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SUMMARY 

0 6  Benzyl N acetyl guanosine a new inhibitor of 0 6  Alkyl Guanine 
transferase (06AGT) was labelled by 1% and 13C on the benzyl methylen 
group in order to realize a pharmacokinetic study on nude mice grafted 
with human tumors. 

The labelling yield calculated from the precursor (Ba 14 Of 13C03) is in 
the range of 15 %. 

RESUME 

La OgBenzyl N Ac6tyl guanosine, nouvel inhibiteur de la 0 6  Alkyl  
Guanine transfbrase (06AGT) , a 6t6 marqu6e par 14C et l3C en position a d u  
groupe benzyle afin de r6aliser des etudes pharmacocin6tiques in vivo sur 
des souris nudes porteuses de tumeurs humaines greff6es. 

Le rendement de marquage calculC par rapport au pr6curseur (Ba l 4  
ou 13C03) est de l'ordre de 15 %. 

INTRODUCTION 

L'efficacit6 antitumorale des CNUEs (chloro-2 6thyl nitrosourtes) est 
fortement ddpendant de l'expression de la 0 6  alkyl guanine transf6rase (1) 
dans la cellule cancdreuse. 
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Lorsque cette expression est importante (lignCe Mer+) la reparation de la 
lesion de 1'ADN tumoral provoquke par le carbocation chloro-2 Cthyle est 
rapide et l'efficacitk de la CNUE est trbs faible. (2, 3) 

I1 est possible de sensibiliser la cellule tumorale aux CNUEs 5 
condition de leurrer l'enzyme par une molCcule appropriCe (4, 5 ,  6). 

La 06-benzyl N-acetyl guanosine recemment prCparCe au laboratoire 
repond Zi cet objectif aussi bien in vitro sur culture de cellules mklaniques 
humaines exprimant une importante activite alkyltransferase, qu'in vivo 
sur le modble de souris nude porteuse de tumeurs mdlaniques humaines 
dCrivCes des cellules prbcit6es. 

La bonne utilisation de ces composCs associbs aux CNUEs passe par la 
connaissance de leur pharmacocinetique et  de leur mdtabolisme in vivo 
c'est la raison pour laquelle nous avons realis6 le marquage de cette 
molbcule. 

L'alkyltransfbrase de mammif5re est une protdine de 29 KD reparant 
specifiquement les alkylations en 0 6  de la guanine par intermediaire des 
groupements thiols des residus cysteines qui se transforment en sulfure 
entrainant l'inactivation de l'enzyme. Le mdcanisme d'action du leurre 
devrait &re le suivant : 

P S H + G C H 2  - 0 - P S C H z  - 0 
P = (Prottiine 0, AGT) 

G = Guanosihe 

GCHz-(& = guanosine 0, benzylee 

Compte tenu de ce mCcanisme now avons choisi de marquer le 
groupe partant qui permet de suivre le compod inchange et la protkine. La 
formule du cornpod et la position de marquage sont indiqubes ci-aprks : 

OH OH 
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Le schCma de marquage utilid est le suivant (schema 2), c'est un 
compromis de deux modes opCratoires dCcrits par B.L. GAFFNEY, L.A. 
MARRY et R.A. JONES (7) et B.F. Li et P.F Swann (8). 

Schema 1 

HO O H  

c n 3 - c - 0  0-fi-CH, 
I 

O R  I 

Na 0 H 
Pyrldlac 

HO OH 

a= "C, b= "C 

Schema 2 
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La peracdtyl guanosine est prkparbe avec de bons rendements (80 %) 
par action de l'anhydride acCtique sur la guanosine dans la pyridine en 
presence de triethylamine (7). L'activation du groupe carbonyle de la 
guanosine [O6]  s'effectue en deux temps in situ. On prepare d'abord le 
m6sityltne-2 sulfonate en presence de triethylamine et  de NN dimdthyl 
amino pyridine dans le dichloromethane que l'on dCplace par la N methyl 
pyrrolidine en exc t s  B O°C en cr tant  l'ammonium quaternaire. 
L'avancement de ces deux reactions est facilement suivi par CCM. La 
substitution de l'ammonium quaternaire 3 est en principe realisbe avec un 
gros excts d'alcool (6/1). 
Compte tenu des faibles rendements radiochimiques e t  isotopiques 
previsibles nous avons Ctudid les conditions de reaction : en travaillant 
dans les proportions alcool/d6riv6 de guanosine (2/1) pendant 24 heures , 
le rendement obtenu en perac6tyl 0 6  benzyl guanosine 4 est de l'ordre de 
45 B 50 %. C'est le mode operatoire que nous avons retenu pour le 
traitement par l'alcool benzylique marque sur le carbone a. Les marquages 
de l'alcool benzylique par 14C et 13C en position a ont 6tC realises par une 
reduction dans l'bther par l'hydrure de Lithium aluminium de l'acide 
benzofque marque au laboratoire selon Murray et Williams (9) (schema 1). 
L'activitC specifique de l'alcool benzylique 14C est 4 mCi/mmole, 148 
MBq/mmole et l'enrichissement en 13C est 90 %. 

Le dkbloquage des hydroxyles osidiques est  realis6 presque 
quantitativement par action de la soude dans la pyridine. La 0 6  14C a 
benzyl N-acCtyl guanosine est obtenue avec un rendement chimique de 34 
% par rapport i# l'ammonium quaternaire 3 et radiochimique de 17 % par 
rapport i# l'alcool 14C a benzylique ( A 3  2 mCi/mmole, 74 MBq/mmole) 
L'enrichissement isotopique Cvalu6 par spectrometrie de masse est de 
90 %. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

INDICATIONS GENERALES 

Les points de fusion sont pris sur un banc Kofler. .Les 
radiochromatographies sur couche mince (CCM) sont rCalis6es sur gel de 
silice Merck 60 F 254 et analysees avec un detecteur multicanaux LB 2821. 

Les mesures de radioactivitd sont effectu6es avec un spectromttre 
scintillation liquide Packard modtle 4530. 

Les spectres IR sont enregistres sur un spectromttre Perkin Elmer 
398, les spectres de Rh4N sur des appareils Jeol PMX 60 et Briiker AM 200 
WB : la position des bandes est donnCe en valeur de 6 par rapport au TMS 
comme reference interne. La determination des masses a et6 r6alis6e en 
introduction directe sur un appareil HP 5958 B. 

Les carbonates de baryum 14 C et 13C ont t t6  fournis par les SociCtks 
Dositek et Eurisotope. 

PREPARATION DE L'ALCOOL BENZYLIQUE MARQUE (14~a et 1 3 ~ ~ )  

L'acide benzoi'que a 1 4 C  est prepare selon la littdrature (10) en 
carbonatant 12 mM de bromure de ph6nyl magndsium par 10.5 mM de 
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14CO2 (42 mCi, 1554 MBq). On obtient 10 mM d'acide : activit6 40 mCi, 
1480 MBq, Rdt 95 %. 

L'acide benzoi'que a13C est pr6par6 selon cette technique B partir de 
13CO2 mais sur des quantit6s doubles. Les rendements obtenus sont 
identiques. 

C a slcdol benzylique 

A la solution de 10 mM d'acide benzoyque (1.22 g, 40 mCi) 14C dans 
30 ml de THF on ajoute 12 ml d'une solution normale de LiALfi dans le 
THF 0°C et laisse sous argon 18 heures B tempdrature ambiante. 
L'avancement de la rCaction est suivi par CCM de silice (6luant EtOWCHC13 
5 % v/v). On hydrolyse le milieu par 10 ml d'une solution de H2SO4 (6N) 
extrait par l'6ther (5 x 60 ml). La phase 6thCrQ lav6e par la soude 1 N (10 
ml) puis B l'eau est s6chCe sur MgS04. Aprts Qvaporation de l'6ther sous 
pression r6duite on isole l'alcool benzylique 1.03 g soit 9,5 mM. 
L'activitC specifique est 4 mCifmM ,148 MBq/mM. 
Rendement chimique et radiochimique 95 % par rapport B l'acide 
benzo'ique et 90 % par rapport au 14CO2. 

13C a alcool benzylique 

I1 est obtenu selon le meme mode opCratoire mais sur des quantit6s 
doubles. I1 est obtenu avec un enrichissement isotopique de 90 %. 

PREPARATION DE LA PER ACETYL GUANOSINE 1 

La perac6tyl guanosine est pr6parbe selon la littbrature (7). 

PREPARATION DE LA 0 6  14c a BENZYL PER ACETYL GUANOSINE 4a 

A la solution de 7 mM (3,15 g) de peracetyl guanosine dans 40 ml de 
dichlorom6thane on ajoute successivement 14,2 mM (3,l g) de chlorure de 
m6sityltne-2, sulfonyle, 28 mM (4 ml) de tridthylamine et 0,3 mM (0,035 
g) de N.N dimdthyl amino pyridine B tempbrature ordinaire. 
Apres 1 h 30 de r6action le d6riv6 peracCtyl6 (1) est transform6 en 
compost5 0 6  sulfone (2). L'avancement de la r6action est suivi par CCM de 
silice (Eluant : EtOH/CHC13 5 96 v/v Rf 0,5). Au milieu r6actionnel refroidi B 
0°C on ajoute 65 mM. (5,6 g, 7 ml) de N-methyl pynolidine et laisse la 
reaction se poursuivre pendant 2 heures. La substitution du tosylate est 
compltte. La rCaction est suivie par CCM (dans les conditions prCc6dentes 
le compost5 3 pr6sente un Rf = 0). On ajoute ensuite B 0°C 14 mM (1,5 g soit 
1,5 ml) d'alcool 14Cu benzylique (m6lange 1/1 du compos6 marque et non 
marqu6, 28 mCi, 1036 MBq, 2 mCi/mM, 74 MBq/mM) puis 20 mM (3,16 g) 
de diazo 1,8 bicyclo (5.4.0) undectne-7 (DBU) et  laisse remonter A 
tempdrature ambiante. AprBs une nuit de rCaction, on hydrolyse par une 
solution aqueuse (100 ml) de KH2PO4 1 M, extrait 3 fois par 50 ml de 
dichlorom6thane et  sBche la phase organique sur NazSO4.  Aprbs 
Bvaporation du solvant sous pression r6duite on purifie le compos6 par 
chromatographie liquide liquide basse pression sur colonne de silice Clude 
par un gradient 0 B 5 % B'Cthanol dans le dichlorombthme. La 0 s  14C u 
benzyl peracetyl guanosine 4 qui 61ue B 2 % est obtenue avec un 
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rendement chimique de 45 % (1.8 g) et radiochimique de 20 % calcul6 par 
rapport au Bal4C03. 
L'activitC specifique est 3,7 pCi/mg 136 Bq/mg soit 2 mCi/mM 74 
MBqImMole. 

Identification 
F - 55 en ramollissant 
CCM silice Merck Si 60 HF 254 : eluant EtOH/CH2 C12 5 % v/v , Rf = 0.58 
IR (KBr, vcm-1),1660 (CONH) ; 3300 (NH), 3080 (CH), 2840-2980 (CH), 1740 
(CO,ester), 

1H RMN, CDC13 : 2,06 h 2,13 [3 s(2,06; 2.07; 2,13) 9, OCO&)] ; 2,48 [s, 3 
(NHCOCHf3)l ; 4 3 0  ii 450 [m, 3 (&553), &4))1 ; 5.58 Is, 2 (CHf2) -011 ; 5,60 h 
5,72 Im, l(&3))1 ;'5,86 ii 5,92 [m, 1 (&2))1 ; 603 6,05 Id, 1 , (&i))l ; 727  B 
7,50 [m, 5, (aromatiques)] ; 7,91 (s, 1, (&))I ; 7,99 [s, 1, (Nm1 

S.M. La fragmentation en impact Clectronique de la 0 6  benzyl N-acttyl 
guanosine est conforme aux resultats de la littkrature concernant 
l'ouverture des sucres des nucleosides (10,l l) .  

Si M = pic moleculaire et B = 0 6  benzyl N acdtyl guanine, on observe les 
pics et fragments suivants : 541 (M), 326 (B + H + CH2CHO)+, 312 (B + H + 

CH3CO)+, 91 (C7H7)+. 

PREPARATION DE LA 0 6  13C BENZYL PER ACETYL GUANOSINE 4b 

CHO)+, 284 (B + 2H)+, 283 (B + H)+.. 241 (B + H - CH2CO)+*, 240 (B + H - 

Le composk est obtenu avec les memes rendements chimique et 
isotopique que le dkrivt 14C calculk par rapport au Bal3C03. 

1H RMN CDC13. On observe les memes bandes caracteristiques sauf pour le 
CH2 benzylique oii le couplage 1H13C donne un doublet 2 5,22 et 5.96 centre 
sur 5 5 9  avec un J (13C H) = 0,74 ppm. 

S.M. On retrouve les mQmes ions avec une unit6 de masse supplkmentaire : 

PREPARATION DE LA 0 6  14c a BENZYL N-ACETYL GUANOSINE 5a 

542 (M), 327, 313, 285, 284, 242, 241, 92. 

A la solution de 3.3 mM (1,8 g) de compost5 4 dans 10 ml de pyridine 
on ajoute 4 ml de soude 2,5 M et laisse agiter 10 minutes ii temperature 
ambiante. On additionne ensuite 20 ml de resine Bchangeuse de cation 
DOWEX 50 sous forme H+ et filtre sur fritt6 et rince par 2 fois 5 ml de 
pyridine. On Bvapore le filtrat sous pression reduite sans chauffer, 
solubilise le residu par le minimum de methanol et relargue le compose 5 
par 1'6ther anhydre. Le pr6cipit6 est essor6, lave par 1'6ther. On obtient 
ainsi 1,05 g soit 76 96 de rendement de O614C a benzyl N acetyl guanosine 
utilisable sans purification ultkrieure : Le rendement chimique global de la 
rkaction est 34 %. Les rendements radiochimique et isotopique sont de 
l'ordre de 15 % calcult5s par rapport au Bal4C03 . 
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L'activitB sptcifique est de 4,8 pCi Img, 178,3 Bqlmg , 2 mCi/mM 74 
MBqImMole. 

Identification 
Solide blanc F = 148 (dec 117OC) 
CCM Silice Merck Si 60 HF 254 Chant : EtOWCHC13 ,5 % v/v ,Rf = 0,28 
I R (KBr v cm-1) : 3300 (NH), 3080 CH (Ar), 2840-2950 (CH), 1655 (CONH) 

RMN 'H, 2D COSY (DMSO + D20) 2,22 [S, 3, COCH31 ; 3.56 h 3,62 [m, 2, HKS$ ; 
3,89 h 3,94 [m, 1, Q 4 ) l  ; 412 il 4.20 [m, 1 , &3)1 ; 452 il 461 [m, 1, am], 
5,61 [s, 2, C H - 0 1  5,87 h 5.90 [d, 1, &I)] ; 7,30 & 7,60 [m, s, 01 ; 8,45 
[s,l ,-I 10,49 [S, partiellement Bchangt, N U  

S.M. 415 (M), 326, 312, 284, 283, 241, 240, 91 

PREPARATION DE LA O6l3C a BENZYL N ACETYL GUANOSINE 5b 

Le compost5 est obtenu avec les mdmes rendements chimique et 
isotopique que le composd 13C calculB par rapport au Bal3C02. 

RMNlH 2D COSY (DMSO + D20) meme spectre sauf pour C&-@ qui donne un 
doublet 2 5.97 et 5,23 centre sur 5,60 J (C13H) = 0,74 ppm 

S.M. 416 (M), 327, 313, 285, 284, 242, 241, 92 
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