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R&urn6 - Des 5-arylidbne-2thiohydanto’mes diverses, substituees ou non sur l’azote N3 et/au sur le sot&e, ont ettC preparees par 
une reaction d’aldolisation-crotonisation a partir d’aldehydes aromatiques ou de c&ones cycliques et de 2-thiohydantdmes. Ces pro- 
duits, originaux pour une grande part, prepares comme potentiellement actifs sur les phenomttnes inflammatoires chroniques impli- 
quant l’immunite a mediation cellulaire, developpent une activite immunosuppressive qui reste cependant nettement inferieure a celle 
de la ciclosporine. L’activite anticancereuse recherchee dans quelques cas n’a 6te detectee de fagon manifeste pour aucun des produits 
essay&. 

Summary - Study of 5-arylidene-24hiohydantoins with potential immunomodulating and anticancer activities. Various 
5-arylidene-2-thiohydantoins, N3-substituted andlor S-substituted or not, were synthesized by aldolisation-crotonisation reaction from 
aromatic aldehydes or cyclic ketones and 2-thiohydantoins. These products, largely original, prepared as potentially active on chro- 
nic injlammatory diseases involving cellular-mediated immunity, display immunosuppressive activity which, however, remains clearly 
lower than ciclosporine’s one. Searched in a few cases, anticancer activity is not obviously detected for any of tested products. 

2-thiohydantoins ! immunomodulator / anticancer agents 

Le levamisole, de structure imidazothiazolique 
(schema l), est un medicament immunomodulateur 
[l-3] qui a et6 utilise pour le traitement d’inflamma- 
tions chroniques telles que la polyarthrite rhumato’ide 
mettant en jeu un processus immunitaire de type cel- 
lulaire proche de l’hypersensibilite retardee [4]. Nos 
recherches ont Bte orientees vers les composes imida- 
zoles soufrCs et plus particulikement vers les 2-thio 
hydanto’ines [5], car le soufre et la structure imidazole 
sont souvent retrouves dans les structures de medica- 
ments actifs sur le systeme immunitaire et potentielle- 
ment utiles pour les maladies inflammatoires chro- 
niques. 

Ainsi, le metabolite principal du Evamisole, 
l’OMP1: (2-oxo-3-(2-mercanto&hvl)-5-nhenvlimida- 
zolidine, compose imidazolesubstikk par un-groupe- 
ment porteur d’une fonction S-H libre, exalte le pou- 
voir de phagocytose des macrophages [6, 71 et inter- 
fere avec les microtubules dont il favorise la polyme- 
risation [S]. 

Le methimazole, medicament antithyrdidien de 
structure 2-mercapto imidazole, possede une activite 
secondaire immunodepressive qui a CtC utilisee en the- 

*Correspondance et tires a part 

rapeutique [9]. La phenyto’ine ameliore le score cli- 
nique des rhumatisants atteints de polyarthrite rhuma- 
to’ide [lo]. Une activite anticancereuse interessante a 
ete trouvee pour la spiromustine, moutarde a l’azote 
de structure spirohydantome [ll], et pour la merba- 
rone, de structure 2-thiobarbiturique [ 121. Des pro- 
prietes antivirales ont Cte relevees pour des 5-aryli- 
denehydantoines (corm-e rhinovirus, echovirus) [ 131 
et pour la metisazone, medicament de structure 
ouverte thiosemicarbazide [ 141. 

L’examen de la structure de ces medicaments 
(schema 1) nous a conduit a retenir pour notre etude le 
motif 2-thiohydantome, qui nous a semble susceptible 
d’etre un << denominateur commun B, pharmacophore 
potentiel d’une activite sur le systeme immunitaire. 
Nous avons conduit une etude similaire avec d’autres 
produits apparent& [ 151. 

Chimie 

Les 5-arylidbne-2-thiohydantomes ont ete preparees 
par une reaction de condensation d’aldehydes aroma- 
tiques ou de &ones cycliques avec la 2-thiohydan- 
tome et son derive N-3- phenyl (schemas 2 et 3 ). 



Lkmisole 

SchCma 1. 

OMPI M&himazole 

Cette reaction d’aldolisation-crotonisation, realisee 
en milieu acide, per-met d’obtenir assez facilement les 
produits attendus. Par contre, les aldehydes et les 
Atones aliphatiques reagissent tres ma1 ou pas du tout 
[ 161. En effet la bonne reactivite, en serie aromatique, 
est probablement lice, lors de la catalyse acide, a une 
stabilisation du carbocation d’aldehyde ou de c&one 
intermediaire, en raison d’une delocalisation Clectro- 
nique des doublets aromatiques vers le carbocation, ce 
qui est exclu en serie aliphatique. 

Les derives S-substitues (methylthio; benzylthio; 
hydroxycarbonylmethylthio; ethoxycarbonylmethyl- 
thio et propyn-2-ylthio) sont prepares a partir des sels 
des 5arylidbne-2-thiohydantojines. La S-alkylation 
s’effectue en regle g&A-ale a temperature ordinaire en 
presence de methylate ou d’ethylate de sodium en 
milieu alcoolique. Cependant, lors de l’action de 
l’acide chloroacetique, elle se fait a reflux en presence 
de potasse en milieu hydroalcoolique; dans ce dernier 
cas, la desulfuration du cycle 2-thiohydantome, qui 
requiert un milieu acide, n’est pas observee [ 171. 

Pharmacologic 

L’impact de nos produits sur les processus immuni- 
taires a mediation cellulaire proche de l’hypersensibi- 

Ar-CHO 

+ B AcOH , AcONa 
. Ar 

Reflllx 

Ar = C6H5 : Z-naphtyl ; Z-pyridyl ; 3.pyridyl ; CO-C~H~ 
R2 = CH~ : benzyl ; CH~-coon ; c~~-cooc~n~ ; CH~-C~~C-H 
R3 =H;C@S 

Phknytdine Merbarone 

lit6 retardee a CtC l’objet principal de l’etude pharma- 
cologique. Dans quelques cas, la detection d’une acti- 
vite anticancereuse eventuelle a Cte realisee. 

L’activite sur le systeme immunitaire a 6tC Cvaluee, 
en faisant reference au methimazole et a la ciclospo- 
tine, a l’aide de tests in viva (test d’hypersensibilid 
retardee a l’albumine methylee chez la souris) et in 
vitro (mesure de la stimulation lymphoblastique de 
splenocytes de sour-is en presence de lectines). 

La reaction d’hypersensibilite retardee a CtC Ctudiee 
chez des sow-is prealablement sensibilisees a l’albu- 
mine bovine methylee chez lesquelles on injectait 
l’antigene dans la patte arribre droite. L’influence des 
produits a essayer Ctait appreciee par la variation du 
poids de la patte par rapport a celle d’animaux 
temoins. Un effet immunostimulant se traduit par une 
augmentation du poids de la patte tandis qu’une dimi- 
nution de poids revble un effet immunodepresseur. 

La mesure de la stimulation lymphoblastique in 
vitro de splenocytes de souris au contact des produits 

0 
AcOH ,AcONa 

+ 
Rtfh 

R’ = H;CH3;CH@C-H S-R2 

R2 = a3 

R3 = H;CgHg 

SchCma 2. SchCma 3. 
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a Ctudier et en presence de lectines stimulantes ( PHA: 
phytohemagglutinine qui stimule les lymphocytes T et 
LPS: lipopolysaccharides qui stimulent les lympho- 
cytes B) se fait par l’appreciation de l’incorporation 
de 3H thymidine dans I’ADN cellulaire ajoutee dans la 
derniere phase de la stimulation des cultures cellu- 
laires. Le comptage de la radioactivite p incorporee 
permet de caracteriser un effet stimulant lorsque cette 
incorporation de 3H thymidine augmente et un effet 
immunodepresseur lorsqu’elle diminue. Les effets sur 
les lymphocytes T et sur les lymphocytes B peuvent 
&r-e differencies de par le choix de la lectine stimu- 
lante. 

L’activite anticancCreuse directe a CtC &al&e in 
vitro par deux tests de determination de cytotoxicite 
sur le melanome B16 mm-in et sur les cellules leuce- 
miques murines L1210. 

Cette activite est comparee a celle de medicaments 
varies utilises dans les mCmes conditions a des 
concentrations diverses. 

Les methodes biologiques utilisees sont d&rites 
dans la partie experimentale ainsi que, pour certaines, 
dans une etude similaire [ 151. 

RCsultats et discussion 

Chimie 

Les parametres relatifs aux composes prepares et leurs 
caracteristiques physicochimiques (IR, RMN 1H) sont 
d&its dans les tableaux I a IV. 

La S-alkylation aurait pu etre entreprise directe- 
ment sur une 2-thiohydantome non substituee en 5. La 
2-methylthiohydantde a CtC ainsi preparee mais sa 
stabilite est tres reduite [28]. Nous avons constate la 
m6me instabilite dans la preparation de la 2-methyl- 
thio-3-phenylhydantome. 

Par contre, la S-alkylation des 5-arylidene-2-thio 
hydantomes est effecttree facilement et four-nit des 
composes stables. Le substituant arylidene facilite le 
depart du proton situ6 sur l’azote N, (s’il n’est pas 
substitue) comme Ivin et al l’ont montre pour la 
5-benzylidbne-2-thiohydantome [29]. La charge nega- 
tive resultante est delocalisee entre les atomes d’azote 
et de soufre: ce dernier, plus nucleophile, forme en 
premier le se1 sodique reactif. 

Dans le cas ou aucun des deux atomes d’azote N, et 
N, n’est substitue, l’hydrogene le plus acide, porte par 
l’atome N,, est CliminC en prior@ ce qui conduit au 
derive S-alkyle tautomere 1-H. Ainsi Tarlton [30] a pu 
montrer que la 5-benzylidene-2-methylthio imidazo- 
line-4-one existe seulement sous la forme tautomere 
1-H en solution dans le dioxanne, le chloroforme ou le 
tetrachlorure de carbone, et sous forme de melange 
des tautombres 1-H et 3-H dans la proportion 9/l en 
solution dans l’acetone. 

Les composes prepares 1, 3, 5, 9, 11 et 13 presen- 
tent la configuration E d&rite precedemment pour le 
compose 1 [29]: la vibration v N-H apparait en gene- 
ral sous la forme d’une bande fine vers 3250-3400 
cm-r. A l’inverse, les composes 2, 4, 6, 7, 8, 10, 12, 
14 et 15, dont le substituant arylidene est porteur d’un 
heteroatome (0, N) susceptible de former une liaison 
hydrogene avec l’atome d’hydrogene port6 par l’azote 
N,, presentent le plus souvent dans leur spectre IR une 
ou plusieurs bandes d’absorption larges dont le maxi- 
mum est situ6 entre 3100 et 3400 cm-r. Pour eux, la 
configuration 2 est la plus probable. 

Pharmacologic 

Les resultats des essais pharmacologiques conduits 
dans le but de detecter une Cventuelle activite sur 
le systbme immunitaire sont rapport& dans les 
tableaux V et VI. 

Les 5-arylidbne-2-thiohydantoines essayees ont 
manifest6 pour la plupart une activite immunosup- 
pressive. 

Pour le test de l’hypersensibilite retardee a l’albu- 
mine bovine methylee, la diminution de l’cedeme de 
la patte avoisine 10 a 25% (-49% pour la ciclospo- 
rine). Seuls les composes 6, 11, 15 et 24b seraient 
plutot legerement stimulants. 

Pour l’etude in vitro de la stimulation lymphoblas- 
tique induite par la PHA, pour laquelle le methima- 
zole est faiblement inhibiteur mais a doses ClevCes 
(-40% a 876 yM ) et la ciclosporine fortement inhibi- 
trite a doses faibles (-80% a 1,6 pM), nos produits 
peuvent etre ranges en deux groupes: 
- les inhibiteurs: produits 6, 7, 14, 15, 16a, 22b et 
24b a des concentrations d’environ 20 a 50 PM. Le 
produit 13, sans effet representatif a 3-36 pM est for- 
tement inhibiteur a 360 pM; 
- les stimulants a faibles doses, inhibiteurs a doses 
plus Clevees: produit 3 stimulant a 2-10 FM, inhibi- 
teur a 40 pM; produit 11 stimulant a 3-30 pM, inhibi- 
teur a 150 pM; produit 25b stimulant a 0,2-2 pM, 
inhibiteur a 20 pM. Le produit 1Sa est pratiquement 
d&rue d’effet sur ce test. 

Pour l’etude de la stimulation lymphoblastique 
induite par le LPS, pour laquelle la ciclosporine est 
Cgalement inhibitrice (effet moindre qu’en presence 
de PHA) a la concentration de 1,6 pM, (l’effet inhibi- 
teur de la ciclosporine est maximum a cette concentra- 
tion mais apparait a moindre concentration) nous trou- 
vons aussi deux groupes de produits: 
- les inhibiteurs: produits 7, 14, 15, 16a, 22b et 24b a 
des concentrations d’environ 20 a 50 pM. Le produit 
13, ici encore sans effet net a 443 yM, est fortement 
inhibiteur h 430 pM; 
- les stimulants a faibles doses, inhibiteurs a doses 
plus &e&es: produits 3,6, 11 et 25b. Le compose 1Sa 
apparaitrait comme faiblement stimulant au premier 
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Tableau I. 5arylidkne-2-thio hydanto’ines. 

s 
R3 

Compose’ R3 R5 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

w-b 

w5 

w5 

w-b 

c6H5 

c6H5 

C&5 

=CH-C6H5 

=CH-C-C6H5 

Y 6 

Rendement 
(solvant recrist) 

Formule a Litt.hature 
Mfl 

270 32 (alcool 96”) cldI8N2oS [18,19,20,21] 

250 38 (alcool 96”) cl IHsN~OZS 

273 48 (&hanol/DMSO) CI~HION~OS 

264 8 (purification SW silice) CgH7N3OS t2ZW 

>300 1 (&anol/DMSO) CgH7N30S 

>300 44 (tthanol/DMSO) Cl IH$W?~S 

>300 93 (W-W3W 

>300 75 (~thanol/DMSO) W-W3W 

208 

182 

240 

243 

286 

39 (alccol96”) C1@12N2OS [ 17,21,24] 

66 (alcool 96”) fWWWW 

60 (&nr1ol/DMS0) QoHMWS ml 

10 (&bnol/JJMSO) W-UWS 

73 (&hixl0vDMs0) W-hNOS 

>300 

X300 

86 

33 (&hanoUDMSO) 

C17H1 lN302S Ml 

C18HnWW 

al’analyse BlBmentaire a pork? sur C, H, N, S et fournit des rksultats conformes. 
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Tableau II. 5aryliclkne-2-alkylthio hydantokes. 

s--R2 S-R2 

-a- 
-b- 

Compose’ R2 R5 Rendement 
(solvant recrist) 

Formule a Litte’rature 
P=!fl 

16a -a3 

17a 

18a 

-CH2-C6H5 

-CH2-COOC2H5 

19a -CH2-COOC2H5 

209 

189 

166 

188 

65 (alcool 96”) C11H1ON2a [25,261 

23 (alcool 96”) C17Hld20S 

17 C14H14N2W 1271 

79 (Cthanol) C18H16N203S 

20a -CH2-COOH 244 32 (&.hanol) C16H12N2W 

21a -CH2-CzCH 207 68 (ctharlol) CnWWG 

22b -CH3 

23b -CH2-CdI5 

24b -CH2-COOC2H5 

149 61 (alcool 96”) 

177 89 (alcool 96”/DMSO) 

149 40 (tthanol) 

166 86 (Cthanol) C24H2@2W 25b -CH2-COOC2H5 
=f-@ 

26b -CH2-CsCH 191 54 (Cthanol) C23Hl ti2os 

al’analyse Cltmentaire a port6 sur C, H, N, S et foumit des rkultats confomres. 

abord, mais cette constatation ne peut Ctayer une veri- laire que l’immunite humorale et pour des doses tou- 
table affirmation car l’effet observe n’est pas dose- jours assez faibles (0,2 a 10 FM). Au-dela, jusqu’aux 
dependant. doses fortes, l’effet s’inverse pour devenir nettement 

L’effet immunomodulateur rencontre avec les pro- immunodepresseur. Dans le cas du produit 11 l’effet 
duits 3, 6, 11,25b se traduit plutot par une stimulation stimulant observe sur les lymphocytes T persiste 
de l’immunite g&&ale tant celle a mediation cellu- jusqu’a une concentration un peu plus BlevCe: 30 FM. 



Tableau III. Frkquences d’absorption IR (cm-l). 

Compose’ vc=o vc=s 
thiohydantoiize thiohydantotize 

vN-H vc=o 
substituant 

v,, 
acCtyl6nique 

1725 
1745 
1720 
1725 
1730 
1735 
1725 
1740 
1745 
1740 
1745 
1740 
1745 
1730 
1740 

1495 
1485 
1480 
1480 
1480 
1490 
1480 
1480 
1500 
1495 
1500 
1500 
1500 
1495 
1490 

vc=o 
hydantoiize 

vN-H 

3260 (fine) 
iiY7: (fine); 3180 (large) 

3320 (fine) 
3320 (fine); 3180 
3400 (fine); 3000 

(large) 

3350 (fine): 3 180 
(large) 

3500 (large) 
(large) 

3250 (fine) 
3280 (fine) 
3280 
;;ii (fine> 
i:Ji (fine); 3250 (large) 

vc=o 
substituant 

vCH3 
substituant 

1670 
- 
- 

- - 

1755 
- 
- 

1745 
1740 3305 
1660 - 

- - 
- - 

1730 
- 
- 

1740 - 

v~-H 
ace’tykzique 

16a 
17a 
18a 
19a 
20a 
21a 
22b 
23b 
24b 
25b 
26b 

1710 
1710 
1710 
1715 
1720 
1700 
1720 
1720 

3160 (fine) 

3 170(fine) 
3 180 (fine) 

- 
- 
- 
- 

1720 - 
1715 - 
1750 - 

Tableau IV. Caractkristiques RMN 1H 6 (ppm). 

- 1445; 685 - 

1730 1435; 
- 

675 - 
1740 - - 
1735 - 

- 3260 
- 1445; 685 - 

1735 1435; 
- 

675 - 
1730 -; 690 

- - 3310 

Compose’ D&placements chimiques des protons (ppm) 
Cycle thiohydantoiize Substituants 
Nl -H N3-H -C=C-H Phknyle N-H CH, CH, 

: 12,23 12,08 (s) (s) 12,41 (s) 654 689 6) 6) 7,5-7,8 7,5-8,2 (m) (m) - - - - - - 
: 12,39 (s) 669 6) 7,&8,4 - (m) - - - - - - 

2 6,9-8,6 (m) 1 l,lA (s) y - - 
7 8916 (s) 7,0-8,6 (m) - 327 6) 
f 11,35 12,66 (s) (s) - 6968 6) - - 4,71 - (d) 

10 - - 
::. - - - 

:: 6,76 - (s) 6,7-9,0 (m) 11,14 - - r 6) 

15 - - 3,34(s) I 

-GC-H C-H Pvridine 
- - 

- 
- 7/l-8:8 (m) 
- 7,9-9,l (m) 
- - 

3,37 (t) I 
- - 

- 
- 7,4-8:9 (m) 
- 6,7-9,0 (m) 

- - 

Hydantoiize 
Nl -H 

16a 
17a 
18a 
19a 
20a 
21a 
22b 
23b 
24b 
25b 
26b 

93 6) 
11,90(s) 
11,97 (s) 
12,00 (s) 
11,98 (s) 
11,98 (s) 

- 
- 
- 
- 
- 

-C=C-H 
Substituants 

Ph&yle CH, -S-CH,-C- 

7,443 Cm) 2,72 6) 
7,3-8,3 (m) 4,62(s) 
7,5-8,3 (m) 1,25 (t) 424 6) 
7,647 Cm> 1,24 0) 4928 (s) 
y&; [;] - 
714-814 2,7;(s) 

4328 4,20 6) 
Cd) (m) 

724 (s) 7,5-8,8 (m) - 4330 (4 

-0-CH,-C- -0-H -CEC-H 
- - - 

4,20(q) 1 
- 
- 

4,21 (4) 
- 13,12(s) I 
- - 3740 (0 
- - - 

4,22(q) 1 
- 
- 

423 (4) - 
- - 3,40 (t) 
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Tableau V. Activite sur le svsteme immunitaire. Test a l’albumine bovine methylee. ?: augmentation: action immunostimulante; 
1: diminution: action immunddepressive. 

cor?lpose’ Dose administre’e 
mglkg (per OS) 

Augmentation du poids 
de la patte (mg) 
m f esm (nb)* 

R&&at par rapport aux Gmoins 

w 9% 

-58,4 J49 

-7,6 I10 

9,2 Ix3 

-20,o 115 

14,9 ?21 

-498 I5 

-6,l L7 

8,4 t10 

-21,8 L20 

-6,4 J6 

-22,5 i25 

-19,4 J21 

-20,o L18 

725 t9 

-1,6 43 

-19,9 L22 

Ciclosporine 

3 

6 

7 

li 

13 

14 

15 

16a 

18a 

20a 

21a 

22b 

24b 

25b 

26b 

2 x 100 

2x200 

2x 100 

2x 100 

2x 100 

2x 100 

2x 100 

2x 100 

2x 100 

2x 100 

2 x 200 

2x200 

2x 100 

2x 100 

2x 100 

2 x 200 

Temoins: 118,2 f 6,9 (29) 
59,8 f 54 (28) 

Temoins: 74,5 f 10,l (8) 
66,9 + 9,2 (8) 

Temoins: 71,9 f 7,l (10) 
81,l IL 13,O (10) 

Temoins: 128,8 f 13,0 (8) 
108,8 f 11,9 (8) 

Temoins: 71,9 + 7,l (10) 
86,X f $3 (10) 

Temoins: 89,2 f 14,5 (8) 
84,4 f 10,9 (9) 

TCmoins: 87,0 + 5,6 (8) 
80,9 f 7,2 (9) 

Temoins: 87,0 + 5,6 (8) 
95,4 r!z 10,6 (9) 

Temoins: 108,9 + 12,9 (7) 
87,l I!I 12,l (7) 

Ttmoins: 108,2 + 11,5 (9) 
101,8 + 10,O (9) 

Temoins: 91,8 + 11,l (9) 
69,3 k7,O (9) 

Temoins: 91,8 f 11,l (9) 
72,4 f 12,l (9) 

Temoins: 108,9 f 12,9 (7) 
88,9 k 14,0 (6) 

Temoins: 87,0 k 5,6 (8) 
94,5 + 10,4 (9) 

Temoins: 56,6 + 5,3 (9) 
55,O + 5,6 (9) 

Temoins: 91,8 + 11,l (9) 
71,9 Ik 11,9 (9) 

*Nombre de souris du lot. 

11 faut noter que les significations exprimees par les 
tests d’activite sur le systeme immunitaire (test in vivo 
d’hypersensibilite a l’albumine bovine methylee et 
test in vitro de stimulation lymphoblastique des sple- 
nocytes), quand leurs resultats sont manifestes, sem- 
blent correlees de faGon assez satisfaisante: ainsi 
l’activite immunomodulatrice manifestee dans le test 
de stimulation lymphoblastique par les produits 3, 6, 
11 et 2.5b est retrouvee sous la forme d’une activite 
plutbt stimulante dans le test d’hypersensibilite retar- 
dCe a l’albumine bovine methylee avec une seule 
exception: celle du produit 3 qui se revele depresseur 
dans ce dernier test. L’activite immunodepressive in 
vivo du produit 25b parait trop faible pour le ranger 
aussi dans ce cas d’exception. 

Nos produits kuylidbne-2-thiohydantojines, corro- 
borant l’hypothese de travail, developpent bien une 

activite sur le systbme immunitaire, plutot depressive 
mais avec des modalites variant avec les concentra- 
tions de produit utilisees lors des tests, temoignant de 
la complexite de cette action. 

La substitution 5-isatylidbne semble favorable a 
l’activite immunosuppressive (produits 6, 7, 14 et 15) 
alors que la substitution 5-naphtylmethylene oriente- 
rait plutot vers une activite immunomodulatrice (pro- 
duits 3, 11 et 25b). Les substitutions 5-benzylidene et 
5-pyridylmethylene sont moins interessantes. La sub- 
stitution de l’azote N, ne paraft pas influencer l’acti- 
vite (comparer 6 et 14; 7 et 15; 3 et 11 par exemple). 

La substitution du soufre par un groupe alkyle n’a 
pas d’influence tres marquee: elle conserve une acti- 
vite plutot immunodepressive (comparer 3 et 11 B 25). 

Le nombre reduit de composes essay& ne nous permet 
pas d’etablir de veritables relations structure-activite. 
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Tableau VI. Activite sur le systbme immunitaire. Stimulation 
lymphoblastique induite par les lectines et LPS). 1‘: aug- 
mentation: activite immunostimulante; : diminution: activite 
immunodepressive. 

Compose’ En prksence de PHA En prksence de LPS 
Concentration R&&at Concentration R&&at 

Methimazole 
Ciclosporine 

3 

6 

7 

11 

13 

14 

15 

16a 

18a 

22b 

24b 

25b 

876 
176 : 
10 
40 - - 
zi 
:i 
3 
13500 
396 3366 
30 
150 

28,8 
144 

27 

34 
340 
17 

i:: 
lYf5 

0,24 
2,4 :: 

1:6 

Ii 
2 

0,31 
331 

;: 
:; 
135 
735 

l%i 
433 

44330 
30 
150 

28,8 
144 
46 
115 
3,4 
34 

340 
17 

ii 
27 
136 

0,24 
2,4 
12 
24 

Les r&,ultats observCs in vivo et in vitro, bien 
qu’imparfaitement superposables, attestent d’une acti- 
vitk qui semble plut8t inhibitrice sur le systbme 
immunitaire, plus rarement immunomodulatrice. 
Enfin les concentrations n&essaires, trop klev6es par 
rapport B celles des mkdicaments de rCf&ence, ne per- 
mettent pas d’envisager pour ces produits un develop- 
pement plus approfondi. 

Aucun des produits essay6 (3, 6, 11, 13, 14, 15, 
Ma, 19a, 24b et 25b) sur le mClanome B16 murin n’a 
manifest6 d’activitG anticancQeuse potentielle. Leurs 
CI,, sont toujours supbrieures B la concentration 

<< seuil >> de detection d’activid estimCe B 30 FM alors 
que les medicaments tCmoins sont actifs pour des CI,, 
de 4 nM pour la vincristine, de 9 nM pour la navel- 
bine, de 45 nM pour l’adtiamycine, de 3 PM pour le 
cisplatine et de 24 PM pour le thiotepa. 

Les memes produits essay& sur les cellules leucC- 
miques L1210 n’ont manifest6 aucune activitC cyto- 
toxique: leurs CI,,, sur ce test, sont toujout-s > 30 PM 
alors que les mkdicaments tkmoins sont actifs pour 
des CI,, de 3 nM pour la vincristine, de 4 nM pour la 
doxorubicine, de 8 nM pour la navelbine et de 30 PM 
pour le thiotepa. 

Protocoles expkrimentaux 

Chimie 

La purete des produits est contralee par chromatographie sur 
couche mince; les plaques, en plastique, sont recouvertes de 
silice Merck 60 F254; les systemes d’eluants generalement utili- 
s&s sont mCthanol/chloroforme l/9 et benzene/acetate d’ethyle 
7/3; la revelation se fait sous une lampe UV a 254 nm. 

Les points de fusion sont determines sur un bane de Kofler 
et ne sont pas corriges. Les spectres lR sont effectues a l’aide 
d’un appareil Pye-Unicam SP 1100. Les solides sont analyses 
par pastillage en presence de KBr (1 mg de produit pour 
100 mg de KBr) et les liquides en film sur des fen&es de KBr. 

Les snectres de RMN du proton sont realis& sur un appareil 
Bmker 200. L’analyse Clementaire a port& sur C, H, N-et S. 
Elle est rCalisee au service Central d’analvse du CNRS de 
Vemaison @hone). Les resultats experimentaux sont confor- 
mes aux calculs theoriques. 

Prkparation des 5-arylidgne-2-thiohydantoiizes 
La condensation de l’aldehyde et de la 2-thiohydanto’me est 
realisee au reflux durant 1 a 2 h au sein d’acide acetique glacial 
en presence d’acetate de sodium. Le precipite obtenu apres 
refroidissement est lave avec le minimum d’eau, Cventuelle- 
ment avec un peu d’ether. Sa purification est realisee par cris- 
tallisation fractionnee dans de l’alcool a 96” ou dans le 
melange Cthanol/DMSO quand le produit est trop peu soluble 
dam I’alcool. Dans un seul cas, 4, une purification par chroma- 
tographie sur colonne s’est averee indispensable. Nous rappor- 
tons ci-apres le mode op&atoire gen&al, en prenant l’exemple 
du compose 1, ainsi que la preparation ayant necessitk une 
purification approfondie et celle d’un produit intermediaire. 
Les modalites de preparation (rendement, solvant de recristalli- 
sation) ainsi que les caracteristiques physicochimiques (FT, 
analyse centesimale) de toutes les 5-arylidene-2-thiohydan- 
tomes preparees, sent rassemblees dam le tableau I. 

S-benzylid&e-2-thiohydantoiize I 
6,12 g de Z-thiohydanto’me (0,052 mol), 6 g de benzaldehyde 
(0,056 mol), 20 g d’adtate de sodium sont port& a reflux pen- 
dant 2 h dans 1145 ml d’acide acetique glacial. La solution, 
jaune au debut du reflux, devient rouge, limpide. Apres refroi- 
dissement, des cristaux apparaissent. lls sont filtres, rinces a 
l’eau (6,l g de produit brut) et recristallises dam l’alcool a 96”. 
3,5 g de produit pur sont obtenus (cristaux jaune d’or; F = 
262°C (instantanee) et 270°C (lente); rendement = 32,5%) 
(litterature: F = 258°C [18, 19,211; F = 280 et 300°C [20]). 
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5-(2-pyridyl)me’thyl&e-2-thiohydantoiize 4 
28 g de 2-thiohydanto’ine (0,024 mol) est dissous dans 20 ml 
de soude 0,4 M; 2,6 g de 2-pyridine-aldehyde (0,024 mol) dans 
20 ml d’ethanol sent aioutes. 5 ml d’acide acetique sont verses 
lentement dans ce melange. Un precipite apparait. Apres chauf- 
fane 5 min a 60°C. ouis refroidissement, les cristaux sont filtres 
(1:6 g). 11s sont dissous dans un peu de DMSO et deposes sur 
une &lonne de silice (gel de sifice 60 pour chromaiographie 
SLIT colonne: 70-230 mesh: Merck 7734). L’Cluant est un 
melange de chloroforme et de methanol dans les proportions 
9/l. La 5-(2pyridyl)methylie-2-thiohydanto’ine est recueillie 
en debut d’elution. Les fractions pures sont jointes, Cvaporees a 
set et recristallisees dans l’ethanol pour dormer 0,4 g de pro- 
duit pur (cristaux jaunes; F = 264°C; rendement = 8%) (littera- 
ture: F = 262°C [22]; F = 276T [23]) 

Synthbse de la I-(2-propyn-yl)-isatine 
0,72 g d’hydrure de sodium (suspension T-60%) sont mis en 
suspension dans 50 ml de DMF. 1,47 g d’isatine (0,Ol mol) 
sont ajoutes. La solution devient violette foncee. Apres 
quelques minutes d’agitation, 18 ml de bromure de propargyle 
(0,02 mol) sont ajoutes. La solution devient rapidement marron 
fence. Aprbs 7 jours a temperature ambiante, le milieu reac- 
tionnel est distill& sous pression reduite. Le residu solide, 
rouge, est repris dans l’acetone, filtre et Cvapore a set, puis 
recristallise dans l’alcool ?I 96” pour dormer 1,05 g de produit 
pur (cristaux oranges; F = 151 “C; rendement = 56,7%). 

Prkparation des 5-arylid&e-2-alkylthiohydantoi’nes 
Le se1 sodique de la 5-arylidbne-2-thiohydanto’ine, prepare 
extemporanCment a l’aide de methylate de sodium ou d’ethy- 
late de sodium est soumis a l’action du derive halogene adequat 
a temperature ambiante durant 20 min a 2 h. Le precipite qui 
apparait est lave avec le minimum d’eau et Cventuellement 
avec un peu d’ether ou est rince avec de l’ethanol. Sa 
uurification est obtenue uar recristallisation dans de l’ethanol 
bu dans de l’alcool a 96’ ‘ou un melange alcool a 96’/DMSO. 

Le compose 20a est prepare a chaud par alkylation du se1 
potassique de la 2-thiohydanto’ine correspondante (obtenu en 
presence de potasse alcoolique) par le derive halogene adequat. 

Nous rapportons ci-aprbs a titre d’exemples deux modes 
operatoires generaux (composes 16a et 23b) ainsi que la syn- 
these particuliere d’un derive de caractirre acide (compose 
20~). Les modalites de preparation (rendement, solvant de 
recristallisation) ainsi que les caracteristiques physico- 
chimiques (FT, analyse centesimale) de toutes les 5arylidbne- 
2-alkylthiohydantomes obtenues sont rassemblees dam le 
tableau II. 

5-benzylid&e-2-me’thylthiohydantoie Ida 
0.32 B de sodium metal (0.0137 mol) sont dissous dans 
55 ml-de methanol. 28 g de ‘5-benzylidene-2-thiohydanmme 
(0,0137 mol) sont ajoutes (solution rouge fond, limpide), puis 
1,3 ml d’iodure de methyle (0,0137 x 1,5 mol). Le tout est 
laisse sous agitation a temperature ambiante. Un precipite clair 
apparait rapidement; aprbs 20 min, il y a prise en masse. Le 
precipite est filtre et rince a l’eau (2,4 g), puis recristallise dans 
l’alcool a 96” pour donner 1,95 g de cristaux beige-rose (rende- 
ment = 65,3%; F = 209°C) (litterature: F = 202°C [25,26]). 

5-benzyliddne-2-benzylthio-3-phLny1 hydantoi’ne 23b 
2,5 g de 5-benzylidbne-3-phenyl-2thiohydanto’ine (0,009 mol) 
sont dissous dans une solution d’ethylate de sodium preparee a 
partir de 0,3 g de sodium metal (0,013 mol) dans 15 ml d’etha- 
nol; la solution est rouge, limpide. 2,3 ml de chlorure de ben- 
zyle (0,02 mol) sont ajoutes lentement. Avant la fin de l’addi- 

tion, le milieu reactionnel precipite; il est laisse 2 h a tempera- 
ture ambiante, sous agitation. Le precipite est ensuite filtre, 
rince a l’eau puis a l’ether anhydre (3,15 g) puis recristallise 
dam un melange alcool 96”/DMSO pour donner 2,95 g 
d’aiguilles jaune-pgle (F = 177°C; rendement = 886%) (littera- 
ture: F = 178°C [ 171; F = 178-179°C [24]). 

2-hydroxycarbonylme’thylthio-5-(2-naphtye 
20a 
Dans un melange de 28 ml de potasse a 2% et 20 ml d’ethanol, 
1,27 g de 5-(2-naphtyl)mCthylie-2-thiohydanto’ie (0,005 mol) 
sont dissous; 0,47 g d’acide chloroacetique (0,005 mol) sont 
ajoutes. Un precipite apparait; le tout est laisse 3 h au bain- 
marie, puis une nuit au froid. Le milieu est acidifie, par de 
l’acide chlorhydrique dild au demi, jusqu’a pH = 1. Le preci- 
pite est filtre et rince a l’eau (1,65 g), puis recristallise dans 
l’ethanol pour dormer 0,5 g de poudre jaune (F = 244°C; rende- 
ment = 32,1%). 

Pharmacologic 

Activite’ sur le systbme immunitaire 
Test d’hypersensibilite’ retard&e d I’albumine bovine me’thyle’e 
selon Crowle et al [31]. Des souris Swiss males (25 g environ) 
sont sensibilisees par injection intradermique, en trois endroits, 
de 0,l ml d’un melange a 50% d’adjuvant complet de Freund et 
a 50% d’une solution d’albumine bovine methylee a 5 mg/ml 
dans du NaCl a 0,9%. 0,025 ml de solution d’aibumine bovine 
methvlee (a 1% dans NaCl a 0.9%) sont iniectks 7 iours ulus 
tard dam la patte arriere droite. 24 h apres le-challengk, les -ani- 
maux sont sacrifies et les deux pattes arrieres prelevees et 
pesees. La reaction d’hypersensibilite retardee est quantifiee 
uar la difference de uoids entre les deux nattes. Cette difference 
&rie de 40 a 170 mg chez les animaux &moins selon les expe- 
riences. Les produits a essayer sont administres per OS, 24 h et 
2 h avant le challenge, dans une suspension dans l’eau, a raison 
de 100 mg/kg. Les valeurs moyennes des differences de poids 
des pattes arrieres des lots trait& sont comparees (en %) a 
celles de lots temoins de l’experience (6 a 10 souris par lot) Les 
valeurs trouvees pour ces variations sont rapportees dans le 
tableau V. 

Mesure de la stimulation lymphoblastique induite par les lec- 
tines sur sple’nocytes murins selon Dziarski (321. Les spleno- 
cvtes meleves sur des lots de 4 souris femelles B,D,F, de 7 a 
12 semaines sont isoles (Potter-filtration sur gaze)let places 
dans du milieu RPM1 [33] sans serum. Les cellules vivantes 
sont decomptees en presence de colorant vital. Elles sont mises 
en culture (plaques de 96 puits) a raison de 5 x 10s cellules 
dans 200 ~1 de RPM1 supplement& avec 10% de s&urn de che- 
val. Les lectines stimulantes sont mises en contact (10 pl d’une 
solution aqueuse a 0,2 mg/ml pour PHA et a 1 mg/ml pour 
LPS) durant 48 h. Les produits a Ctudier dissous dans de l’eau 
ou dans le melange: eau +O,l a 0,5% de DMSO sont ajoutes en 
meme temps que les lectures. Les splenocytes sont marques 6 h 
avant la fin de la stimulation par l’addition de 1 uCi de 3H thv- 
midine (10 ~1). Les cellules marquees sont &colt&es (cell 
harvester) sur des filtres GFA et lavees 20 fois a l’eau distill&e. 
Les filtres s&h& sont ensuite places dans 6 ml de liquide pour 
scintillation et leur radioactivite est CvaIuCe a l’aide d’un 
compteur p (en cpm). 

Les Ccarts de radioactivite entre splenocytes trait& in vitro 
et splenocytes temoins rapport& a la radioactivite des temoins 
sont exprimes en pourcentage et traduisent la variation d’incor- 
poration de la thymidine dans 1’ADN sous l’influence de pro- 
duit essay& 
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Huit mesures de radioactivite (8 puns) sont realisees pour 
chaque resultat, pour chaque concentration de produit essay& 
La dispersion des comptages de radioactivite (cpm) conduit a 
un Ccart standard de la moyenne (esm) < 5% des cpm moyens a 
l’interieur d’une m&me manipulation (avec les m&mes spleno- 
cytes). Quand il s’agit de splenocytes differents, la dispersion 
pour une meme concentration de produit est naturellement plus 
forte. La fluctuation autour de la valeur moyenne de comptage 
est alors de 12% pour les essais de produit en presence de PHA 
et de 16% pour les essais de produit en presence de LPS tandis 
que les temoins sont plus stables (5 a 8%). 

Avec la pratique des essais sur les divers produits, il parait 
raisonnable aux experimentateurs de considerer qu’une varia- 
tion de +25% (stimulation) ou de - 25% (inhibition) par rap- 
port a la radioactivite des splenocytes temoins traduit un effet 
biologiquement significatif. 

Activite’ anticance’reuse 
Cytotoxicite’ sur me’lanome BI6 murin in vitro selon Bradner et 
al 1341. Au debut de l’experience (J,) les cellules can&reuses 
sont placees sur une plaque a 24 puits a raison de 1 ml de sus- 
pension cellulaire (104 cellules) dans le milieu de culture 
(RPM1 + 10% de serum de veau fetal). Leur temps de double- 
ment avoisine alors 18 h. Apres 24 h (J1) le milieu de culture 
est retire et remplace par un milieu de culture additionne d’une 
solution du produit a Ctudier a raison de 10 ~1 de solution 
aqueuse ou de 5 pl de solution dans le DMSO pour 1 ml de 
milieu de culture. Apres 3 jours de traitement (J4) la cytotoxi- 
cite est &al&e: le milieu est enleve, les plaques sont lavees 
deux fois avec un tampon PBS, les cellules sont decrochees du 
support plastique par 200 pl d’une solution de trypsine a 0,05% 
et d’EDTA a O,Ol% dans du PBS et sont comptees au compteur 
Coulter. 

L’activite inhibitrice cytotoxique sur la proliferation cellu- 
laire est mesuree a raison de 3 essais (3 puits) par concentration 
de produit CtudiC par rapport a la proliferation de cultures cellu- 
laires temoins non trait&es pour lesquelles on denombre 2 a 5 
105 cellules par puits. La dispersion des comptages cellulaires 
(&art standard de la moyenne des 3 essais) est < 5% tant pour 
les cultures temoins que pour les cultures traitees. Quatre 
concentrations du produit sont utilisees. 

On determine la concentration du produit necesssaire pour 
provoquer une inhibition de 50% de la proliferation cellulaire 
par regression lineaire par rapport a la proliferation de cultures 
temoins en tenant compte des valeurs comprises entre 20 et 
80% d’inhibition. 

La concentration inhibitrice CI,, de 30 l.tM est consideree 
par les experimentateurs comme un seuil de detection d’une 
activite cvtotoxiaue. Ainsi vour une CL, > 30 UM le vroduit est 
consider6 comme depourvu d’activite cytotoxique tandis q’une 
CI,, < 30 l.tM atteste d’une activite cytotoxique d’autant plus 
nette que cette CL,, est plus faible. 

Les medicaments temoins sont actifs aux concentrations sui- 
writes: thiotepa CI,, = 24 PM; adriamycine CI,, = 45 nM; 
navelbine CI,, = 9 &I; vinc&tine CI,, = 4 nM. -” 
Cvtotoxicite sur cellules leucemiaues L1210 in vitro selon Zee- 
&en,g 13.51. Au debut de l’exp&ence (Jo) les cellules leuce- 
miques-sent repiquees en flacon Falcon .au sein du milieu de 
culture RPMI + 20% de s&urn de cheval vour au’elles crois- 
sent en phase exponentielle. Leur temps dk doublement avoi- 
sine alors 10 h. Apres 24 h (Jr) la suspension de culture cellu- 
laire est prelevee et repartie sur une plaque a 24 puits a raison 
de 1,5 ml de suspension a 0,8 105 cellules/ml. dans chaque 
puits. Les produits essay& sont alors ajoutes (15 pl de solution 
aqueuse du produit ou 7,5 pl de solution du produit dans le 
DMSO s’il est insoluble dans l’eau). Trois essais sont r&+lisCs 

pour chaque concentration de produit et quatre concentrations 
sont utilisees pour chaque produit a Ctudier. Aprils 48 h de trai- 
tement (J3) la cytotoxicite est evaluBe par comptage au comp- 
teur Coulter des cellules leucemiques resuspendues dans le 
milieu. La dispersion des comptages cellulaires (&art standard 
de la moyemre des 3 essais) est < 5% tant pour les cultures 
temoins pour lesquelles on compte 1 a 2 lo6 cellules par ml 
que pour les cultures traitees. 

On determine par regression lineaire, comme dans le cas de 
la cytotoxicite sur melanome B16, la concentration de produit 
necessaire pour provoquer une inhibition de 50% de la prolife- 
ration cellulaire. La concentration inhibitrice CI,, de 30 PM est 
consideree ici encore par les exp&imentateurs comme un seuil 
de detection d’une activite cytotoxique. 

Les medicaments temoins sont actifs aux concentrations sui- 
vantes: thiotepa CI,, = 30 PM; navelbine CI,, = 8 nM, doxoru- 
bicine CI,, = 4 nM; vincristine CI,, = 3 nM. 

Remerciements 

Nous remercions les laboratoires Pierre Fabre Medicament 
pour la bourse offerte et le soutien financier apporte a notre 
laboratoire dans le cadre d’un co&at Universite-Industrie et 
pour la realisation des essais pharmacologiques. Nos remercie- 
ments s’adressent en particulier a Messieurs JP Couzinier, 
P Lenoble, a D Bigg pour les discussions concernant la partie 
chimique et a MM JP Tarayre, J Tisne Versailles, M*e C Etie- 
vant qui ont dirige les experimentations pharmacologiques, 
ainsi que leurs collaboratrices techniciennes C Cathala et 
M Barbara. 

RCfkrences 

6 

7 

; 

10 

11 
12 

:: 

15 

16 
17 

18 

Renoux G (1980) Drugs 20,89-99 
Hopkins SC (1979) Drugs Future 4(6), 420-426 
Janssen PAJ (1976) Progr Drug Res 20,347 
Smith HR, Steinberg AD (1983) Annu Rev Zmmunol 1, 
175-210 
Chazeau V (1989) Etude de quelques derives de la thio-2- 
hydantoiize, synthese et resultats pharmacologiques. 
These Doctorat de l’universite Joseph Fourier, Grenoble I 
Van Ginckel R, De Brabander M (1979) J Reticuloendot 
Sot 25(2), 125-131 
Hadden JW, Hadden EM, Spira T, Settineri R, Simon L, 
Giner-Sorolla A (1982) Znt J Immunopharmacol 4, 
235-242 
De Brabander M (1978) Chem Biol Interact 23,45-63 
Tottertman TH, Karlsson FA, Bengtsson M, Mendel- 
HartvigI(1987)NEngJMed313(1), 15-22 
Strecker VJ, Carlson JA (1983) Ann Rep Med Chem 18, 
177 
Eastland G Jr (1986) Drugs Future, 11(9), 773-776 
Cheng BKY, Cheng CC (1987) Drugs Future 12(3), 
217-219 
Swallow DL (1978) Drug Res 22,267-326 
Kelley JL, Beauchamp L (1983) Ann Rep Med Chem 18, 
139-148 
Blanc M, Cussac M, Boucherle A, Leclerc G (1991) Eur J 
Med Chem 27,267-275 
Hill AJ, Henze HR (1924) J Am Chem Sot 46,280628 10 
Johnson TB, Hill AJ, Kelsey EB (1920) J Am Chem Sot 
42,1711-1720 
Wheeler HL, Nicolet BH, Johnson TB (1911) Am Chem J 
46,456-474 



625 

19 Johnson TB, Nicolet BH (1911) J Am Chem Sot 33, 
1973-1978 

20 Ruhemann S, Stapleton HE (1900) J Chem Sot 77, 
239-25 1 

21 Zubenko VG (1957) Trudy L’vov Med Znst 12, 83-87 in 
CA (1960) 54,‘21059h - 

22 Thielemann H (1971) Sci Pharm 39(l). 8-15 
23 Montana Gonzalez MT, Gomez Ariza JL, Pino F (1978) 

Talanta 25(6), 331-337 
24 Wheeler HL, Brautlecht CA (1911) Am Chem Sot 45, 

44G458 
25 Johnson TB, Nicolet BH (1912) J Am Chem Sot 34, 

1048-1054 
26 Hideazi S, Tamotsu Y (1959) Nagoya Shiritsu Daigaku 

Yakugakubu Kiyo 7,44-48 
27 Shalaby AFA, Daboun HA, Abdel-Aziz MA (1976) 

28 
29 

:: 

32 
33 

34 

35 

2 Naturforsch 31B, 11 l-l 14 
Komatsu S (1911) Chemisches Zentralblatt 82(2a), 537 
Ivin BA, Rutkovski NA, Smorygo AI, D’Yachlkov GM, 
Frolova GM. Sochilin EG (1973) Zh Org Khim 901). 
2405-2412 in CA (1974) SO, 472799 - \ ” 
Tarlton EJ, McKay AF (1958) Can J Chem 36,496-506 
Crowle AJ, Hu CC, Patrucco A (1968) J Allergy 42, 
140-156 
Dziarski R (1985) J Clin Lab ZmmunoZ16,93-109 
Moore GE, Gerner RE, Franklin HA (1967) JAMA 199, 
519-524 
Bradner WT, Claridge CA (1984) Screening systems, Zn: 
Antineoplastic agents (Remers WA, ed) Wiley Inter- 
science 41-82 
Zee-Cheng RKY, Cheng CC (1988) Meth Exp Clin 
PharmacoZ10(2), 67-101 


