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R. PONTIKIS, NGUYEN-HOANG-NAM, H. HOELLINGER et L. PICHAT *.
INSERM - Unité de Recherche de Toxicologie Expérimentale
Hépital Fernand Widal, 200 rue du Faubourg Saint Denis
75475 Paris Cedex 10, France.

* Service des Molécules Marquées, CEN-Saclay
91191 GIF-sur-Yvette Cedex, France.

SUMMARY

1-demethylcolchicine obtained by selective demethylation
of colchicine was condensed with (“C)CH, I to gave (1-
methoxy '4C) colchicine 4. After two purifications by
silicagel column chromatography 4 was obtained in a 40%
yield from ('+C) CH,I and a radiochemical purity of 99%
(specific activity : 57 mCi/mmole).
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La colchicine 1, alcalolde extrait des graines et bulbes du "Colchicum autum-
nale", est utilisée depuis des siécles dans le traitement de 1'inflammation gout-
teuse (1) et, plus récament, contre la maladie périodique (2).

Quoique largement employ&e en thérapeuticque et en dépit de nambreux phénaménes
étudiés (interactions avec les tubulines (3), relation structure~activité (4),
pharmacocinétique chez l'hame et l'animal (5)...), le mode d’'action de la colchi-
cine est encore trés mal connu, de méme que son métabolisme. Schérharting et al.
(6), en utilisant des microsanes de foie de mammiféres, ont montré cue la colchi-
cine était métabolisée en produits résultant essentiellement de monodéméthyla-—

tion en position 2 et 3 et trés faiblement en position 10 (colchicéine).

Hunter et al. (7), en étudiant la bictransformation "in vivo" de ce médicament
chez différents mammiféres, ont également mentionné 1l'existence d'un tel métabo-

lite déméthylé, mais sans en préciser la nature exacte.

Ces travaux ont &té réalisés 3 l'aide de molécules marquées sur les groupavents

méthoxylés en position 3 ou 10 et de faibles radicactivités spécifiques.

* Ce travail a été effectué dans sa totalité au Service des Molécules Marguées,
CEN-Saclay.
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En vue d'une étude approfondie du métabolisme de la colchicine chez le rat,
nous avons donc entrepris le marquage & haute radiocactivité spécifique de ce mé-
dicament sur un groupement décrit comme non métabolisable (6), le groupement mé-
toxy en position 1.

La synthése de la desméthyl-1 colchicine 3 a été décrite récemment par A.Bladé-
Font (8). La déméthylation sélective en position 1 s'effectue & 1l'aide du chlorure
stannique en présence de chlorure d'acétyle et conduit a l'acétate 2 ; celui-ci,
en milieu alcalin, conduit au dérivé phénolique 3 ; son spectre de masse, a notre
connaissance non décrit dans la littérature, montre les mémes pics de fragmentation
gue ceux des dérivés déméthylés en position 2 et 3 (9). La méthylation de ce phé-
nol, pratiquement insoluble dans de nambreux solvants organiques, a pl étre ef-
fectuée dans la diméthylformamide (DMF) par de 1'iodure de méthyle “C ; la pureté
radiochimique de 4, contrdlée par chramatographie en couche mince, est supérieure
a 99% ; les caractéristiques physiques sont analogues & celles de la colchicine
camerciale. L'activité spécifique mesurée par spectranétrie de masse sur le pic
moléculaire @ M = 401 est de 57 mCi/mmole,
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PARTIE EXPERIMENTALE

La chramatographie en couche mince (CCM) est effectuée sur des plaques de gel
de silice Merck 60 F25 4+ Les spectres ultraviolets ont é&té& obtenus au moyen d'un
spectranétre Beckman DK-2A, les spectres de masse (SM) & 1'aide d'un spectramétre
Varian CH7. La chramatographie liquide haute performance (CIHP) est effectuée sur
un appareil Waters muni d'un détecteur UV Schoeffel SL-~700~-HM 770 & bande varia-
ble.

DESMETHYL-1 COLCHICINE 3 :

Ce camposé phénolique a été synthétisé selen (8), & partir de la colchicine camrer-
ciale (Aldrich), avec un rendement de 31%. Une analyse par CIHP sur une colonne
Radpack C 18 (éluant CH, (N, CH, CH, H,0 : 17-10-73), montre que le produit est
analytiquement pur,

s :[M] *:o38s ;o] T i 357 ; [, o]t ;325 ; [Menm,cocH,,-0] t o 298.

COLCHICINE (METHOXYLE~1'%C) 4:

Dans un ballon muni d'une queue de cochon, sont introduits 290 mg (0,75 mmole)
du dérivé 3, 120 mg (0,87 mmole) de carbonate de potassium et 20 ml de DMF anhy-
dre. Au mélange congelé par l'azote liquide, on transfére sous vide 0,82 nmole
(48 mCi) d'icdure de méthyle '*C fralchement praparé (10) a partir de'C0O,Ba
(A.S. : 59 mCi/mmole). le ballon réactionnel est alors scellé sous vide, puis agi-
t& durant 30 heures d& la tampérature ambiante. On branche le ballon sur la rampe
a& vide, casse la queue de cochon et 1l'on recueille les produits volatiles dans un
pigge refroidi a - 195°. Le mélange réactionnel est alors évaporé sous vide, puis
extrait par un mélange eau/chloroforme, la phase organique qui ne représente que
55% de la radicactivité de départ (la méthylation n'étant pas totale), contient
le dérivé 4 de pureté radiochimique 96%,

Une premiére purification par chramatographie sur colonne de silica—gel (TLC-
Kiesselgel 60 H Merck) éluée par le mélange (HC1,-MeOH-DEA : 97-3-1, permet de
séparer la colchicine de son précurseur phénolique. Une seconde purification avec
1'éluant CH,Cl,- MeOH : 95-5, permet d'obtenir 4 avec une pureté radiochi-
mique, supérieure a 99% (radiochramatographie en couche mince, &€luants :

CHC1, -acétone~DEA : 70-20-10 ; RF : 0,55
CH,Cl,~ MeCH : 90-10 ; RF : 0,36 ).

su :[M] © = 401 ;[M-c0] T : 373 ; [mc0, -, cocH,] 7 314
Spectre UV (&thanol)
Amax. : 349 mm - Amin. : 289 mm.
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L'activité spécifique de 57 mCi/mmole est calculée d'aprés le SM sur le pic

[M] te 401, et & partir du dosage par spectramétrie UV et du camptage par scin-
tillation,

10.
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