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S U Y Y A R Y  

A n t h r n n i l i c  .icid wns ghtained w i t h  a small. y i e l d ,  by carbo- 

n a t i o n  o f  Li thium a c e t a n i l i d e  ( from o-bmmo n c e t a n i l i d e  i .  

Carbonation bll l 4  C02 o f  t e e  Griqnard d m i i m t i v e  f r o m  o-chlo- 

roohenyl bromide gave <7-ckloro benzo ic  ac id  ( carboxyl  

was dehalopewited and aminated into a n t k r a n i l i c  a c i d  ( carbo- 

xgl.14C i w i t h  a r a d i o a c t i v e  o v e r a l l  g i e l d  o f  26% based on 
Ba 

14 C I which 

14 C03 ; s p e c i , f i c  a c t i v i t y :  48 mCi/mM. 

R F S U Y E  

Ln carbon i sa t ion  du l i t h i e n  du brown-2 a c g t a n i l i d e  ne don-  
ne qu'un f a i b l e  rendement e n  ac ide  a n t h r m i l i q u e .  
La carbon i sa t ion  du bromure d'o-chlomFhBnylmnpnisium par "C02 

m n d u i t  R l ' a c i d e  o-chlorobenzoique I carbox.yle I 4 C  ) dont l ' a -  
minat ion deshnlopQnante f o u r n i t  1 ' a c i d e  an thran i l iaue  I carbo- 

xyle  I 4 C - 1  uvec un rendement r a d i o a c t i f  p l o h l  de 26% par rappor t?  

!io14C0 e t  une nct ioi tc3 s p 4 c i f i y u e  de 46 rCi/m". 3 

Trava i l  effectuC au S e r v i c e  d e s  MolCcules MarquCes,  C.  E. N. Saclay 
et  dCdi6 au P r o f e s s e u r  E. L E D E R E R  e n  l 'honneur d e  son 65Pme 
Anniversa ire .  
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INTRODUCTION 

Janot, Goutarel, Pot ier  et  coll .  (1) ont isole et  6tudi6 de n o m b r e w  alca-  

loMes indoliques dont la biogenbse se ra i t  due a l'union des  metabolites du t ryp-  

tophane et des  terp'enes (2 ) .  

Dam cet o rd re  d ' idees ,  Bowdell ct Marion (3) ont d6cri t  la biosynthbse 
14 

de la gramine dans le  seigle.  a part i r  du tryptophane marqu6 par 

tion j3. 

C en posi- 

En vue de ver i f ier  cer ta ines  hypoth'eses s u r  la formation biogCn8tique du 

cycle indolique de l'ellipticine ou dimhthyl-5, 11 (6H)pyrido [4,3-b] carbazole , 

substance 

ri6tCs d ' ~ ~ h ~ g = i g  (5) nous nous somrnes propos6s de  p r6pa re r  un prCcurseur 

naturelle anti tumarale et  antileucemique (4) extrai te  de diverses  va- 

potentiel, l 'acide anthranilique (carboxyle 14C) e t  d'6tudier son incorporation 

chez gckrzzg sLlxLtic= en collaboration avec P. Potier et G.Kunesch. 

Initialement, nous avons essay6 d'obtenir  cet acide a par t i r  du bromo-2 

acetanil ide,  selon Murray (6) (Schema A). 

Le bromu-2 ac6tanilide 1. avec le n-butyl-lithium conduit au der ive lithi6 

2.  La carbonatation de 2 par  I4CO aboutit 

qui e s t  desac6tyl6 par  une solution concentrCe de potasse en acide anthranilique 

(carboxyle C ) 4  . 

l 'acide acetamido-2 benzol'que 2 
2 - 

14 

Schema A 
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Plusieurs  essais-A-blanc et e s sa i s - t r aceu r s  ont 6th effectu6s au pr6a- 

Nous avons trouv6 que cette m4thode donne seulement un rendement de lable.  

10 % en acide anthranilique . Par consequent, nous l'avons abandonnee. 

Nous nous sommes a lo r s  ad res s6s  au  schema B: 

Schema E 

4 - 6 5 - 
dans lequel on carbonate avec 14C0  le  bromure de o-chlorophCnylmagn6sium 

en acide o-chlorobenroi'que (carboxyle14C). En nous inspirant d'une technique 

que nous avons utilis6e pour la pr6paration de l'acide p-aminobenzotque (carbo- 

xyle 

anthranilique (carboxyle 14C). Le rendement global de  ce de rn ie r  a 6t6 d e  26% 

rapport  A 14C0 Ba (activit6 spdcifique: 48 mCi/mM). 

2 

14 C) (7)(8). nous avons proc6d6 A l 'amination dCshalog6nante d e  9 en acide 

3 

PARTIE EXPERIM ENTALE 

A. - par carbonatation du lithien de  1'0-bromoac6tanilide 

Sous un courant d 'azote,  on introduit dans une ampoule & carbonatation 

6quipCe d'une agitation magnetique, 460 mg (7,ZmM)de n-butyllithium A 2 0 %  dans 

l 'hexane. 

tanilide 1. en solution dans 30 m l  d '6ther sec.  et  on maintient l'agitation durant 

20 mil A cette tem26rature .  Puis, on carbonate la solution pr6c6dente selon la 

technique habituelle (9) en utilisant 394 mg  ( 2  mM) de carbonate de barym14C, 

d 'activit6 totale: 20 mCi  (activit6 sp6cifique: 58, 7 mCi/mM) temp6rature  de  car- 

bonatation: -78".  temps: 20 mn.  

tion en continu par  1'Cther e t  Cvaporation sous vide, on obtient l 'acide 2 brut  

qu'on reprend par une solution de  potasse A 10%. 

A l '6ther pendant 5 h, on hydrolyse la solution aqueuse par un chauffage A l'Cbul- 

lition durant 50 h avec 20 m l  d'Cthano1. 0.1 refroidit ,  extrai t  h l '6ther et  ram'ene 

la solution alcaline A pH=3. Une dernibre  extraction h l'Cther conduit finalement 

Tout en agitant A -30", on additionne 856 mg (4mM) de bromo-2 ac6- 

Apr'es hydrolyse par 20 m l  de  HC1 10 N, extrac-  

On recommence l 'extraction 
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1 2 mCi  (Rdt: 10%) d'acide anthranilique (carboxyle14C) brut avec une activitC 

spCcifique de  58, 7 mCi/mM. 

d e  deux e s s a i s  success i f s .  

0.1 obtient a peu pr'es l e  mBmz rendernent l o r s  

B.  -Par l ' in te rm8dia i re  de  l 'acide o-chlorobenzo~que(carboxyle14C) 

Bromure_d'o-chlo_r_oE~e~y~rn-~~nesiurn: 5 e s t  p repa re  dans 1 'Qther anhydre 

& une concentration d e  0, 55 M/1 1 par t i r  de  0. 72 g (30 rnil l iat .)  de  magnesium 

pur e n  tournures  et  4 ,775  g (25 rnM) d e  chloro-2 borrno-1 benzene fraichernent 

dist i l ld,  contrdle par chromatographie en phase vapeur .  

-------------- Acide o-ch!arobenzoi*e_Lcarboxxl_e!4_C_) 6 :  3 , 4  m M  de  la prec idente  so- 

lution magnesienne sont carbonatges s u r  rarn2e a vide selon la technique habi- 

tuelle (9). par  l e  gaz carbonique dCg?gC 1 par t i r  de 409, 7 6  my (2, 08 mM:l de  ca r -  

bonate de  baryum14C, d'activitC totale : lo0 m S i  (activit6 specifique :48 mZi/mM) 

t empera tu re  d e  carbonatation: -20". t emps:  4 x 20 m i .  Apres  hydrolyse pa r  2 h l  

de H SO a -20".  l ' ac ide  brut e s t  ex t ra i t  en continu par l 'b ther .  E-suite,  s a  so- 

lution alcaline e s t  purifiee par extraction & l 'e 'ther en continu. 

t ion d e  la solution a lca l ine ,  l 'extraction par  l ' e ther  donne l 'acide 

dement radioactif:  77 % e t  un rendement chimique de  77% (248 my; 1.59 mM).  

Par chromatographie s u r  couche minc e de  si l icagel (so1vant:benzkne- 

2 4  
Apres  acidifica- 

avec un ren-  

Cthanol 80:20, rev6lateur:  U V ) ,  l ' ac ide  6 a un Rf: 0,  37 identique 1 celui du pro- 

duit comil7arcial e t  d e w  irnpuretes radioactives non identifiees . 
----------- Acide a n t h r a n i l i q u _ e _ ~ a ~ 1 4 C )  4 : On porte h la t empera tu re  de 

120"/125" pendant 5 h dans un autoclave tournant,  un m6lange de 249 mg  (1,59 

m M )  d'o-chlorobenzotque, activitk totale 77 rnZi, activite sp&ifique:48 mCi /  

mM,  4 m l  d 'ammoniaque concentree 30 % ct 50 m y  de  Cu reduit  fraichement 

p repa re  (10). Apres  re f ro id issement ,  on Qlimine l'exc'es de Cu par fi l tration 

s u r  "Mill ipore",  precipite le res tan t  d e  Cu par passage  d'un courant de  H S 

pendant 30 mn,  e s s o r e  l e  sulfure de  Cu formqi; puis oii i d i t  l e  vide pour Qliminer 

l ' excks  d 'ammoniaque. 0.1 acidifie la solution aqueuse jusqu'a pH:4, 4 par z9,4 

ml H SO 6 N, tout en agitant magnetiquement.  Apr'es extraction 1 l ' e ther  en 

continu pendant 3 h ,  on recue i l le  

boxyle'*C), activit6 totale:  54  m C i ,  soit  un rendement radioactif de 70%.  

2 

2 1  
153 mg (1.12 m.M) d'acide anthranilique ( ca r -  
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La chromatographie su r  cuuche mince de si l icagel Merck F 254 

(solvant= benzene-ethanol 80:ZO.  reve'lateur UV) montre  la presence de 3 pics 

radioactifs dont le  plus important ( 9 2 %  d'activite totale) de  Rf:O, 61 correspond 

la tache du produit t6moin. 

Essa i s  de purification: 

1")  Plusieurs  e s sa i s  de sublim.ition n'ont pas permis  d'Climiner les 

impuretes .  

2') Nous avons essay6 de  purifier l 'acide par chromatographie su r  

plaque preparative de si l icagel Merck F 254 ( 2 6  c m  x 20 cm).  Apres  migration 

du solvant (benzene-ethanol 8 O : Z O )  la plaque e s t  sCch6e l'air l ibre  pendant 3 h.  

0.1 localise le produit par autoradiographie.  

e s t  grattee,  Clu6e par 400 ml  d'Qther. f i l t ree  su r  "Mi1lipore"et Cvaporee jusqu'a 

s e c .  

La zone interessante  de la plaque 

On obtient A par t i r  de 8 mCi  d'acide a brut,  5 mCi  d'un produit radiochi- 

Longueur d'onde 

- 1 1 .  --- . I  >,k>ectrc, I .V dc  l ' a c i d c :  a n t h r a n i l i q u c  ( c a r b o x y l e  l 4 ~ ) .  
1. Tbmoin 
2 .  I r u d u i t  dc syn thGsc  ;. I rodui t  + i ir ipuretS du s u p p o r t  
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miquement pur .  Cependant, la plaque preparative a ins i  uti l isee contient une 

notable quantite d ' impuretes  non radioactives (rCvilables par  spectre  en UV,  

F i g .  1) que l 'on elimine par. .chromatographie sur  une petite colonne de sil icagel.  

On place le  produit (5 mCi) en solution dans 5 m l  d'ethanol su r  une co- 

lonne ther  mostatCe pa r  une circulation d'eau ( b int .=17 mm, h=50 cm), conte- 

nant 20 g de sil icagel d'adsorption Woelm (activit6 1) lave pendant une nuit par 

l 'hexane. 

Avec un m6lange d'hexane6thanol (70:30) comm? eluant, on recueil le des  

fractions de  5 m l  toutes les 10 mi sur un collecteur de  fraction avec enregis t re-  

ment automatique des  produits absorbant dans l 'ultraviolet  a 335 m p(Fig.2) .  

F i g .1 I Pur  i f i c a t i on  d e 1 ' a c i d e on t h r  an  i 1 i qu e ( c a r b  ox y 1 c 

par c h r o m a t o p r a p h i e  s u r  c o l o n n e  c J ~ .  s i l i c a p e l :  
C ) 

c o u r b e  d ' e n r e . c i s t r e m c n t  d e  la r a d i o o c t i v i t C .  
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La fraction 15-40 contient 4 ,53  mCi  (12.87 mz=94 m u )  de  4 chimiquement 

et  radiochimiquemcnt pur.  

3O) Mais la purification la plus commode est celle rdal isde avec une 

colonne ( @ ext .  =25 m m ,  h= 100 cm! contenant 150 g de si l icagel d'adsorption 

Woelm. La colonne e s t  6quilibrCe avec le melange de  chloroforme-dthanol- 

ammoniaque 50:45:5. Avec un collecteur de fraction, on recueil le des  fractions 

de 17 ml environ toutes l e s  30 mi. 

de  1'6luat e t  les produits absorbant dans l 'ultraviolet  P 334 m U (  d6tecteur 

Uvicord L.K. B.). 

analysCes par  chromatographie su r  couche mince de si l icagel.  

m G  de 5 (73,9 mg = 0.54 m.M), soit  un rendement global de 26 %. 

On d6tecte similtan6ment la radioactivit6 

Les  fractions correspondantes P chaque pic radioactif sont 

On obtient 2 6 , 2  

Con t rae  de la purer6 chimique et radiochimique de  4 . 
1 ") La puret6 chimique. contrdl6e par spectrometr ie  UV dans 1'6thanol 

P 335 m u , e s t  sup6rieure a 99% (Fig.2). 

2") La puret6 radiochimique e s t  contrdl6e par radiochromatographie 

s u r  couche mince de  si l icagel Merck F 254, r6vdlateur :UV 

Solvants: - C 6H6- EtOH 80:20 Rf :0 ,64  

-CHC1 -EtOH-NH OH 50:45:5 :O. 1 6  3 4 
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