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Opfindelsen angér radioakiive stilvenderivater merket
med iod og med den alméne formel I

= A
Y . - . ,I\
HO< (\)/\‘*"\-F_{// ) 0- (CHp)5-COHE
“““ TNN_//
N Crr N\
N,
CHy.

hvor A og B betegner hydrogen eller tilsammen danner en dob-
beltbinding, og R betegner resten af en aminosyre eller et
aminosyrederivat, hvilken rest har en iodmodtagende gruppe
og er merket med i0d-125 eller ~131.

Opfindelsen angdr ligeledes fremstillingen &f deriva-
terne I, deres anvendelse til analyse af dienestrol, hexestrol

og diethyletilbestrol, hidiil ukendte mellemprodukter og deres

anvendelse til fremstilling af antigener, hidtil ukendte
antigener og deres anvendelse til fremstilling af antistoffer.
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Opfindelsen angdr hidtil ukendte iodmerkede radioaktive
stilbenderivater, deres fremstilling og mellemprodukter ved
deres fremstilling. Forbindelserne ifelge opfindelsen an-

vendes til radioimmunologiske analyser.

Opfindelsen angadr radioaktive stilbenderivater merket med

iod—-125 eller -131 og med den almene formel I

CH.

HO
0-(CH, ) z~CONH-R

H.
)
hvor A og B hver betegner et hydrogenatom eller tilsammen

betegner en dobbeltbinding, og -NHR hetegner histaminyl,

som er market med iod-125 eller ~131.

Opfindelsen angar saledes radioaktive stilbenderivater med
histamin merket med iod-125 eller -131. Sarligt foretrukne

er

~ 4-0-monocarboxypropyl-dienestrol koblet til 12?I—hista—

min med formlen

CH

HO

0-( CHZ)S-—CONH—CHZ-—CHZ I
H I*
H.
2

H

hvor tegnet * angiver, at det drejer sig om radioaktivt
iod-125, hvilket iod-125 kan vere i 2- eller 5-stillin-

gen, og
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4-0-monocarboxypropyl-hexestrol koblet til 125I—histamin

med formlen

0-(CH, ) -~CONH-CH,-CH - N
2’53 2 2 l

hvor tegnet * angiver, at det drejer sig om radioaktivt
iod-125, hvilket iod-125 kan vare i 2- eller S5-stillin-
gen.

Opfindelsen angdr ligeledes en fremgangsmidde til fremstil-
ling af forbindelserne med formlen I, hvilken fremgangsmade

er ejendommelig ved:

- at man omsatter en forbindelse med den almene formel.II

CH
AH

HO B II
B OH
CAH

Hy

hvor - ligesom i det felgende - A og B har samme betyd-

ning som ovenfor, med et alkylhalogenbutyrat i narvarel-
se af en base til opndelse af etheren med den almene
formel III

CH.

HO B

B O-(CH2)5-C/O —

—~OR
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hvor R1 betegner en alkylgruppe med hejst 6 carbonato-
mer,
- hvori man hydrolyserer estergruppen til opnaelse af en

forbindelse med den almene formel IV

HO IV
0-(CH, )-~
H

=~ hvorpd man pa syregruppen i denne forbindelse med form-
len IV fikserer en aktivatorgruppe for carbonylgruppen
og far forbindelsen med den almene formel V

-!O \i v
0-(CH, ,) ~OP
H

hvor R2 betegner en aktlvatorgruppe med formlen -COOAlk,
hvor Alk er en Cl—CG—alkylgruppe,

~ sSom man omsatter med iodoptagende histamin eller med et
derivat deraf og fdr den enskede forbindelse med den al-

mene formel I.

Denne fremgangsmdde gennemferes fortrinsvis pa felgende

made:

- P& syregruppen i forbindelsen med den almene formel IV
fikserer man en aktivatorgruppe for carbonylgruppen,
idet man omsztter forbindelsen med formlen IV med et al-
kylhalogenformiat i nervarelse af en tertiar base, 1
vandfrit milje og under indifferent atmosfare og far

forbindelsen med den almene formel V
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Vv
B’ O(CH)
CAd OR

hvor R, er en aktivatorgrupe med formlen -CO-0-Alk,
idet Alk er en alkylgruppe med hejst 6 carbonatomer.

Under foretrukne betingelser for ivarksazttelsen er frem-
gangsmaden ifelge opfindelsen ejendommelig ved folgende
punkter:

- Det alkylhalogenbutyrat, som man omsztter med forbindel-
sen med den almene formel II, er ethylbrombutyrat, og

man arbejder i narvarelse af kaliumcarbonat.

- Man hydrolyserer estergruppen i forbindelsen med den al-
mene formel III ved hjelp af methanolisk ‘natriumhydrox-
id.

- Den forbindelse, som ger det muligt at fiksere en akti-
vatorgruppe for carbonylgruppen, som man omsatter med
forbindelsen med den almene formel IV, er isobutylchlor-
formiat, og man arbejder i narvarelse af tri-n-butylamin
i vandfrit dioxan og under indifferent atmosfare.

Aktiveringen af carbonylgruppen i forbindelsen med den al-
mene formel IV kan ogsad udferes, idet man p& denne forbin-
delse lader indvirke N-hydroxysuccinimid eller dicyclohex-
ylcarbodiimid, som frembringer aktiveringsgrupper for carb-
onylgruppen.

Den beskrevne fremgangsmidde ger det muligt ud fra dienest-

rol at opna:
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- 4-0-monocarboxypropyl-diendestrol koblet til 1251—hista—

min og med formlen

O-(C - - -
(CH, ) 5-CONB-CH,, Cﬂmxl
I*
\
i i
2 A
hvor tegnet * angiver, at det drejer sig om radioaktivt

i0od-125, hvilket iod-125 kan vere i 2- eller 5-stillin-
gen,
samt ud fra hexestrol at opna:

- 4-0-monocarboxypropyl-hexestrol koblet til 125I-—histamin
med formlen
HO
' -(C —CONH-CH..— .
0 (VHQ 3 CONH VLZ CH2 !
I*

hvor tegnet * angiver, at det drejer sig om radiocaktivt
iod-125, hvilket iod-125 kan vare i 2- eller 5-stillin-

gen.

Man anvender forbindelserne med den almene formel I til ra-
dioimmunologiske analyser af dienestrol, hexestrol samt di-
ethylstilbestrol i galde, urin, fzces, plasma og vav hos

dyr og mennesker samt i fodemidler til dyr og mennesker.

Opfindelsen angdr ligeledes -~ som hidtil ukendte mellempro-
dukter til fremstilling af forbindelserne med formlen I -

forbindelserne med den almene formel IV
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_6...
GHy
CAH
HO i

Nes »
| —(CHZ)S-COOH IV
CAH

CH

3
hvor A og B hver betegner hydrogen eller tilsammen beteg~-
ner en dobbeltbinding.

Blandt disse forbindelser skal navnes folgende forbindel-
ser: '

- 4-0-monocarboxypropyl-dienestrol med formlen

CH

HO
" 0-(CH,) 5~CooH

Hy

og 4-0-monocarboxypropyl-hexestrol med formlen

CH

0-~( CH,) 3~ COOH

H

De omhandlede forbindelser med den almene formel I, navnlig

4—O—monocarboxypropyl—dienestrol—l251—histamin og 4-0-mono-

carboxypropyl—hexestrol—125

I-histamin er som allerede navnt
nyttige til radioimmunologisk analyse af dienestrol, hexe-

strol samt diethylstilbestrol.
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De muligger analyse af disse stilbener i biologiske vasker

og vav og i fedemidler til dyr og mennesker.

Den radioimmunologiske analyse udferes ifelge S.A. Bergson
og R.S. Yalow, Hormone 4 side 557 (1964) og G.E. Abraham
"Journal of Chemical endocrinonal metab" 29 side 866
(1969).

Et amid dannet af histamin og 4-0-(carboxypropyl)-diethyl-
stilbestrol, substitueret i histaminresten med iod-125, er
beskrevet af H.J. Johnson, S.F. Cernosek og R.M. Gutierrez-

Cernosek i Journal of Labelled Compounds Radiopharmaceutic-

als bd. XVI, nr. 3, side 501-506.

Denne forbindelse tillader udelukkende den radioimmunologi-
ske analyse af diethylstilbestrol og med kun ringe felsom-
hed. Endelig tillader den ikke analyse af andre stilbener

sdsom dienestrol eller hexestrol.

Derimod tillader forbindelserne med formlen I ifelge opfin-
delsen med stor pracision ikke blot analyse af dienestrol
og hexestrol, men overraskende ligeledes af diethylstilbe-

strol.

Det kan fx dreje sig om analyse af spor af disse stilbener

i dyrekroppe, vav, legemsvasker og ekskreter fra keoer.

Nedenstdende eksempler og test illustrerer opfindelsen i
forbindelse med tegningen, i hvis eneste figur y-aksen an-
giver procenten af maksimal binding af etiketteret forbin-
delse til antistof, medens x-aksen angiver m&ngden af
uetikketeret DES (diethylstilbestrol) i pg (pilogram) (se

testen nedenfor).
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Eksempel 1
4-0-monocarboxypropyl~dienestrol koblet til lzéI—histamin

Trin A: 4-0-monoethoxycarbonylpropyl-dienestrol

Man fremstiller en blanding af 20 g dienestrol, 7 g ethyl-
brombutyrat og 4,6 g tert kaliumcarbonat i 300 ml acetone,
opvarmer denne blanding til tilbagesvaling i ca. 17 timer,
lader den derpa afkele til stuetemperatur, hezlder den i
vand, ekstraherer med ethylacetat, vasker de forenede orga-
niske faser med vand, terrer dem, behandler dem med aktiv-
kul, afdamper oplesningsmidlet og terrer under formindsket
tryk. Man far 24,4 g af en halvkrystallinsk rest, som man
renser ved chromatografi pa silicagel'under tryk under elu-
ering med en blanding af methylenchlorid og methanol (95:5)
og far 6,36 g af den forventede forbindelse. Smp ca. 86°C.
I.R. spektrum (chloroform):

OH ca. 3590 cm—1

C=0 ca. 1728 cm L

aromatisk ca. 1610 cm '
1590 cm !
1573 cm !
1510 cm *

Trin B: 4-0-monocarboxypropyl-dienestrol

Man indferer i 155 ml methanol 6,16 g af det i forrige trin
opndede stof og 31 ml 2 N natriumhydroxid, opvarmer den
fremkomne oplesning til tilbagesvaling i 1 time, og efter
afkeling til stuetemperatur indstiller man pH-verdien pa
5-6 ved tilsztning af 7 ml eddikesyre. Derpd hazlder man
reaktionsblandingen i vand, ekstraherer med ethylacetat,
forener de organiske faser, vasker dem med vand, terrer
dem, behandler med aktivkul, afdamper oplegsningsmidlet,
inddamper til terhed under formindsket tryk og far 5,48 g
rédprodukt. Dette renses ved passage over natriumsaltet og
tilbagevenden til den frie syre, og man far 5,16 g af den

gnskede forbindelse. Smp. 158°C.
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Analyse: C22H24O4

beregnet: C% 74,98 H% 6,86
fundet: 74,7 7,0

Trin C: Blandet anhydrid af isobutylformiat og
4-0-monocarboxypropyl-dienestrol

Man blander i rzkkefelge 2,5 mg af den i forrige trin frem-

stillede forbindelse, 50 pl dioxan, 10 pl blanding af diox-

an og tri-n-butylamin (5:1) og 10 pl blanding af dioxan og

isobutylchlorformiat (10:1). Oplesningen omreres i 30 mi-

nutter under indifferent atmosfare, og derpa tilsatter man

3,4 ml dioxan. Der fds en oplesning af den enskede forbin-

delse, som man umiddelbart benytter til det neste trin af

syntesen.

Trin D: 4-0-monocarboxypropyl-dienestrol koblet

til lgéI—histamin

Iodering af histamin:

Man fremstiller 10 pl af en oplesning af histamin 10_4M i
en 0,5 M natriumphosphatstedpudeoplesning med pH-8, og der-
pd tilsatter man i razkkefelge 1 mCi 125I—natriumiodid (spe-
cifik aktivitet 2000 Ci/mmol) i 5 ul destilleret vand og 50
pg chloramin T i 10 pl destilleret vand. Man omrerer reak-
tionsblandingen 1 75 sekunder, tilsztter en oplesning at
300 pg natriummetabisulfit oplest i 10 pl destilleret vand
og far en vandig oplesning af den enskede forbindelse, Rf =
0,1 (chromatografi p& silicagel, oplesningsmiddelsystem:

methanol og triethylamin (98:2)).

Kondensation:

Til denne oplesning sztter man 50 pl af oplesningen af
blandet anhydrid fra forrige trin, omrerer og lader hensta
i merke i 2 timer ved en temperatur ner 4°C. Man fortynder
derpd reaktionsblandingen med 0,3 ml af en 1071 M vandig
natriumbicarbonatoplesning, ekstraherer med 1,5 ml methy-
lenchlorid, afdamper den organiske fase under indifferent

atmosfare, optager resten i 100 pl” methylenchlorid, chroma-
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_]_0._

pad silicagel under eluering med en blanding af
og methanol (97:3) og forener de fraktioner, som
produktet. Det opndede produkt har en total ak-
100 pCi.

125

4-0-monocarboxypropyl-hexestrol koblet til ===I-histamin

Idet man gar frem som beskrevet i eksempel 1 ud fra hexe-

strol, far man:

smp. ca.

O0-monoethoxycarbonylpropyl-hexestrol
110°C

I.R. spektrum (chloroform):

OH ca.
C=0 ca.

1
1

3590 cm
1725 em

aromatisk 1610 cm

- 4,5 g 4-
smp. ca.

Analyse:

1594 cm

1580 cm

1508 cm
O-monocarboxypropyl-~hexestrol
183°C

CooHyg0,

beregnet: % 74,13 H% 7,92

fundet: 74,4 8,1 .
- blandet anhydrid af 4-0-monocarboxypropyl-hexestrol og
isobutylformiat

- 4-0-monocarboxypropyl-hexestrol koblet med

125I—histamin

med en total aktivitet pd 100 ucCi.
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Test

Der udferes feglgende test til fastlaggelse af standard-
kurver til bestemmelse af diethylstilbestrol (DES) under
anvendelse af iodetiketteret hexestrol (HEX*) eller
iodetiketteret dienestrol (DIEN*) som beskrevet i eksempel

1l og 2.

Til fastlaggelse af standardkurverne for DES ved
radioimmunoanalyse (RIA) benyttes iodetiketteret HEX*

eller DIEN* og anti-DES-antiserum.

Til de forskellige standardoplesninger af det uetiketterede
DES sattes konstante mengder af ioderet HEX* eller ioderet

DIEN* og en konstant mezngde anti-DES-antiserum.

Efter inkubering natten over og adskillelse af den bundne
fraktion fra den frie fraktion miles den til antistoffet
bundne radioaktivitet for hver af de undersegte oplesnin-

ger i en gammataller.

Hver mdling udferes tre gange, og de viste resultater er

middelverdierne for de tre bestemmelser.

Hvert af disse resultater udtrykkes som en procentsats af
maksimal binding. (Den maksimale binding opnds, ndr den

uetiketterede forbindelse udelades.)

Denne maksimale binding afsattes pd y-aksen i semilogarit-
miske koordinater. Mangderne af uetiketteret DES angives pa

x~-aksen.
De opndede standardkurver fremgar af fig. I.
Konklusion: Under anvendelse af DES-antistof og enten. iod-

etiketteret HEX* eller iodetiketteret DIEN* kan der

fastlegges standardkurver.
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De sdledes bestemte fglsomhedsgraznser (5 pg DES : 1251—HEX*
og 25 pg DES : 125I-DIEN*) er tilstrzkkelige til at tillade

bestemmelsen af DES i biologiske vasker og vav.
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Patentkravw

1. Radiocaktive silbenderivater merket med iod-125 eller

-131 og med den almene formel I

CH

Ao S (1)
B 0-(CH,) 5-CONH-R

hvor A og B hver betegner et hydrogenatom eller tilsammen
danner en dobbeltbinding, og —-NHR betegner histaminyl, som

er merket med iod-125 eller -131.

2. Radioaktivt stilbenderivat ifelge krav l, k en d e -
tegnet ved,

at det er

4-0-monocarboxypropyl-dienestrol koblet til 125I-histamin
og med formlen
CH _
H
HO
0-(C - —CH.~ .
(CH, ) 5~CONH-CH,~CH, I
H T
H3 l_)}

hvor tegnet * angiver, at det drejer sig om radioaktivt
iod-125, hvilket iod-125 kan vare i 2- eller 5-stillingen,
eller

125

4-0-monocarboxypropylhexestrol koblet til I-histamin og

med formlen
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0- ~CONH~CH,, -
(CH, ) 5~CONH~CH, CHZ/‘E\:W
I* :

A

hvor tegnet * angiver, at det drejer sig om radioaktivt
iod-125, hvilket iod-125 kan vare i 2- eller 5-stillingen.

3. Fremgangsmade til fremstilling af en forbindelse ifelge
kravl, kendetegnet ved,

- at man omsztter en forbindelse med den almene formel II

CH
AH
HO B 1

B OH

CAH
H,
3 -

hvor - ligesom i det felgende - A og B har den ovenfor

angivne betydning, med et alkylhalogenbutyrat i narve-
relse af en base til opndelse af en ether med den almene
formel III -

I1T

O(CH)
H
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hvor R1 betegner en alkylgruppe med hejst 6 carbonato-
mer, hvori man hydrolyserer estergruppen til opndelse af

en forbindelse med den almene formel IV

CH3 '
\\\YAH_
HO <: : >_CB 0
\CB O-(CH —C/ v
2’3 \\\
‘é? OH
CH:3

- hvorpd man til syregruppen af denne forbindelse med
formlen IV fikserer en aktivatorgruppe for carbonylgrup-

pen og far en forbindelse med den almene formel V

CHg '
N
HO—@—CB‘@—Q_(CHZ):B_C/) A/
\IB : \OR2
AH

CH3

hvor R betegner en aktivatorgruppe med formlen

2
-C0-0-Alk, hvor Alk er en Cl—C6—alkylglruppe,

- som man omsztter med iodmerket histamin eller med et de-
rivat deraf og fir den gnskede forbindelse med formlen

I.

4. Fremgangsmdde ifelge krav 3, kendetegnet
ved, at man til syregruppen i forbindelsen med den almene
formel IV fikserer aktivatorgruppen for carbonylgruppen,
idet man omsatter forbindelsen med formlen IV med et alkyl-
halogenformiat i nazrvarelse af en tertizr base i vandfrit

milje og under indifferent atmosfare og far forbindelsen
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—_ 1 6 -
med den almene formel V
CH
3 B
oS CAH . '
HO {3 , :
0
FB@O-(Cﬂa 3“/ v
: ‘ CAH N OR
AN 2
CH3

hvor R2 er en aktivatorgruppe med formlen -CO-0-Alk, idet

Alk betegner en alkylgruppe med hejst 6 carbonatomer.

5.

Fremgangsmade ifwelge krav 3-4, kendetegnet

ved,

6.

at det alkylhalogenbutyrat, som man omsatter med forbin-
delsen med den almene formel II, er ethylbrombutyrat, og
at man arbejder i narverelse af kaliumcarbonat,

at man hydrolyserer estergruppen i forbindelsen med den
almene formel III ved hjzlp af methanolisk natriumhy-
droxid, og

at den forbindelse, som gor det muligt at fiksere en ak-
tiveringsgruppe for carbonylgruppen, og som man omsat-
ter med forbindelsen med den almene formel 1IV, er
isobutylchlorformiat, og at man arbejder i nervarelse
af tri-n-butylamin i vandfrit dioxan og under indiffe-
rent atmosfzre.

Mellemprodukt til brug ved fremstilling af en forbin-

delse ifelge krav 1 eller 2, kendetegnet ved,

at det har den almene formel IV

CH3

(l'lAH

\ A .
CB - .
LCAH

CH3

Iv
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hvor A og B hver betegner et hydrogenatom eller tilsammen

betegner en dobbeltbinding.
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7% maksimal binding af etiketteret forbindelse til antistof
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