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SUMMARY 

For disposition and metabolic study CNCC was labelled 
by 35S, I4C, 3H on three positions : 

- on the two sulfur atom of the cystamine group 
- on the urea carbonyl 
- on the position 1 of the 2 chloro ethyl group. 

RE SLIME 

Dans le but de r6aliser des etudes de disposition et de 
3 metabolisme le CNCC a ete marque par 35S, 14C, et H en trois positions : 

- sur les atomes de soufre du groupe cystamine 
- sur le carbonyle ureique 
- en position 1 du groupe chloro-2, Gthyle. 

Les chloro-2 alkyl nitrosourges (BCNU, CCNU, Me CCNU) 

et les chloro-2 Gthyl glycosyl nitrosourges (RFCNU, RPCNU, Chlorozo- 
tocine) constituent une classe importante d'oncostatiques dont le mB- 
canisme d'action "in viva" n'est pas toujours bien connu. La selection 

de ces composBs pour les essais cliniques passe par l'stude de leur 
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efficacitc sur les tumeurs expsrimentales implantses chez l'animal. 

REcemment, IMBACH et coll. (1) ont pr6parE une bis chloro ethyl nitrosourge, 

la di [ (chloro-2 ethyl)-2 N nitroso N-carbamoyll N,N-cystamine ou CNCC dont 

1'efficacitE sur les tumeurs murines est superieure 1 la plupart de celles 
observses B partir des substances citEes ci-dessus.Ces rcsultats nous ont 

conduit B rEaliser le marquage en plusieurs positions de cette molEcule afin 

d'en prcciser le mode d'action "in vivo" chez l'animal. 

La formule du composs est la suivante : 

R = N-CNHCHgCHZCl 
I II 

65% NO 0 

R' = HN-CNCH,CH2Cl 
I t  I 
ON0 

/ R = N-CNHCH2CH,CI 

\ R' = N-CNHCH2CH2CI 
I II 
NO 0 

C'est un mElange de deux nitrosourEes dans les proportions de 65/35 

Nous avons marqu6 ce mElange car les tests sur les tumeurs expErimentales ont 

6tG r6alisEs B partir de celui-ci. 

Compte tenu de 1'expErience acquise dans ce domaine sur la 

fragilit6 "in vivo" de ce type de substances (2.6) et de la structure du 

produit nous avons r6alisE trois marquages : 

- par le 3 5 ~  sur la partie cystamine 

- par le 14C sur les carbonyles ur6Iques 
- par le 3H sur les groupes chloro-2 ethyle. 
Le schEma 1 indique le processus classique de synthGse (1) 
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SCHzCHzNH2 . HCI 
I 
SCH2CH2NH2 HCI 

Sch6ma 1 

0 

S CH ZCHZNHCNHCH ZCH zCI 
I 

O= C=NCHzCHz CI SCH&H@HCNHCHzCHzC! 

Et,N I I  
HZO 

I I  
0 3  
No N 4  

HCOOH 

H2O 

35 S CNCC I 1 
Le chlorhydrate de cystamine ( 2 ) dgbloqud dans l'eau par la 

trigthylamine, traits par l'isocyanate d,e chloro-2 Gthyle conduit B l'urge 

recherchge ( 3 ) avec un bon rendement 90 %. La nitrosation peut s'effec- 

tuer soit par le chlorure de nitrosyle dans la pyridine, soit par le ni- 

trite de sodium dans l'acide formique pur ou aqueux 5 O°C. Nous avons choisi 

la dernisre technique car la r6action est plus  facile 2 contr6ler. L'isole- 

ment du CNCC est effectu6 par HPLC semi prgparative. Les 6luants utilisss 

doivent Stre exempts de solvants protiques en raison de l'instabilitg de ce 

produit notamment vis 1 vis des alcools. 
Ce proc6dQ a permis d'obtenir le CNCC 35S ( 1 ) avec un 

rendement chimique et radiochimique de 60 %. 

Les marquages sur le carbonyle ur6Fque et sur le groupe 

chloro-2 Sthyle ne peuvent que trSs difficilement Stre mis en oeuvre b partir 

de ce schgma, il faudrait en effet marquer le chloro-2 gthyle isocyanate soit 

par le 14C soit par le 3H sur de petites quantitgs. Les tentatives effectuges 

pour prdparer ce produit par la dggradation de Curtius selon l e  schgma 2 se 

sont soldges par des Qchecs. 

Schgma 2 

CI COOCZH, 
Et, N 
Na N, 

CI CH, CH, COO H b CICH,CH2N=C = O  

n 
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AQ N 0 3  * 
c A g  N =C = O  

H2 0 
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TOLUENE 

reflux 

Schema 3 

* S O C I ,  * 
HCI, NH2 CH2CH2OH HCI. H, NCH, CH2CI 

CH3C N 

0 

S CH2CH20H T S C l  

CH,CN 

Et 3N 

I 
S C H2 CH,OH 

4 

0 

* 
H,NCNH2 

II 
0 

N a N O ,  
H C O O H  

H2 0 

S CH2CH20TS 
I 5 
SCH,CH,OTS 

N o 1  

ACETONE 
re f lux  1 

s CH,CH,I 

I 6 
S CH2CH21 

3 :  

a )  marqu6 p a r  14C s u r  l e  ca rbony le  u rd ique  

b)  marqu6 p a r  l e  3H e n  p o s i t i o n  1 du groupe chloro-2 6 t h y l e  
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Nous avons donc 6t6 amen6s B concevoir une autre voie de syn- 
3 thlse qui permette d'introduire I4C et 

Le sch6ma 3 r6sume le processus. 
H dans des conditions acceptables. 

Nous devions trouver un reactif facile B isoler qui convienne 2 

la disubstitution par le groupe isocyanate, nous avons pens6 1 un dhriv6 

dihalog6nE. La prgparation du dhriv6 dichlor6 a 6t6 6cart6e en raison de sa 
Troche parent6 avec la moutarde au soufre. Nous nous sommes orient& vers la 

synthlse des dEriv6s dibromEs et diiodss. 
La r6action du chlorure de Tosyle sur le dihydroxy 2,2'-di6thyl 

disulfure ( 4  ) dans la pyridine 2 O ° C  conduit quantitativement au ditosylate 
( 5 ). Cet intermsdiaire peut Ctre substitug par le brome ou l'iode. 

La preparation du d6riv6 dibrom6 est longue, par ailleurs les 
essais ultgrieurs ont montr6 que sa rbactivit6 sur l'isocyanate d'argent est 
mauvaise, nous l'avons abandon&. 

Le diiodo 2,2'-di6thyl disulfure ( 6 ) est obtenu quantitati- 

vement en quatre heures par action de l'iodure de sodium dans l'acetone 2 

chaud sur le ditosylate ( 5 ) .  La preparation du diisocyanate 2,2'-di6thyl 

disulfure ( 7 ) est plus difficile, e l l e  s'effectue dans le tolusne B reflux 
en presence d'un excSs d'isocyanate (3 /1  au minimum). Le contrdle mIN de la 

solution concentrde donne 1'Qtat d'avancement de la rbaction. Ce contrdle doit 
impsrativement Stre effectu6 avant de poursuivre car les purifications du 

diisocyanate ( 7 
diiod6 ( 6 ) dans le milieu est prsjudiciable au rendement radiochirnique des 
deux marquages envisaggs. 

) sont trSs difficiles et la presence du produit de d6part 

Le rendement chimique de la r6action est environ 70% par rapport 

Le marquage par I4C est r6alis6 2 cette 6tape par l'intermsdiaire 
au d6rivE diiodE ( 6 ). 

de l'isocyanate d'argent I 4 C .  

La reaction du diisocyanate et de la chloro-2 ethyl amine peut 

Ctre rEmlis6e dans diff6rents solvants. Nous avons essay6 le toluhe, le 
dimethylformamide et l'ac6tonitrile. 

Le tolulne permet de pFoc6der sans changement de solvant, ce qui 

6vite une perte de diisocyanate ( 7 ) au cours de la concentration. Dans ce 

cas, l'addition d'un excSs de chloro-2, 6thyl amine base ( l o l l )  conduit 2 

l'ur6e avec un rendement chimique de 90 % par rapport au d6riv6 ( 7 
C'est la technique qui a 6th utilis6e pour le marquage par I4C. 

) .  

Par contre le marquage par 3H impliquait d'optimiser cette rdac- 

tion par rapport 3 la chloro-2, hthyl amine. La r6action stoechiomhtrique du 
chlorhydrate de chloro-2, Qthyl amine en prhsence de tridthylamine sur 
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le derive ( 7 ) dans 1'acEtonitrile permet d'atteindre l'urde avec un 

rendement chimique de 90 %. Ce procddg a Ctd utilisd pour le marquage par 

le H 
3H 

par le chlorure de thionyle seul soit par le chlorure de thionyle dans 

l'ac6tonitrile. Cette dernisre technique permet d'isoler plus facilement le 

chlorhydrate de chloro-2, 6thyl-arnine. 

3 [ l ]  chlorhydrate de chloro-2 Qthylamine obtenu aprbs chloruration du 

[ 1 1  chlorhydrate d'dthanol amine. Cette rdaction peut s'effectuer soit 

La nitrosation et l'isolement du CNCC pour ces deux marquaEes 

Les rendements radiochimiques des marquages par 14C et 

1 b  44 T calculh par rapport au 3H [ I ]  chlorhydrate 

ont 6t6 realis& comme indiqud dans la premibre partie. 

respectivement la 7 z calculg par rapport B l'urge 14c 

3 H sont 

d'gthanol amine. 

PARTIE EXPERINENTALE 

I Indications Ginerales 

Les points de fusion sont pris sur un banc Kofler et sur un 

appareil Mettler. 

Les spectres IR ont 6th rEalisEs sur des spectrophotomPtres 

Perkin Elmer 257 et 398. 

Les spectres de RMN ont 6tE effectuds sur un appareil JEOL C 6'' 

HL PElX 60 et VARIAN HA 100 en utilisant le TPIS en rEfErence interne. 
La position des bandes est dontlCe en valeur de . Les mesures de radioactivi. 
t 6  sp6cifique sont rEalis6es dans un scintillateur liquide Nark 11 Nuclear 

Chicago par la m6thode du standard externe. 

6 

Les chromatographies sur couches minces des produits radio- 

actifs sont analysGes soit sur un d6rouleur de chromatogramme PANAX 6quiDP d ' u n  

dgtecteur G.M. sans fenctre, soit aprss dEcoupage des Dlaques, par scintillation 

liquide. 

Les prgcurseurs radioactif s 35S chlorhydrate de cystamine, 

1 4 C  urge, 3H chlorhydrate d'gthanolamine, ont 6t6 fournis par l e  Service des 

Molecules Marquees CEN Saclay, France. 

I1 PrZ?aration des precurseurs. 

I /  Isocyanate d'argent 

11 a 6t6 prepare selon la litt6rature ( 7  ) sur les quantitds 

suivantes : une solution de 30 mll d'urGe I4C (50 mCi) et 35 mPI de nitrate 
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d'argent est chauffk pendant 3 heures 3 reflux dans 75 ml d'eau. Au cours de 
la r&action, la solution se concentre au demi et un precipits se forme. On 
isole 18 mM d'isocyanate d'argent par filtration . On lave 2 l'eau froide 

7 (10 ml) puis 3 l'acgtone. Activite Specifique : 1,66 mCi/mM. 6,14 x 10 BqjmM 

21 Chlorhydrate de chloro-2 ethylamine. 
6,5 mM (15 mCi) de chlorhydrate d'ethanol amine en suspension 

dans 20 ml d'acetonitrile sont trait& sous agitation par 65 mM de chlorure 
de thionyle h temp6rature ordinaire. Apres 30 heures d'agitation, on 
relargue la solution jaune clair par 
form6 est filtr6 sur fritte, lav6 h 1 

rendement 6,2 mM (95%). 
F. = 145.147OC 

50 ml d'ether anhydre. Le prGcipiti5 
ether et mis au dessicateur sur P 0 * 2 5 '  

Activit6 spEcifique : 2.5 mCi/mM. 
9.25 x 10 7 Bq/mM 

31  Prgparation du ditosylate 2,2'-diEthyl disulfure ( 5 ) .  

100 mM de dihydroxy 2,2'-di&thyl disulfure ( 4 ) sont trai- 
t& dans 100 ml de pyridine anhydre par 220 ml de chlorure de tosyle B O0-5OC. 
On laisse sous agitation pendant 3 heures B 0°C. On jette sur glace : le 
produit pr8cipite. On filtre et lave h l'eau. Rendement 90 %. 

F = 66.68"C 

CCM = Silice (Merck Si 60 F254) Rf : 0,5 Eluant Hexane 
-1 IR = KBr cm (CH) 2980 - 2940, (-OS02-) 1345 1165 

RMN = 60 MHz (ac4tone d6) 2,43 s 6 p (E3), 2,80 t 4 p (E2) 
4,16 t 4 p (CH,OTS), 7,lO 27,80 m 4 p (phenyl) 

41 Prgparation du diiodo 2,2'-diEthyldisulfure ( 6 >. 
A la solution de 50 f i l  de ditosylate ( 5 ) dans 100 ml 

d'acetone, on ajoute 250 mM d'iodure de sodium et chauffe B reflux pendant 3 
heures en agitant . Deux techniques de traitement sont possibles. 

- le tosylate de sodium et l'iodure de sodium en exces sont filtrgs 
bur fritte. Le filtrat est concentrE sous vide et chromatographi6 sous basse 
pression sur colonne de silice (Merck Lobar type C) Slue par l'hexane. 

- le milieu rsactionnel est Qvaporg h sec, trait& par l'eau, extrait 
au benzene. La phase organique est lav6e par une solution de bisulfite 
jusqu'h d6coloration totale, puis sGch6e sur Mg SO4 et concentrde sous vide. 
On obtient le dEriv6 diiode dans les deux cas avec un bon rendement (90 X). 

F = 45.46OC 
CCM = Silice (Merck Si 60 FZs4) Rf : 0,40 Ac4tate d'4thyle 

Hexane (20 : 80) 
-1  IR = KBr cm (CH) 2950 2910, (CI) 560 - - 

RMN = 60 MHz (CDC13) 2,80 2 3,66 m (S-CH2-CH2 I) 
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I11 Marquage par 35S 

1/ Prsparation de l'urge ( 3 ). 
Une solution de 4 mM de chlorhydrate 35S de cystamine (17 mCi) 

dans l'eau (20 m l )  est traitse goutte B goutte par 8 mM de trigthylamine, 

Z 0°C. On ajoute ensuite goutte 2 goutte 1 cette tempsrature 8,8 mM de 
chloro-2 Cthyl isocyanate, laisse revenir 3. tempsrature ambiante. On maintient 

l'agitation une nuit. Le prscipitd blanc form6 est filtr6, lavd par l'eau 

Elac6e puis par une solution mCthano1 : Sther (1 : 2) puis par l'Cther. On 
conserve le produit au dessicateur sur P 0 On obtient 3,6 mM d'ur6e (3) 35S. 2 5'  

F = 144.145"C 

CCM = Silice (Merck Si 60 F 254) Rf : 0,65 Cluant : Cthanol 
chloroforme (10 : 90) 

IR = KBr cm-l : (NH) 3330, (CH) 2960 - 2920, (C = 0) 

1625, (NHCO) 1570, 1520. 

RMN 100 MHz (DPISO D 6). 2,73 t 4 p (S-CH ) ,  3,lO B 3,45 m 8 p -2 
(NH-CH2) , 3,56 t 4 p (Z2C1), 6,30 t 4 p (NH schangeable par D20) 

21 PrCparation de 35S CNCC ( 1 ) .  

A la solution de 3,6 mM d'urge (3 ) dans 60 m l  d'acide 
formique et 20 ml d'eau on ajoute, en agitant 2 O'C, 36 d de nitrite de so- 

dium (NaNO ) par petites portions. On agite pendant 2 heures B cette tempCra- 
ture. On ajoute alors 250 ml d'eau froide et extrait par 3 fois 70 ml de 

chloroforme stabilisC par l'amvlhne. On shche rapidement sur MgS04 et distille 

l e  solvant sous pression rCduite B tempgrature ordinaire. Le rGsidu brut est 
ensuite chromatographis par HPLC prgparative sur colonne de silice 

Si 100 1 0 ~  (50 cm x 2,4 cm) CluE en mode isocratique par : CH C1 (amylhne 

1 X )  - AcCtone (99,8 : 0,2) fraction A ,  puis CH C1 (amylhne 1 W) - Acgtone 
(99,6 : 0,4) fraction B et CH2C12-Ethanol (90 : 10 ) fraction C. 

Le produit solide 2,16 mM est is016 de la fraction B puis 

concentrg rapidement sous vide B tempgrature ordinaire. 

2 

2 2  

2 2  

CCM = Silice Merck Si 60 F254 Rf : 0,35 CHC13 : Ethanol (98 : 2) 
IR = KBr cm-l : (NH) 3340, (CH) 2960-2940, (C = 0) 1695, 

(NHCO) 1530, ( N  - NO) 1480 
WfN 100 MHz (CDC13) 2,6 B 3,lO m (t + m) 4 I) ( S - E 2 ) ,  3,40 2 

4 m 8 p (NH-C12, N-CH ) ,  4 2 4,30 m 4 p (CH2C1),  7,2 2 7,6 2 p -2 
(NE) 

Le pourcentage de chaque isomhre est dCtermin6 sur le massif 

S-CH aprss comparaison des dgplacements chimiques du signal des isomhres -2 
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IV Marquage par 14c ( 1 a) 

15 

Une solution de 3 mM de diiodo 2,2' diethy1 disulfure bien agiti5e 
dans 75 ml de toluPne est traitge P 140°C pendant 22 heures par 18 mCI 

d'isocyanate d'argent ( 29 mCi). 

Une aliquote est filtrde et EvaporGe sous vide pour v6rifier la fin 
de la reaction. La suspension est ensuite filtr6e 3 chaud, le prScipit6 lave 
par le benzPne ( 2  x 10 ml). Le filtrat refroidi (0-4°C) bien agit6 est traitE 
goutte P goutte par une solution de 30 rnM de chloro-2 Qthylamine base dans le 
benzPne (25 ml). L'agitation est poursuivie pendant 24 heures 2 ternpsrature 
ordinaire. La suspension obtenue est dvaporee h sec et dgposbe sur une colonne 
de silice (Merck Lobar type B) et chromatographige sous basse pression. L'6lu- 
tion est menee par un gradient d'Gthanol dans le chloroforrne de 0 B 10 %. On 

isole dans ces conditions 2,l mM d'ur6e ( 3 a) F 144.145"C identique h celui 
obtenu par la prernisre technique (CCP!, IR, DiN). 

La nitrosation conduite comme indiqus pr6cSdemment sur 2 my d'ur6e 
( 3 a) avec 20 mM de NaN02 dans un melange H20 : HCOOH (10 : 30) conduit 
aprPs HPLC au CNCC 14C 1 mM. Le compos6 est identique (CCW, IR, RMN) 2 celui 
d'un Bchantillon pr6parS par la premiPre technique. 

7 ActivitG specifique : 3,3 rnCi/mM. 12,21x10 Bq/mM. 

3 V Marquage par H ( 1 b) 

Une solution de 8 mM de diiodo 2,2'-diethyl disulfure dans Le 

toluPne (100 ml) est traitee par 64 mM d'isocyanate d'argent dans les 
conditions d6jP dQcrites. AprPs le contrdle RMN on concentre la solution 
toluPnique et isole 3,l mM de diisocyanate 2,2'-di6thyl disulfure (une partie 
du produit est distill6 avec le toluPne sous pression rsduite). Ce produit est 
solubilisQ 
par 6,2 mM de chlorhydrate de 3H 
thy1 amine pendant une nuit P temperature ordinaire. On Qvapore 3 sec, lave le 
prGcipitG obtenu par l'eau et sPche sous vide. Le r6sidu 1,2 g ( 2  mP1 equivalent 
d'urde 

nitrose B O°C par NaN02 (30 mM) pendant 2 heures. L'extraction et la purifi- 
cation menses comme indiqus prdc6demment conduisent au 3H CNCC ( 1 b) 1,2 mM 

identique (CCM, IR, RMN) 5 l'authentique. 

dans 40 ml d'acstonitrile et trait6 avec agitation successivement 
chloro-2 ethyl amine et 18,6 rnl.1 de trih- 1 

3 b) est solubilise dans HCOOH (60 ml) et de l'eau (20 ml) puis 

7 Activit6 spscifique : 5 rnCi/mM. 18,5 x 10 Bq/rnM. 

Remerciements : Ce travail a bgn6ficib d'une aide de l a  Federation Nationale 
des Centres de Lutte contre le Cancer et de 1'INSERE.f ATP (No 119025). 
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