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SUMMARY

Anthranilic acid was obtained with a small yield, by carbo-
nation of Lithium acetanilide ( from o-bromo acetanilide ).
Carbonation bu CO of the Grignard derivative from o—chlo~
rophenyl bromide gave o=chloro benzoic acid { carboxul C ) which
was dehalogenated and aminated into anthranilie aetd ( carbo-
xyZI4C ) with a radioactive overall uield of 26% based on

Ba14603 ; specific activity: 48 mCi/mM.

RESUME

La carbonisation du lithien du bromo-2 acétanilide ne don-
ne qu'un faible rendement en acide anthranilique.

La cgrbonisation du bromure d'o-chlorophénylmagnésium par 14002

conduit 4 l'acide o-chlorobenzoique ( carboxyle 140 ) dont 1'a-
mination deshalogénante fournit l'acide anthraniliaue ( carbo-
xyle 140-) avec un rendement radiocactif alobal de 26% par rapportad

]4CO3 et une activité spéeifique de 48 mCi/mM

Travail effectué au Service des Molécules Marquées, C.E.N, Saclay
et dédié au Professeur E, LEDERER en l'honneur de son 65&me
Anniversaire,
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INTRODUCTION

Janot, Goutarel, Potier et coll.(l) ont isolé et étudié de nombreux alca-
loldes indoliques dont la biogenése serait due 2 1'union des métabolites du tryp-
tophane et des terpenes (2).

Dans cet ordre d'idées, Bowdeu ¢t Marion (3) ont décrit la biosynthese
de la gramine dans le seigle, a partir du tryptophane marqué par 14C en posi-
tion B.

En vue de vérifier certaines hypothéses sur la formation biogénétique du
cycle indolique de 1'ellipticine ou diméthyl-5, 11 (6H)pyrido [4, 3-b] carbazole ,

substance naturelle antitumorale et antileucémique (4) extraite de diverses va-

CH,
NN

N =

!
H CH,

- 14 PR . .
potentiel, 1'acide anthranilique (carboxyle C) et d'étudier son incorporation

Initialement, nous avons essayé d'obtenir cet acide & partir du bromo-2
acétanilide, selon Murray (6) (Schéma A).

Le bromo-2 acétanilide 1 avec le n-butyl-lithium conduit au dérivé lithié
2. La carbonatation de 2 par 14COz aboutit a l'acide acétamido-2 benzolque 3
qui est désacétylé par une solution concentrée de potasse en acide anthranilique

1
(carboxyle 4C) 4.

Schéma A

n-C,HoLi
Br 9 Li COOH coou
—_—
NH-CO-CH, NH-CO-CH l\H co- cn

1 2 2 4
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Plusieurs essais-a-blanc et essais-traceurs ont été effectués au préa-
lable. Nous avons trouvé que cette miéthode donne seulement un rendement de
10% en acide anthranilique. Par conséquent, nous l'avons abandonnée.

Nous nous sommes alors adressés au schéma B:

Schéma B

'Y *
Mg Br €Oy coon  NH,OH *cooH
c1 > c1 ca ? NH,,
2 6 4

dans lequel on carbonate avec 14CO le bromure de o-chlorophénylmagnésium

en acide o-chlorobenzoique (carboxyzleMC). En nous inspirant d'une technique
que nous avons utilisée pour la préparation de 1'acide p-aminobenzofque (carbo-
xylel4C) (7)(8). nous avons procédé A l'amination déshalogénante de 6 en acide
anthranilique (carboxyle 14C). Le rendement global de ce dernier a été de 26%

rapport a 14CO}B;{ (activité spécifique: 48 mTi/mM).

PARTIE EXPERIMENTALE

A .- Par carbonatation du lithien de l'o-bromoacétanilide

Sous un courant d'azote, on introduit dans une ampoule 3 carbonatation
équipée d'une agitation magnétique, 460 mg (7, 2mM)de n-butyllithium 3 20% dans
l'hexane. Tout en agitant 3 -30°, on additionne 856 mg (4mM) de bromo-2 acé-
tanilide 1 en solution dans 30 ml d'éther sec, et on maintient l'agitation durant
20 mn 2 cette température, Puis, on carbonate la solution précédente selon la
technique habituelle (9) en utilisant 394 mg (2 mM) de carbonate de barym14C.
d'activité totale:20 mCi (activité spécifique:58, 7 mCi/mM) température de car-
bonatation: -78°,temps: 20 mn. Aprés hydrolyse par 20 ml de HCl1 10 N, extrac-
tion en continu par 1'éther et évaporation sous vide, on obtient 1'acide 2 brut
qu'on reprend par une solution de potasse 2 10%. On recommence l'extraction
a 1'éther pendant 5 h, on hydrolyse la solution aqueuse par un chauffage 3 1'ébul-
lition durant 50 h avec 20 ml d'éthanol. On refroidit, extrait A 1'éther et ramene

la solution alcaline 3 pH=3. Une derni®re extraction 2 1'éther conduit finalement
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-

14
3 2 mCi (Rdt:10%) d'acide anthranilique (carboxyle C) brut avec une activité
spécifique de 58, 7 mZi/mM. Oa obtient 2 peu prés le méme rendement lors

de deux essais successifs.

14
B.-Par l'intermédiaire de l'acide o-chlorobenzoique({carboxyle "C) -

3 une concentration de 0, 55 M/l 3 partir de 0, 72 g (30 milliat,) de magnésium
pur en tournures et 4, 775 g (25 mM) de chloro-2 bormo-1 benzéne fraichement
distillé, contrdlé par chromatographie en phase vapeur,
lution magnésienne sont carbonatées sur rampe 3 vide selon la technique habi-
tuelle (9), par le gaz carbonique dégagé a partir de 409, 76 my (2, 08 mM) de car-
bonate de baryuml4C, d'activité totale :100 mTi (activité spécifique :48 mCTi/mM),
température de carbonatation: -20°,temps: 4 x 20 ma., Aprés hydrolyse par 20ml
de HZSO4 a2 -20°, l'acide brut est extrait en continu par l'éther., Ensuite, sa so-
lution alcaline est purifiée par extraction 2 l'éther en continu. Apres acidifica-
tion de la solution alcaline, 1'extraction par 1'éther donne l'acide 6 avec un ren-
dement radioactif: 77% et un rendement chimique de 77% (248 mg; }, 59 mM).
Par chromatographie sur couche mince de silicagel (solvant=benzéne-
éthanol 80:20, révélateur: UV),l'acide 6 a un Rf: 0, 37 identique 2 celui du pro-
duit commezrcial et deux impuretés radioactives non identifiées,
120°/125° pendant 5 h dans un autoclave tournant, un mélange de 249 mg (1, 59
mM) d'o-chlorobenzoique, activité totale 77 mCi, activité spécifique:48 mCi/
mM, 4 ml d'ammoniaque concentrée 30% et 50 my de Cu réduit frafchement
préparé (10). Apres refroidissement, on élimine l'exces de Cu par filtration
sur "Millipore", précipite le restant de Cu par passage d'un courant de HZS
pendant 30 mn, essore le sulfure de Cu formé; puis on fail le vide pour éliminer
l'exces d'ammoniaque. Oa acidifie la solution aqueuse jusqu'd pH=4, 4 par 29, 4
ml HZSO4 6 N, tout en agitant magnétiquement. Aprés extraction i 1'éther en

continu pendant 3 h, on recueille 153 my (1,12 mM) d'acide anthranilique (car-

boxylel4C), activité totale: 54 mCi, soit un rendement radioactif de 70%.
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La chromatographie sur cuuche mince de silicagel Merck F 254
(solvant= benzeéne-éthanol 80:20, révélateur UV) montre la présence de 3 pics
radioactifs dont le plus important (92 % d'activité totale) de Rf:0, 61 correspond
3 la tache du produit témoin,

Essais de purification:

1°) Plusieurs essais de sublimation n'ont pas permis d'éliminer les
impuretés.

2°) Nous avons essayé de purifier 1'acide par chromatographie sur
plaque préparative de silicagel Merck F 254 {20 ¢cm x 20 cm). Apres migration
du solvant (benzéne-éthanol 80:20) la plaque est séchée 2 1'air libre pendant 3 h,
Oa localise le produit par autoradiographie, La zone intéressante de la plaque
est grattée, éluée par 400 ml d'éther, filtrée sur "Millipore'et évaporée jusqu'a

sec. On obtient A partir de 8 mCi d'acide 6 brut, 5 mCi d'un produit radiochi-

Transmission

Longueur d’onde

14

Fivel bpectre LV de l'acide anthranilique (carboxyle C).

1. Témoin
2. lroduit de synthese
3. lroduit + impureté du support
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miquement pur, Cependant, la plaque préparative ainsi utilisée contient une
notable quantité d'impuretés non radioactives (révélables par spectre en UV,
Fig.1) que l'on élimine par..chromatographie sur une petite colonne de silicagel,

On place le produit (5 mCi) en solution dans 5 ml d'éthanol sur une co-
lonne ther mostatée par une circulation d'eau (¢ int.=17 mm, h=50 cm), conte-
nant 20 g de silicagel d'adsorption Woelm (activité 1) lavé pendant une nuit par
1'hexane.

Avec un mélange d'hexane- Sthanol (70:30) comme= éluant, on recueille des
fractionsde 5 ml toutes les 10 mn sur un collecteur de fraction avec enregistre-

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

4,5 mCi

»
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Fig,lI Purification de l'acide anthranilique(carhoxyle]l*c)
par chromatographie sur colonne dJd« silicagel:

courbe d'enregistrement de la radioactivité,
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La fraction 15- 40 contient 4,53 mCi (12, 87 mg=94 mM) de 4 chimiquement
et radiochimiquement pur.

3°) Mais la purification la plus commode est celle réalisée avec une
colonne { @ ext.=25 mm, h=100 cm) contenant 150 g de silicagel d'adsorption
Woelm. La colonne est équilibrée avec le mélange de chloroforme-éthanol -
ammoniaque 50:45:5. Avec un collecteur de fraction, on recueille des fractions
de 17 m} environ toutes les 30 mn. On détecte similtanément la radioactivité
de 1'éluat et les produits absorbant dans l'ultraviolet 3 334 mH ( détecteur
Uvicord L.K.B.). Les fractions correspondantes 2 chaque pic radioactif sont
analysées par chromatographie sur couche mince de silicagel. On obtiént 26, 2
mCi de 4 (73,9 mg = 0, 54 mM), soit un rendement global de 26 %.

Contrdle de la purcité chimique et radiochimique de 4 .

1°) La pureté chimique, contr6lée par spectrométrie UV dans 1'éthanol
3 335 my, est supérieure 2 99% (Fig.2).

2°) La pureté radiochimique est contr§lée par radiochromatographie

sur couche mince de silicagel Merck F 254, révélateur :UV

Solvants: -C6H6-EtOH 80:20 Rf :0, 64
-CHCl3-EtQH-NH4OH 50:45:5 10,16
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