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The preparations of 1.~-bcnsiroxaso~e-3-.c.tic acid labelled with 
14C in porition a o r  B of the ride chain are dercribed. a-14C acid war 

obtained from 4-hydroxy cormrarin [3-14C] via Prier rearrangewnt of phenyl 
acetate [methyl- B -l4C acid war ryntherized from 4-hydroxy comarin 
[Z-14C] obtained from "C-diethy1 carbonate. Labelled poritionr were deter- 
mined by purr spectrometry and were in agreem8nt with the propored reaction 
rchew . 

14 
C]. 

m s m  : - 
Nour d6crivonr danr ce travail. deux rynthbrer de l'acide bensiroxa- 

sole-1.2 ac6tique-3 mrqu6 rerpectivmmnt au carbont 14 en poritionra et6. 
L'acide 14C-a eat obtenu A partir d'hydroxy-4 c o m a t h e  ( C-3) rynth6tir6e 
A partir d'hydroxy-1 ac6tophCnone (14C-CE3) obtenue par t68CtiOn de Frie6. 

L'acide "C- B eat rpth&tir6 A partir d'hydroxy-4 cormrarine "C-2 
obtenue A partir de carbonate d'6thyle "C. Lea poritionr do mrquage ont 
6te contr616er par rpectrom6trie de marre e t  ont confirm6 le rch6ma reac- 
tionnel ruppor6 du rCarrangement en acide benriroxarolt-1,Z adtiqua-3. 

14 
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INTROWCTXOW 

P. lhurel, J. P. Noel and J. P. Beaucourt 

Lcr dCriv6r du bcnziroxarolc-1.2 ont de nombraurcr utilirationr 

indurtricllcr (1). Parmi car compor6r, l'acide bcnriroxarolc-1,2 ac6tiquc-3 
= 1 joue un rela important. I1 peut me rubrtituar A l'acide indolylac6tique-3 

et re comporter en irostbrc de ce produit comma r6gulatcur hormonal des 
v6gCtaux (2). 

i 

11 scrt aurri d'intcrmldiaira dc rynthiher A dc nombrcux ddriv6r 
d'activit6s phannaccutiquas divcrrar I antirparmodiqucs (3.4). anticonvul- 

rants (5).antitubcrculaux (6) ou antir6rrrpiniqucr chct 10s a n h u x  ( 6 ) .  

Lcr 6tudcr do biodirponibilit6 et dc m4taboliuoe dc cer composdr n6carri- 
tent lrur marquagc par lc carbone 14. Nour nour ~OIIIIICI int6rerrbr A la 

rynthbsa do l'acidc banziroxatola-1,2 acdtiqua-3 Lmnrqu6 nu carbone 14 en 
poritionu - 0uB - dc la chatnc lat6ralc. 

DISCUSSION 

Unc ryntharc clnrriquc dar bcntiroxazolar 2 conrirta h obtcnir dcr 
s y n - o x h r  rubrtitu6es en ortho (X  - P. Cl, Br, I. NOz. OH. OR) st A 
r6aliscr an catalysc basiquc una 6limination du groupement X (1.8) solon 

le Schema 1 . 

Sch6mn 1 : 

R 

@ - Q-rR 
X 

Cependant, loraquc R a r t  una groupemant carboxyliquc, una dCcomposi- 
tion du cycle benziaoxatolc art possible, ainri qu'un r6arrangement dc 
BECKHA" dc l'oximc conduirant A un m6lange dc bcnziroxazolcr at dc benzo- 
xazoles (1.9). 

Un autre type de synthbse d'acide bcnzisoxazolc-1,2 ac6tiquc-3 con- 

siete & traiter l'hydroxy-4 counurine & par l'hydroxylunine : un r6arr.n- 
gement dc l'oxime form6 2 conduit au cycle benziroxarolc-1.2 &(lo-13). - 



Le rch6ma r6actionn.l ruppor6 du rb8rrangeaent ert donn6 ci-derrour 
(Schdnu 2). 

Sch6mm 2 : 

Un nurquagc our 1e C-2 de l’hydroxy-4 counurinc doit conduire A 5 
marque our 10 c8rbox~lc. 810rB quo & nurqub our C-3 doit conduire A _3. 

arrqub en porition a .  
Pour obtenir l’8cidc benzirox8tole-l,2 8cCtique-3 14C-a (g) ou 

14C- 6 (2) et pour vbrifier lc rch6nm du r68rr8ngemant, noun 8vonr utilisd 
lc mode Opbr8tOire d6crit d8nr lea SchCnur 3 et 4. 

- 

- 

1) Synthhre de 1’8cide benziroxazole-1.2 8c6tique-3 (“C-d - 18 - 
Schema 3 i 

I * I * * 
8 8 C 0 3 1  CHgOH jICH3+CH3COON8 +CH3COC1 

* 
OH 

4 
OH * 

2 
OH 
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14 Le chlorure d'ac6tyle ( C-2) obtenu de manibre uruelle I partir de 
carbonate de baryum "C I forte activite rp6cifique (46 mCi/ppHole) eat mi. 
en rCaction avec du ph6nol pour obtenir avec un rendamant de 80% l'ac6tate 
de phenyle (14C-rnCthyle) 2. Ce dernier, en pr6rence de A1C13 et par chauf- 
fage, rubit une tranrporition de Prierr donnant la mClmge de para- et 
d'ortho-hydroxy acCtoph6none (14C-2) a et 5'. . Lea er ra i r  de transpo- 
rition en pr6rence de lumibre W et de carbonate de potarrium (14-16) n'ont 
par at6 ratirfairantr. Par chauffage, la rCaction eat relativement lente 
(4h) ct lc randement en d6rivC ortho rn'crt par favorable (2 1 252 : 
1 752). Pour pourruivra la r6action. nous avonr da r6parcr e t  par 
chromatographie liquide preparative (colonnc de gel de rilice 6lu6e au 
chloroform). 

La traitrment du dCriv6 ortho& par le carbonate de di6thyle fournit 
l'hydroxy-4 cowurine (14C-3) 2 qui, rour l'action de l'hydroxylamine. 
conduit au d6riv6 attendu 1. avec un randement dc 262. art enruite 
purifiC par chromatographie liquide our gel de riiice danr la eystbme de 
rolvantr cyclohexane 1 90, dioxanne 1 25, acide ac6tique 1 4. 

- - 

- - 

Nour avone ainri obtenu 22 m C i  (A.S. - 46 mCi/n)lole) dc & contrbl6 
par CCH. CLHP et rpectrom6trie de marae. Le apectre de marre prrmt de 
verifier la position de marquage au 14C en position a . 

14 2) Spthbre de l'acide bendroxarole-1,2 acCtique-3 ( C-B)& 

Le carbonate de diethyla , obtenu A partir de carbonate de baryum 
(17) via 1e carbonate d'argentq, eat utilirC ranr purification. Par r6ac- 
tion danr 1'6thanol abrolu our 1'orthohydroxyac6toph6none 2, on obtient 
l'hydroxy-4 coumrrinc (14C-2) avec un rendement faible de 16%. Ce campo- 
86 art trait6 par l'hydroxylmine en solution Cthanolique pour fournir 
- lb avec un rendement de 26% aprbr purification par chromatographie liquide 
moytnne prerrion our gel de ailice (cyclohexane 1 90. dioxanne 1 25, acide 
acCtique : 4). 
- lb a CtC contrble par CCX. CLHP, rpectrom6trie W et rpectrombtrie de 
Um6le. Le spectre dc marre a confirme la aurquage aU "C our la porition 6 

- 
- 

- 
- 

- 
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Carbonate d*argm~t-'~C - 
A 19.98 g (117 &lea) de nitrate d'argent. dirrout A 1'8bri de la 

lumibre d8nr 55 rl d'c8u dirtillla. on ajoute 687 m C i  de carbonate de 

baryum (A.S. 30 mCi/mHole I 22.9 &lea). La rutpcnrion eat agit6e pendant 
17 heuree A 1'8bri de 18 lumibre. 

Le pr6cipitC eat filtr6, lave A l'eau dirtillale, A l'ac6tone puir A 1'6- 
ther 8nhydre. Le produit 5 (3 .9 g : rendeaunt I 95Z) eat t6cM roue vide 
dynlmique pendant 5 heurer, puir uti1i.C pour 1'6tape ruiv8nte rant contra- 
la ni purification. 

- 

C 8 r b o ~ t e  de di4thyle "CO -1. 
A 25 ml dc dimathyl formwide dirtill4 our anhydride phorphoriquc 

ront ajoutCr, rour amorphbre d'azote, 12 m l  (149 Idlolea) d'iodure d'tthyle 
et 4.6 ml (33 mHoler) de tri6thylamine dirtill6e rur potatre. Aprbr une 
demi-heure d'agitation A tamp6rature ambiante, on ajoute 1e C8rbOnAte 
d'argent radi08Ctif 2. 

L'agitation eat maintenue durant 6 heurer. Puir on 8jouta 16.22 m1 de 
triCthylmine (116 dolea) et on rgite 17 heurer. 40 rl dc cyclohexme ront 
810tr ajoutCr et l'agitation eat pourruivie pendant 2 heurer. A la rolution 
filtrCe ront ajoutCr 25 m1 d'une rolution tampon A pH7 (dihydroghophor- 
phate de potarrium et hydroglnophorphate dirodique) e t  25 ml d'une rolu- 
tion raturle de chlorure de rodium. Aprbr agit8tion et filtr8tion. on re- 
cueille 18 ph8te organique et on extr8it la phare aqueure troir foit 8vec 

70 rl de cyclohex8ne. 

- 

On obtient ainri  452 m C i  de 1 brut (rmdemcnt radioactif : 652). 
La dirtillation du cyclohex8ne eat effectu6e avec pr6cautian pour 

limiter lea perter d'8ctivitC. Le rtridu eat reprir par du benzbne. On 
dirtille A nouveau m e  partie du rolvant puir on truiafbre A la rupe roue 
vide le mllange bentbne-c8rbon&te d'6thyle pour 6limin.r un prlcipitl 

- 

blanc. 
On rccueille ainri 402 mCi de 2 en rolution benzenique (randement 

radio8ctif I 58.52 par rapport 8u carbon8te de baryum). 

14 BjdrOxy-4 cotmarine ( C-2) 
Au carbon8te d*6thylc-14Cz on ajoutc 25.75 m l  d'une rolution d'6thy- - 

late de sodium 1.3 kl et 1 ml (8.31 dialer) d'hydroxy-2 acttoph6none 2. - 
La rolution eat agit4c puir l'6thanol eat dirtill6 en maintenant le volu- 

me constant par addition da benzbnc. Unr foir l'lthanol 61imin6, un prlci- 
pit6 orange apparaft. Le melange rhctionnel eat lnrintenu au reflux pend8nt 
15 heurer. 
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Apres retour A la tempdrature ambiante. l’hydrolyse du melange est 
effectuCe par 50 ml d’eau distillee. La phase aqueure ert rCcupCrCe et 

acidifiee A pH 4. Le prCcipit& obtenu est filtrC, sCchC puis repris A 
1’Cthanol anhydre pour donner 67.4 mCi  de & (rendement radioactif : 162) 
que l’on contrdle par C.C.H. our gel de silice (rolvant : dichlorodthane : 

95. Cthanol : 5, Rf. : 0.36). 

PuretC rrdiochimique : 942. 

Acide bcnrisoxazole-1,Z acdtique-3 (14C-6) - lb - 
A 528 mg (7.6 dialer) de chlorhydrate d’hydroxylamine. on ajoute 

10 ml d’une solution d’ethylate de sodium 0.74 H (7.4 Moles) puis l’hydro- 
xy-4  coumarine (14C-2) dissoute dans 30 ml d’Cthano1 anhydre. La 

solution est chauffde au reflux pendant 9 heures. 
- 

L’ithanol est Climinl par distillation 1 1’Cvaporateur rotatif puir 

le rCsidu est repris par une solution de bicarbonate de sodium A 1OZ. 

L’extraction A l*Cther permet d’6liminer l’oxime non radioactive formbe 

(lo) . Le pH est amen6 entre 3 et 4 par addition d’acide chlorhydrique 2N 

puis 2 est extrait A 1’Cther. 
- 
- 
I1 est ensuite purifiC par chromatographic liquidc sous moyenne 

pression (appareil JOBIN W O N )  sur colonne de gel de silice Lichroprep Si 
60 15-25 bm (60g) (rolvant I cyclohexane : 90. dioxanne : 25. acide acCti- 

que : 4 - debit : 2.5 mllmin-detection par refractdtrie) 18.6 mCi de 
pur sont obtenus (rendement : 262 par rapport A 2b) , 

- 

La puretb radioactive de a et6 contrdlee : 

1) par CCU rur gel de eilice dans len deux syetemes de eolvants 
- 

suivrnto : 

- benzene : 90, dioxanne : 25, acide acetique : 4. 
(Rf : 0 , 4 5 )  

- benzene : 4 5 ,  methanol : 8 .  acide acCtique : 4. 
(Rf : 0.42) 

2) par CLHP en phase inverse 12-18 
Solvant : methanol : 5 0 .  eau : 50.  Acide heptanerulfonique : 0.5 

- Ddbit I 1.5 mllmin. 

Tempe de retention : 6 min 28s. 

La purete chimique est determinee Cgalement par spectrophotomCtrie 

U.V. quantitative dans le mCthano1 . 

h max - 302.5 nm X max2 - 278 nm maxg - 266.5 nm 

h rainl - 286.5 nm h min2 - 272 nm h min3 - 238.5 nm 
1 
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L'enremble der contrOler montre que 2 a une puretC chimiquc et 

L'ACtiVitC rpbcifique, dCduite du dosage par rpectrdtrie U.V. at 

radiochimiqua rup4rieure A 992. 

comptage par rcintillation liquide eat de 28 mCi/dlole (1.04 GBq/dlole). 

14 Acbtate de phbnyle ( C-2)A 
14 A 505 mCi d'AC6tate de sodium ( C-2) (46 aCi/mHole. 11 Moles) en 

ruspenrion dane 10 ml de benzbne anhydre, on ajoute en 10 minuter et 1. O'C 
1.1 ml (15.2 doles) de chlorure de thionyle en rolution d a m  10 ml de 
benzhe anhydre. On agite enruite le dlange A tempCrature mbiante pendant 
lh30. 1.64 g (17.4 PlHoler) de phbnol en solution &nr 10 m l  de benzine 

anhydre ront verrbr rur la m61ange puir la rolution eat chauff6e au reflux 
pendant 5 heurer. 

La rolution eat reprise par 20 ml d'eau. On extrait 1e produit obtenu 
4 quatre foil par 20 ml d'Cther. La phare 6thCrCe eat lrv6e troir  foil par 
30 ml de roude normale. La rolution e r t  rCchCe rur sulfate de mgnhium. 
w 

On recueille 400 mCi de 2 (rendement 802) avec une puretb radiochimi- 
que de 802 contrelee par CCH rur gel de rilice danr le rolvant : m6thanol : 
10. benzene : 90 (Rf : 0,64). 

Hydroxy-2 ac6tophCnone (14C-2) 2 - 
Dane un ballon contenant 2,3 g (17 mHole8) de trichlorure d'alumi- 

nium, on ajoute goutte A goutte 10 ml de rulfure de carbone puir goutte A 
goutte la solution de 2 (400 mCi : 8.7 Moleo) d a m  20 ml de rulfure de 
carbone. 

- 

Le melange eat port6 A reflux pendant lh 30min. puir agite oour 

atmosphhre d'azote, une nuit A temperature unbimte. Le rulfure de carbone 
est alorc eliminc par dirtillation. Le rCridu. chauffe A 145% pendant 4 

heureo puir refroidi. eat hydrolyre par 20 ml de HCl N puir 15 ml d'eau. 
La phase aqueuee eat extraite AU toluhe e t  la gome rertant danr le 

ballon diseoute danr du methanol. Les phase8 organiqueo ront rasrembl6es et 

analyrees par CCM our gel dc rilice. 

Solvant : chloroforme : 100 
Rf : hydroxy-4 ACCtOphenOnt : 0.14 
Rf : hydroxy-2 ACbtOphbnOn13 : 0.67 

352 d'ieomere ortho LA, 602 d'irombrc para 

Le melange de produitr ert rbparb sur une colonne ($ : 40 mm. L : 220 
mm) de gel dc silice (Lichroprep S i  60. 40-60 m) CluCe AU chloroforme pour 
fournir 103 mCi d'hydroxy-2 acbtophbnone exempte de l'irombre a (pu- 

et 52 d'impurete ront - - 
obtenur . 
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rere radiochimique 1 96,62).Le rendemant aprbr purification eat de 20.52 
par rapport A l'acdtatc de rodium (%2). 

14 fi7drOxy-r couuriue ( C-3) 2. - 
On ajouta L une solution &thanolique de 3.80 ml d'dthylatc de 

radium 2 , W  (8.75 mHolcr) contenant 0,425 m l  (3.50 Woler) de carbonate 
d'dthyle. On dirtille 1'6thanol. tout en mintenant conrt8nt la volume par 
addition dc benzbne anhydre. Un prdcipite orange apparatt. La rolution art 
chauffde au reflux pendant 15 heurar. 

- 

Aprbs retour A la temperature ambiantc, ellc cat hydrolyrde par 40 
m1 d'cau. La phre aqucure eat acidifiec par HCl 6N jurqu'l pH 4 at la 
prdcipite jaunc pale obtenu, rccucilli our frittd, eat reprir A l'dther 
puir purifid par chromatographie liquide rour moycnne prtssion (apparcil 
JOBIN-WON, 50 g de gel de rilice Lichroprcp Si 60 15-25 Urn.  Eluant di- 
chloromCthanc 1 95, ethanol 1 5 - Dabit : 2 nllmin). 

On recuaille finalement 43 mCi d c z  avec unc purcte radiochhique de 
952 contrdlec par chromrtographie our couche mince dc gel de rilice (rol- 
vant 1 dichlorombthanc I 95, ethanol 1 5) 

Rendemant radioactif I 412. 

14 Acide bentiroutole-1.2 acatique-3 ( C - a )  1. 
La preparation dc l'acide bcnriooxarolc-1.2 acdtique-3 ( C-a) 2 A 

partir de 43 m C i  d'hydroxy-4 counurine ( 1 4 C - 3 )  2. art conduitc de facon 
identique A celle du produit (14C-B) B. On obtient 322 du produit attcndu 
la et 632 d'hydroxy-4 counurine 2 n'ayant par rdagi. 

14 - 
- 

- 
- - - 

Purification dc 2 

1) par chromatographie liquide sour moyenne prerrion (appareil JOBIN- 
WON) our colonnc dc gel de rilice (Lichroprep Si 60 15-25 vm I 608 : 
rolvant 1 cyclohexane 1 90, dioxannc : 25, acide acdtiquc 1 4 : ddbit 2,5 
mllmin : detection par rdfractdtric). 

2) par CLHP prdparative rut colonne de S1L 'Sup RS' (eluant cyclohe- 
xane 1 75, dioxanne 1 25, acide acetique 12 - ddtection de radioactivit6). 
On obtient ainri 11 mCi d'acide 1_.. - 

ContrOler dc purete de la 
La puretd radiochimique art contr0lde par : 
-------------- = 

1') CCn our gel de rilice danr Ier deux ryrtbmer de rolvants 
ruivante : 
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1) benzbne : 90. diox8nne : 25, 8cide acbtique : 4 
(Rf : 0.45). 

2) benzbne : 4 5 ,  mbthanol : 8 ,  8cide 8c6tique : 4 

(Rf : 0.42). 
2 ' )  p8r C.L.B.P. en ph8re inverse C-18 dans 1e solv8nt : dth8nol : 

SO, e8u : SO, acide hept8neru1fonique : 0 . 5 .  

(d6bit 1.5 ml/ min - temps de r6tention : 5 min 38s). 
- La purctb chimique dc 1. eat d6termin6e par rpectrdtrie U.V. A - 

280 nm danr 1e dthanol. 
Le produit 2 prbrente d m r  l'enremble der contrOlor uno puret6 

L'aCtiVit6 rpbcifique d6duite p8r dor8ge on rpectrdtrie U.V. ot 
chimique at r8diochimique rup6rieuro A 992. 

comptage pmr rcintillation liquide eat de 46 aCi/aHole (1.7 GBqlaHole). 

Wtetmin8tfon des positions de nrquagp do 1. 2 par spscttdtrio de 
u r s e  

- - - 
14 1) acide benziror8zole-1,2 acbtiaue-3 ( 

Lc rpectre de marre obtenu par imp8ct 6loctronique pr6rente lor pica 
/e 177-179 (P-1 12C et 14C) '/a 159. 161 (P-B20, "C et 14C). Ces pice m 

pr6rentent 1e doublet irotopique "C et %. 
Lc pic de masre 133 (P-C02) ne pr6rent.e p8r 1e doublet irotopiqe "C 

et 14C et se retrouve sur le rpectre du produit t h i n  non r8dio8ctif. On 
en conclut qua l'isotope 14C est bien port6 pat 10 groupemant carboxyle. Le 
rapport irotopique 14C/12C a bt6 merurb sur 1e doublet 176. 178 .fin de 
confirmer l'activit6 rpbcifique dbtermin6e par rpectrophotom6trie U.V. 

C-6) & 

14 
2)  acide benzisox8zole-1.2 ac6tique-3 ( 

m I e  133-135 (P-C02.12C ct 14C). 

C 4 )  & 
Le rpectre de m r s e  obtenu par impact 6lectronique prbrente lea pica 

/e  177-179 (pica mollculairer 12C et %), m/e 159-161 (P-B20.12C et 14C). 

Les pica prbsentent lc doublet irotopique 12C et 14C. Ler pica '/a 118- 
119-120 correspondent A la perte de 18 ch8fne latbrale at ront identiquer 

danr les spectres der produitr radioactif et froid. On en conclut que 

l'isotope 14C eat bien ritu6 our le dthylane en a. La rapport irotopique 
14C/12C 8 Ctb meeur6 sur le pic molbcul8ire 8fin de confirmcr 1'8ctivitb 
spbcifiquc d6tcrminbe par rpcctrometric U.V. 
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