution, on ajoute 3 O° 3,3 mM
de chlorhydrate de chloro-2 éthylamine 14C -1 puis goutte a goutte 1 cm3 de
triéthylamine, et traite comme précédemment,

Apres chromatographie sur colonne de silice, on obtient 2,78 mM
(84 %) d'urée 1/3140

RPCNU 14C

On effectue la nitrosation de i avec 8, 3 mM de NaNO2 dans 15 crn3
d'acide formigque.

Apres traitement puis chromatographie sur colonne, on obtient
1,83 mM (66 %) de RPCNU (X , ,B He

Activité spécifique : 6,95 )JCi/fng : 2,85 mCi/mM.

4) Identification et contrdle de pureté des urées .4_ et -1_ :

Le contrdle de pureté est effectué par CCM sur plaque (verre et

;-EtOH 95/5
pour le dérivé 4 (Rf :0,50) et 98/2 pour la RPCNU (Rf : 0, 75). L'analyse

plastique) de silice Merck 60 F 254, dans les systémes CHCI

est réalisée en fluorescence (254 nm) par l'iode, et par radiochromatographie :
sur passeur de chromatogramme et par scintillation liquide aprés découpage
des supports plastique.

La pureté radiochimique est supérieure 2 95 %.

Identification :
Urée 4 RPCNU 1
F = 154-155°C[Litt :F =156-157° C (4)] 51-52°C [Litt : F =50-51°C ]
(4)
-1)) V
I R (KBr) cm (NH) 3400, 3320 (NH) 3400
(CH) 2950 {CH) 2950
(C=0) 1740,1660 (C=0) 1750
(NH- IC) 1540 (NH-!C) 1530
|
g 5

(N - NO) 1490
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RMN (CDCL,)

Y 4 <)
NHCONCH,CH,CI

NO

Dérivé 4 : H-1: 6,06 (d) Jl 1 =9 Hz ; H-3 :5,86 (t) ; H-1' : 5,31 (t)
I I 9 Hz s H-2 0 4,93 (m) ; H-3': 5,61 (t)

— - . t . N T .

Ty g™ Tq_ g7 2 Hz i Hed': 4,93 (m) 5 Ho5' 0 3,83 (m)

H-4, H-5: 3,58 (d) ; ester : 2,01 (s) 2,03 (s) 2,18 (s)

Dérivél : H-1 (¥) : 8,46 (d) J, ,,=9 Hz; H-1' (¥ :5,83 3, ,,=5Hz;
(ﬁ) : 7,90 (d) (ﬁ) 5,56 (t)J), =), 5.7
9 Hz
H-2':5,13 {m); H-3': 5,73 (t) I3 21731 4= 2Hz  H-4' 15,13
(m); H-5':3,91 (d) ; H-4 : 3,50 (t) ; H-5: 4,16 (t) ester : 2,03
(s) 2,21 (s)
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