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Synthese von [3-14C]- und [Pheny1-U-14C]401aquindox

W. Maul, D. Scherling and F. Seng
Aus den Forschungslaboratorien der BAYER AG Wuppertal und Leverkusen

SUMMARY

0laquindox is a new feed additive.[14C]01aqu1ndox, labelled in different
positions, was needed for tracer-studies of pharmacokinetics, biotransforma=

tion and residues in several species of animals.

2- [N-(2-hydroxethyl)-carbamoyl] -3-methy]{3-14C]quinoxa11ne-1,4-diox1de
([3-14C]Olaquind0x) was synthesized from barium[14C]carbonate (22 mmoles;
1.15 Ci) via[1-14C]acetic acid, sodium[1-14C]acetate, [1-14C]acety1chloride,
ethy1[3-14C]acetoacetate and 2-carbethoxy-B-methy1{3—14C]quinoxa]1ne-1,4-di=
oxide with an overall yield of 10%, based on barium['*C]carbonate. The radio=
chemical purity was better than 98% (tlc). The specific activities of three
preparations were 10.5, 8.4 and 5.45 uCi/mg respectively.

{pheny]—U-14C101aquindox was synthesized starting from [U-14C]aniiine

{19.8 mmoles; 284.4 mCi). Intermediate products were N-acety][U-14C]aniline,
2-nitro-N-acety1[U-14C]ani1ine, 2-nitro[U-14C]ani1ine and [U-14C]benchurazan=
oxide. The total yield was 50% as calculated for [U-'3Claniline. At caiibra=
tion samplas of two preparations showed specific activities of 49.5 and

11.1 uCi/mg respectively. The radiochemical purity was checked by tlc and
exceeded 98%.
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0laquindox (=1;2- [ N-(2-Hydroxyethy1)-carbamoyl}-3-methyl-chinoxalin-1,4-dioxid;
BAYO-N-0X R; BAY Va 9391) wurde von K. Ley et al. ") synthetisiert. Die Ver=
bindung gehdrt chemisch zu den Chinoxalin-di-N-Oxiden. Sie besitzt antibak=
terielle Eigenschaften und wird zur Verbesserung von Wachstum und Futterver=
wertung in der Tieraufzucht und Mast eingesetzt (2). Das antibakterielle
Wirkungsspektrum von Olaquindox umfaBt gramnegative und grampositive Bakterien.
Gramnegative Bakterien (E. Coli, Salmonella, Shigella, Proteus, etc.) sind
besonders empfindlich.

Fur Untersuchungen der Pharmakokinetik,

der Biotransformation und des Riickstands=

1 !
[::::I:jN\~2 CNHCHZCHZOH verhaltens bei verschiedenen Tierarten
;;I:j wurde radicaktiv markiertes Olaquindox

LT 3 CH3 1 benbtigt. Wir entschieden uns zur Einfiih=

0 - rung von radioaktivem Kohlenstoff 14¢ ats

Traceratom in die 3-Position des heterocyclischen Ringsystems, da diese Stel=
lung prdparativ relativ leicht zugdnglich war, und wir einen metabolischen
Abbau zu einem kleinen Bruchstlick fir unwahrscheinlich hielten.

Die Synthese von [3-14C]01aqu1ndox vertief nach Schema A.

Die Reaktionssequenz zum [3-14C]Acetessigséureethy]ester (7) erfolgte nach
bekannten Literaturvorschriften *~*"', Die Darstellung von Acetylchlorid (6)
und die nachfolgende Umsetzung zum B-Ketoester wurden apparativ verbessert
{s. Skizze im Exp. Teil). Die Kondensation von Benzofuroxan mit Enolatanionen
ist in der Literatur ausfihrlich beschrieben worden (5-7); die Ausbeute lag
(7) mit 40% d. Th.). Die Unsetzung mit
Ethanolamin fihrte in sehr guter Ausbeute zum Endprodukt.

allerdings nur bei 41% d. Th. (vgl.

Nach Durchfilhrung der ersten tierexperimentellen Untersuchungen wurden uns

Publikationen bekannt, die darauf hinwiesen, daR substitujerte Chinoxalin-

1,4-dioxide unter bestimmten Bedingungen sowohl chemisch (8,9)

(10) (11) (12)

, als auch

photochemisch , thermisch und metabolisch unter Ringverengung
und Elimination des Kohlenstoffatoms der Position 3 in die entsprechenden

Benzimidazol-Derivate ibergefihrt werden kdnnen.

R eingetragenes Warenzeichen der BAYER AG, Leverkusen
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Schema_A
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Schema B
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Synthese von [3-**C)- und [Phenyl-U-'*C] Olaquindox

Um eine Verfdlschung der tierexperimentellen Ergebnisse durch eine derartige
Ringkontraktion im Falle des Olaquindox ausschliefen zu konnen, wurde eine
zusdtzliche Markierung im homocyclischen Teil der Verbindung durchgefiihrt.

Die Synthese von [pheny1-U-14C]O1aquindox ist im Schema B wiedergegeben.

Ausgangspunkt der Synthese war [U—14C]Ani1in (9), das ausgehend von
Barium[14c]carbonat mit einer Ausbeute von 83% liber die Zwischenstufen
Ca]cium[14C]carbid, [1462]Acety1en, [U-14C]Benzo1 (13) und Nitro[U-14C]benzo1
(14) synthetisiert worden war. Nach Acetylierung wurde Acet[U-14C]ani11d (10)
mit Kupfer(II)nitrat (15) 4y ein Gemisch von 2-und 4-Nitroacet[U—14C]anilig—
ibergefiihrt. Nach Trennung der beiden Isomeren wurde 2-Nitro-acet[U-14q
anilid (11) alkalisch zu 2-Nitro[U-14C]an11in (13) verseift und ohne weitere
Isolierung mit Chlorlauge zu [U-14C]Benzofuroxan (18) oxidiert (16). Die
Reaktion von Benzofuroxan mit Ethanolamin und Diketen in Methanol flihrte in
einer Eintopf-Reaktion zum Endprodukt.

Experimenteller Teil

Synthese von [3-14C]01aqu1ndox

[3-14C]Acetessigséureethy]ester {(7) wurde nach allgemein bekannten Litera-
turangaben (3,4) hergestellt. Insgesamt wurden 1,153 Ci Barium[14C]Carbo-
nat (2) - spezifische Aktivitdt 56 mCi/mol nach Angaben der Hoechst AG,
Frankfurt-Hoechst - zu Natrium[1—14c]acetat (5) umgesetzt. Die Reaktion

zum B-Ketoester 7 erfolgte in zwei Ansdtzen:
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Somit standen 1,963 g (15,1 mmol = 258 mCi) und 1,338 g (10,3 mmol = 307 mCi)
zur Verfiigung.

2-Carbethoxy-3-methyl- [3-*C] chinoxalin-1,4-dioxid (8)

1,963 g [3-14C]Acetessigséureethy]ester (15,1 mmo1) und 2,464 g Benzofuroxan
(18,1 mmo1) wurden in Gegenwart von 0,9 ml Ethanolamin (15,1 mmol1) in 6 ml
Methanol unter Riihren und Lichtausschlub 15 Stunden auf 50 °C erhitzt. Nach

6 Stunden bei 5 °C wurden die Kristalle abfiltriert, mit 7,5 ml1 Ether/Methanol
(2+41) und 7,5 m1 Ether gewaschen und auf der Nutsche trocken gesaugt. 1,537 g
{Ausbeute 41%) wurden isoliert, die ohne weitere Reinigung zur letzten Stufe
eingesetzt wurden.

[3-14C]01aquindox {1a)

1,537 g 2-Carbethoxy-3-methy1-[3-14C]chinoxa1in-1,4-dioxid (6,2 mmo1) wurden
in Gegenwart von 1,9 m1 Ethanolamin (31 mmol) in 4,35 m] Methanol unter Riih=
ren und LichtausschluB 42 Stunden auf 50 °C erhitzt. Nach 5 Stunden bei 5 °C
wurden die gelben Kristalle abfiltriert, mit 5 ml Methanol und 15 m1 Chloro=
form gewaschen. 1,395 g {Ausbeute 85,6%) wurden isoliert.

Eine zweite Synthese wurde ausgehend von 1,338 g [3-14C]Acetessigséureethy1=
ester wie oben beschrieben mit einer Ausbeute von insgesamt 575,5 mg durch=
gefiihrt.

Reinigung: Beide Ansdtze von [3-14C]01aquindox wurden mit nicht markiertem
Material vereinigt. Die Reinigung erfolgte durch Verteilung zwischen Wasser
und Chloroform und nachfolgender Umkristallisation aus Wasser: 2,766 ¢
(13,053 ) ['%]0Taquindox wurden in 270 m1 (1,3 1) dest. Wasser bei 60 °C
geldst. Nach dem Abkuhlen wurde die wdBrige LOsung dreimal mit je 270 ml
(1,3 1) Chloroform extrahiert. Die wdBrige Phase wurde zur Trockne einge=
dampft (50 °C; 20 mbar); der Rickstand (ca. 2 g bzw. 8 g) wurde aus 40 ml
(160 m1) siedendem dest. Wasser umkristallisiert. Nach 24 Stunden bei 4 °C
wurden die Kristalle isoliert, mit 5 m1 (20 m1) dest. Wasser und 15 ml

(60 m1) Methanol gewaschen und liber Phosphorpentoxid getrocknet.

Ausbeute: 1,964 g (spez. Aktivitdt 10,5 uCi/mg) bzw. 7,252 g (spez. Aktivi=

tat 5,45 yCi/mg) [3- “C}0Taquindox.



Synthese von [3-14C1- und [Phenyl-U-"*C) Olaquindox

Reinheitspriifung:

Die Reinheitspriifung erfolgte auf DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F 254

(20 x 20 cm; E. Merck, Darmstadt) durch eindimensionale Diinnschichtchromato=
graphie in Chloroform-Methanol (8+2; Rf-Wert 0,45). Nach dem Auskratzen der
autoradiographisch nachgewiesenen radioaktiven Kieselgelzonen wurde der Akti=
vitdtsgehalt - nach Verbrennung zu[14C]Koh1endioxid - durch Liquid-Szintilla=
tions-Messung bestimmt. Die Auswertung ergab eine radiochemische Reinheit von
mehr als 98%. Aus den Mutterlaugen und den Chloroformextrakten wurden nach
Reinigung durch Verteilung und Umkristallisation noch 6,787 g (spez. Aktivi=
tit 8,4 uCi/mg; radiochemische Reinheit ca. 99%) [3-14C]01aquindox isoliert.

Synthese von [pheny]-U14C]01aquindox

2-Nitro-acet{U-'*clanitid (11)

Aus vorhandenen Bestdnden an [U-14C]Ani1in (9, als Salz der Schwefelsdure)
wurden vereinigt:

1,662 g (gemessene spezifische Aktivitdt: 78,3 uCi/mg)

2,115 g {gemessene spezifische Aktivitat: 72,9 uCi/mg)

Im Scheidetrichter wurde obiges Anilinsulfat (284,3 mCi) mit 10 m1 15%-iger
Natronlauge versetzt und die wdBrige LOsung mit 60 m1 Diethylether extra=
hiert. Die wdBrige Phase wurde verworfen, die etherische Phase getrocknet
(Natriumsulfat), in einen Rundkolben Ubergefiihrt und unter Rihren im Vakuum
vorsichtig eingeengt. Der Riickstand wurde in 13,3 m1 Eisessig aufgenommen
und mit 17,02 m1 Acetanhydrid versetzt. Nach Temperaturanstieg auf ca. 40 -
50 °C (innen) wurde auf Zimmertemperatur abgekiih1t und der Ansatz iber Nacht
im Kiihlschrank aufbewahrt,

In die gekilhlte LOsung wurden 8,233 g Kupfer(II)nitrat x 3 H,0 (34,1 mmo1)
tber 60 Minuten unter Rihren (Magnetriihrer) eingetragen, wobei die Innentem=
peratur durch Kiihlung mit einem Eisbad bei 15 - 17 % gehalten wurde. Zur
Vervollstdndigung der Reaktion wurde 30 Minuten nachgeriihrt. Durch Zugabe
von 133 ml dest. Wasser wurde das Isomerengemisch aus 2- und 4-Nitro-acet
[U-14C]ani1id gefdllt. Nach Zusatz von 180 m1 Dichlormethan wurde das Ge=
misch in einen Scheidetrichter iibergefiihrt, die organische Phase abgetrennt
und die wdPrige Phase noch dreimal mit jé 50 m1 Dichlormethan extrahiert.
Die vereinigten organischen Extrakte wurden getrocknet (Natriumsulfat); auf
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180 m1 eingeengt, eine Stunde im Kilhlschrank aufbewahrt und die beginnende
Kristallisation von 4-Nitro-acet {U-14C}ani1id {12) durch Zugabe von 270 mi
n-Hexan vervollstandigt.

4-Nitro-acet | U-14C]anilid (12) wurde abfiltriert, auf der Nutsche mit n-Hexan
gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet: 821 mg (12) mit einer gemessenen
spez. Aktivitdt von 73,7 uCi/mg (ges. 60,51 mCi = 21,3% Ausbeute bezogen auf
eingesetztes Anilinsulfat).

Das Filtrat wurde auf ein Volumen von 150 m1 eingeengt, in der Hitze mit Ak=
tivkohle gekldrt und filtriert. Beim weiteren Einengen auf ein Volumen von
100 m1 begann spontan die Kristallisation; die Kristalle wurden zur Vervoll=
stdndigung der Kristallisation lber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt, an=
schlieBend abfiltriert und getrocknet: 2,489 g 2-Nitro-acet | U-14C]ani1id
(11) (183,5 mCi = 64,5% Ausbeute bezogen auf eingesetztes [U-14C]Ani1insu1=
fat). Die dinnschichtchromatographisch (Essigester-n-Hexan 1+1) mit anschlie=
Bendem Radioscan ermittelte radiochemische Reinheit betrug ca. 98%.

[U-14C]Benzofuroxan (14)

2,489 g 2-Nitroacet [ U-'4CJanilid (113 13,8 mm1) wurden mit 30 ml 5%-iger
Natronlauge bei 90 °¢ Innentemperatur 1 Stunde geriihrt, anschlieBend auf

60 °C abgekiih1t und nach Zugabe von 11 m1 Chlorlauge (157 g Chlor/1) weitere
3 Stunden nachgeriihrt. Beim Abkihlen im Eisbad verfestigte sich das gebildete
gelbe U1, wurde von der wdBrigen Reaktionsldsung abgetrennt und nacheinander
mit 10 ml Eiswasser, 5 ml IN Salzsdure und 10 ml Eiswasser gewaschen Nach dem
Trocknen iber Kaliumhydroxid im Vakuum wurden 1,754 g [U-14C]Benzofuroxan
(14) (93,4% d. Th.) erhalten,

2- N-(2’-Hydroxyethyl)-carbamoy! -3-methy1{pheny1-U14C]chinoxa]in-1,4-di=
oxid (1b)

Zu einer Losung von 2 g Ethanolamin (1,96 m1; 32,8 mmol) in 11 m1 Methano)
wurden zwischen 0 - 10 °C unter Rihren 1,73 m! frisch destilliertes Diketen
getropft. Bei Zimmertemperatur wurden 1,754 g [U-14C]Beniofuroxan (12,9 mmo1)
geldst in 1,9 ml Dimethylformamid auf einmal hinzugefiigt. Nach 30 Minuten
Rihren wurde angeimpft und 70 Stunden stehengelassen. Nach dem Absaugen wurde
zundchst mit kaltem Methanol, dann mit Tetrachlormethan urnd n-Hexan gewaschen
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und die gelben Kristalle auf der Nutsche trockengesaugt: Rohausbeute 2,989 g.
Zur Reinigung des Rohprodukts wurde in 200 m1 destilliertem Wasser geldst und
70 Stunden kontinuierlich mit Tetrachlormethan extrahiert. Die waBrige LGsung,
die das gereinigte Produkt enthielt, wurde bei ca. 40° Badtemperatur im Vaku=
um-Rotationsverdampfer unter Lichtschutz eingedampft: 2,592 g reines 14C—mar=
kiertes Olaquindox. Die gemessene spezifische Aktivitat betrug 49,5 u Ci/mg.
(Radiochemische Gesamtausbeute: 46% berechnet fir eingesetztes [U-14C]An11in=
sulfat).

Die Tetrachlormethan-Ldsung wurde gemeinsam mit allen wdBrigen Mutterlaugen
(aus Voransdtzen) nach Zugabe von 1 g nicht-radiocaktivem 0laquindox zur Trock=
ne eingedampft. Der Riickstand wurde in dest. Wasser aufgenommen und wie oben
beschrieben mit Tetrachlormethan extrahiert. Nach Aufarbeitung wurden 1,092 g
Reinsubstanz mit einer spez. Aktivitat von 11,1 uCi/mg isoliert. Die radioche=
mische Gesamtausbeute erhdhte sich dadurch auf 142,9 mCi (= 50,2% bezogen auf
eingesetztes [U—14C]Ani1insu1fat).

Reinheitspriifung:

Die Reinheitspriifung erfolgte auf DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F 254 (20 x
20 cm; E. Merck, Darmstadt) und zwar in folgenden Fliefmittelsystemen:
eindimensional: Chloroform-Methanol 8+2 (v+v)
zweidimensional: 1. Chloroform-Methanol 8+2 {v+v)

2. Dioxan-Wasser 85+15 (v+v)

Die Detektion der radioaktiven Flecken erfolgte durch DC-Scanner I1

(Berthold - Frieseke) sowie Autoradiographie mit Agfa-Curix-clearbase-Film.
Die quantitative Auswertung erfolgte mittels nachgeschalteter Integrationsein=
heit zum DC-Scanner. Dariberhinaus wurde die gesamte Kieselgelfliche (eindi=
mensionale Laufstrecke von Start bis FlieBmittelfront) anhand des autoradio=
graphischen Bildes in 9 Zonen aufgeteilt, deren Radioaktivitdtsgehalt in In=
stagel/Wasser 10+4 durch LS-Messung bestimmt wurde. Daraus errechnete sich die
radiochemische Reinheit zu mindestens 98,3%.

Autoradiographisch 1ieBen sich neben einer schwachen Radioaktivitdtszone am
Start zwei weitere schwach aktive Verbindungen mit groRerem Rf-Wert als
0laquindox nachweisen.
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