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SUMMARY

LETOSTEINE, 2-[l(ethoxy carbonyl methylthio)-ethyl]
4-hydroxycarbonyl thiazolidine is labelled with either carbon-14
or Sulfur-35 on the following positions

- the carboxylic carbon of the ester function by means

of chloro (1-!“C)-acetic acid.

- the thiazolidinyl group by means of L-(®%S)-cysteine.

Specific activities are 0,373 mCi/mMole or 13,8 MBg/mMole
for '“C-LETOSTEINE and 9,90 mCi/mMole or 366 MBg/mMole for
$55-LETOSTEINE.

Key Words : ’%s- and '“c-Thiazolidinyl derivatives,
'%c-thioglycolic acid, mercapto-(1-!°C) acetic acid,

1%c-letosteine.

La LETOSTEINE (1) est un principe actif soufré 3 activité
mucolytique actif par voie orale dans les affections broncho-
pulmonaires (2,3,4,5). Son action s'exerce dans un délai relative-

ment court par fluidification du mucus qui obstrue les voies aé-
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riennes supdrieures, atténuant les symptdmes d'inflammation respi-
ratoire, rétablissant les &changes gazeux normaux et les mécanis-
mes de défense naturels du poumon.

Pour permettre d'effectuer les &tudes de pharmacocinétique,
de métabolisme, et de dosage quantitatif dans les urines et le
plasma, nous avons prépar& la létostéine marquée avec du Carbone-
14 ou avec du Soufre-35 dans les deux nositions suivantes :

- le carbone carboxyligue de la fonction ester portée par

la chalne latérale.

- le soufre du noyau thiazolidinyle.

HOOC HC—NH

/
16
qu\‘ CH CHZCHZS CH2 COOCHZCH3

3SS

La synth&se de la létostdine-'"C, nécessite l'utilisation
du précurseur radioactif : l'acide chloro-acétique-1-!*C & partir
duquel 1'acide thioglycolique-'"C puis le thioglycolate d'é&thyle-
'*C ont pu &tre préparés.

L'étude bibliographique de la synthése de 1l'acide thiogly-
colique 3 partir de l'acide chloroacétique nous a permis de sé&lec-
tionner plusieurs synthéses possibles : l'introduction du groupe-
ment thiol dans la molécule pouvant se faire par ré&action soit de
la thiourée (6,7,8), soit du disulfure de sodium (9,10), soit de
1'hydrogénosulfure de sodium (11,12), 4'ammonium ou de potassium
(13), soit du trithiocarbonate de sodium (14,15) et enfin du thio-
sulfate de sodium (16,17). Aprés des essais pr&liminaires effec-
tués selon ces différentes méthodes, nous avons obtenu l'acide
thioglycolique par la m&thode au thiosulfate de sodium (18) avec
des rendements reproductibles et supérieurs & 95 %, sous deux
conditions : effectuer les réactions sous atmosphére inerte et ne
purifier ni l'acide thioglycolique, ni le thioglycolate d'é&thyle

par distillation.
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Le schéma de synthése de la L&tost%ine-!“C est le suivant

ClCH,'"COOH NaHCO, ClCHZI“COONa Na,S,04
1 2
HSCHZI“COOH
A
NaOSO.SCH.'*cooNa H2504 70 % Zn
2772 s & . + _—
3
scazl“cooa
|
SCHzl“COOH
3
HSCH, ' * CooH CH3CH.OH mscu,*cooch,cn, _SHa7CHCHO
4 6

?HZHCl

HOOC—CHCstH
OHCCH ,CH_SCH_ ! *COOCH,CH
2772 2 273 NH

3

?

HOOC HC—NH

' “coocH ., cH

H2C CHCH,CH,SCH o CH 4

2772772
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La solution aqueuse d'acide chloroacétique-1-'“C 1, diluée
avec l'acide chloroacétique est neutralis3e avec une quantité
stoechiométrique d'hydrogéno-carbonate de sodium, le ballon de
réaction est purgé & l'argon et maintenu sous argon pour la suite
des réactions. Le thiosulfate de sodium r3agit sur le sel sodique
2 pour donner le sel de Bunt 3. Celui-ci est hydrolysé par ;504
a4 70 % pour donner 35 % d'acide thioglycoligue-'“C 4 et 65 %
d'acide dithiodiglycolique-!*C 5 qui sera r2duit par addition de
poudre de zinc en 4 avec un rendement de 95 %. L'acide 4 obtenu

par extraction 3 1'&ther &thylique est transformé i 97,5 % en
thioglycolate-'"C-d'athyle par addition d'un mé&lange alcool-
benzéne et distillation de l'azZotrope. Cet ester 6 trés instable
et volatil n'est pas isolé&, mais condensé& avec l'acrol@ine pour
donner l'aldehyde (oxo-3-propyl-thioglycolate d'4thyle)7 obtenu
avec une pureté radiochimigque de 98,5 %. Une solution agqueuse de
chlorhydrate de l-cystéine ajoutée 3 7 en présence d'une quantité
dquimolaire d'ammoniague permet d'obtenir la l3tostéine-'"C 8
avec un rendement radiochimique global de 70 % (calculé & partir
de l'acide chloroacétique-1-1“C) et une pureté radiochimique de
95,5 % . L'impureté radicactive est constitufe par 1l'ald2hyde 7
qui s'2limine presque complétement par recristallisation dans
1'éthanol absolu (rendement : 90 %).

L'activité spécifique de la lé&tost&ine-!"C est de 0,373 mCi/
mMole soit 13,8 MBg/mMole.

La synthése de la létostéine-’®S, marqufe sur le noyau
thiazolidinyle est effectufe a partir du précurseur radioactif :
la l-cystéine-?°s.

Le schéma des réactions est le suivant :

CH_=CHCHO

2 1
HSCHZCOOCHZCH3 OHCCHZCLZSCHZCOOCHZCH

3

NHZHCl
! 3 —
HOOC—CHCHZSH HOOCH? WH
H, C CHCH_CH,,SCH.,COOCH_CH

2 2
NH, 3\55/ 2 2 2773
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L'aldehyde 7 (oxo-3-propyl-thioglycolate d'éthyle) est ob-
tenu par réaction de l'acroléine sur le thioglycolate d'&thyle 6,
puis trait& par 'une quantit® égquimolaire de chlorhydrate de 1-
cystéine (2°S) et d'ammoniaque, il se forme la létostZine-’°®s avec
un rendement radiochimique de 85 % (calcul& & partir du chlorhy-
drate de l-cystéine->%S) et une activité spscifique de 9,90 mCi/
mMole soit 366 MBg/mMole.

PARTTIE EXPERIMENTALE

Les radiochromatographies sur couche mince (C.C.M.) sont
effectuées sur gel de Silice Merck 60 F 254 (R&f&rence 5719) et
analys2es avec un appareil multicanaux BERTHOLD LB 2821:

Tableau des Rf

Composé Solvants Rf Révélateur
4 Tolu2ne/Dioxanne/CH3COOH-88/12/3 0,44 Iode
5 Tolu2ne/Dioxanne/CH3;COOH-88/12/3 0,16 Iode
6 Tolu2ne/Dioxanne/CH3;COOH-88/12/3 0,68 Iode
7 Tolu2ne/Dioxanne/CH3;COOH~88/12/3 0,60 Iode
n-BuOH/CH 3 COOH/Eau 4/1 /1 0,88
8 n-BuOH/CH3;COOH/Eau 4/1 /1 0,58 Iode ou
Ninhydrine

Les spectres IR sont réalisés sur un spectrophotométre
PERKIN ELMER 398. Les spectres de RMN ont &té& enregistrés sur un
appareil JEOL C 60H 3 60 MHz : les déplacements chimiques sont
donné&s en ppm (TMS = 0).

Les pré&curseurs radioactifs CICH,COOH-(!“C) et la 1-
cystéine-3°S ont &été fournis respectivement par le Centre Radio-
chimique d'Amersham et le Service des Molécules Marqu&es du CEN
de Saclay.
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1. Marquage de la l&tostéine-'‘cC
1.71. Acide thioglycolique [(1-1"C) : 4 (18]

Dans un ballon purgé 3 l'argon, on introduit l'acide chloro-
acétique (1-'"C) (9 mCi) et 1'acide chloroacétique inactif
(20 mM : 1,89 g) en solution dans 4 ml d'eau, on ajoute peu & peu
1'hydrogénocarbonate de sodium (20 mM : 1,68 g) et agite pendant
30 minutes. Tout en poursuivant l'agitation, le thiosulfate de so-
dium (20 mM : 3,50 g) est additionné puis la solution est chauffée
3 85°C pendant 1,5 heure et & 100°C pendant 30 minutes, le reflux
s'effectuant par l'intermédiaire d'un réfrigérant 3 boules qui
permet aussi l'introduction d‘'argon.

La solution du sel de Bunt Na0S0,S-CH;-!"COONa est refroidie
3 température ambiante, puis trait&e par 3,2 ml d'acide sulfu-
rigque 3 70 %, et chauffée & 85°C-90°C pendant 2 heures, ce qui
lib2re l'acide thioglycolique 4 accompagné du disulfure 5 malgré
les précautions prises pour &éviter l'oxydation de 4 ; le contrdle
radiochromatographique permet de mesurer les pourcentages de 4 et
5 qui sont respectivement de 35 et 65.

La disparition de toute trace de radicactivité au point de
dépdt sur le radiochromatogramme indique 1'hydrolyse compléte du
sel de Bunt. Les produits 4 et 5 &tant miscibles 3 l'eau, et le
milieu fortement acide nous ajoutons en 1 heure du zinc en poudre
(11 mA : 720 mg), chauffons une demi-heure 3 50°C puis laissons
refroidir & température ambiante. Le contrdle radiochromatogra-
phique permet de vérifier la disparition de 5, la solution aqueuse
est alors extraite 3 fois avec chaque fois 15 ml d'éther &thylique
s&ché sur sodium, les phases &thérées sont décantées, concentrées
de moitié sous argon, 25 ml de benzéne (sé&ché sur sodium et dis-
tillé sous gaz inerte) sont ajoutés puis la solution est &vaporée
3 l'aide d'un appareil de "DEAN STARK" pour &liminer les traces
d'eau par entralnement azeotropique jusqu'a un volume rZduit d'en-
viron 15 ml, le bain d'huile s'Zlevant progressivement 3 90°C.

L'acide thioglycolique-l '*C n'est pas isolé, sa pureté
radiochimique est de 95 % (C.C.M.), l'impureté est constitufe par
5.

R'M'N’CDC13: § (ppm) 8,05 (s, 1 p, COOH) ; 3,3 (d, J = 8 Hz, 2 p,

CH,) ; 2,05 (t, J = 8 Hz, 1 p, SH).
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1.2. Thioglycofate(!'C) d'éthyle : 6

La solution de 1l'acide thioglycolique (1-'*C) 4 est addi-
tionnée de 15 ml de benzd&ne sec et 10 ml d'éthanol absolu
(s8ch& sur sodium et distillé sous courant d'azote). Le mélange
réactionnel est progressivement chauffé 3 80°C, tout en &liminant
l'azeotrope benz2ne-eau. Le thioglycolate (!*C) d4'éthyle obtenu
en solution benzéne-&thanol n'est pas isolé&, l'&vaporation des
solvants s'accompagnant d'une perte importante de l'ester dfle &
sa tension de vapeur &levée malgré& un point d'ébullition de 156-
158°C. L'ester 6 est pur 3 97,5 % (C.C.M.) l'impureté radiocac-
tive correspond 3 l'acide thioglycoligue (1-!“C) 4.

c b a d
HS-CH,-COO-CH2CH

RMN ) ¢ 8(ppm) 4,20 (g, J = 7 Hz, 2 p, a) ; 3,45-3,15 (m, 2 p,
b) ; 2,0 (¢, J = 8 Hz, 1 p, ¢) ; 1,30 (t, J = 7 Hz,
3 p, d).

1
1.3. 0x0-3-propyl-thioglycolate(!*C) d'ethyle : 7

La solution Qge thioglycolate(l“c) d'&éthyle 6 est neutrali-
s€ée par 300 ul de triethylamine, puis une aliquote de 200 wl de
triethylamine est ajout&e pour catalyser la réaction de conden-
sation de l'acroléine (23 mM : 1,33 ml) ajoutée goutte & goutte.
On constate un l&ger &chauffement, l'agitation est maintenue sous
argon pendant 1,5 heure. La solution est filtr&e, le précipité
rincé avec du benzéne, le filtrat &vaporé 3 40°C au rotavapor,
l'exceés d'acroléine est &€liminé, 1l'aldehyde 7 est pur 3 98,5 %

(c.c.M.).
f e ¢ b a d

R.M.N. OHC-CH,CH ;-S-CH,CO0~-CH,CH 3

cocly °
(ppm) : 9,7 (s, Y p, £) ; 4,17 (g, J = 7 Hz, 2 p, &) ; 3,23
(s, 2 p, b) ; 2,85 (t, J = 4 Hz, 4 p, c +e) ; 1,3
(t, 3 =7 Hz, 3 p, 4d).

L'aldéhyde 7, repris par 1 ml d'&thanol est additionné de
chlorhydrate de l-cystZine monohydratée (20 mM : 3,79 g) en solu-
tion dans 2 ml d'eau. On agite 1 heure 3 temp&rature ambiante
puis on coule 2 ml d'une solution 4'ammoniague & 25 %. On observe
l'apparition d'un précipité blanc, on laisse au repos une nuit au
réfrigérateur.
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Le précipité de létostéine-'*C 8 est filtré, lavé 3 l'eau
glacée, sé&chd sous vide et sur P,0s, il est ensuite lavé 2 & 3
fois avec de l'é&ther &thylique, puis recristallisé dans l'é&thanol
absolu.

On obtient 6,27 mCi de l3tostéine-!*C avec une activité
spécifique de 0,373 mCi/mMole ou 13,8 MBg/mMole. Le rendement
radiochimique global de la synthése calculé 3 partir de l'acide
chloroacétique (1-!*C) est de 70 3.

F = 138-140°C (Banc Kofler)

C.C.M. : REf = 0,58 n-BuOH/CH3COOH/H,0 (4/1/1)

I.R. (KBr cm ) : 3250-2000 avec maxima 3 2970, 2550,
2400 (NH, CH), 1715 (COO), 1705 (COOH), 1575 (N-H)

R.M.N.DMSO_D:

i h i
HOOCHC—NE ¢ , ., . 4
HZC //CHCH2CHZSCH2COOCH2CH3
\\ S

§ (ppm) : 7,5-6,7 (m, 2 p, i + 3) ; 4,8-4,3 (m, 1 p, £) ;
4,2-4,0 (m, 3 p, a+h) ; 3,30 (s, 2 p, b) ; 3,15-2,4

(m, 4p, C+g) ; 2,3-1,60 (m, 2 p, € ; 1,20 (t, J =

7 Hz, 3 p, 4).

2. Marquage de la l3tostéine-’°g

Dans un ballon de 50 ml, on pése le thioglycolate d'@thyle 6
(1,32 mM : 1,59 g), on ajoute 25 ul de triethylamine et coule
goutte 3 goutte l'acroléine (1,32 mM : 0,74 g) dispersée dans
2 ml d'eau. La réaction est légérement exothermique, l'agitation
est maintenue pendant 2 heures, l'aldehyde 7 s'est formé mais
n'est pas isol&, on ajoute en 10 minutes le chlorhydrate de 1l-
cystéine monohydratée (1,32 mM : 2,32 g) dilufe avec la l-cystéine
-3%3 (20 mCi) et dissous dans 7 ml d'eau. Apr@s une heure d'agita-

tion, on ajoute 1,4 ml d'ammoniaque & 25 %. On agite 1 heure, et
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laisse au repos une nuit au réfrigérateur.

Le précipité blanc de létost&ine-’°®S est filtré, lavé a

l'eau glacée, séché sous vide et sur P,0s puis recristallisé dans
l'alcool absolu. 17 mCi de létost8ine-’%S sont obtenus avec une
activité spécifique de 9,90 mCi/mMole ou 366 MBg/mMole. Le rende-
ment radiochimique global de la synthése calcul& 3 partir de la
l-cystéine-®°Ss est de 85 %.

de la

10.

11.

Les données physigques de ce compos?® sont identiques & celles
létostéine.
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