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SUMMARY

2-Diethylaminoethyl phenylacetate was labelled by 14C

in two posi-
tions :

- on the carboxylic group by means of 1 4C-phenylacetic acid.

- on the aminoethanol part using =~ C ethanolamine as intermediate.

Biodistribution studies were performed in rats for the two labellings
after i.v. administration of the compound.
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RESUME

Deux marquages du phénylacétate de diéthylamino-2 éthyle par Hc
ont été réalisés :
- sur le carboxyle, par l'intermédiaire de l'acide phénylacétique
-14C.
- sur le groupement diéthyléthanolamine, a partir de l'éthanolamine-
He,
L'étude de la biodisposition a été réalisée chez le rat pour les deux

marquages, apres administration du composé par voie i.v.

L'étude de biodisposition chez le Rat, d'un atropinique de synthese
I'" Adiphénine” (composé 1) réalisée antérieurement au laboratoire @ partir de

14C (1) a mis en évidence une concentration importante

la molécule marquée par
de la radioactivité au niveau de certaines structures cérébrales (thalamus, cortex,

hippocampe, striatum).(2,3).
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L'étude métabolique tissulaire a montré que, jusqu'a trente minutes
aprés l'injection, la molécule inchangée est responsable a 80 % du marquage des
tissus cibles (4 a 6). Ces résultats soulignent l'intérét potentiel d'une telle struc-
ture pour des examens fonctionnels et morphologiques du Systéme Nerveux Central.

Nous avons poursuivi ce travail par U'étude d'analogues de I'Adiphé-
nine afin d'évaluer linfluence de certaines modifications de structure, et notamment
le réle de la liposolubilité, sur la concentration et la cinétique d'épuration au niveau
des organes cibles. Il est connu en effet que l'aptitude d'un composé a franchir
la barriere hématoencéphalique dépend essentiellement de son degré de lipophilie
(7,8). Nous décrivons dans cet article la préparation du phénylacétate de diéthyl-
amino-2 éthyle marqué par He (composé 2) ainsi que les résultats préliminaires
de l'étude de biodisposition chez le rat, comparés a ceux obtenus avec l'Adiphénine.

o @ C,H,
14 14 s
CH,—C —0OCH2CH:2N
~
o C.Hs
2

Deux marquages ont été réalisés :
- sur le carboxyle de la partie phénylacétique (2 I)
- sur un carbone du groupement N,N-diéthyl amino-2 éthyle (2 II).

Mazquage (1)

Il a été effectué, selon le processus décrit dans le schéma 1, par llinter-
médiaire de l'acide phénylacétique -'#C. Nous avons utilisé la méthode de HAYASHI
et coll. (9) pour préparer ce précurseur, car elle a conduit @ un rendement radio-
chimique supérieur a celui obtenu par carbonatation du chlorure de benzyle magné-
sium,

14C sur le chlorure de benzyle, en

L'action du cyanure de sodium -
présence d'un catalyseur de transfert de phase, le chlorure de benzyle triéthyl-
ammonium, conduit au phénylacétonitrile-MC. L'hydrolyse de ce dernier dans la
potasse a 50 %, permet d'obtenir l'acide attendu avec un rendement radiochimique

de 82 % par rapport & Na-14CN.
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L'acide est ensuite traité de facon classique, par le chlorhydrate de
N,N~diéthyl chloro-2 éthylamine dans l'acétonitrile a reflux en présence de K2C03
comme base. Nous obtenons le composé 2 avec un rendement de 68 % apres puri-
fication par chromatographie sur gel de silice.

Schéms 1

Na“cN -
CH, CI o CH2 CN
PhCH , N Et; CI

KOH 50%

Reflux 3H

}

C,H
" / s CICH,CH,N(C; Hs)
@-cu,coocu,cn,n 4 — 2 CH, COOH
CaHs KCO, , CH,CN

2

Marguage 1T}

14C

préparé dans le laboratoire a partir du cyanure de sodium-“C, selon le schéma
précédemment décrit par MADELMONT et coll. (10). Il est traité par un exces
de bromure d'éthyle dans le THF a reflux, avec K2C03 comme base (schéma 2).

Le précurseur utilisé dans ce cas est le chlorhydrate d'éthanolamine-

La N,N-diéthyl éthanolamine-“C ainsi obtenue est isolée sous forme chlorhydrate,
aprés traitement par une solution HCl-éther, avec un rendement radiochimique
de 56 % par rapport a Na-MCN. L'action ultérieure de SOC12 conduit au chlorhy-
drate de N,N-diéthyl chloro-2 éthylamine—”C qui, en présence d'acide phényl-
acétique dans les conditions indiquées précédemment, permet d‘obtenir le composé
2 marqué par Me sur te groupement aminoéthanol.

Schéma 2
HO“C C,HsBr . THF 14 /C, Hs
H,CH,NH, , HCI 2 . HO CH,CHN , HCI
K2CO,puis HCléther NCa Hy
SocCl,

3 ,CMs  caHsCH,cOOM » ,CaH,
CH2COO0'CH,CH,N -— Cl CH2CH:N » HCI

~N
2 CH, K2C03 . CH,CN \CzH,-.
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Etude expérimentale chez le rat :

La répartition tissulaire chez le rat des deux especes marquées 2 (I)
et 2 (I) a été évaluée a des intervalles de temps variant de 2 minutes a 24 heures
aprés l'administration par voie i.v. du composé sous forme de chlorhydrate. Dans
ce trawail, seules la répartition et l'élimination de la radioactivité totale ont été
déterminées, l'aspect métabolique n'a pas été abordé.

Les résultats sont indiqués dans les tableaux 1 et 2 pour les principaux
organes. L'examen de ces tableaux montre des concentrations intratissulaires et
des cinétiques d'élimination de la radioactivité différentes selon les especes mar-
quées. En ce qui concerne les organes de métabolisme, l'espece 2 (I) objective
un maximum de radioactivité de 2 a 15 minutes apres l'injection, suivi d'une décrois-
sance rapide des concentrations radioactives, tandis que 2 (II) présente des concen-
trations hépatiques et rénales en plateau pendant les 6 heures qui suivent l'injection.

On note une localisation rapide de la radioactivité dans le cerveau
@ partir des deux marquages, avec toutefois, pour les temps courts apres l'injection,
des valeurs inférieures a celles observées avec l'Adiphénine(3): au temps deux mi-
nutes, les concentrations radioactives sont respectivement de 1,0 et 1,8 pour les
especes 2 (I) et 2 (II) alors que pour 1'Adiphénine marquée par Mo gy les groupe-
ments correspondants, elles sont de 3,0 et 3,7. Cette différence peut s'expliquer
par le caractére lipophile plus élevé de 1'Adiphénine qui faciliterait le passage
de la barriere hématoencéphalique. Son coefficient de partage est voisin. de 30
@ pH = 7,0, mesuré dans le mélange octanol-tampon phosphate 0,1 M selon la mé-
thodologie décrite par Kung (11) alors que celui du composé 2 est de 2,2.

L'espéce marquée 2 (I) ne présente au niveau cérébral qu'un phénoméne
de "wash-out" : 60 minutes aprés l'injection, 0,02 % de la dose injectée sont fixés
par g de cerveau et le rapport C/S (radioactivité cérébrale/radioactivité sanguine)
est inférieur a l'unité.

Par contre la concentration radioactive cérébrale de l'espéce 2 (II)
de 18 %, 2 minutes aprés linjection est encore supérieure a l'unité 1 heure plus
tard avec un rapport C/S de 39. Cette concentration reste sensiblement en plateau
jusqu'au temps 6 h avec un rapport C/S = 50. Les valeurs observées avec 1'Adiphé-
nine 14C correspondante sont de 0,22 %, C/S=4a 1 het 0,15 %, C/S=5 6h
apres l'injection.

La différence de cinétique et de distribution intra-cérébrale entre les
deux espéces marquées objective un métabolisme rapide de la molécule 2 par cou-
pure de la ligison ester.

Une étude du métabolisme tissulaire cérébral est actuellement en cours
et doit nous permettre d'identifier l'entité responsable du marquage cérébral. En
effet une concentration en plateau pendant environ 6 h et un rapport C/S qui aug-
mente jusqu'a 50 sont des éléments trés favorables & une utilisation en imagerie
médicale pour des études fonctionnelles cérébrales.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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Indications Générales

Les points de fusion sont pris sur un banc Kofler. Les spectres LR.
sont enregistrés sur un spectrophotométre Perkin-Elmer 398. Les spectres RMN
du proton sont effectués sur un appareil JEOL C 60 HL (solvant CDCly); les dépla-
cements chimiques sont exprimés en ppm par rapport au TMS utilisé comme réfé-
rence interne (s = singulet, d = doublet, t = triplet, m = multiplet ou massif).

L'évolution des réactions, la pureté des échantillons, sont déterminées
en chromatographie sur couche mince (CCM) sur plaque de silice Merck 60 F 254.
Les CCM des produits radioactifs sont analysées sur un lecteur Berthold LB 2832.
La radioactivité des échantillons tissulaires est mesurée dans un spectrometre
a scintillation liquide PACKARD TRI-CARB 4530.

Le précurseur radioactif Na Men q 6te fourmni par le service des molé-
cules marquées CEN, Saclay, France.

Préparation de 2 (I)
* Acide Phénylacétique-'4C

A une solution agitée de 3 mM de Na 14CN (15,7 mCi) dans 3 ml d'eay,
on ajoute 3,75 mM de chlorure de benzyle et 0,3 mM de catalyseur de transfert
de phase. Apres 2 heures a 100° on additionne 5 ml d'eau glacée et on extrait
le milieu réactionnel a l'éther. La phase organique est séchée sur MgSO 4 buis
évaporée. Le résidu est repris par 10 ml de KOH a 50 % et maintenu 3 heures
a reflux. On extrait la solution alcaline a l'éther (3 x 10 ml) puis traite la phase
aqueuse par HCl jusqu'a pH acide et extrait a I'éther. La phase organique est
séchée, évaporée a sec, sous pression réduite. L'acide phénylacétique-MC ainsi
obtenu (2,46 mM - Rdt 82 %) est utilisé sans purification ultérieure.

F =73 - 75°C (Litt (11) F =176 -77°C)
Activité spécifique : 5,2 mCi/mM ; 19,2.107 Bq/mM.

* Phénylacétate de diéthytamino-2 éthyle-1%C W) :

A la solution de 2,46 mM d'acide phénylacétique-“C dans 20 ml d'acéto-
nitrile, on ajoute 2,96 mM de chlorhydrate de N,N-diéthylchloro-2 éthylamine et
3 mM de K,CO,, et maintient a reflux pendant 12 heures. On évapore le solvant
sous pression réduite, hydrolyse, extrait au chloroforme, et seche la phase organique
sur MgsoO,. Aprés évaporation du solvant, le résidu est purifié par chromatogra-
phie sur colonne de silice (Merck, 230400 mesh), éluant : CHCl3 - EtOH 2 % v/v.
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Rendement : 68 % par rapport a l'acide phénylacétique-MC
cCM (CHCISIIEtOH 10 % v/v) : Rf = 0,40 (pureté >98 %)
IR : 1740 cm (-%Z‘-)

o
RMN 6 ppm : 0,98 (t, 6H, CHg) ; 2,32-2,78 (m, 6H, CHy, en a de l'azote) ; 3,57
(3, 2H, CH, benzylique) ; 4,10 (t, 2H,-COO-C_I-_I_2—); 7,08-7,35 (m, SH, aromatiques)
Chlorhydrate : F = 100-102°C ; activité spécifique : 5,2 mCi/mM.

Préparation de_ 2 (II)

* Chlothydwate de N,N-diéthyl chloro-2 éthylamine-14cC :

A une solution de 2 mM de chlorhydrate d'éthanolamine-MC (10)
(10 mCi) dans 10 mi de THF, on ajoute 10 mM de bromure d'éthyle et 9 mM de
K2C03.On chauffe 12 heures a reflux, puis filtre le THF, et traite le filtrat par
HCI dans l'éther jusqu'a précipitation totale du chlorhydrate de diéthyléthanolamine.
Celui-ci est isolé, aprés éwvaporation du solvant, avec un rendement quantitatif
(1,98 mM). Apres traitement par 2 ml de SOC12 et évaporation du chlorure de
thionyle, on isole 1,95 mM (Rdt 98,5 %) de chlorhydrate de N,N-diéthylchloro-2
éthylaminel9C. F = 209 - 210°C (Litt (1) F = 210°C). Activité spécifique :
5 mCi/mM. 18,5.107 Bq/mM.

* Phénylacétate de diéthylamino-2 éthyte-'#C (1) :

Le processus utilisé est le méme que celui décrit pour le marquage
(), en utilisant les quantités suivantes : 1,9 mM d'acide phénylacétique, 2 mM
de K,CO, et 1,95 mM de chlorhydrate de N,N-diéthyl chloro-2 éthylamine-'*C.
Rdt : 63 % par rapport a ce dernier .
Chlorhydrate : Activité spécifique : 5 mCi/mM. (pureté >98 %)

Etude de la biodistribution chez le rat.

Des rats mdles de souche Wistar (180-200 g) Etablissements Depré
regoivent une injection dans une veine caudale, de 3 umoles de composé—MC sous
forme de chlorhydrate en solution saline. Les animaux sont sacrifiés a des interval-
les de temps différents apres l'injection. Le sang est prélevé par ponction cardiaque
et différents organes sont excisés. Des aliquotes sont pesées et soumises & combus-
tion dans un PACKARD OXIDIZER 306.

La quantité de radioactivité présente dans chaque tissu est exprimée
en pourcentage de la dose injectée fixé par g de tissu et sous forme des rapports
% de dose injectée/g de tissu qui reflétent plus précisément la sélectivité d'une
% de dose injectée/g sang

molécule pour un organe.
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