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SUMMARY

O¢ Benzyl N acetyl guanosine a new inhibitor of Og Alkyl Guanine
transferase (OgAGT) was labelled by 14C 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 or 13CQj3) is in
the range of 15 %.

RESUME

La OgBenzyl N Acétyl guanosine, nouvel inhibiteur de la Og Alkyl
Guanine transférase (OgAGT) , a été marquée par 14C et 13C en position o du
groupe benzyle afin de réaliser des études pharmacocinétiques in vivo sur
des souris nudes porteuses de tumeurs humaines greffées.

Le rendement de marquage calculé par rapport au précurseur (Ba 14
ou 13CO3) est de l'ordre de 15 %.

INTRODUCTION

L'efficacité antitumorale des CNUEs (chloro-2 éthyl nitrosourées) est
fortement dépendant de l'expression de la Og alkyl guanine transférase (1)
dans la cellule cancéreuse.

0362 -—-4803/92/100793 —-08$09.00 Received 5 June, 1992
© 1992 by John Wiley & Sons, Ltd.



794 J.C. Madelmont et al.

Lorsque cette expression est importante (lignée Mert) la réparation de la
lésion de I'ADN tumoral provoquée par le carbocation chloro-2 éthyle est
rapide et l'efficacité de la CNUE est trés faible. (2, 3)

Il est possible de sensibiliser la cellule tumorale aux CNUEs a
condition de leurrer l'enzyme par une molécule appropriée (4, 5, 6).

La Og-benzyl N-acétyl guanosine récemment préparée au laboratoire
répond 2 cet objectif aussi bien in vitro sur culture de cellules mélaniques
humaines exprimant une importante activité alkyltransférase, qu'in vive
sur le modéle de souris nude porteuse de tumeurs mélaniques humaines
dérivées des cellules précitées.

La bonne utilisation de ces composés associés aux CNUEs passe par la
connaissance de leur pharmacocinétique et de leur métabolisme in vivo
c'est la raison pour laquelle nous avons réalisé le marquage de cette
molécule.

L'alkyltransférase de mammifére est une protéine de 29 KD réparant
spécifiquement les alkylations en Og de la guanine par intermédiaire des
groupements thiols des résidus cystéines qui se transforment en sulfure
entrainant l'inactivation de l'enzyme. Le mécanisme d'action du leurre
devrait €tre le suivant :

PSH+ G CHy —@——-»PSCHZ —-@+G

P = (Protéine Oy AGT)

G = Guanosine

GCH, —@-— = guanosine O benzylée

Compte tenu de ce mécanisme nous avons choisi de marquer le
groupe partant qui permet de suivre le composé inchangé et la protéine. La
formule du composé et la position de marquage somnt indiquées ci-apres :
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Le schéma de marquage utilisé est le suivant (schéma 2), c'est un

compromis de deux modes opératoires décrits par B.L. GAFFNEY, L.A.
MARRY et R.A. JONES (7) et B.F. Li et P.F Swann (8).
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La peracétyl guanosine est préparée avec de bons rendements (80 %)

par action de l'anhydride acétique sur la guanosine dans la pyridine en
présence de triéthylamine (7). L'activation du groupe carbonyle de 1la
guanosine [Og] s'effectue en deux temps in situ. On prépare d'abord le
mésityléne-2 sulfonate en présence de triéthylamine et de NN diméthyl
amino pyridine dans le dichloromethane que l'on déplace par la N méthyl
pyrrolidine en excés a4 O0°C en créant l'ammonium quaternaire.
L'avancement de ces deux réactions est facilement suivi par CCM. La
substitution de l'ammonium quaternaire 3 est en principe réalisée avec un
gros excés d'alcool (6/1).
Compte tenu des faibles rendements radiochimiques et isotopiques
prévisibles nous avons étudié les conditions de réaction : en travaillant
dans les proportions alcool/dérivé de guanosine (2/1) pendant 24 heures ,
le rendement obtenu en peracétyl Og benzyl guanosine 4 est de l'ordre de
45 a4 50 %. C'est le mode opératoire que nous avons retenu pour le
traitement par l'alcool benzylique marqué sur le carbone a. Les marquages
de T'alcool benzylique par 14C et 13C en position o ont été réalisés par une
réduction dans l'éther par 1'hydrure de Lithium aluminium de l'acide
benzoique marqué au laboratoire selon Murray et Williams (9) (schéma 1).
L'activité spécifique de l'alcool benzylique 14C est 4 mCi/mmole, 148
MBg/mmole et l'enrichissement en 13C est 90 %.

Le débloquage des hydroxyles osidiques est réalis€é presque
quantitativement par action de la soude dans la pyridine. La Og 14C a
benzyl N-acétyl guanosine est obtenue avec un rendement chimique de 34
% par rapport i l'ammonium quaternaire 3 et radiochimique de 17 % par
rapport a I'alcool 14C a benzylique (A.S 2 mCi/mmole, 74 MBg/mmole)
L'enrichissement isotopique évalué par spectrométric 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 réalisées sur gel de
silice Merck 60 F 254 et analysées avec un détecteur multicanaux LB 2821.

Les mesures de radioactivité sont effectuées avec un spectrométre 2
scintillation liquide Packard modele 4530.

Les spectres IR sont enregistrés sur un spectrométre Perkin Elmer
398, les spectres de RMN sur des appareils Jeol PMX 60 et Brikker AM 200
WB : la position des bandes est donnée en valeur de § par rapport au TMS
comme référence interne. La détermination des masses a €t€ réalisée en
introduction directe sur un appareil HP 5958 B.

Les carbonates de baryum 14 C et 13C ont été fournis par les Sociétés
Dositek et Eurisotope.

PREPARATION DE L'ALCOOL BENZYLIQUE MARQUE (14Ca et 13Ca)

L'acide benzoique o l4C est préparé selon la littérature (10) en
carbonatant 12 mM de bromure de phényl magnésium par 10,5 mM de
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14C0O4 (42 mCi, 1554 MBq). On obtient 10 mM d'acide : activité 40 mCi,
1480 MBq, Rdt 95 %.

L'acide benzoique «!3C est préparé selon cette technique 2 partir de
13C02 mais sur des quantités doubles. Les rendements obtenus sont
identiques.

14C o alcool  benzylique

A la solution de 10 mM d'acide benzoique (1,22 g, 40 mCi) 14C dans
30 ml de THF on ajoute 12 ml d'une solution normale de LiALH4 dans le
THF 4 0°C et laisse sous argon 18 heures 2 température ambiante.
L'avancement de la réaction est suivi par CCM de silice (€luant EtOH/CHCI;
5 % v/v). On hydrolyse le milieu par 10 ml d'une solution de H2SO4 (6N)
extrait par l'éther (5 x 60 ml). La phase éthérée lavée par la soude 1 N (10
ml) puis & l'ean est séchée sur MgSOg4. Aprés évaporation de I'éther sous
pression réduite on isole l'alcool benzylique 1,03 g soit 9,5 mM.
L'activité spécifique est 4 mCi/mM ,148 MBg/mM.
Rendement chimique et radiochimique 95 % par rapport 3 I'acide
benzoique et 90 % par rapport au 14CO3,

13C o alcool benzylique

Il est obtenu selon le méme mode opératoire mais sur des quantités
doubles. Il est obtenu avec un enrichissement isotopique de 90 %.

PREPARATION DE LA PER ACETYL GUANOSINE 1
La peracétyl guanosine est préparée selon la littérature (7).

PREPARATION DE LA Og 14C o BENZYL PER ACETYL GUANOSINE 4a

A la solution de 7 mM (3,15 g) de peracétyl guanosine dans 40 ml de
dichlorométhane on ajoute successivement 14,2 mM (3,1 g) de chlorure de
mésitylene-2, sulfonyle, 28 mM (4 ml) de triéthylamine et 0,3 mM (0,035
g) de N.N diméthyl amino pyridine 4 température ordinaire.

Aprés 1 h 30 de réaction le dérivé peracétylé (1) est transformé en
composé Opg sulfone (2). L'avancement de la réaction est suivi par CCM de
silice (Eluant : EtOH/CHCl3 5 % v/v Rf 0,5). Au milieu réactionnel refroidi a
0°C on ajoute 65 mM. (5,6 g, 7 ml) de N-méthyl pyrrolidine et laisse la
réaction se poursuivre pendant 2 heures. La substitution du tosylate est
compléte. La réaction est suivie par CCM (dans les conditions précédentes
le composé 3 présente un Rf = 0). On ajoute ensuite 3 0°C 14 mM (1,5 g soit
1,5 ml) d'alcool 14Ca benzylique (mélange. 1/1 du composé marqué et non
marqué, 28 mCi, 1036 MBq, 2 mCi/mM, 74 MBq/mM) puis 20 mM (3,16 g)
de diazo 1,8 bicyclo (5.4.0) undecéne-7 (DBU) et laisse remonter 2
température ambiante. Aprés une nuit de réaction, on hydrolyse par une
solution aqueuse (100 ml) de KH2PO4 1 M, extrait 3 fois par 50 ml de
dichlorométhane et séche la phase organique sur Naz;SOg4. Aprés
évaporation du solvant sous pression réduite on purifie le composé par
chromatographie liquide liquide basse pression sur colonne de silice éluée
par un gradient 0 & 5 % d'éthanol dans le dichlorométhane. La Og 14C «
benzyl peracétyl guanosine 4 qui élue 3 2 % est obtenue avec un
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rendement chimique de 45 % (1.8 g) et radiochimique de 20 % calculé par
rapport au Bal4CO3,

L'activité spécifique est 3,7 uCi/mg 136 Bq/mg soit 2 mCi/mM 74
MBg/mMole.

Identification

F . 55 en ramollissant

CCM silice Merck Si 60 HF 254 : eluant EtOH/CH; Cla 5 % v/v , Rf = 0,58

IR (KBr, v cm-1),1660 (CONH) ; 3300 (NH), 3080 (CH), 2840-2980 (CH), 1740
(CO,ester),

IH RMN, CDCI5: 2,06 a 2,13 [3 s(2,06; 2,07; 2,13) 9, OCOHy3)] ; 2,48 [s, 3
(NHCOCH(3)] ; 4,30 2 4,50 [m, 3 (H(s57), He4))] ; 5,58 [s, 2 (CHp2) -@)] ; 5,60 a
5,72 [m, 1(Hgs))] ;5,86 2 5,92 [m, 1 (Hy2))] ; 6,03 26,05 [d, 1, (H(1))]; 7,27 2
7,50 [m, 5, (aromatiques)] ; 7,91 (s, 1, (Hggyl; 7,99 [s, 1, NH)]

S.M. La fragmentation en impact électronique de la O6 benzyl N-acétyl
guanosine est conforme aux résultats de la littérature concernant
l'ouverture des sucres des nucléosides (10,11).

Si M = pic moléculaire et B = Og benzyl N acétyl guanine, on observe les
pics et fragments suivants : 541 (M), 326 (B + H + CHCHO)+, 312 (B + H +
CHO)*, 284 (B + 2H)*, 283 (B + H)t', 241 (B + H - CH2CO)*+, 240 B + H -
CH3CO)*, 91 (C7H7)*.

PREPARATION DE LA Og 13¢ BENZYL PER ACETYL GUANOSINE 4b

Le composé est obtenu avec les mémes rendements chimique et
isotopique que le dérivé 14C calculé par rapport au Bal3COa;.

IH RMN CDCl3. On observe les mémes bandes caractéristiques sauf pour le
CH; benzylique ot le couplage 'H13C donne un doublet 2 5,22 et 5,96 centré
sur 5,59 avec un J (13C H) = 0,74 ppm.

S.M. On retrouve les mémes ions avec une unité de masse supplémentaire :
542 (M), 327, 313, 285, 284, 242, 241, 92.

PREPARATION DE LA Og 14C ¢ BENZYL N-ACETYL GUANOSINE 5a

A la solution de 3,3 mM (1,8 g) de composé 4 dans 10 ml de pyridine
on ajoute 4 ml de soude 2,5 M et laisse agiter 10 minutes & température
ambiante. On additionne ensuite 20 ml de résine échangeuse de cation
DOWEX 50 sous forme H+ et filtre sur fritté et rince par 2 fois 5 ml de
pyridine. On évapore le filtrat sous pression réduite sans chauffer,
solubilise le résidu par le minimum de méthanol et relargue le composé §
par l'éther anhydre. Le précipité est essoré, lavé par I'éther. On obtient
ainsi 1,05 g soit 76 % de rendement de Ogl4C a benzyl N acétyl guanosine
utilisable sans purification ultérieure : Le rendement chimique global de la
réaction est 34 %. Les rendements radiochimique et isotopique sont de
T'ordre de 15 % calculés par rapport au Bal4CO3 .
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L'activité spécifique est de 4,8 pCi /mg, 178,3 Bg/mg , 2 mCi/mM 74
MBg/mMole.

Identification

Solide blanc F = 148 (dec 117°C)

CCM Silice Merck Si 60 HF 254 éluant : EtOH/CHCI3 ,5 % v/v Rf = 0,28

I R (KBr vcm-1) : 3300 (NH), 3080 CH (Ar), 2840-2950 (CH), 1655 (CONH)

RMN 1H, 2D COSY (DMSO + D20) 2,22 [§, 3, COCH3] ; 3,56 2 3,62 [m, 2, H(s.591 ;
3,89 23,94 [m, 1, H(s)] ; 4,12 2 420 [m, 1, Hy3)] ; 4,52 & 4,61 [m, 1, Hp)],
5,61 [s, 2, CH2-0) 5,87 2 590 [d, 1, H(1)] 5 7,30 a 7,60 [m, s, @] ; 8,45
[s,1,H(g)] 10,49 [S, partiellement échangé, NH]1

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

PREPARATION DE LA Ogl3C o BENZYL N ACETYL GUANOSINE 5b

Le composé est obtenu avec les mémes rendements chimique et
isotopique que le composé 13C calculé par rapport au Bal3COs.

RMNIH 2D COSY (DMSO + D;0) méme spectre sauf pour CHz-@ qui donne un
doublet 4 5,97 et 5,23 centre sur 5,60 J (Cy13H) = 0,74 ppm

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