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(54) Amidické derivity (0-kmboxymethyl)oydmu aflatoxinu-B, znacené izotopem

125] g zpiisob jejich pripravy

Vynilez se tyka amidickych derivati (0-karbo-

xymethyl)oximu aflatoxinu-B, znadenych izoto-  kde R je  —CHyCHg— _OH
pem %I a zpGisobu jejich piipravy.
Uvedené latky naly pouziti v radioimunologické . [4250

analyse (RIA) jako radioligandy pfi stanoveni

aflatoxinti v biologickych materidlech.

- Chemické slougeniny podle vynélezu jsou nové nebo
a nebyly dosud piipraveny. Latky podobného

amidického typu jsou znamy z chemie steroidnich

hormont jako je na piiklad '>I-tyramid 6-(0-kar- : —CH—CHy OH
- boxymethyl)oximu 17f-estradiolu (Lindberg P.,
' Edquist L. E., Clin. Chim. Acta 53, 169 (1974) .
| nebo 125I-tyramid 3-(0-karboxymethyl)oximu pro-
Igesteronu (Allen R. M., Redshaw M. R,, Steroids .
|32 (4) 467, (1978)) a slouzily jakoradioligandypii : a zpuisob jejich piipravy vyznadeny tim, Ze (0-kar-

COOCH, [123]

stanoveni t&chto latek radioimunoanalysou. boxymethyl)oxim aflatoxinu-B, se kondensuje

Podstatou vyndlezu jsou nové latky, amidické s aromatickym aminem pfi teploté —5 az +5 °C,

i derivity (0-karboxymethyl)oximu aflatoxinu-B, nade? se ziskany amid pfi pH 7 aZ 8 joduje jodidem

 znadené izotopem '2I obecného vzorce L. ' sodnym 121 za pfitomnosti chloraminu T nebo

’ . chloraminu B. Jednd se o dv&€ nové latky se
0 N—0 —CH, CONKR strukturou vyznagenou v obecném vzorci (I).

Pfipravu vychozi latky, (O-karboxymethyl)oxi-
mu aflatoxinu-B,, popsali J. J. Langone a H. Van
Vunakisovd [J. Nat. Cancer Inst. 56 (3), 591,
(1976)]. Kondensaci tohoto oximu s aromatickym
aminem, jako je tyramin nebo methylester tyrosinu

@ 1ze provést metodou aktivnich esterd, nebo smiSe-
nych anhydrid nebo pouZitim karbodiimidd.
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208440
 Takto zxskany amidicky derivit se podrob1 jodaci

jodidem sodnym-'*I pti pH 7 a% 8 za teploty .
mistnosti a pouZiti chloraminu-T nebo chloraminu-

B. Za téchto podminek nedochazi k jodaci vlastni
molekuly aflatoxinu-B, a pfi pouZiti beznositové-

ho jodidu sodného-'*I se déd ziskat prepardt
o specifické aktivité 7400 az 8880. 101

s~l.mmol ™', ktery m4 shodné imunologické vlast-

nosti jako aflatoxin-B, a proto se d4 vyhodné& -

pouZit jako radioligand p¥i stanoveni aflatoxind
radioimunologickou analysou.

Déle jsou uvedeny pfiklady pfipravy amldwkych
derivath podle vynélezu.

Priklad 1
Ptiprava 3-/'%’I/(a-methoxykarbonyl)L-tyrami-
du (0-karboxymethyl)oximu aflatoxinu-B,.

Kondensace:

Do roztoku 1,5 ml absolutniho tetrahydrofura-
nu, obsahujictho 11 mg (30 umol) (0-karboxymet-
hyl)oximu aflatoxinu-B, se pfidd roztok 7 mg
(40 pmol) tributylaminu rozpusténého v 0,1 ml
absolutniho tetrahydrofuranu a po ochlazeni v le-
dové lazni se p¥idd 4 mg (33 pmol) chloromraven-
¢anu sek.-butylnatého rozpusténého v 0,1 ml abso-

lutniho tetrahydrofuranu. Reaké&ni smés se udriuje -

v ledové 14zni 20 minut za ob&asného prot¥epéni
a poté se pfikape roztok 7,6 mg (33 umol) L-tyro-
sin ' methylesterhydrochloridu ve 2ml smési
tetrahydrofuran voda = 1 : 1. Hodnota pH roz-

toku se nastavi na 8 az 9 asi 10 mg tributylaminu

a reakéni smés se nechd stit 16 hodin v lednici pfi
+4 °C. Tetrahydrofuran se poté odpafi do sucha za
snizeného tlaku, zbytek rozpusti asi 5 ml chlorofor-

mu a vytfepd nejdfive 5 ml 3% kyseliny chlorovo- ..
dikové, potom 5 ml 5% roztoku hydrogenuhlidita-

nu sodného a nakonec stejnym objemem vody.
Oddélend chloroformova vrstva se vysu$i malym
mnoZstvim siranu hofeénatého. Po odpafeni chlo-
roformu do sucha za sniZeného tlaku se zbytek
podrobi chromatografii na sloupci z 1g s111ka-
gelu.

Produkt ze sloupce se vymyvi chloroformem
jimany jsou frakce o objemu 2 ml. Spojené frakce
¢. 6 aZ 14 poskytnou po odpafeni rozpoustédla
12 mg produktu, ktery je naZloutl4 latka, netajici
do 320 °C, nerozpustnd ve vodg, rozpustni ve
vétsiné organickych rozpustédlech.

Kontrola ¢istoty se provadi chromatografii na
‘tenké vrstvé v soustavé
CHCP: CH,OH : H,0 = 88: 14 : 1,5. Hodnoty
R, na desce Silufol (Kavalir, CSSR) : produkt 0,5;

. vychozi latka 0,3; aflatoxin-B, 0,6. :

Dikaz sloZeni derivitu:

1 mg produktu byl hydrolyzovdn zah¥iv4nim
v zatavené trubici s 1 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové na 100°C 6 h a v hydrolyzétu
dokézan tyrosin chromatograficky. Litka vykazuje

vyrazné maximum absorpce p¥i 268 a 360 nm (pH

7; CH,OH).

Jodace:

Do 5 ml zkumavky se postupné p¥id4 roztok 3 ug :

~produktu pfipraveného shora popsanym zpiiso-

. bem, rozpusténym v 10 pl dioxanu, 10l fosfétové- -

- ho pufru, (0,05 M; pH 7,4), 20 pl roztoku Na 23]
| o radioaktivité cca 37 . 107s™! 220 pl10,5% chlora-

. minu-T v uvedeném pufru. Obsah baiiky se jednu
- minutu intenzivné michd pomoci vibra&ni tfepadky !
' a poté se pfidd 20 0,5 % hydrosifititanu sodného

ve stejném pufru. Produkt se z vodného roztoku
extrahuje dvakrat 100 pl ethylacetdtu a poté se
podrobi preparativni chromatografii na tenké
vrstvé  (Silufol, (CSSR) v  soustavé
CHCl; :CH;OH:H,0=9:1:0,1

. Radioaktivni jodderivit mé o n&co vy&i R, ne¥
vychozi latka a jeho poloha se zji$tuje jednak vUV
svétle jednak autoradiografii. (Doba exposice pfi
popsané radioaktivit& a p¥i pouZiti b&Zného rentge-
~nového filmu 3 aZ 5 minut). Preparit se nyni

vymyje z takto zjiténého pruhu tenkovrstevné '

folie 2-3 ml methanolu.
- Zisk4 se aktivita (1110 a% 1480)10*s™! preparé—
' tu znateného radioizotopem 11,

 Piklad 2
Pfiprava 3-/'%I/tyramidu (0-karboxymethyl)o-
'ximu aflatoxinu-B,.

‘ ' Kondenzace:
| Zpisobem uvedeny v pfikladu 1 se neché reago-
'vat 60 mg (0-karboxymethyl)oximu aflatoxinu-B,
's 25 mg chloromraven&anu sek.-butylnatého za
pﬁtomnostl 30 mg tributylaminu ve 4 ml tetrahyd-
rofuranu a tento roztok se vnese do roztoku 30 mg
“hydrochloridu tyraminu, 60 aZ 100 mg tributylami-
.nu vé 4 ml smési tetrahydrofuranu avody vpoméru
1:1.
. Jodace a Eist&ni se provadi opét stejnym zpiso-
i bem, produkt je vymyvén ze sloupce silikagelem
ismési CHCl, : CH;OH =9 : 1.
Zisk4 se 52 mg svétleZluté pevné latky, kterd ma

~obdobné fysikdlnéchemické vlastnosti jako pi‘ed- :

chozi derivét (z prikladu 1).
Kontrola &istoty se provadi stejnym zpisobem,
hodnota R; = 0,4.

. Diikaz sloZenf derivdtu: ‘
Po hydrolyse vzorku, provedené zpiisobem po- |

dle piikladu 1 se tyramin dokazuje chromatogra-

ficky. Létka poskytuje hnédooran¥ové zabarveni

s roztokem chloridu Zelezitého a vykazuje rovné%
vyrazné maximum UV absorpce pfi 268 a 360 nm
(pH 7; CH,0H).

Jodace:
Jodace se provadi pouiltlm 3ug tyram1du viOop
~dioxanu a-10 a% 20 ul (asi 3,7.107s™") roztoku
- beznositového jodidu sodného zpiisobem popsa-
'nym v pfikladu 1. aktivita (1110 aZ 1480).10%*
125[-tyramidu (O- karboxymethyl)—oxunu aflato-

xmu-B1
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1. Amidické derivity (O- karboxymethyl)ox1mu [
aflatoxmu»B1 znadené izotopem '>’I obecného | |

I vzorce

L

0 NF-6F¥6H;56&u§E

kde R je ' —CHpCHg— OH
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72 Zpusob pfipravy am1d1ckych denvatu obecne- ,

ho vzorce I podle bodu 1 vyznafeny tim, Ze |
(0-karboxymethyl)oximu aflatoxinu-B, se kon- |
denzuje s aromatickym aminem pfi teploté —5 aZ j
+5°C, nage? se ziskany amid pti pH 7 a 8 joduje |

jodidem sodnym-'2’I za piitomnosti chlorammu—T |
1 nebo chloraminu-B. :
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