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Summary - Synthesis of 24hiohydantoin derivatives with potential immunomodulating and anticancer activities. 
Functionallized 2-thiohydantoins were synthesized. Their immunomodulating and anticancer actions were evaluated. It is shown 
that for these potentially active products on chronic inflammatory diseases involving cellular-mediated immunity the 
development of immunomodulating activity is related to the cyclised thiourea structure. Anticancer activity is weak. These biological 
activities are however insufficient to promote an industrial development. 

2- thiohydantoins / immunomodulators / anticancer agents 

Introduction 

Le levamisole [l], agent immunomodulateur de struc- 
ture imidazo-thiazolique [2, 31 a servi de modele a nos 
recherches [4]. En associant deux sous-structures de 
medicaments actifs sur les phenombnes inflamma- 
toires chroniques invalidants et sur le systeme immu- 
nitaire (lktmisole, methimazole.. .), nos travaux ont 
Cd orient& vers la synthese de derives de la thio-2 
hydantoine a activid immunomodulatrice potentielle. 

Le levamisole a Cd utilise dans le traitement 
d’inflammations chroniques telle que la polyarthrite 
rhumatdide mettant en jeu un processus immunitaire 
de type cellulaire proche de l’hypersensibilid retardee 
[5]. Le methimazole, medicament antithyrdidien, 
developpe une activite secondaire immunodepressive 
qui a CtC utilisee en therapeutique [6]. Nous utilisons 
d’ailleurs dans notre travail ce produit comme refe- 
rence pour l’evaluation de l’activite immunosuppres- 
sive de nos composes. Un compose de structure 
hydantoine, la phenytome, ameliore le score clinique 
des rhumatisants atteints de polyarthrite rhumatdide 
[71. 

L’activite anticancereuse potentielle des 2-thio 
hydantomes est suggeree par la spiromustine, 
moutarde a l’azote de structure spirohydantoke 
possedant une activite interessante sur les tumeurs 
cerebrales [8], et Cgalement par un analogue de struc- 

*Correspondance et tires a part 

ture 2-thio barbiturique: la merbarone, dont l’activite 
cytotoxique se traduit par un art& de la croissance 
cellulaire observe darts la leucemie et dans differentes 
tumeurs malignes chez les mammiferes [9]. 

Enfin, le metabolite principal du levamisole, 
1’OMPI: 2-oxo-3-(2-mercaptoCthyl)-5phCnyl imidazo- 
line, qui est un compose imidazole substitue par un 
groupement porteur d’une liaison-SH libre, developpe 
in vitro et sur l’animal un bon pouvoir de phagocytose 
[ 10, 1 l] et interfere avec les microtubules dont il favo- 
rise la polymerisation [ 121. 

Chimie 

Les 2-thio hydantomes 5-substituees recherchees ont 
Cte synthetisees a partir d’amino-acides ou d’amino- 
esters et d’isothiocyanates. L’heterocyclisation en 2- 
thio hydantomes fait appel a des processus variCs. 

Me’thode A 

La reaction se deroule en deux &apes, mais sans isole- 
ment de la thiouree intermediaire (schema 1). 

Me’thode B 

Les thiourees intermediaires sont isolees (schema 2). 
Leur structure et leur activite cytotoxique anticance- 
reuse seront Ctudiees. 
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Me’thode C 

Notre inter& s’est port6 sur le groupement substituant 
CN en raison de sa reactivite chimique et Cgalement 
pour son role dans l’activite immunoregulatrice obser- 
vCe dans le cas de plusieurs agents anti-inflamma- 
toires lors du traitement de la polyarthrite rhumatdide 
v31. 

L’hererocyclisation est conduite en 2 &apes 
(schema 3), mais quelles que soient les conditions, le 
groupe CN est toujours transforme. 

HOOC-H,C, H 

CH-NH, + R-N-C-S 
1)OH’ 

COOH 
S 

2lH’ 

R 

R-Cl& 5 
G-h 6 

Schema 1. 

Me’thode D 

La fonctionnalisation en 5 peut Ctre realide a partir de 
composes de structure hydantome mais l’azote N, doit 
Ctre protege. L’acylation, par exemple, a lieu preferen- 
tiellement sur ce site plus reactif que le carbone 5 
(schema 4). 

RCsultats et discussion 

Les constantes physico-chimiques et les analyses 
spectrales des composes synthetises sont rassemblees 
dans les tableaux I et III pour les thiourees interme- 
diaires et dans les tableaux II et IV pour les 2-thio- 
hydantokes. 

La preparation d’hydantokes et de 2-thiohydan- 
tomes est realisee classiquement par cyclisation 
d’urees ou thiourees intermediaires derivees d’acides 
amines ou de leurs esters. Cette cyclisation est obte- 
nue le plus souvent a chaud en milieu acide [14, 151 et 
les hydantoiires et 2-thiohydantokes sont stables en 
milieu acide. 

L’heterocyclisation des urees intermediaires est 
parfois conduite a chaud sans solvant et plus rarement 
en milieu alcalin [14, 151 en raison de l’instabilid 
usuelle des hydantomes en ce milieu. Cette instabilite 
en milieu alcalin est mise a profit dans la degradation 
sequentielle de peptides d’Edman 06 l’hydrolyse est 
realide apres formation intermediaire de la 2-thio- 
hydantome. Nous avons utilise l’un et l’autre des 
processus d’hettrocyclisation des thiourees interme- 
diaires qui ne sont pas toujours isolees. 

Dans le cas des derives cyarks, les thiourees inter- 
mediaires ont et6 isolees. Leur hedrocyclisation en 2- 
thio hydantomes en milieu acide entraine l’hydrolyse 
totale et la perte du groupe nitrile, ce qui Climine toute 
substitution en position 5. Leur heterocyclisation en 
milieu alcalin conduit aux 2-thio hydantomes-5- 
carbamoylees temoignant de l’hydrolyse partielle du 
groupe nitrile. Dans tous les cas, le substituant nitrile 
est transforme. 

Le compose 10, a la difference des autres produits, 
est substitue sur l’azote N,. Ce groupe acetyle a CtC 
introduit comme groupe protecteur avant l’acylation 
du carbone 5. 

L’hydrolyse menagee selective a et6 tentee par des 
methodes diverses (NaOH aq, HF, HCl a reflux). Dans 
tous les cas, les 2 substituants en 1 et en 5 ont CtC 
hydrolyses pour former le compose 11. La mono- 
acylation en 5 s’est averee impossible, directement ou 
indirectement. 

Pharmacologic 

Une activid immunologique et une activite anticance- 
reuse ont CtC recherchees sur plusieurs des composes 
prepares. 
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Activite’ immunosuppressive 
Plusieurs tests ont CtC mis en Oeuvre pour Cvaluer 
l’activid immunosuppressive. Certains sont pratiques 
in vivo (test a l’albumine bovine methylee chez la 
souris) et d’autres in vitro (mesure de la stimulation 
lymphoblastique et mesure de l’activid Natural Killer 
(NK) de splenocytes de souris). 
Test d’hypersensibilite’ retarde’e 13 l’albumine bovine 
me’thyle’e chez la souris 
La reaction d’hypersensibilite retardee est appreciee 
par l’augmentation du poids de la patte 24 h apres 
injection plantaire de l’agent declenchant, l’albumine 

bovine methylee, 7 jours apres sensibilisation par le 
mCme agent. L’influence des produits a essayer, admi- 
nistres per OS 24 h et 2 h avant le challenge, se mani- 
feste par un accroissement du poids de la patte par 
rapport aux temoins dans le cas d’un produit immuno- 
stimulant et par une diminution de poids dans le cas 
d’un produit immunosuppresseur. 

La substance temoin est la ciclosporine (tableau V). 

Mesure de la stimulation lymphoblastique de splt!no- 
cytes de souris 
Ce test in vitro per-met d’apprecier la stimulation ou 
l’inhibition de cellules lymphoblastiques par les 
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Tableau I. Thiourees intermkdiaires. 

“\ r 
H-N 

\ 

/ 
c=s 

//Cl H-Y 
0 cl3 R 

N” R R’ F”C Solvant Rdt (%) Formule 
de recristallisation mole’culaire 

:. 2 

C!H,5 

COOEt COOEt 110 96 Alcool Alcool 60” 60” 40 WWPJ 
W-LP,O,S 

: 
C6% 

:r: 214 173 Alcool Alcool 60” 60” 70 5: GHIIWW 
WLWW 

Tableau II. 2-thio hydanto’ines. 

N” 

5 C% CH,COOH H 17.5 Alcool 95” 
6 C6H, CH,COOH H 256 kthanol-DMF 
7 CH, COOEt H 216 Alcool 95” 
8 C6H, COOEt H 156 Alcool 60” 
9 C6H, CONH, H 270 Alcool 95” 

10 C6H, CONHC,H, COCH, 260 Alcool 60” 
11 C6H, H H 256 Alcool 95” 

R R’ R” F”C Solvant 
de recristallisation 

Rdt (%) 

48 C$-W,W 1161 
50 WW,W 
87 V-hJ’J,O,S 
90 WW,O,S 
58 W-bW%S 

7 ~d4,W,S 
90 C,H,N,OS WI 

Formule 
mokulaire 

Lit? 
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Tableau III. Thiourkes intermkdiaires: spectromktrie IR. 

0 OEt R 

NO Frkquences d’absorption en c& 

1 3180,2980-2950,1745,1725 

2 3375-3200,2980-2950,1750,1720,1590 

3 3470,2980-2950,164O 

4 3410,2980-2950,1660,1590 

Tableau IV. 2-thio hydantobes: spectromkie IR et RMN. 

substances Ctudiees. Le test consiste a mesurer la 
radioactivite des cultures cellulaires due a l’incorpora- 
tion de 3H thymidine darts 1’ADN des splenocytes mis 
prealablement en contact avec les produits ?I Ctudier et 
avec des lectines stimulantes (PHA = phytohemagglu- 
tinine qui stimule les lymphocytes T et LPS = lipo- 
polysaccharides qui stimulent les lymphocytes B). 
Une augmentation de la radioactivite incorporee, 
mesuree par rapport a la radioactivite des cultures 
cellulaires dmoins non soumises a l’action du produit 
CtudiC, traduit un effet immunostimulant; une diminu- 
tion de la radioactivite incorporee traduit un effet 
immunodepresseur. L’utilisation de l’une ou l’autre 
des lectines stimulantes per-met de differencier l’effet 
des produits sur les populations lymphocytaires T ou 
B. Les substances temoins sont la ciclosporine et le 
methimazole (tableau VI). 

N” IR v cm-l RMN (DMSO-d6) Gppm 

5 3170,2980-2930, 1740,171O 2,78 (m, 2H, CH,), 3,09 (s, 3H, CH,), 4,46 (t, lH, CH), 
lo,25 (s, lH, NH), 12,66 (s, lH, OH) 

6 3200,3030,2920,1760,1690,1600 2,79-3,07 (m. 2H, CH,), 4,65 (t, lH, CH), 7,18-7,65 (m, 
5H, lAr), lo,47 (s, lH, NH), 12,66 (s, lH, 10H) 

7 3190,2970-2930,1740,1730 1,19 (t, 3H, CH,), 3,lO (s, 3H, N-CH,), 4,20 (q, 2H, CH,), 
5,20 (s, lH, CH), 11,09 (s, lH, NH) 

8 3190,3030,2970-2900,1760,1730,1600 129 (t, 3I-K CH,), 4,30 (q, 2H, CH,), 5,39 (s, lH, CH), 
7,3O-7,55 (m, 5H, lAr), lo,95 (s, lH, NH) 

9 3200,3030, 1750, 1690,162O 5,03 (s, lH, CH), 7,27-7,54 (m, 5H, lAr), 7,74-8,06 (d, 
2H, NH,), lo,71 (s, lH, NH) 

10 3250,3020,2950, 1760, 1660, 1600 241 (s, 3H, CHJ, 5,65 (s, lH, CH), 7,13-7,64 (m, lOH, 
2Ar), lo,98 (s, lH, NH) 

11 3200,3010,2900-2950,1760,1600 4,35 (s, 2H, CH,), 7,35 (m, 5H, lAr), lo,39 (s, lH, NH) 
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Mesure de l’activite’ NK des sple’nocytes de souris sur 
le lymphome murin in vitro 
Des cellules de lymphome murin (cellules cibles) 
prealablement marquees au Wr sont mises en pre- 
sence de splenocytes de souris (cellules effectrices) 
prealablement incubees avec les solutions de 
substances a Ctudier. L’activite NK cytotoxique des 
splenocytes provoque la lyse des cellules cibles dont 
l’importance est appreciee par la mew-e de la radio- 
activid y relargde. Les variations d’activite cyto- 
toxique, mesurees par rapport 21 celle de splenocytes 
temoins non trait&, permettent d’estimer l’effet 
immunologique des substances a Ctudier sur l’activite 
cytotoxique des splenocytes de souris (tableau VII). 

Tableau V. Activite immunosuppressive: test a l’albumine 
bovine methylee. ‘? augmentation, 1 diminution par rapport 
a la patte temoin. 

N” 

Ciclosporine 
6 
8 
9 

Dose per OS Variation pond&ale 
wJ@ (en 70) 

2x 100 49 1 
2x 100 11 t 
2x 100 5-r 
2x 100 211 

Activite’ anticanc&euse 

De’termination de cytotoxicite’ directe in vitro sur 
me’lanome B16 murin 

immunitaire de nos produits de structure 2-thiohydan- 
tome. Ce sont de simples essais d’orientation pour 
guider la synthese de produits diversifies structurelle- 
ment proches. 

L’activite cytotoxique directe des produits a essayer 
est appreciee par mesure de l’inhibition de croissance 
de la lignee tumorale in vitro, a leur contact. Cette 
evaluation est r&h&e par comptage des cellules 
vivantes. Cette activite est comparee a celle de medi- 
caments connus utilises dans les memes conditions a 
des concentrations variables (tableau VIII). 

RCsultats et discussion 

L’activite des 2-thio hydanto’ines sur le systeme 
immunitaire se revble plutot immunodepressive pour 
l’ensemble des produits essay& comme l’attestent de 
facon manifeste les resultats du test de stimulation 
lymphoblastique, mais a des concentrations deja Cle- 
vees (4WOO FM). Cette attenuation de l’activid 
immunitaire, qui n’est dose dependante que pour les 
produits 6, 8, 9, concerne a la fois les activites des 
lymphocytes T et des lymphocytes B; le produit 6 
pa& un peu plus depresseur des lymphocytes T 
tandis que les produits 9 et 11 seraient un peu plus 
depresseurs des lymphocytes B. 

Les essais pharmacologiques ont CtC conduits dans le Les reponses dans le test in vivo d’hypersensibilite 
but de detecter une Cventuelle activite sur le systeme retardee a l’albumine bovine methylee temoignent de 

Tableau VI. Activite immunosuppressive: mesure de la stimulation lymphoblastique. “Pour tous les resultats analyses, seuls les 
plus significatifs par rapport a la ciclosporine et au methimazole sont inscrits. 1‘ stimulation, & inhibition. 

+ PHA + LPS 

N” Concentration Variation Concentration Variation 
fPW de radioactivitk (Pw de radioactivite’ 

(en Y0) (en %) 

Mtthimazole 876 Ciclosporine 196 29 196 50 1 

5 5:: 3  530 0 

6 40 400 583 400 70 .L 

8 3:: 3 380 65 L 

9 18 1 
42 

4t2 

420 800-1 420 3 

11 520 40 L 260 60 1 
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la complexitk de la rkponse immunitaire puisque si 
l’effet immunodkpresseur du produit 9 est nettement 
confim-k, les produits 6 et 8 se rkvklent Eggrement 
stimulants. 

L’activitk Natural Killer induite sur les lymphocytes 
spkiques est faible ou nulle et se manifeste tant8t par 
une activation (pour le composk 8 mais elle n’est pas 
dose-dkpendante ainsi que pour le composC 5) ou par 
une inhibition (11). 

Les produits essay& ne dCveloppent pas une acti- 
vitk homogke sur le systbme immunitaire, traduisant 
des mkcanismes d’intervention non univoques; leur 
niveaux d’activitC est modeste. 

La detection d’un effet cytotoxique direct sur mCla- 
nome B16 r&Ye une activitk inexistante pour 
l’ensemble des produits &udiCs (thiohydanto’ines et 
thiourkes 1 et 2) et faible pour les produits 6 et 8 
puisqu’elle se manifeste pour des concentrations ti 
peine infkrieures B la concentration limite de 30 ,uM 
(valeur considCrCe comme seuil de dktection) pour 
une inhibition de croissance tumorale de 50% alors 
que les agents anticanckreux connus dkveloppent dans 
ces conditions une activitk antiprolifkrative CI 50 sur 
ce test B des concentrations de 1,l PM pour le 5-fluoro 
uracile mais aussi 0,045 PM pour l’adriamycine, 
0,009 PM pour la navelbine et 0,004 PM pour la 
vincristine. 

Ces rksultats preliminaires, conduits avec un 
nombre restreint de cornpods, plaident en faveur 
d’une activitk plut& immunodCpressive d’importance 
modeste et laissent B penser que cet effet sur le 
sysdme immunitaire semble 1iC B la structure 2-thio 
hydantoke puisque les variations structurales, de 
caractke acide, introduites en position 5 ne dkvelop- 
pent pas d’influence particulibre. L’activitC anticanck- 
reuse est nkgligeable. 

Tableau VII. Mesure de l’activitk NK (splknocytes de 
souris). 1‘ stimulation, 1 inhibition. 

Produit Concentration R&&tat en % 

Ciclosporine 2 pghl 
Muramyldipeptide 10 p&-n1 :r+ a 

100 pg/ml 24a 1‘ 

5 530 PM 12b1‘ 

6 400 yM Ob 

8 38 PM lib? 
380 PM 7b T 

11 52 PM 1lb.L 

?Significatif P < 0,05 pour le test de Dunett; bmoyenne de 
deux essais. 

Partie expkimentale 

Les points de fusion sont dCterminCs au bane de Kiifler. Les 
spectres infra-rouge sent rkalisCs sur spectrophotombtre Philips 
PYE-Unicam SP3-100. Les spectres RMN du proton sont 
effectuCs sur un appareil Bruker AC 200 de 200 MHz en solu- 
tion dans le DMSWd6. Les chromatographies sur couche 
mince sent rCalisCes sur plaque de silice GF 254 sur alumi- 
nium, dans deux types de mClange de solvants: benz&ne/acCtate 
d’Ctbyle; l/9 et mCthanol/chloroforme; l/9. 

Chimie 

Acide 3-phe’nyl Z-thio -5-hydant@ne ace’tique 6 
Mode opCratoire selon [ 161. A une solution de 0,05 mol 
d’acide aspartique (6,65 g) dans 100 ml de KOH 1 N est ajou- 
t&e une solution de 0,05 mole d’isothiocyanate de phCnyle 

Tableau VIII. A&v&C anticancCreuse: Ctude de 1’activitC cytotoxique sur mClanome B16 in vitro. 

NO Dose Rkultats en 944 Tkmoin Dose 
w stimulation w 

inhibition 

1 > 30 50 Adriamycine 0,045 

2 > 30 50 Adriamycine 0,045 

4 > 30 50 Adriamycine 0,045 

6 10 22 MCthimazole 10 

8 699 50 5FU 131 

82 50 MCthimazole 10 

R&&tats en % 
stimulation 
inhibition 

50 

50 

50 

28 

50 

50 
____- 
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(6,75 a) dans 100 ml d’ethanol. L’agitation est maintenue a 
40°C pendant 2 h. Le melange est aiors acidifie (qsp pH l), 
uuis ~ortC a ebullition 10 a 15 min. Le or&it&e obtenu est 
&re,‘lavC a l’eau et recristallise. F = 258°C (Ethanol-DMF); 
rdt = 50%; analyse: C,,H,,J$O,S. 

animaux temoins selon les experiences. Chaque produit a 
Studier est administre per OS a raison de 100 mg/kg, 24 h et 2 h 
avant le challenge, en suspension darts 25 ml/kg d’un melange 
de ‘Ikeen 80 + eau distillee (1 goutte de Tween pour 10 ml 
d’eau). La difference de poids des pattes art&es des souris 
traitees est cornparke (en %) a celle des animaux temoins de 
l’expkence. Huit souris sont utilisees par lot. Les calculs 
statistiques sont effect&s selon le test de Bonferroni. Les pour- 
centages de variations sont rapport& dans le tableau V. 
Mesure de la stimulation lymphoblastique selon Dziarski 
[24]. Les splenocytes de 4 souris femelles B6D2Fl de 7 a 12 
semaines sont preleves, isoles (Potter et filtration sur gaze) et 
places dans du milieu RPMI [25] sans s&urn. Ap comptage 
des cellules vivantes, on place en culture 5 10 cellules dans 
200 pl de RPMI addition& de serum de cheval (10%). Les 
produits a Ctudier dissous dans l’eau ou dans le melange eau + 
DMSO (0,l a 05% de DMSO) et la lectine stimulante: 10 pl 
de solution aqueuse a 0,2 mg/ml de PHA ou 10 l.tl de solution 
aqueuse a 1 mg/ml de LPS sont ensuite ajoutes aux cultures 
cellulaires durant 48 h. Six heures avant la fin de la stimulation, 
on marque les splenocytes avec 1 pCi de sH thymidine (10 ~1). 
Les cellules sont recoltees (cell harvester) sur des filtres GFA et 
lavees 20 fois a l’eau distillee. Les filtres s&h& sont places 
dans 6 ml de liquide de scintillation et leur radioactivite est 
Cvaluee ii l’aide d’un compteur B (cpm). 

La variation de radioactivite de l’essai, rapportee a la radio- 
activite de cultures temoins, est exprimee en pourcentage: [cpm 
(essai) - cpm(temoin)/cpm(temoin) x 100. Huit mesures de 
radioactivite sont effect&es pour chaque concentration de 
produit essay& 

La dispersion des comptages de radioactivite pour les essais 
et pour les temoins dans une m&me manipulation (memes sple- 
nocytes) est de + ou - 5% par rapport a la moyerme. Elle est 
naturellement plus Blevee q&d iis’agit de splenocytes de lots 
differents: l’ecart standard de la movenne est alors de 12% 
pour les essais conduits en presence de PHA et de 16% pour les 
essais conduits en presence de LPS. Pour les temoins et pour 
des splenocytes differents, l’ecart standard de la moyenne est 
reduit a 5 et 8%. Une variation de + 25% (stimulation) ou de 
- 25% (inhibition) par rapport a la radioactivite des cultures 
temoins correspond, aux yeux des experimentateurs a un effet 
biologiquement significatif. 

N-dicarbe’thoxy-methyl N’-phenyl thiouree 2 
Une solution de 0,025 mol d’amino malonate de diethyle 
(4,4 g) prepare selon Cerchez [17, 181 et de 0,025 mol 
d’isothiocyanate de phenyle (3,4 g) dans 100 ml d’ethanol est 
agitee 24 h a temperature ambiante. Le solvant est evapore 
sous vide, l’huile residuelle cristallise. F = 96°C (alcool 60”); 
rdt = 76%; analyse: C,4H18N204S (C, H, N, S). 

5-carbe’thoxy 3-phenyl -2-thio hydantoiite 8 
Une solution de 0,Ol mol de thiouree 2 (3,l g) dans 60 ml 
d’H,SO, a 4% dans 1’6thanol est agitee 12 h a temperature 
ambiante, puis concentree a une temperature 8 < 40°C. Le 
residu solide est recristallise. F = 156°C (alcool 60”); rdt = 
90%; analyse: C,,H,,N,O,S (C, H, N, S). 

N-(cyano, carbe’thoxy-methyl) N’-phe’nyl thioure’e 4 
Une solution de 0.025 mol d’amino cvano acetate (3.2 a) 
prepare selon Logeman [19-211 et de 0,625 mol d’isothiocy~: 
nate de phenyle est agitee 24 h a temperature ambiante. Le 
precipite obtenu est filtre, lave a l’alcool 60” et recristallise. 
F = 214°C (alcool 60”); rdt = 70%; analyse: C,,H,,N,O,S 
CC, I-6 N, S). 
5-carboxamido 3-phe’nyl-2-thio hydantoiite 9 
Une suspension de 0,Ol mol de thiouree 4 (3 g) dans 90 ml de 
soude aqueuse a 20% est portee a ebullition. 10 min. Apres 
dilution et acidification ear HCl concentre (asn DH 1). le oreci- 
pite obtenu est filtre, l&C a l’eau et recris‘talji& da& l’&ool 
95”. F = 270°C (alcool 95”); rdt = 58%; analyse: C,,H,N,O,S. 

5-anilido I -act@1 3-phenyl2-thio hydantoiite 10 
Le m&urge compose de 0,02 mol de 1-acttyl-3-phenyl-2-thio 
hydantdme (4,68 g) (obtenu par acylation de la 3-phenyl-2-thio 
hydantoine par I’anhydride acetique, 30 min a reflux [22]), de 
0,02 mol d’isocyanate de phenyle (2,38 g) et de 0,002 mol de 
DMAP darts 50 ml de pyridine est chauffe a reflux 30 min. Le 
solvant est evapore sous vide, le residu est repris par l’eau, le 
precipite forme est filtre et recristallise. F = 260°C (alcool 60”); 
rdt = 7%; analyse: C,,H,,N,O,S (C, H, N, S). 

3-phenyl2-thio hydantome 11 
0,0019 mol de thiouree 4 (0,5 g) est mise dans 20 ml d’HC1 
6 N. La suspension est portee a reflux. Le produit se dissout 
rapidement et il se forme aussit6t un precipite blanc. Le reflux 
est maintenu 15 min. Apres refroidissement, le precipite est 
filtre, 1avC a l’eau et recristallise. F = 256°C (alcool 95”), Rdt = 
90%. F (litt) = 242-244°C [22]. 

Activite’ immunosuppressive 
Test a l’albumine bovine me’thyle’e. Ce test est pratique sur 
des souris Swiss (selon Crowle et al [23]) males de 25 g en 
moyenne. Les souris sont sensibilisees par injection intra- 
dermique en trois endroits de 0,l ml/souris d’un melange a 
50% d’adjuvant complet de Freund et a 50% d’une solution 
d’albumine bovine methylee a 5 mg/ml darts du NaCl a 0,9%. 
Sept jours plus tard, 0,025 ml d’une solution d’albumine 
bovine methvlee a 1% dans du NaCl a 0.9% est iniecte dans le 
coussinet plkaire de la patte arribre drdite. 24 h &us tard, les 
pattes an&es sont prele&es et pesees et la reaction d’hyper- 
sensibilite retardee quantifike par la difference de poids entre 
les deux pattes. Cette difference varie de 75 a 110 mg chez les 

Activite’ anticance’reuse 

Mesure de l’activite’ NK des splenocytes de souris selon 
Phillips et al [26]. Les animaux utilises sont des souris 
femelles B,D,F, de 7 a 12 semaines, par lot de 4. Les cellules 
cibles (C) sont des cellules YAC 1 (lymphome murin) 
marquees au Wr comme suit: 5 lo6 cellules + 200 pCi 5LCr 
(Na,Cr,O, (200 pl, 400 a 600 mCi/mg)) pendant 45 min a 
37°C. Lavage par RPM1 pendant 1 h a O”C, puis ajuster la 
suspension a lo5 cellules C/ml . 

Les cellules effectrices (E) sont des splenocytes isoles apres 
attachement sur des boites de culture (2 h a 37°C incubateur a 
CO,) et places dans du milieu RPMI. Les cellules E sont incu- 
bees 60 min en presence de solutions du produit pour les essais 
in vitro. 

Puis les cellules C et les cellules E sont incubkes ensemble 
dans le rapport E/C = 200 durant 4 h a 37°C. 

Le sumageant est preleve et la radioactivite relarguee est 
comptee (compteur r). L’activite cytotoxique induite est 
rapportee a celle de splenocytes ttmoins, et exprimke en pour- 
centage de variation d’activite NK par rapport aux temoins. 
Les produits de reference utilises sont la ciclosporine A 
(2 pg/ml) et le muramyldipeptide (a 10 et a 100 @ml). 
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Determination de la cytotoxicite’ sur me’lanome B16 (murin) in 
vitro selon Bradner et Claridge [27]. Le traitement se 
deroule sur 3 jours (5 cycles cellulaires). 

JO: sur une plaque a 24 puits, ensemencement de 1 ml de 
suspension de 104 cellules/ml darts le milieu de culture (RPM1 
+ 10% de serum de veau fetal). 

Jl: Le milieu est retire, les cellules sont mises en presence de 
1 ml de milieu de culture auquel on ajoute une solution de 
produit a Ctudier: 10 pl pour un produit soluble dans l’eau et 
0,s pl pour un produit soluble dans le DMSO. Trois cultures 
sent re$isCes pour chaque concentration du produit a essayer. 

J4: Evaluation de la toxicid: le milieu est retire. les cellules 
sont lavees deux fois avec du PBS. Les cellules sont decro- 
chees du support plastique avec 200 pl d’une solution de tryp- 
sine a 0,05% et d’EDTA a O,Ol% dans le PBS, et reprises dam 
du PBS pour Ctre comptees au compteur Coulter. 

L’activite inhibitrice cytotoxique sur la proliferation cellu- 
laire est mesuree par rapport a la proliferation de cultures cellu- 
laires non traitbes. La dispersion des comptages cellulaires 
(&art standard de la moyemte) est < 5% tant pour les cultures 
temoins que pour les cultures traitees. Quatre concentrations du 
produit test6 sont utilides. On calcule la concentration inhibi- 
trite a 50% (CI 50) du produit test6 par regression lineaire par 
rapport a la proliferation controle correspondante en tenant 
compte des valeurs comprises entre 20 et 80% d’inhibition. 
Une inhibition de 50% de la proliferation cellulaire pour des 
concentrations ‘seuil’ de produit < 30 pM atteste d’un debut 
d’activite cytotoxique. 
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