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SYNTHESE DES ISMRES (E) ET (z) DE LA PHENYLHYDRAZONE DE L'I-EXANAL (noyau 14c - u)* 
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Laboratoire de Chimie e t  Biochimie Pharmacologiques e t  Toxicologiques. 
Un i t6  Associ6e au CNRS en Wveloppement Concert6 avec l'INSERn, UA 400, 45 
rue des Saints Phres, 73270 Par i s  cedex 06, France. 

SUMMARY 

Synthesis and chromatographic separation o f  (E)  and (Z) isomers o f  (ring-U- 
l4 C) hexanal phenylhydrazone 2 : (ring-U-' 4C)  phenylhydrazine hydrochlo- 
r i d e  1 was synthesized from labe l l ed  a n i l i n e  hydrochloride, and pu r i f i ca -  
t i o n  was accomplished by reverse phase low pressure l i q u i d  chromatrography. 
The crude f ree  base o f  1 was condensed w i t h  hexanal t o  give a mixture o f  
(E) and ( 2 )  isomers o f  2. The condit ions f o r  t h e i r  separation by reverse 
phase HPLC were optimized on an ana ly t i ca l  column and then used for the 
preparative work which was the most e f fec t i ve  and fastest  method. 
Structure and conf igurat ion o f  (E) and (Z) isomers o f  (ring-U-14C) hexa- 
n a l  phenylhydrazone (SA = 13.3 mCi/mmol) were proven by ' H-NMR and mass 
spectroscopy. 
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INTRODUCTION 

Certaines phhnylhydrazones sont de t r h s  bons i nh ib i t eu rs  des lipoxygenases 

(1-23. Dans l e  cadre d'une Btude du mecanisme d ' i n h i b i t i o n  par ces campost% 

nous avons montrd que l a  phenylhydrazone de l ' h e x a n a l z  es t  un substrat  

su ic ide  de l a  1ipoxygBnase-I de soja. L ' u t i l i s a t i o n  de ce t te  phenylhydra- 

zone uniformement marqu6e au 

en Bvidence une Bventuel le f i x a t i o n  covalente du noyau phenyle au s i t e  a c t i f  de 

1 enzyme. 

1 4  C sur l e  noyau aromatique a pour bu t  de mettre 

RESULTATS ET DISCUSSION 

1 4  
La synthhse de l a  phenylhydrazone de l ' h e x a n a l z  marquee au C n 'es t  pas 

dec r i t e  dans l a  l i t t e r a t w e .  Or, pour 1'8tude sur une gventuel le f i x a t i o n  cova- 

l e n t e  du noyau phhnyle de l'hydrazone 2 sur l a  protBine il est  necessaire de 

disposer du produ i t  marque dans l e  noyau. 

* Ce t r a v a i l  f a i t  p a r t i e  de l a  these de Docteur IngBnieur de JBG, soutenue B 
1'Universi tB P ie r re  e t  Marie Curie, Par is  V I ,  l e  18-11-1985. 
** To whom requests should be addressed. 
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Le present memoire decrit la synthbse de la phgnylhydrazone de l'hexanal 
(noyau 
tographie liquide preparative & haute performance (CLPHP) en phase inverse. 

14 
C-U) 2 et la separation de ses deux isombres (E) st (Z) par chroma- 

Nous avons obtenu la phenylhydrazone 2 non radioactive en faisant reagir la 
phenylhydrazine 1, fralchement distillbe, avec un equivalent d'hexanal dans le 
methanol sous argon, & la temperature ambiante. Aprbs purification par distil- 

lation, l'hydrazone 2 est caractgrisee par rgsonnance magnetique nucleaire du 
proton 
masse (SM). L'analyse detaillee (250 MHz) du massif du proton H, permet d'esti- 
mer & environ 70/30 les proportions des deux isombres (E) et (Z) (3) (Fig.1). 

1 (RMN- H) ,  par spectroscopie ultraviolette (UV) et par spectrometrie de 

Figure 1 : Isomhres ( E l  et (Z) de la phenylhydrazone de l'hexanal. 

14 3 
La preparation de la phenylhydrazine 1 marquee au C ou au H, & partir de 

l'aniline radioactive, est dgcrite (4-61, mais aucune methode de contr8le de sa 
puret.6 n'est mentionnee. 
Nous avons prepare le chlorhydrate de la phenylhydrazine C-U 1 & partir du 
chlorhydrate de l'aniline 
en rgduisant le sel de diazonium par l'anhydride sulfureux. Le contr8le de 1 
par chromatographie en couche mince n'btant pas satisfaisant, son analyse a bt.6 
effectuee par chromatographie liquide & haute performance (CLHP) en phase 
inverse. La purification de 1 peut &re realishe par chromatographie liquide B 

basse pression en phase inverse. 

14 

14 
C-u (activit6 specifique = 492 MBq/mmol), selon (4), 

En suivant la methode de preparation de l'hydrazone 2 non radioactive nous 
avons obtenu le produit 2 brut radioactif qui, analyse par CLHP en phase in- 
verse, contient deux impuretes radioactives avec des temps de retention trbs 
voisins de ceux des isombres (E) et (2). Des essais de purification par CLPHP 
en phase inverse pour les Bliminer ont Bt6 infructueux. Nous avons donc BtB 
amen& & modifier les conditions opbratoires. La condensation de la phenyl- 
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14 '  
hydrazine 
presence d'oxyde de baryum et sous atmosphere d'argon, a permis d'acceder ais6- 
ment B l'hydrazone radioactive 2. L'analyse du produit brut par CLHP en phase 
inverse montre qu'on a seulement le melange des deux isomgres (E)(62%) et (Z) 
(38%), donc en proportions assez prochea de la synthbse non radioactive (70/30). 
Les conditions optimum de separation de 2(E) et 2(Z) par CLHP en phase inverse 
ont Bt6 trouvees sur une colonne'analytique, ce qui nous a permis de les 
adapter B l'echelle preparative pour l'obtention des isomeres (E) et (Z) de la 
phenylhydrazone de l'hexanal (noyau " C-U) 2 purs. 

C-U 1 base non purifiee sur l'hexanal en milieu Bthanolique, en 

Les resultats de leur etude biologique seront publies separement. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Le spectre UV a Btd obtenu au moyen d'un spectrometre KONTRON UVIKON 810. 
Les spectres de RMN-'H ont Bt6 enregistres sur les appareils VARIAN EM 390 
(YOMHz) ou BRUKER WM 250 (25mHz). Le SM a 6t6 effectue sur un spectromhtre 
RIBER R 1010 equip6 d'un calculateur POPE. La CLHP a BtB realisde avec les 
appareils WATERS : pompes Modbles 590 pour l'analytique, 590 EF pour la pr6pa- 
rative ; injecteurs U6K ; detecteurs UV B bande variable 481; Colonnes PRO- 
LAB0 : Silice greff6e C18 en 5 pm S5 ODS 2 (25cm X 4,6 nun) en analytique, S5 
ODS 2 Prep 20 (25cm X 20 mm) en preparative. 

t 

14 Chlorhydrate de la m y  lhydrazine C-U 1 : 

Dan- un ballon conique de 5 ml on introduit 6,4 mCi (0,48 mmol, AS = 13,3 
mCi/mmol, 1 mCi = 37 MBq)de chlorhydrate d'aniline 
Marquees, C.E.N. Saclay) en solution dans 0,5 ml d'eau saturge d'argon et 0,14 
ml d'acide chlorhydrique B 13 X. La solution est refroidie B environ -5O C, 
puis on ajoute, sous courant d'argon et agitation, la solution refroidie de 
38mg de nitrite de sodium dans 0,2 ml d'eau. Le melange est agit6 pendant 3 mi- 
nutes et la solution jaune Claire de sel de diazonium est pipetee, ajoutee 
goutte k goutte, en 5 minutes, B 4.7 ml d'une solution aqueuse saturee d'anhy- 
dride sulfureux et refroidie h -5* C. Pendant la reduction du sel de diazonium 
on continue B introduire l'anhydride sulfureux en refroidissant et en agitant. 
On prolonge l'agitation pendant 15 minutes, laisse le melange remonter B en- 
viron 5OC, puis ajoute 0,23 ml d'acide chlorhydride concentrb. La solution 
coloree en rouge est d6coloree avec du charbon active et filtree sou8 courant 
d'argon. Le produit est port6 B sec puis mis en solution dans du methanol 
sature d'argon. On obtient 5,09 mCi de chlorhydrate de phenylhydrazine 

14 
C-U (Service des Molecules 

14 C-U 1 



300 Do-Cao-Thang et al. 

(Rendement = 79,5 X) qui, analyse par CLHP en phase inverse, contient des 
traces d'aniline. CLHP = aolvant : methanol (30), eau (701, TEA (0,5O/oo); 

debit : Iml/min ; chlorhydrate de phenylhydrazine (7,3 min), chlorhydrate 
d'aniline (9,6 min.). 
Ce produit est utilise pour la reaction suivante. 

Purif icat ion de 1 : 

Pour une autre etude biologique, le produit 1 est purifie par chromatogra- 
phie liquide B basse pression en phase inverse et sous atmosphere d'argon, 
avec un appareil Miniprep LC Jobin-Yvon rempli de phase P-20 ODS Whatman ; 
l'blution est effectuee avec le melange methanol (60)-eau ( 4 0 ) .  

1 4  
Phhylhydrqzone de l 'hexmal  (noyau C-U) 2 : 

14 
A 1,89 mCi (0,142 mmol) de phenylhydrazine C-U base, fraschement liberee 

de son chlorhydrate, en solution dans 0,5 ml d'bthanol sature d'argon dans un 
ballon conique de 10 ml, on ajoute sous atmosphbre d'argon et agitation 66 mg 
( 0 , 4 3  mmol) d'oxyde de baryum, puis goutte h goutte la solution de 0,25 mmol 
d'hexanal dans 1 ml d'bthanol sature d'argon. On bouche le ballon et agite le 
melange B la temperature ambiante pendant 30 minutes environ. Le melange jaune 
clair est filtre sous atmosphere d'argon et l'oxyde de baryum, lave avec 
l'ethanol sature d'argon. 
On recueille ainsi 0,975 mCi de produit z qui, analyse par CLHP en phase 
inverse (Figure 21, ne contient pas d'impuretes ayant des temps de retention 
voisins de ceux des deux isombres ( E )  et (Z). Le pourcentage d'isombres obtenu 
dans la synthbse radioactive est de 62 X de (E) et 38 X de (Z). I1 est assez 
proche de celui trouve (70/30) lors de la synthbse non radioactive de 2 opBr6e 
sur des quantites plus importantes. 
La separation isomerique effectuee par CLPHP en phase inverse (Figure 3 )  permet 
de recueillir 0,171 mCi d'isombres (E) et 0,135 mCi de ( 2 )  purs. 

Ph6nylhydrazcme de l'hexapal non radioactive 2 : 

.Eb,,, : 16O-16Io C 

.UV (EtOH) :Amax 273 nm (E117000) 

.RMN 'H (CDC1,) S(ppm/TMS) : 0,9-1,0 (m, 3H) ; 1,3-1,7 (m,6H) ; 2,1-2,3 
(m,ZH) ; 6,5-6,8 (m,  IH) ; 6,9-7,3 (m,6H). 
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1 I I J 
1 5  min 10 5 0 

Figure 2 : Analyse par CLHP en phase inverse du melange 2 (E) e t  2 ( Z )  : 

MeOH (80) - H20 (20) - TEA (0,5"/00), 1 r n l h i n ,  UV = 273 nm. 

50min 40 30 20 10 0 

Figure 3 : Separation par CLPHP en phase inverse de 2 (E) e t  2 (Z) : MeOH (70) - 
H20 (30) - TEA (o,5°/oo), 10 ml/min, UV = 273 nm (-) ; radiochrornato- 

gramme par comptage (-----I. 
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.Llanalyse & 250 MHz du massif du proton H, (6,5-6,8 ppm) permet de d is -  

t inguer l a  conf igurat ion des deux isomhes (E) (6,8, t, J = 8Hz) (70 X) e t  (Z) 
(6,5, t, J = 5 Hz) (30 %) (Figure 1). 

.SM m/e : 190 (M), 161, 133, 93, 77. 
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