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SUMMARY 

C- lJ ,  specific activity: 2,13 mCi/mM, 14 9-Hydroxy-ellipticine I 
has beer. synthesized f o r  molecular biology and. cancer research, 
from N-methyl-fomnanilide (14C-formyZ). The radioactive 
overaZ1 yield was 13,5% based on sodim formate I 4 C .  

RESUME 

14 On d6crit la priparation de Z'hydroq-9 ellipticine I C - l ) ,  

activite spgcifique : 2,13 mCi/mM, destinie a w  recherche8 en 
biotogie mole'cutaire et en cancirologie & partir du N-rnethyl- 
fomnanitide ( C-fomnytl. Le rendement radioactif globa2 est 
de 13,5% par rapport au formiate de sodim I4C. 

14 

Selon H.B. Wood j r .  ( I ) ,  38 substances synthktiques et  na- 
turelles - sur 600.000 essaykes depuis plus de 2 0  annkes - ont ktk 
recommandees par l'lnstitut National de la Santk des USA dans le  traite. 
ment du cancer chez l'homme. 

Rkcemment, a pr is  une place prkpondkrante la mkthoxy-9 
ellipticine []I], extraite des F-c&~?:ja de la famille des Apocynackes, 
dont l'activitk antileuckmique murine L 1210 a ktk dCcouverte par 
Culvenor et Loder (2) .  
de leuckmie a i g d  rnykloblastique, 
des remissions apparemment compl'etes mais inconstantes. Ce demi- 

G. Math6 et coll. (3)  l 'ont utiliske dans des cas 
t i t re  expkrimental ; ils ont obtenu 
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kchec serai t  dh aux toxicitks cardiologique (hypotension) et neuro-cellu- 
la i re  (lksion des cellules de Purkinje). 

agents : acides halogknks, acides Lewis, diborane, surtout chlorure de 
pyridinium, . . en hydroxy-9 ellipticine [I] rehausse l'intkret pharmaco- 
logique des dbrivks de l'ellipticine t4). 

La dkmkthylation de la methoxy-9 ellipticine rn l  par divers 

[I] R = O H  

[ I l l  R = O C H 3  
I 
k C H ,  

Une ktude comparative a fail: ressor t i r  l a  remarquable affi- 
nit6 par intercalation de [I] avec 1'ADN. De plus, l'activitk anti-leuckmi- 
que L 1210 de [I] es t  de 100 ?i 1000 fois supkrieure ?I celle de 1111 (5). 

Aprbs ktude de toxicites immkdiate et diffirke sur  plusieurs 
espbces d 'animaw ( 6 ) ,  l'hydroxy-9 ellipticine es t  en cours d'expkrimenta- 
tion clinique ?I Villejuif, depuis janvier 1974, sur  une quarantaine de cas  
de leuckmies, de tumeurs solides, de maladie de Hodgkin,.. 

Les biochimistes ont observk la  disparition rapide de TI] 
dans l'organisme animal, ?i peine 2mn aprhs son injection par voie 
intra-veineuse. Pour mieux connaitre sa  mktabolisation et sa distribution 
dans les  diffkrents organes de l'animal, il nous a paru nkcessaire de 
marquer l'hydroxy- 9 ellipticine par du carbone 14. 

facilement accessible. Cette synthbse es t  bas6e sur  l'utilisation du N- 
methyl formanilide (formyl l4C) [I111 obtenu en condensant la N-methyl 
aniline avec du formiate de sodium marquk, en prksence de catalyseur 
appropri6. 

Parmi  les  nombreuses mkthodes d'accbs aux amides. nous 
avons choisi celle de Wilson et  Weingarten (7) qui utilise le  titrachloru- 
r e  de titane comme catalyseur et qui prksente l'avantage d'employer 
l e  formiate de sodium, forme facile a manipuler de l'acide formique '4C 

La position 1 est. sinon la plus favorable, du moins la plus 

L 

0 ! - C H 3  + H * C O O  N a  - Ti C l 4  @:CoH 

L'ktape prkliminaire : prkparation du dimkthyl- 1,4 
mbthoxy-6 carbaaole [Vl ?I part i r  du mkthoxy-5 indde  {IVl (8) 
ainsi que les  ktapes suivantes : formylation [VIl, obtention d'azo- 
methine [VIIl .  cyclisation en mkthoxy- 9 ellipticine [I11 sont celles 
dkcrites par Cranwell et Saxton (9) et par Dalton et  coll. ( l o )  que 
nous avons notablement ameliorkes. 
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L e  schema reactionnel es t  l e  suivant : 

CH3 I c o  

c H 3 0 Q ) - -  + I 

1 F H 3  

Cette synth'ese marquee n'a present6 aucune difficult6 
majeure : le  rendement global en hydroxy-9 ellipticine es t  de 1 3 , 5 %  
calcule sur  le  formiate de sodium *4C. 

cyclisation de rVl11 par l'acide polyphosphorique, n'est pas ganante 
car ,  au stade suivant, une d6methylation subsequente a permis de 
tout transformer en hydroxy-9 ellipticine (1%- 1). 

La formation simultanee du derive hydroxyle, lors  de la 

PARTIE EXPERIMENTALE 

N-mkthylformanilide (formyl 14C) hlrl : Dans un tricol de 5Om1, 
sou8 un courant d'azote, la temperature ambiante, on agite mag&- 
tiquement pendant 90mn : 28Omg (4, 11 mM, AT = 8,79 mCi, 
AS = 2,13 mCi/mM) de formiate de sodium dans 25ml de THF 
jusqu'a obtention d'une solution homog'ene. On introduit ensuite 1,97& 
( 1  8,46 mM, 2ml) de N-m6thylaniline frakhement  rectifike. (contr8- 
lee  par chromatographie en phase vapeur 5ur colonne de carbowax 
20M a 125°C). On ajoute par une seringue 474mg (2,5 mM, 0.27ml) 
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de tktrachlorure de titane a la masse  rkactionnelle refroidie a 
-70°C. en atmosphere d'azote et sous une pression de 15Om/m de 
mercure. Une coloration brune intense apparaft puis s'6claircit rapi- 
dement. Le m6lange r6actionnel es t  agit6 sans discontinuit6 pendant 
une semaine ti la tempkrature ambiante. Le tktrachlorure de titane 
r6siduel es t  d6truit par addition de O.2ml d'eau distill6e. 
l e  pr6cipit6, lave avec le  THF, kvapore sous vide l e  filtrat jusqu'x 
sec et  recueille 6,94 mCi (3,24 mM, 438mg) d'un produit brut. La 
chromatographie sur  couche mince de silicagel Merck F 254, r6vkla- 
teur U.V.  (solvant : benzkne-ac6tate d'6thyle 80 : 20) montre la  pr6- 
sence k cat6 du pic radioactif de N-m6thylformanilide de Rf : 0,39 
de petits pics non identifi6s. 

On essore 

Purification : La bonne skparation des produits formks au 
c o u r s - a e - , e ~ ~ e - ~ ~ a c t i o n  sur  le  chromatogramme suggkre d'isoler 
[I111 par chromatographie sur  couche mince preparative de silicagel 
Merck F 254 (20cm x 40cm). Apres migration du solvant, l a  plaque 
es t  s6ch6e l 'air libre pendant une nuit. On localise le  produit par 
autoradiographie, la zone interessante de la plaque est  gratt6e et  
Cluke par  20Oml d'kther ; l a  solution kth6r6e est  s6ch6e sur sulfate 
de sodium, filtr6e sur "Millipore" et Bvaporke jusqu'a siccit6. On 
obtient - a partir de 6.94 mCi de rIlI l  brut - 5, 18 mCi (327mg, 
2,42 mM) d'un produit radiochimiquement pur avec un rendement 
radioactif de 58,9%. 

Contrale de la  puret6 : La puretk radiochimique est contralee -___ - -__ -___- -__ - -__  
par radiochromatographie sur  couche mince de silicagel Merck F 254, 
r6vClateur U. V. 

Solvants : chlorure de mkthylsne Rf : 0,25 
benzine-acCtate d'kthyle 80:20 Rf : 0,44 

Formyl-3 m6thoxy- 6 dimkthyl- 1 ,4  carbazole (formyl I4C) ml] 
A une solution de 407mg (1,81 mM) de carbazole [Vl 

5, 18 mCi) de hlr] dans 2ml d'o-dichloro- e t  de 327mg (2,42 mM 
benzene, on ajoute sous agitation magn6tique 334mg (2, 17 mM) 
d'oxychlorure de phosphore frarchement rectifik. Une coloration 
rouge fonc6 se d6veloppe. On chauffe ensuite la masse rkaction- 
nelle pendant Zh. 30 au bain-marie bouillant. On refroidit, reprend 
par Ig d'ac6tate de sodium, entrame a la vapeur pour kliminer 1'0- 
dichlorobenzsne. On dkcante la solution aqueuse, e t  recueille 4 4 7 ~  
(1,77 mM) dz CVI] activit6 totale : 3, 80 mCi, soit un rendement 
radioactif en produit brut de 73,4 %. P a r  chromatographie sur  cou- 
che mince de silicagel Merck F 254 (solvant : benzkne-acetate 
d'6thyle 80:20, rkvklateur : U. V. ) on dktecte la prksence de 2 pics 
radioactifs dont le  plus important (95% d'activitk totale) a un 
Rf : 0,48 identique a celui du t6moin. 

lp, P-dim6thoxykthyliminomkthyl)- 3 mkthoxy- 6 dimethyl- 1 , 4  
carbazole (1%- 1) [ VU 1 

On chauffe au bain-marie bouillant pendant 2h. un mklan- 
ge de 447mg (1,77 mM AT = 3,80 mCi de rVrl e t  416mg (3,96 mM) 
de p, p-dimbthoxy6thylamine. L'eau formke es t  QliminCe par distilla- 
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tion ax6otropique avec 4Oml de benzene anhydre. Le r6sidu concentr6, 
s6ch6 sous vide sur  potasse donne 597mg (1.75 mM 3.75 mCi 
Rdt = 98%) d'un pr6cipit6 verdatre qui, par chromatographie s u r  
couche mince de silicagel Merck F 254 impr6gn6 d'une solution de 
nitrate d'argent L 10%. (solvant = benshne-acktate d'bthyle-Bthanol 
18:6:6 r6v6lateur : Mn04K, r6vele des impuretks non identifikes e t  
un pic radioactif de Rf : 0,55 correspondant a celui d'un t6moin. 

M6thoxy-9 dim6thyl-5, 11 (6H) pyrido [4,3-b1 carbazole ou 
m6thoxv-9 ellinticide "4C- 1) LIlJ 

Un m6lange de 21g (220 mM) d'acide orthophosphorique 
(85%) et  5,4g (38mM)d'anhydride phosphorique port6 L la tern 6ratu- 
r e  de 150°C es t  additionn6 2 597mg (1.75 mM 3.75 mCi) de fV111. 
On maintient cette temperature tout en continuant l'agitation magn6- 
tique pendant 3Omn. On refroidit, ajoute 20g de glace pilke, alca- 
linise par l'ammoniaque concentr6e jusqu'a pH = 8. On essore le  
prfcipit6 et l 'extrait en continu avec l'6thanol pendant 8h. L'Bvapora-. 
tion sous r ide du solvant la isse  un r6sidu gr i s  d'activit6 2, 61 mCi 
(P-dt = 69%). L'analyse par chromatographie sur  couche mince de 
silicagel Merck F 254 (solvant = benzene-ac6tate d'6thyle-6thanol- 
ammoniaque 21:6:4:0,5 r6vClateurs : iode, U. V.) montre la presence 
de 3 pics (fig. I )  ayant respectivement pour Rf : 

0,36 correspondant a l'hydroxy- 9 ellipticine tdmoin. 
( 16% d'activit6 totale) 

(78% d'activitb totale) 

(5% d'activit6 totale) 

11 0. 58 au mkthoxy- 9 ellipticine t6moin. 

0,80 ,I a l'azom6thine de dkpart 

e t  des impuret6s non identifi6es. 

MGthoxy-9 ellipticine ( I 4 C - l )  

I 
1 I 
-I 10 em 

Pig. 1 Radiochromatoeramme de la formation d'hydroxy-9 

ellipticine d m s  la cyclisation du mithoxy-9 ellipticine. 
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Hydroxy-9 ellipticine ( 14C- 1) TI] 

On porte k 1'6bullition pendant lh. un mdlange de 336mg 
(1,22 mM AT = 2.61 mCI) de m6thoxy-9 ellipticine et  3.5g (30 mM) 
de chlorure de pyridinium distill6 e t  recristallis6. Le r6sidu es t  
repris par  5ml d'eau et  alcalinis6 jusqu'a pH 10. L e  pr6cipit6 
form6 es t  extrait en continu par le  m6thanol durant 5h. Aprhs 
Blimination du solvant. on recueille 227mg (0,86 mM 1.85 mCi 
Rdt : 70%) d'un produit brut qui, par  chromatographie sur  couche 
mince de silicagel Merck F 254 (solvant = benzene-acdtate d'6thyle 
6thanoLammoniaque 20:6:4:0.5 r6v6lateur : iode) pr6sente une tache 
rouge brique de Rf : 0,36 correspondant a celui de l'hydroxy-9 
ellipticine t6moin (80% environ). une tache brune de Rf : 0.58 
correspondant a [ V n l  residue1 (14% environ) et des  impuretka non 
identifi6es ( 5 %  environ). 

240  270  300 3 3 0  l j l  

Fie. 2 Spectre UV de l'hydroxy-9 el l ipt ic ine (14C-l) 

- t6moin 
-.-- t6moin 5 pHE8 

----- produit de synthbe 
+++++prod. dc synt. & fl=8 

Purification : P a r  chromatographie s u r  plaque prhparative de 
silicagir-G>>'kk-% 254 (20cm x 40cm). 
benzene-acbtate d'kthyle-6thanoLammoniaque 2 1:6:4:0.5, on localise 
le produit par  autoradiographie. L a  sbne int6ressante de la plaque 
eat  61u6e par  le  methanol, 6vapor6e jusqu'k sec. On obtient finale- 

Aprbs migration du solvant : 
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ment 1, I 8  m C i  (144mg 0.55 mM) de  rrl, soit UR rendement radio- 
actif global d e  1 3 , 5 %  p a r  rapport  au  formiate de sodium 14C, et 
une activitd spdcifique de  : 2, 13 mCi/mM. 

1') L a  puretk chimique, contr816e p a r  spectromktr ie  UV dans le 
methanol 291 mp,  est supdrieure a 99% (Fig. 2). 

2 O )  La purete  radiochimique est contr8lke par radiochromatographie 
s u r  couche mince  de  si l icagel Merck  F 254, rkvdlateurs : iode 
U.V. On ne dktecte aucune impuretk radiochimique: 

Solvants : benzbne-acdtate d'dthyle- kthanol-ammoniaque : 
2 1 : 6:4: 0 . 5  Rf : 0 , 3 6  
benzene-6thanol 80:20 Rf : 0 . 2 6  
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