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Synthese von [3-14C]- und [Phenyl-U-14C] Olaquindox 

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

S U M M A R Y  

14 Olaquindox is a new feed additive.[ 
positions, was needed for tracer-studies of pharmacokinetics, biotransforma= 
tion and residues in several species o f  animals. 

CIOlaquindox, labelled in different 

2- [N-(2-hydroxethyl 1-carbamoyl ] -3-met hylf 3-' 4C] qui noxa 1 ine- 1,4-di oxi de 
( [3- CIOlaquindox) was synthesized from barium[ 14C]carbonate (22 moles; 
1.15 Ci) via [l-14C]acetic acid, sodium[ 1 -14C] acetate, [ 1 -14C]acetylchloride, 
ethyl [3-14C] acetoacetate and 2-carbethoxy-3-methyl<3- C)quinoxal ine-I ,4-di= 
oxide with an overall yield of lo%, based on barium[ Clcarbonate. The radio= 
chemical purity was better than 98% (tlc). The specific activities of three 
preparations were 10.5, 8.4 and 5.45 vCi/mg respectively. 

14 

14 
14 

14 14 [phenyl-U- ClOlaquindox was synthesized starting from [U -  C] aniline 
(19.8 mmoles; 284.4 mCi 1. Intermediate products were N-acetyl[U- Claniline, 
2-nitro-N-acetyl[U- 14 Claniline, 2-nitr0[U-'~C] aniline and [U-14C] benzcfurazan= 

oxide. The total yield was 50% as calculated for [U-14C]aniline. At caiibra= 
tion samplss of two preparations showed specific activities of 49.5 and 
11.1 vCi/mg respectively. The radiochemical purity was checked by tlc and 
exceeded 98%. 

14 
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Olaquindox ( = I  - ;2- [ N-(2-Hydroxyethy1)-carbamoyl] -3 -methy l -ch inoxa l  i n - I  , 4 -d iox id ;  

BAYO-N-OX R;  BAY Va 9391) wurde von K. Ley e t  a l .  ( I )  s y n t h e t i s i e r t .  D i e  Ver= 

b indung gehor t  chemisch z u  den Ch inoxa l in -d i -N-Ox iden.  S i e  b e s i t z t  a n t i b a k =  

t e r i e l l e  E igenscha f ten  und w i r d  z u r  Verbesserung von Wachstum und F u t t e r v e r =  

wer tung i n  d e r  T i e r a u f z u c h t  und Mast e i n g e s e t z t  ( 2 ) .  Das a n t i b a k t e r i e l l e  

Wirkungsspektrum von Olaqu indox  umfaDt g ramnegat ive  und g r a m p o s i t i v e  Bak te r ien .  

Gramnegative B a k t e r i e n  ( E .  C o l i ,  Sa lmone l la ,  S h i g e l l a ,  P ro teus ,  e t c . )  s i n d  

besonders e m p f i n d l i c h .  

F u r  Untersuchungen d e r  Pharmakok ine t i  k,  

d e r  B i o t r a n s f o r m a t i o n  und des Ruckstands: 

v e r h a l t e n s  b e i  versch iedenen T i e r a r t e n  

wurde r a d i o a k t i v  m a r k i e r t e s  O laqu indox  

b e n o t i g t .  Wir en tsch ieden  uns z u r  EinfUh= 

r u n g  von r a d i o a k t i v e m  K o h l e n s t o f f  I 4 C  a l s  

Tracera tom i n  d i e  3 - P o s i t i o n  des h e t e r o c y c l i s c h e n  Ringsystems, da d i e s e  S t e l =  

l u n g  p r a p a r a t i v  r e l a t i v  l e i c h t  z u g a n g l i c h  war, und w i r  e inen  me tabo l i schen  

Abbau zu  einem k l e i n e n  Bruchs tuck  fur unwahrsche in l i ch  h i e l t e n .  

0 , $tNHcH2cH20H 

1 - 
aN03 CH3 

b 

Die  Synthese von [3-14C]Olaquindox v e r l i e f  i s c h  Schema A. 

14 D ie  Reakt ionssequenz zurn [3-  C] Acetessigsaureethylester (7) e r f o l g t e  nach 

bekannten L i t e r a t u r v o r s c h r i f t e n  ( 3 y 4 ) .  D i e  D a r s t e l  l u n g  von A c e t y l c h l o r i d  (6 )  - 
und d i e  nachfo lgende Umsetzung zum 8 -Ke toes te r  wurden a p p a r a t i v  ve rbesse r t  

( 5 .  Sk i zze  i m  Exp. T e i l ) .  D i e  Kondensat ion von Benzofuroxan m i t  Eno la tan ionen 

i s t  i n  d e r  L i t e r a t u r  a u s f u h r l i c h  beschr ieben worden ( 5 - 7 ’ ;  d i e  Ausbeute l a g  

a l l e r d i n g s  n u r  b e i  41% d. Th. ( v g l .  ( 7 )  m i t  4C% d. Th.) .  D ie  Umsetzung m i t  

Ethanolamin f u h r t e  i n  seh r  g u t e r  Ausbeute zuin Endprodukt.  

Nach Durch fuhrung d e r  e r s t e n  t i e r e x p e r i m e n t e l  l e n  Untersuchungen wurden uns 

P u b l i k a t i o n e n  bekannt,  d i e  d a r a u f  h inwiesen,  daR s u b s t i t u i e r t e  C h i n o x a l i n -  

1,4-dioxide u n t e r  best immten Bedingungen sGwoh1 chemisch ( * ” ) ,  a l s  auch 

photochemi sch  

und E l i m i n a t i o n  des Koh lens to f fa toms d e r  P o s i t i o n  3 i n  d i e  entsprechenden 

Benz im idazo l -Der i va te  u b e r g e f u h r t  werden kBnnen. 

O), t h e r m i  sch ( ’ I )  und metabol  i s c h  ( I 2 )  un te r  Ringverengung 

I ? .  e inget ragenes Warenzeichen d e r  G A Y E R  AG, Leverkusen 
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Schema A 

HZSoG X C H 3 M g J  - CH,tOOH 
4 

- co2 
3 - 2 - 

Bat03 
- 

NoOH Cg H 5 C O C  I - CH3EOONa - C H , b C I  
6 5 - - 

1. (CH3)3COOCtHZCOOCZH5 + M g ( O C 2 H 5 1 2  

2. p-CH3-C5H4 - S 0 3 H  
- c H$OC H,C OOC,H, 

7 - 
0 0 

t 

* 

0 ' CONHCH,CH,OH 

3 

H 2 N C H 2 C H 2 0 H  
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Schema I3 

W. Maul, D .  Schevling and F. Seng 

(CH3CO)20 I CH3COOH COCH, 

9 - 10 - 

N HC 0 C H, 
C U ( N O , I ~ ~  3 H 2 0  

CH3COOH 

11 - 
I 

- 12. NO, 

0 
i 

NaOH I No OCI 

13 - 

0 

14 - 

Diketen / HZNCK2CH2OH ' CONHCH,CH,OH 

- a : X C H 3  4 
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Um eine Verfalschung der tierexperimentellen Ergebnisse durcn eine derartige 
Ringkontraktion im Falle des Olaquindox ausschlieRen zu konnen, wurde eine 
zusatzliche Markierung im homocyclischen Teil der Verbindung durchgefuhrt. 

Die Synthese von [pher~yl-U-~~C] Olaquindox i s t  im Schema B wiedergegeben. 

Ausgangspunkt der Synthese war [U-'4C] Anilin (91, - das ausgehend von 
Barium[ 14C]carbonat mit e iner  Ausbeute von 83% uber d ie  Zwischenstufen 

('3) und Nitro[ U-14C] benzol Calcium[ 14 Clcarbid, [ 14 C2]Acetylen, [ U-'4C]Benzol 

( I 4 )  syn the t i s i e r t  worden war. Nach Acetylierung wurde Acet[U-14C] an i l id  (lo) 
mi t Kupfer( 1I )n i  trat ( 1 5 )  in ein Gemisch von 2-und 4-Nitroa~et[U-'~C] an i l id  
ubergefuhrt. Nach Trennung der beiden Isomeren wurde Z-Nitro-acet[ U-14C] 
an i l id  (11) alkalisch zu Z - N i t r ~ [ U - ~ ~ C ] a n i l i n  (13) verse i f t  und ohne weitere 
Isolierung m i t  Chlorlauge zu I U - ' 4 C ]  Benzofuroxan (14) oxid ier t  (16). Die 
Reaktion von Benzofuroxan mit Ethanolamin und Diketen i n  Methanol fuhrte i n  

einer Eintopf-Reaktion zum Endprodukt.  

Experimenteller Teil 

Synt hese von [ 3-1 4C] 01 aqu i ndox 

14 
[ 3 -  
turangaben (3'4) hergestell t .  Insgesamt wurden 1,153 C i  Barium [ CICarbo- 
nat ( 2 )  - 

Frankfurt-Hoechst - z u  N a t r i ~ m [ l - ~ ~ C ] a c e t a t  (5) - umqesetzt. Die Reaktion 
zum D-Ketoester L er fo lg te  in zwei Ansatzen: 

C]Acetessigsaureethylester (7) wurde nach allgemein bekannten Litera- 
14 

- spezifische Aktivitat  56 mCi/mol nach Angaben der Hoechst A G ,  
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Somit standen 1,963 g (15,l mml = 258 mCi) und 1,338 g (10,3 mmol = 307 mCi) 
z u r  Verfugung. 

2-Carbethoxy-3-methyl- [3-14C] chinoxal in-lY4-dioxid (8) 

1,963 g [3-14C]Acetessigsaureethylester (15,l mmol) und 2,464 g Benzofuroxan 
(18,l mmol) wurden in Gegenwart von 0,9 m l  Ethanolamin (15,l mml) in 6 m l  
Methanol unter Ruhren und LichtausschluD 15 Stunden auf 50 OC e rh i t z t .  Nach 
6 Stunden bei 5 OC wurden die Kr is ta l le  a b f i l t r i e r t ,  mit 7,5 ml Ether/Methanol 
( 2 + 1 )  und 7,5 ml Ether gewaschen und auf der Nutsche trocken gesaugt. 1,537 g 
(Ausbeute 41%) wurden i s o l i e r t ,  die ohne weitere Reinigung zur  le tz ten  Stufe 
eingesetzt  wurden. 

14 [3- C]Olaquindox ( l a )  

14 1,537 g Z-Carbethoxy-3-methy1-[3- C]chinoxalin-l,4-dioxid ( 6 , 2  mml) wurden 
in Gegenwart von 1 , 9  ml Ethanolamin (31 mm1) in 4,35 m l  Methanol unter R u h =  
ren und LichtausschluD 42 Stunden auf 50 OC e rh i t z t .  Nach 5 Stunden bei 5 OC 
wurden die gelben Kr is ta l le  a b f i l t r i e r t ,  mit 5 m l  Methanol und 15 m l  Chloro= 
form gewaschen. 1,395 g (Ausbeute 85,6%) wurden i s o l i e r t .  

Eine zweite Synthese wurde ausgehend von 1,338 g [3-I4C] Acetessigsaureethyl= 
e s t e r  wie oben beschrieben mit einer Ausbeute von insgesamt 575,5 mg durch= 
gefu hrt  . 

Reicigunq: Beide Ansatze v o n  [3-14C] Olaquindox wurden mit nicht markiertes 
Material vereinigt.  Die Reinigung er fo lg te  durch Verteilung zwischen Wasser 
und Chloroform und nachfolgender Umkristall isation aus Wasser: 2,766 g 
(13,053 g )  [ 
gelost .  Nach dem Abkuhlen wurde d ie  waCrige Losung dreimal mit j e  270 ml 
(1,3 1 )  Chloroform ext rah ier t .  Die waBrige Phase wurde z u r  Trockne einge= 
dampft (50 OC; 2 0  mbar); der Ruckstand (ca.  2 g bzw. 8 g )  wurde aus 40 m l  
(160  m l )  siedendem dest.  Wasser umkr is ta l l i s ie r t .  Nach 24 Stunden bei 4 OC 
wurden die Kristalle i s o l i e r t ,  mit 5 m l  ( 2 0  m l )  des t .  Wasser u n d  15 ml 
(60 a l l  Methanol gewaschen und uber Phosphorpentoxid getrocknet. 

14 C]Olaquindox wurden i n  270 ml (1,3 1 )  dest .  Wasser bei 60 O C  

Ausbeute: 1,964 g (spez. Aktivitat  10,5 pCi/mg) bzw. 7 ,252  g (spez. A k t i v i =  

t a t  5,45 pCi/mg) [3- CIOlaquindcx. 14 
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Rei nhei  tsprufung: 

Die Reinhei tsprufung e r f o l g t e  a u f  DC-Fer t i gp la t ten  Kieselge l  60 F 254 

(20 x 20 cm; E. Merck, Darmstadt) durch eindimensionale Dunnschichtchromato= 
graphie i n  Chloroform-Methanol (8+2; Rf-Wert 0,451. Nach dem Auskratzen der 
autoradiographisch nachgewiesenen rad ioak t i ven  Kieselgelzonen wurde der  A k t i  = 

v i t a t s g e h a l t  - nach Verbrennung zu[ C]  Kohlendiox id  - durch L i q u i d - S z i n t i l l a =  

tions-Messung bestimmt. D ie  Auswertung ergab e i n e  radiochemische Reinhei t von 

mehr a l s  98%. Aus den Mutterlaugen und den Chloroformextrakten wurden nach 
Reinigung durch V e r t e i l u n g  und U n k r i s t a l l i s a t i o n  noch 6,787 g (spez. A k t i v i =  
t a t  8,4 pCi/mg; radiochemische Reinhei t  ca. 99%) [3-14C]Olaquindox i s o l i e r t .  

14 

Synthese von [ phenyl-U14C] Dlaquindox 

2 -N i t ro -ace t i  U-14C] a n i  l i d  ( I  1) 

Aus vorhandenen Bestanden an [U-14C1Anil in (9, - a l s  Salz de r  Schwefelsaure) 

wurden v e r e i n i g t :  
1,662 g (gemessene spez i f i sche  A k t i v i t a t :  78,3 MCi/mg) 
2,115 g (gemessene spez i f i sche  A k t i v i t a t :  72,9 uCi/mg) 

Irn S c h e i d e t r i c h t e r  wurde obiges A n i l i n s u l f a t  (284,3 m C i )  m i t  10 m l  15%-iger 
Natronlauge v e r s e t z t  und d i e  waBrige Losung m i t  60 m l  D i e t h y l e t h e r  ex t ra=  
h i e r t .  D ie wa0rige Phase wurde verworfen, d i e  e the r i sche  Phase get rocknet  
(Na t r i umsu l fa t )  , i n  e inen Rundkolben ubergefuhr t  und un te r  Ruhren i m  Vakuum 
v o r s i c h t i g  eingeengt. Der Ruckstand wurde i n  13,3 m l  E i sess ig  aufgenomnen 
und m i t  17,02 m l  Acetanhydrid v e r s e t z t .  Nach Temperaturanstieg au f  ca. 40 - 
5 0  OC ( i nnen)  wurde au f  Zimrnertemperatur abgekuhl t  und der Ansatz uber Nacht 

i m  Kuhlschrank aufbewahrt. 
I n  d i e  gekuhlte Losung wurden 8,233 g K u p f e r ( I 1 ) n i t r a t  x 3 H2D (34,l mnol) 
uber 60 Minuten un te r  Ruhren (Magnetruhrer) eingetragen, wobei d i e  Innentern= 
p e r a t u r  durch Kuhlung m i t  einem Eisbad be i  15 - 17 OC gehalten wurde. Zur 
Vervo l ls tandigung de r  Reaktion wurde 30 Minuten nachgeruhrt.  Durch Zugabe 
von 133 m l  dest .  Wasser wurde das Isonerengemisch aus 2 -  und 4-Ni t ro-acet  

[U-  C l a n i l i d  g e f a l l t .  Nath Zusatz von 180 m l  D i c h l o n e t h a n  wurde das Ge= 
misch i n  e inen S c h e i d e t r i c h t e r  i ibergefuhr t ,  d i e  organische Phase abgetrennt 
und d i e  wabrige Phase noch dreimal m i t  je 5 0  m l  Dichlormethan e x t r a h i e r t .  
D ie  v e r e i n i g t e n  organischen Ex t rak te  wurden get rocknet  (Na t r i umsu l fa t ) ;  auf  

14 
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180 m l  eingeengt, e ine  Stunde i m  Kuhlschrank aufbewahrt und d i e  beginnende 
K r i s t a l l i s a t i o n  von 4 -N i t ro -ace t  \ U- 
n-Hexan v e r v o l l s t a n d i g t .  

14 C l a n i l i d  (12) durch Zugabe von 270 m l  

4-Ni t ro-acet  [ U-14C]ani l id  (12)  - wurde a b f i l t r i e r t ,  auf  d e r  Nutsche m i t  n-Hexan 

gewaschen und i m  Vakuurnexsikkator get rocknet :  821 mg (12) m i t  e i n e r  gemessenen 
spez. A k t i v i t a t  von 73,7 pCi/mg (ges. 60,51 m C i  = 21 ,X  Ausbeute bezogen auf  

e ingesetz tes Ani 1 i n s u l f a t ) .  

Das F i l t r a t  wurde a u f  e i n  Volumen von 150 m l  eingeengt, i n  de r  H i t z e  m i t  Ak= 

t i v k o h l e  g e k l a r t  und f i l t r i e r t .  Beim we i te ren  Einengen a u f  e i n  Volumen von 
100 m l  begann spontan d i e  K r i s t a l l i s a t i o n ;  d i e  K r i s t a l l e  wurden z u r  V e r v o l l =  
standigung der  K r i s t a l  l i s a t i o n  uber Nacht i m  Kuhlschrank aufbewahrt, an= 

schlieDend a b f i l t r i e r t  und get rocknet :  2,489 g 2 -N i t ro -ace t  [ U- l4C]ani1 id  
(fi) (183,5 mCi = 64,5% Ausbeute bezogen au f  e ingesetz tes [ U-14C]Ani l insu l= 
f a t ) .  D ie  dunnschichtchromatographisch (Essigester-n-Hexan 1+1) m i t  anschl ie= 
Rendern Radioscan e r m i t t e l  t e  radiochemische Re inhe i t  be t rug  ca. 98%. 

[U- 4C] Be nzof u roxa n ( 14 ) 

2,489 g 2 -N i t roace t  [ U- l4C]ani1 id  (11; 13,8 r n m l )  wurden m i t  30 rnl 5%- iger  
Natronlauge bei  90 O C  Innentemperatur 1 Stunde ge r i i h r t ,  anschlieDend au f  
60 OC abgekkhl t  und nach Zugabe von 1 1  m l  Chlorlauge (157 g C h l o r / l )  we i te re  

3 Stunden nachgeruhrt.  Beim Abkuhlen i m  Eisbad v e r f e s t i g t e  s i c h  das g e b i l d e t e  

gelbe U1, wurde von der  waRrigen Reaktionslosung abgetrennt  und nacheinander 
m i t  10 m l  Eiswasser, 5 m l  1N Salzsaure und 10 m l  Eiswasser gewaschen Nach dem 

Trocknen uber Kal iumhydroxid i m  Vakuum wurden 1,754 g [ U-14C] Benzofuroxan 
(3) (93,4% d .  Th.) e rha l ten .  

2- N- (2  '-Hydroxyethyl 1-carbamoyl -3-methyl jphenyl - U l 4 C ]  ch inoxal  i n - l Y 4 - d i  = 
o x i d  ( l b )  

Zu e i n e r  Losung von 2 g Ethanolarnin ( 1  ,96 r n l ;  32,8 m m l )  i n  1 1  m l  Methanol 
wurden zwischen 0 - 10 OC un te r  Ruhren 1,73 ml f r i s c h  d e s t i l l i e r t e s  Diketen 
g e t r o p f t .  Bei Zimmertemperatur wurden 1,754 g [U-14C]Ben;ofuroxan (12,9 m m l )  
ge los t  i n  1.9 m l  Dimethylformamid au f  e i n m l  hinzugefugt. Nach 30 Minuten 
Ruhren wurde angeimpft und 70 Stunden stehengelassen. Nach dern Absaugen wurde 
zunachst r n i t  k a l  tern Methanol , dann m i t  Tetrachlormethan ufid n-Hexan gewaschen 
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und d i e  gelben K r i s t a l l e  au f  de r  Nutsche trockengesaugt: Rohausbeute 2,989 g. 

Zur Reinigung des Rohprodukts wurde i n  200 m l  d e s t i l l i e r t e m  Wasser ge los t  und 

70 Stunden k o n t i n u i e r l i c h  m i t  Tetrachlormethan e x t r a h i e r t .  Die waBrige Lcsung, 

d i e  das g e r e i n i g t e  Produkt e n t h i e l t ,  wurde b e i  ca. 40' Badtemperatur i m  Vaku= 
um-Rotationsverdampfer u n t e r  L i ch tschu tz  eingedampft: 2,592 g re ines  14C-mar= 
k i e r t e s  Olaquindox. Die gemessene s p e z i f i s c h e  A k t i v i t a t  be t rug  49,5 p Ci/mg. 
(Radiochemische Gesamtausbeute: 46% berechnet f u r  e ingesetz tes [U- I4C]  Ani l i n =  

s u l f a t ) .  

D ie Tetrachlormethan-Losung wurde gemeinsam m i t  a l l e n  waRrigen Mutterlaugen 
(aus Voransatzen) nach Zugabe von 1 g n i ch t - rad ioak t i vem Olaquindox z u r  Trock= 

ne eingedampft. Der Ruckstand wurde i n  dest. Wasser aufgenomnen und wie oben 

beschrieben m i t  Tetrachlormethan e x t r a h i e r t .  Nach Aufarbei tung wurden 1,092 g 
Reinsubstanz m i t  e i n e r  spez. A k t i v i t a t  von 11,l pCi/mg i s o l i e r t .  Die radioche= 
mische Gesamtausbeute erhohte s i c h  dadurch au f  142,9 m C i  ( =  50,2% bezogen au f  

14 e ingesetz tes [U-  C] A n i l i n s u l f a t ) .  

Reinhei t sp ru fung :  

Die Reinhei tsprufung e r f o l g t e  a u f  DC-Fer t igp lat ten Kieselge l  60 F 254 (20 x 
20 cm; E. Merck, Darmstadt) und zwar i n  folgenden Fl ieRmit te lsystemen:  
eindimensional: Chloroform-Methanol 8+2 (v+v) 

zweidirnensional: 1. Chloroform-Methanol 8+2 (v+v) 

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

Die De tek t i on  der  rad ioak t i ven  Flecken e r f o l g t e  durch DC-Scanner I 1  
(Be r tho ld  - Fr ieseke)  sowie Autoradiographie m i  t Agfa-Curi x-c l  earbase-Fi lm.  

D ie q u a n t i t a t i v e  Auswertung e r f o l g t e  m i t t e l s  nachgeschalteter I n t e g r a t i o n s f i n =  
h e i t  zum DC-Scanner. Daruberhinaus wurde d i e  gesamte K iese lge l f l ache  ( e i n d i =  

mensionale Laufs t recke von S t a r t  b i s  F l i e R r n i t t e l f r o n t )  anhand des autoradio= 
graphischen B i l d e s  i n  9 Zonen a u f g e t e i l t ,  deren R a d i o a k t i v i t a t s g e h a l t  i n  In=  
stagel/Wasser 10+4 durch LS-Messung best imnt  wurde. Daraus errechnete s i c h  d i e  
radiochemische Re inhe i t  zu mindestens 98,3%. 
Autoradiographisch l ieRen s i c h  neben e i n e r  schwachen Rad ioak t i v i t a t szone  am 
S t a r t  zwei w e i t e r e  schwach a k t i v e  Verbindungen m i t  groRerem Rf-Wert a l s  
Olaquindox nachweisen. 
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