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SUMMARY

Two new 2 chloroethyl nitrosoureas were labelled on

two positions by'‘C starting from Na'*CN and using

1% ethanolamine as intermediate

- on the carbon 2 of the 2 chloro ethyl group.
- on the carbon 2 of the cysteamine part.

RESUME

Deux nouvelles chloro 2 ethyl nitrosourfes ont &té

marquées en deux positions par le'‘C 3 partir de

Na'!“CN en utilisant l'Sthanolamine'"‘C comme inter-

médiaire

- sur le carbone 2 du groupe chloro 2 ethyl
- sur le carbone 2 de la partie cystéamine.

La CNCC dont la formule est rappelce

ci-aprés est

une bis chloro 2 ethyl nitrosourée qui a &té préparée par
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Sch&ma (1)
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La largeur de son spectre d'action sur les tumeurs

murines (1) en fait une substance trés prometteuse en chimio-

thérapie anticancéreuse. L'intéré&t potentiel de ce compos& nous

a conduit 3 le marquer par'*cC,’*H et®®s (2) afin d'élucider

son mode d'action "in vivo" chez l'animal.

Les ctudes menées dans le laboratoire (3,4) 3 partir

des différentes espéces marquées nous ont permis d'en découvrir

les m&tabolites plasmatiques circulants. Les formules de ces

composés sont rappelées ci-aprés

Schéma (2)

0
I
CH:,SCH,CH,I:ICCNHCH.‘,CH,CG
o NO 10
1l
CH:.ﬁCHzCHzI"ICONHCH,CHQCI
(o) 1
ek
CH,SCH,CH,NHCONCH,CH,ClI
("J hfo 12
CH,ﬁCH,CH,NHCONCH,CH,CI
o 13

L'étude systématique de leur activité oncostatique
testée sur les tumeurs murines a montré que deux d'entre eux12,13
(5,6) sont des métabolites trés actifs de la CNCC. Ces deux
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composés présentent une efficacité supérieure 3 la CNCC sur le
gliome 26, le mélanome B 16 et le carcinome de Lewis. Ils sont
de plus facilement utilisables en thérapeutique en raison de
leur hydrosolubilité&. L2s propriétés remarquables de ces deux
substances nous ont conduit 3 les marquer par'“C afin d'en &tu-
dier la biodisposition et le métabolisme.

Compte tenu de la structure de ces dérivé&s nous avons
envisag® deux positions de marquage

- sur le carbone 2 de la fonction chloro-2 é&thyle

- sur le carbone 2 du groupe S methyl cysteamine

Le schéma 3 indique les différentes €tapes de synthése.

Les précurseurs utilisés sont soit la '“C N Benzyloxy-
carbonyl ethanol amine soit le chlorhydrate de'!“C ethanol amine.

Ces deux dérivés ont &té& préparés selon la technigque
modifiée de KOLTAI (7).

La réaction du cyanure de sodium'‘C sur le N chloro
methyl phtalimide ] permet d'accéder au nitrile correspondant 2 .
L'hydrolyse du nitrile 2 en milieu acide (H,S0,/CH,COOH) conduit
3 la glycine'*c 3 . Nous avons préféré préparer l'ester &thylique
de la glycine 4 avant de bloquer la fonction amine par le chlo-
rure de benzyloxycarbonyle en raison de sa mauvaise stabilité
en milieu basique. La ré&duction de l'ester blogqué § par NaBH4
permet d'atteindre la benzyloxy carbonyl ethanolamine § qui est
l1'un des précurseurs recherchfs. L'é&thanolamine est obtenue apreés
coupure du groupe protecteur par hydrogénation catalytigue. Le
traitement de 1l'amine par l'acide chlorhydrique conduit au chlo-
rhydrate 7 .

Manquage des nitrosounées

Le principal probléme de cette synthése concerne la
mise au point d'une m&thode sélective de nitrosation. Nous avons
choisi pour cela d'introduire le groupe N nitroso chloro-2 &thyle

par la méthode des carbamates activés.

Marquage du groupe chloro-2 ethyle

Le chlorhydrate de'"“C &thanolamine est transformd
en chlorhydrate de chloro-2 ethylamine par action du chlorure
de thionyle dans l'acétonitrile.

L'action du para nitrophenyl chloroformiate sur la
chloro-2 ethylamine dans l'ac8tonitrile en prZsence de triethyl-

amine permet d'obtenir avec un bon rendement (70 %) le carbamate
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activé Q.

La nitrosation par le chlorure de nitrosyle dans la
pyridine est quantitative, et permet d'atteindre le nitroso car-
bamate 10 .

Le couplage avec la S methyl thio ethylamine dans le
THF conduit 3 la nitrosourde ]] A marquée sur le groupe chloro-2
éthyle avec un rendement radiochimique de 35 % par rapport au
cyanure de sodium l!*C,

Enfin les oxydations men&es soit dans l'ac&tone a 0°C
soit dans l'acide formique & 50°C permettent d'isoler le sulfoxyde
12 A et la sulfone ]35 A. Les rendements radiochimiques sont res-
pectivement de 11,5 % (]2 A) et 8,7 % (13 A) soit au total 20,2 %

calculés par rapport au précurseur (Nal®cN)

Marquage des nitrosourées sun fes ghroupes cysteamines

Le précurseur utilisé@ par cette voie de synthése est
la'“C benzyloxy carbonyl ethanolamine 6.

Le tosylate 13 est facilement préparé par action du
chlorure de Tosyle sur le dérivé § dans la pyridine. Le compos?
iodé I4 est obtenu quantitativement par substitution nucléophile
en présence de Nal dans 1'acétone.

L'action du thiomethylate de soude sur le dérivé halo-
géné ]Y§ dans le THF permet d'atteindre la benzocarboxy S methyl
cysteamine ]5.

Enfin le débloquage de 15 réalisé par une solution
d'acide bromhydrique (33 %) dans l'acide acétigque conduit au
bromhydrate de S methyl cysteamine '“C.

Le couplage de ce bromhydrate et du paranitrophenyl
chloroformiate s'effectue avec un renderment de 40 % dans l'acéto-
nitrile. Cette réaction est la principale &tape limitante de ce
processus, elle permet tout de méme d'obtenir la chloro-2 nitro-
sourde ]] B avec un rendement radiochimique de 17 % par rapport
au Na'“CN.

Les oxydations mences dans les mémes conditions que
dans le schéma précéddent conduisent au sulfoxyde ]2 B et 3 la
sulfone 13 B.

Les rendements radiochimiques sont respectivement
5,6 % (12 B) et 4,2 ¢ (13 B) soit environ 10 % par rapport au

précurseur (Nal*cx),
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PARTIE EXPERIMENTALE

I-Indications générales

Les points de fusion sont pris sur un banc Kofler.

Les spectres IR ont &té& réalis®s sur un spectre pho-
tométre Perkin Elmer 398.

Les spectres de RMN ont &té effectuls sur un appareil
JEOL PMX 60 en utilisant le TMS en référence interne. La position
des bandes est donnée en valeur de § . Les mesures de radioacti-
vité sont réalis&es dans un spectrom@tre 3 scintillation liquide
Packard modéle 4530.

Les chromatographies sur couches minces des produits
radioactifs sont analyses sur un lecteur Berthold LB 2832.

Les précurseurs radiocactifs Nal“CN ont &té fournis

par le service des molécules marquées CEN,Saclay, France

II-Préparation des précurseurs

1) '“C chlorhydrate de glycine 3.
Il a été préparé selon KOLTAI (7) 3 partir de 20 mM
de NaCN et 24 mM de chloromethyl phtalimide.

2) '*C chlorhydrate de glycine ester Gthylique {4,

Le chlorhydrate de glycine 3 est repris par 150 ml
d'éthanol et refroidi a 0°C. On ajoute ensuite 15 ml de chlorure
de thionyle. Aprés 4 heures de chauffage 3 reflux la solution est
8vaporde i sec sous vide. Le ré&sidu est traité par 150 ml de
méthanol puis filtré. La phase organique est &vaporée, et le so-
lide obtenu traité par le chloroforme. Le précipité restant est
l'ester 2thylique de chlorhydrate de glycine.

3)!%C Ester éthylique de carbobenzoxy glycine 5.

On solubilise la suspension de l'ester 4 dans 100 ml
d'acetonitrile en ajoutant 3 ml de triethylamine.On ajoute 3cette
solution refroidie (0°-5°C) 7 ml de chlorure de benzyl oxycarbo-
nyle puis 3 ml de triethylamine et porte & reflux pendant 20
heures. Le solvant est ensuite distillé sous vide et le ré&sidu
chromatographid sur colonne de silice. L'€lution menée par 1'he-
xane puis le chloroforme stabilisé & l'amyléne permet d'obtenir
le produit 5,

4)'*C carbobenzoxy ethanolamine b

Ce composé& est obtenu selon KOLTAI (7) apreés réduc-
tion de 1'6thyl ester 5 par le borohydrure de sodium dans 1l'é&tha-

nol.

857



858 J. C. Madelmont et al.

5) !*Cc _ethanolamine 7,

Cette amine est obtenue selon KOLTAI (7) apreés

hydrogénation catalytique.

Ce mode opératoire permet d'obtenir les précurseurs
b et 7/ avec des rendements radiochimiques respectifs de 60 % et
56 % par rapport au Na'“CN.

III-Marquage par'!“C sur le groupe chloro 2 ethyle
1/ Chlorhydrate de chloro-2 ethylamine §

I1 a 8t& marqué selon la littérature (2) sur les
quantités suivantes 11 mM del“C (55 mCi) chlorhydrate d'é&thano-
lamine, 130 mM de chlorure de thionyle 30 ml d'acetonitrile.
Rdt : 90 % F = 145,147°C Activité spécifique : 5 mCi/mM -
18,5.107 Bq /mM.

2/ Nitro 4 phenyl N(chloro-2 ethyl) carbamate 9.

A une solution agitée de 10 mM de paranitrochlorofor-
miate dans 50 ml d'acetonitrile, on ajoute 9,9 mM de chlorhydrate
de chloro 2 ethylamine. On additionne ensuite goutte 3 goutte
20 mM de triethylamine et laisse une nuit sous agitation.

On jette sur glace et filtre sur fritté le pré&cipité
obtenu puis lave & l'eau froide et séche sous vide au dessicateur
sur PZOS.

Rdt : 90 % F = 80°C
CCM : Silice (Si 60 Merck F 254) eluant CHCl3 Rf 0,1
EtOH CHCl3 5% R{ 0,6
3/ Mitro-4 phenyl-N (chloro-2 ethyl) nitroso carbamate
9.

8,9 mM de carbamate § sont solubilisés dans 30 ml de

pyridine et refroidis & - 20°C. On ajoute sous agitation 1,5 ml
de chlorure de nitrosyle et poursuit la ré&action pendant une
heure a cette température. Le milieu est jeté sur glace et le
précipité filtré puis sé&ché sous vide au dessicateur sur PZOS'
Rdt : 90 8 T = 120°C
CCM : Silice (Si 60 Merck F 254) eluant CHCl3 rRf : 0,5

4/ N' chloro-2 ethyl-N[ (m&thyl thio}2 &thyl]- N°'

nitrosourde 1] A,

A une solution agitfe de 10 mM de methyl thioethyl
amine dans 30 ml de THF, on additionne 8 mM de nitrosccarbamate
10. on suit l'avancement de la ré&action en CCM, aprés 1 h 30 elle

est terminfe. On évapore le solvant sous pression ré&duite. La
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purification du résidu est effectufe par chromatographie liquide
basse pression (eluant, chloroforme amylane). Le composé 1] A

est une huile qui &lue avec les premidres fractions.

RAt : 95 &

CCM : Silice (Si 60 Merck F 254) CHCl3 Rf : 0,4

IR : Fendtre KBr ( v cm) : 3350 (NH), 2900 & 3000 (CH) 1715 (CC )

1520 (NH-CO ), 1480 (N-NO)

RMN (CDC1,) ; [2,13 s (3) CHy S1, 2,73 t (2) S CH,CH,NH] ,
(3,43 m (2) N CH,CH)CL) , [3,70 m (2) S CH,CH,NH],
NO
[4,10 £ (2) N NO CH CH,C1] , [7 2 7,50 m (1) S CH

CH, NH é&changeable]

5/ N'(chloro-2 ethyl)-N [(methyl sulfinyl)-2 ethyl]
-N' nitrosourée 12 A
3,8 mM de nitrosourée ]] A sont solubilis8es dans
15 ml d'acétone et la solution est refroidie & -5°C. On ajoute

2

2

5 ml de peroxyde d'hydrogéne 3 la solution bien agitfe et suit
l'avancement de la réaction par CCM. Aprés 1 heure la rfaction est
terminée. On ajoute 15 ml d'eau glacée et extrait le milieu réac-
tionnel par le chloroforme (4 x 100 ml). La phase organique est

rapidement séch&ée (Mg SO, ou Na SO4) et &vaporé&e. La purification

4 2
est réalisfe par chromatographie liquide basse pression sur colon-

ne de silice &lu&e par un gradient EtOH/CHCl, variant de 0 & 2 8.

3
On isole des traces de sulfone ]13 A et le sulfoxyde

12 A.
Rt : 66 3 F = 107°C Activité spécifique : 5 mCi/mM.18.5.10 'Bq/mM
CCM : Silice (Si 60 Merck F 254) Eluant : EtOH—CHCl3 5 % (v/v)
Rf : 0,25
IR : (KBr) v om™l : 3220 (NH), 2900-3000 (CH), 1700 (CO),
1520 (NH-CO), 1480 (N-NO), 1045 (s0)

RMN (CDCl,) [2,60 s (3) CHy S}, [3,00 t (2) S CH,CHN ]

s
272
[3,40 t (2) N-CH,CH,C1] ,[ 3,86 m (2) S-CH,CH,NH]
[4,20 £ {2) N-CEZCHzcl] L 7,40 & 7,60 m (1)
S CH,CH_NH é&changeable]

2772
6/ N'(chloro-2 ethyl)-N [ (methyl sulfonyl)-2 ethyl]
N' nitrosourfe 13 A
3,8 mM de nitrosourée ]] A sont solubilisdes dans

15 ml d'acide formique et la solution est refroidie 3 0°C. On
) 110 v) a

la solution acide. La temp%rature s'éléve & 20°C, on porte 5

ajoute en agitant 5 ml de peroxyde d'hydrogéne (H
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minutes 3 50°C puis refroidit en ajoutant 20 3 30 ml d'eau gla-
cée. On extrait par le chloroforme (4 x 150 ml). La phase orga-

nique est rapidement sé&chée (MgSO, ou Na,SO,) et &vaporée sous
9°%4 4

2
pression r2duite. La purification est réalisée par chromatogra-
phie liquide basse pression sur colonne de silice. L'&lution

=

effectue par un gradient d'é&thanol dans le chloroforme de 0 3

1 % permet d'isoler le composs 13 A.
Rt : 50 % F = 94.97°C Activité spécifique : 5 mCi/mM.18.5. 10 Ba/mM
CCM Silice (Si 60 Merck F 254) Eluant EtOH—CHCl3 5 % (v/v)
RE : 0,5 ,
I.R. (KBr) Vv cm_l 3350 (NH), 2910 § 3000 (CH), 1715 (CO)
1525 (NH-CO), 1420 (N-NO), 1125 (SOZ)

RMN (CDCl,) : [3,00 s (3) CH,-S],[3,26 & 3,66 m (4) S-CH,CH,NH
et N NO CH,CH.C1] , [3,83 & 4,23 m (4) S CH,CH NH

27=2
et N NO CH,CH c1l, (7,33 3 7,66 m (1) NH &chan~
geablel

2

Iv-Marquage par '“¢ sur le groupe cystéamine.

1/ Tosylate de b benzyloxy carbonyl éthanolamine 14

20 mM de '

lubilisés dans 40 ml de pyridine et la solution refroidie a 0°C.

‘¢ benzyloxy carbonyl ethanolamine sont so-

On ajoute par petites portions 22 mM de chlorure de Tosyle frai-
chement recriscallisé en contrdlant la température (0-5°C) & la
solution bien agit®e. On maintient une nuit 3 4°C puis jette sur
glace. Le précipité de tosylate est filtré puis lavé par l'eau
froide et conserv® sous vide (dessicateur P2OS)' Le produit ob-
tenu : Rdt : 75 %, est directement utilisable pour la suite.
F = 80°C
CCM Silice (Si 60 Merck F 254) &luant C!lCl3 Rf : 0,3
IR : (KBr): Vv cm_1 3280 (NH), 3000-3100 (CH aromatique)
2800~3000 (CH), 1680 et 1550 (CONH)-
1350 (503)
RMN : (CDC13) § : 2,48 s (3) [C§3], 3,23 34 3,60 m (2) [NHCEZI
4,10 t (3) [c§2s03], 4,9 2 5,43 m (3)[@CH,,NH]

738m (9) [CH, et CH,I

2/ '* ¢ N benzocarboxy iodo-2 ethyl amine ]§

A la solution de 15 mM de tosylate ]4 dans 100 ml
d'acstone, on ajoute 20 mM d'iodure de sodium et porte 6 heures
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3 reflux. Un abondant précipité de tosylate de sodium se forme.

On filtre le précipité et rince le solide par l'ac&tone. On &va-

pore le filtrat et obtient presque quantitativement le dérivé

halogéné ]5.

Rdt : 96.97 &8 F = 65°C

CCM Silice (Si 60 Merck F 254) eluant CHCl; Rf = 0,5

IR (KBr) vem © : 3300 (NH), 3060 (CH aromatique) 2900 3 3000 (CH)
1670 (NHCO)

RMN : (CDC13) : 3,10 3 3,73 m (4) [NHCH

(8 cH,,

3/ '*C N benzo carboxy (methyl thio)-2 ethylamine 16
Une solution de 20 mM de thiomethylate de soude dans
20 ml de THF est placgée dans un ballon a 2 tubulures, &quipé& d'une

,CH,I1 , 525,40 m (3)
NH 1, 7,10 3 7,56 m (5) [C/H.]

alimentation d'argon, d'un septum et d'une agitation magnétique.
On ajoute 3 la seringue 14,5 mM de dsrivé iodé ]5 en solution dans
le THF et maintient 1l'agitation pendant 3 heures & température
ordinaire. On &vdpore le solvant sous pression r&duite et dépose
le résidu sur colonne de silice. L'&lution menée par le chloro-
forme permet d'isoler le composd ] sous forme d'huile.
RAt : 96 %
I R (Fen&tre KBr) v cm ~ 3320 (NH), 3000 3 3100 (CH aromatiques),
2900 3 3000 (CH), 1700 (CO), 1540 (NHCO)

RMN : (CDC13)6 2,03 s (3) [s Cgal, 2,53 t (2) [s c§2CH2NH] ,

3,13 4 3,73 m (2) [S CH C§2NH] , 5,03 s (2)1 ¢Q§2],

2
5,16 8 5,73 m (1) [WH] 7,2 & 7,56 m (5) [C6§5]

4/ '“C Bromhydrate de methyl thio 2 ethylamine ]/

On solubilise 3 5°C 14 mM de dérivé 16 dans 12 ml
d'une solution HBr/CHZCOOH acide acftique (33 %) et agite 4 heures
3 température ordinaire. Le milieu réactionnel est traité par
1'éther anhydre 100 ml, le bromhydrate précipite. On filtre le
précipitd, rince a l'&ther et conserve au dessicateur (P205).

Le produit obtenu a les mémes caractéristiques physico-
chimiques gque celui obtenu en traitant la methyl thio 2 ethyl-
amine par l'acide bromhydrique dans l'acide acétique.

Rdt : 98 %

5/ “C N' chloro-2 ethyl-N[{methyl thio) 2 ethyl]
N' nitrosour§e 11 B
A la suspension bien agitée de 14 mM du bromhydrate 17
dans 50 ml d'acBtonitrile on ajoute 15 mM de triethylamine. Apreés
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1 heure de contact, on additionne 15 mM de nitro-4 phenyl N
(chloro-2 ethyl) nitroso carbamate et suit 1'E&volution de la réac-
tion par CCM (Silice, CHC13). Aprés 6 heures on évapore le sol-
vant, dépose sur colonne de silice et &lue par le chloroforme. On
isole 5,6 mM de nitrosourée ]] B RAt = 40 %. Les caractéristiques

physico-chimiques sont les mémes que celles obtenues pour ]l A,

6/ '"c chloro-2 ethyl -N (methyl sulfinyl)-2 ethyl
N' nitrosourde ]2 B et '*C chloro-2 ethyl-N
[ (methyl sulfonyl)-2 ethyl] N' nitrosourge 13 B

Ces deux composés sont obtenus de la méme fagon que

les composés ]2 A et 13 A.
Les activités spé&cifiques sont 5 mCi/mM.l8,5.107Bq/mM.
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