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hmry  

S-Acetyl-N-glycylcysteamine trifluoroacetate (I 102) was labelled by 14C 
in three positions 

On the cysteamine group using I4C benzyloxycarbonylethanolarnine 

On the peptidic carbonyle using I4C BOC glycin as intermediate. 
On the acetyl residue by means of 14C acetic anhydride. 

as precursor 

R h i  
Le trifluoroacetate de S Acetyl N glycyl cysteamine a kt6 marque par I4c 

* Sur le groupe cysteamine par l'intermediaire de la 14C 1 benzyloxycar- 

Sur le carbonyl peptidique par l'intermediaire de la I4C I BOC glycine. 
Sur le groupe acetyle en utilisant l'anhydride acetique 14C. 

en trois positions 

bony1 ethanolarnine. 

Les substances mdioprotectrices occupent m e  place importante dans 
la littemture. Elles sont caructerisees pour la plupart par la presence d'un 
atome de soufre dcms leur structure, bon nombre d'entre elles sont susceptibles 
de libher un groupe thiol "in vivo" dont le r6le de piege a mdicaux libres 
est bien connu en particulier au niveau des structures membmnaires des cel- 
lules irradiees. 

Les derives les plus etudies contiennent la sequence cysteamine ou 

thioethyl amine (1) 
H2N-CH2-CH2-SH 
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Le radioprotecteur dont le developpernent est le plus avarice est le W.R. 

2721 (2-5) ; sa forrnule est mppelee ci-apres : 0 
It 

H 2 N  (CH2J3 N H  CH2 CH2 S P -OH 
bH 

C'est un phosphorothioate contenant la sequence thiodthylarnine. Ce 
compose sernble posseder la propriete de proteger selectivernent les tissus 
sains par mpport aux tissus turnoraux vis a vis des radiations ionisantes. 

Recernment OIRY e t  IMBACH (6) ont prepare et teste m e  serie de corn- 

poses a visee mdioprotectrice. Parrni ces derives le trifluoroacetate de S Acetyl 
N glycyl cystearnine ou I 102 dont la forrnule est indiquee ci-dessous : 

- +  
CF3 COO N H 3  CH2 CONH CH2 CH2 S COCH3 

parait possider des proprietbs radioprotectrices legerernent inferieures a celles 
du W R 2721 (7) mais surtout une toxicite rnoindre laissant entrevoir une utilisa- 
tion possible plus facile de ce produit chez I'hornrne. 

Le rnarquage de ce compose a e t i  entrepris dans le but d'etablir une 
pharrnacocinetique rigoureuse, de realiser une etude precise de rnetabolisrne 
et  de mettre en evidence SQ selectivite pour les tissus norrnaux par mpport 
aux tissus turnoraux. 

Cornpte tenu de la structure du produit, trois rnarquages ont bte ria 

A. Sur le carbone 2 du groupe thioethyl arnine. 
B. Sur le carbonyle du  groupe acetyle. 
C. Sur le carbonyle peptidique. 
Dans le schema de synthise le processus no 1 perrnet d'atteindre les 

lises : 

rnarquages A et B tandis que la voie II perrnet d'obtenir le rnarquage C. 

I - Marquages sur le carbone 1 des groupes thioethyl arnine (13 A)  et ace% 
(13 B). 

La synthese et le rnarquage des cornposes 2 a 8 ont d e p  ete decrits. 

La substitution de l'iode par le groupe SH perrnet d'atteindre la 14C 
Benzocarboxythioethylarnine 9. Ce compose trait6 "in situ" par l'anhydride 
acetique en presence de triethylarnine conduit au thio ester 1OA. Cette derniere 
reaction autorise egalernent le rnarquage sur le groupe acetyle et  l'obtention 
du compose IOB. 

La deprotection realisee par HBr/AcOH (33 96) conduit quantitativernent 
au brornhydrate de S acktyl cystearnine 11 A,B. 

(8). 

Le couplage au ROC glycine realise selon J. MARTINEZ e t  coll. (8) en 

utilisant 1 'hexachlorocyclotriphosphatriazene (PNC12)3 dans l'acetate d'ithyle 
est l'etape limitante de ce processus ; les rendernents en BOC glycyl N (S acetyl) 
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cystearnine 12 A,B ne depassent pas 50 %. 

Le deblocage effectue par l'acide trifluoracetique arnene quantitativernent 
au trifluoracetate de glycyl N (S acetyl) cystearnine 13 A,B. 

Les rendernents radiochimiques sont : 
1 5  % pour 13A calcules par mpport a Na14CN 
21 % pour 138 calcules par mpport a l'anhydride acetique 14C. 

U. Marquage sur le carbonyle peptidique (13 C). 
Pour &aliser ce rnarquage, il est necessaire de disposer de 14C 1 BOC 

glycine. 
Pour preparer ce p&curseur le tert butoxy carboxyimino phenyl-2 aceto- 

nitrile fBOC-ON) ( 1  0 )  a et6 prkfere au tert butylazido forrnate. Cette technique 
conduit au BOC glycine avec un bon rendernent f- 90 %) en outre, la purification 
est tres facile. 

Le couplage 6 la S acktyl cystearnine ainsi que le deblocage du compose 
sont kalisks cornrne dans le schema p&cdent. 

Le compose 13C est obtenu avec un rendernent mdiochirnique de 28 % 

par rapport au pdcurseur Na14CN. 

PAR TIE EXPERlMfiNTA LE 

1. hdicatims &6mles. 
Les points de fusion sont pris sur un banc Kofler. Les spectres R M N  

ont 6te  effectues sur un appareil JEOL P M X  60 en utilisant le TMS ou le DSS 
en reference interne. La position des bandes est donnee en wleur de 6 . Les 
mesures de mdioactivite sont kalisees avec un spectrometre a scintillation 
liquide P a c h r d  rnodele 4530. 

analysees sur un lecteur Berthold L B  2832. 

molecules marquees C E N ,  Saclay, France. 
U. h$amtion des ~&rrpseum 

Les chromatographies sur couche mince des produits mdioactifs sont 

Les pr6curseur.s mdioactifs Na CN ont i t6  fournis par le service des 14 

chlorhyimte de glycine. 3 
I1 a e t i  p&pa& selon KOLTAI (11) a partir de 60 rnM de 14NaCN (300 

rnCi) e t  65 m M  de chloroethyl phtalirnide avec un rendernent radiochirnique 
de 69 % par mpport a Na14CN. 

14 2) 

Ce compose a et8 pkpare selon une technique dkja dicrite b partir de 
14C N benzocarboxyethanolarnine 6 f14  mM) via le tosylate correspondant 7 

(10,s r n M )  avec un rendernent radiochimique de 36 % par mpport au Na14CN 
de d6part. 

C N benzo carboxy iodo-2 ethyl arnine 8 
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3) Preparation du 14C BOC glycine 14 
8 r n M  de chlorhydrate de glycine 14C et  20 r n M  de triethyl arnine sont 

solubilises dans 12 ml d'un melange eau/dioxane 50/50 (v/v). On ajoute a cette 
solution bien agitee 10 mM de tert butoxy carbory imino phenyl-2 acetonitrile 
(BOC-ON). Apres deux heures de reaction le milieu reactionnel est dilue a 
f 'eau (15 ml)  et lave par l'acetate d'ethyle. 

La phase aqueuse est traitee par une solution glacee d'acide citrique 
1 N (40 ml)  puis extraite par l'ether (3 x 50 rnl). 

Le solide est purifie de ses irnpuretes par chrornatographie liquide liquide 
base  pression sur colonne de silice. L'elution est rnenee par un gmdient d'etha- 
no1 dans le chloroforrne de 0 a 5 %. On isole 7 r n M  de BOC glycine. 
Rdt 87 % par rapport au chlorhdyrate de glycine ; 

Le rendernent radiochimique est 60 % par mpport au Na14CN. 
F = 87OC Litt (12) F = 86.88OC 

lll. Marpuage sur le carbone du groupe thioethyl omine. 
T %  N Benzo carbory s acetyl cystearnine 10. 

Dans un hl lon  de 100 rnl equig  d'une reserve d'argon, d'un hrreau 
rnagnetique, d'une tubulure latemle obturable par un septum et contenant une 
suspension de 12 rnM de NaSH dans 30 ml de THF, on ajoute a la seringue 
une solution de 10,s r n M  14C N Benzocarboxyiodo-2 amino ethyl arnine dans 
30 rnl de THF. Apres deux heures d'agitation a tempbratwe arnbiante, la subs- 
titution de l'iode par le thiol est terrninee. On ajoute alors 12 r n M  d'anhydride 
acetique puis 1 2  r n M  de triethylarnine et  l a k e  reagir deux heures sous agitation. 

Le THF est evapore sous pression reduite, et le residu est tmite par 
une solution glacee d'acide chlorhydrique 1 N et  extmit par le chloroforrne 
(100 rnl). Apres lavage, par I'eau distillee la phase chloroforrnique est traitee 
par 50 rnl d'une solution 1 N de NaHC03. La phase organique est sechee sur 
M g  SO4 puis evaporee sous pression reduite. Le residu obtenu est pur a 95 

%.Le produit tres pur peut &re obtenu apres chrornatographie liquide liquide 
basse pression sw colonne de silice. L'elution est rnenee par le chloroforrne. 
On isole dans ces conditions le compose 10A (9,45 r n M )  sous forrne d'une huile. 

CCM (Silice Merck Si 60 H F  254)  eluant CHC13 Rf : 0,3 

IR : fen6tre KBr v crn-l 3320 ( N H ) ,  3000-3050 (CH arornatiques) 2860-2960 
(CH alkyl), 1710 et 1680 (C=O) 

K M N  (cDci3) r2,26-~-(3) w3i, r 2 , m  a 2,56 rn (4)  C E ~ C E ~ I ,  r4,93 a 5,53 
rn (3) 0 CK2, NK], [7,10 a 7,50 rn (5) C A I  

2)  Bromhydrate de S Acetyl cystearnine 11A. 
On tmite 9,45 r n M  de 14C N Benzocarboxy S acetylcystearnine 1OA par 

10 ml d'une solution d'acide brornhydrique dans l'acide acetique (33 %) pendant 
une nuit a tempbratwe ordinaire. 

Le rnilieu'&actionnel est dilub par 100 rnl d'ether anhydre et le precipite 
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de bromhydrate de S acetyl cysthamine 11A filtre sur fritte puis lave par l'ether. 
Le produit ainsi obtenu (9,45 mM) est utilise sans autre purifi- 

cation pour la suite des &actions. 
3)  S Acetyl N BOC glycyl cystearnine 12A. 

A la solution refroidie (OOC) de 12 mM de BOC glycine dans 120 ml d'ace- 
tate d'ethyle on ajoute 12 mM de (PNClZ)3 e t  agite le milieu pendant 30 mi- 
nutes. On ajoute ensuite a O°C 12 mM de triethylamine et laisse 30 minutes 
a cette t e m p h t u r e  . Enfin, on ajoute successivement le Bromhydrate 11A 

puis goutte a goutte 24 mM de triethylamine. 
Le milieu reactionnel est agite pendant 1 nuit a temp6rature ordinaire 

puis hydrolyse par une solution de NaHC03 1 N (50 ml). 
La phase organique est sechee. Apres distillation sous pression kdui te  

on obtient un residu qui est chromatographie sur colonne de silice. L'elution 
est menee par un gradient d'dthanol dans le chloroforme de 0 a 5 %. On obtient 
4,44 mM de compose 12A sous forme d'une huile qui cristallise 
petrole 

F = 59.6OoC 

CCM = (Silice Merck Si 60 H F  254) eluant EtOH CHC13 10  % 

R f  = 0,75 

de l'ether de 

(v/v) 

IR : fengtre KBr v cm-l: 3300 ( N H ) ,  2800 a 3000 (CH), 1750 a 1630 

bande tres intense [C = 0 (OC N H ,  CONH, S C CH3)] 1590 (NHCO) 
Y, I ,  

RMN (CDC13) [1,43 s (9) (CX3j3 C], [2,33 s (3) C x 3  CO], [3,00 t (2) S 

], [3,20 a 3,66 m (2) N H  CE2CH2-] [3,80 d (2) NHCH2CO], [5,23 6 5,76 CH -2 
m (1) NH], [6,60 a 7 m (1) N&]. 

14 4) Trifluoroacetate de --C S Acetyl N glycyl cystearnine 13A. 
4,44 mM de derive 12A sont solubilises dans 10 ml d'acide trifluoroace- 

tique a O O C ,  on agite m e  nuit a tempfhture ordinaire p i s  evapore l'acide 
trifluoroacetique sous pression reduite. 

Le residu est repris par 4 ml d'acetate d'ethyle et la precipitation du 
sel est realisee par addition lente d'hexane. Le cornpose 13A (4,4 mM) est 
isole par filtration. 

F = 92-94OC 

CCM : (Silice Merck Si 60 H F  254) eluant BuOH-AcOH-H20 6/2/2 - 

IR : KBr V cm-': 3340-3320 ( N H ) ,  2960-2995 (CH), 1700, 1670 C=O fCOS, 

W v )  Rf = 0,5 

CO-NH] 1590 (NHCO). 
R M N  D ~ O  (DSS) [2,40 s (3) w31, r3,06 t (2) s CBJ, r3,46 t (2) N H  

CH2 CH21, [3,80 s (2) N H  C x 2 C O ]  
7 Activite specifique 5 mCi/mM. 18,s x 10 Bq/mM. 
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IV. Manquam sur le c a m e  1 du ~roupe acktyle. 13B.  
Le mode operatoire decrit pour le marquage sur le carbone 1 du groupe thio- 

ethylarnine a ete utilise pour realiser cet te  mdiosynthese. 
Les processus ont i t 8  adaptes aux quantites des composes suiwntes  : 5 mM 

de N-benzocarbory iodo-2 ethyl amlne 9, 5 rnM d’anhydride acetique 14C (4 mCi). 
On obtient le compose 1 3 8  avec une activite sgc i f ique  de 0,4 mCi/rnM. 

1,48 x l o 7  Bq/rnM. 

V. MaEptiap SUT le c a r h y i e  peptidique 13C. 
I1 est conr’iit dons les conditions dhja decrites a partir de 7 m M  de 14C BOC 

glycine. 
On obtient le derive 1 3 C  avec une activite spkif ique de 5 mCi/rnM. 

7 18,s x 10 Bq/rnM. 
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