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(54) Hydroksi- ja dihydroksifenyylialaniinin N'-(hydroksialkyyli)- ja N'-(di-
hydroksialkyyli)amidit, joita voidaan kdyttdd jodilla merkittyjen reagens-
sien valmistukseen ja menetelmd ndiden amidien valmistamiseksi - N'-(hydr-
oxialkyl)- och N'-(dihydroxialkyl)amider av hydroxifenyl- och dihydroxi-
fenylalanin, som kan anvindas f&r framstdllning av reagenser mirkta med
jod och fdrfarande f8r framstillning-av dessa

Keksintd koskee sellaisten aminohappojen hydroksialkyyliamideija,
joita voidaan merkitd jodilla, sekd menetelmdi niiden valmista-

miseksi.

Kun valmistetaan reagensseja, joita lisdtddn immunologisissa tes-
teissd vesi- tai fysidlogisiin liuoksiin kuten esimerkiksi plas-
maan, seerumiin tai virtsaan, niihin kdytet&didn usein radioaktiivi-

125J ja 131J merkitty-

silla aineilla, etupddssd jodi-isotoopeilla
jd aineita. Koska jodi-isotooppeja voidaan vain harvoin saada tut-
kittavan tai m&&rédttdvdn molekyylin sisd&n suoraan, ilman etti
molekyyli muuttuisi palauttamattomasti tai inaktivoituisi, liite-
tddn tutkittavaan aineeseen yleensd helposti joditettavia aineita,
kuten esimerkiksi aminohappoja tyrosiinia, dihydroksifenyyli-
alaniinia, 5-hydroksitryptofaania tai histidiinii, tai niiden
johdannaisia kuten estereitd, biogeenisid amiineja tai hydroksi-

johdannaisia.

Siten tunnetaan esimerkiksi julkaisusta J. Clin. Investig. 47,
sivut 1035-1042, immuunitesti, jonka avulla md&rdtdidn digitoksii-
ni ja digoksiini, ja jossa kdytetddn radioaktiivisella jodilla

merkittynd aineena tyrosiinimetyyliesterid sisdltdvdd yhdistettd.
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DE-hakemusjulkaisusta n:o 2 142 421 tunnetaan digitoksigeniini-
johdannaisten ja tyrosiinin konjugaatteja, siis konjugaatteja,

joissa on vapaa karboksyyliryhmd.

Ndilld tunnetuilla konjugaateilla on tosin erilaisia varjopuolia.
Siten ndmd aminohappoestereiden tai biogeenisten amiinien kanssa
muodostetut kytkentdtuotteet ovat voimakkaasti hydrofobisia ja joko
huonosti tai ei lainkaan veteen liukenevia. Konjugaateissa, joissa
on vapaa aminohappo, on taas se varjopuoli, ettd niitd voidaan syn-
tetisoida vain vaikeasti ja saalis on huono, koska aminohappojen
liukoisuus orgaanisiin liuottimiin on liian pieni ja koska sitd
paitsi on vaikeata suorittaa aminohappo-alempi-alkyyliestereiden
selektiivinen hydrolyysi, kun molekyylissd on toinenkin esteriryhmi.
Vapaa karboksyylifunktio voi lisdksi aiheuttaa ei-toivottuja sivu-
reaktioita tutkittavan koeseerumin kanssa ja joissakin tapauksissa

hdiritd testid herkdsti.

Keksinndn tarkoituksena on vdlttdd nditd haittoja ja valmistaa
veteen ja fysiologisiin nesteisiin hyvin liukenevia hydrofiilisid,
ei-polaarisia aminohappojohdannaisia, joihin voidaan liittdid jodia,
ja joita voidaan samalla valmistaa taloudellisemmin, koska saalis
on parempi, ja jotka soveltuvat immuunitesti-reagenssien valmistuk-

seen.

Téamd tehtdvd voidaan ratkaista keksinndn mukaan yleisen kaavan I
mukaisilla hydroksi- ja dihydroksifenyylialaniinin N'-(hydroksi-
alkyyli)- ja N'-(dihydroksialkyyli)amideilla ja niiden vesiliukoi-
silla suoloilla:

jossa R1 on vetyatomi tai hydroksiryhmd ja R2 on 1-4 C-atomia

‘'sisdltdvd mono- tai dihydroksialkyyliryhma.

Hydroksifenyyliryhmd on edullisesti p-hydroksifenyyliryhmd ja
dihydroksifenyyliryhmd on edullisesti 3,4-dihydroksifenyyliryhma.
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Edullisia mono- ja dihydroksialkyyliryhmid ovat esimerkiksi
hydroksimetyyli-, 2-hydroksietyyli-, 1,3-dihydroksipropyyli-,
1,4-dihydroksibutyyli- sekd dihydroksi-tert.butyyliryhmit. So-
pivia vesiliukoisia suoloja ovat mineraalihappojen suolat, mutta
helposti kiteytyvid hydrohalogenideja pidetiin parhaina.

Erikoisen edullinen keksinnén mukainen yhdiste on N'-(2-hydr-
oksietyyli)-tyrosiiniamidi-~hydrokloridi.

Keksinndén mukaiset yhdisteet ovat hydrofiilisid, veteen ja fysiolo-
gisiin nesteisiin helposti liukenevia ja reaktickykyisen aminoryh-
midnsd ansiosta niitd voidaan konjugoida helposti radioaktiivista
jodia sisdltdvien merkkkiaineiden, "tracer"-aineiden kanssa, ja so-
veltuvat varsinkin liitettdviksi happojohdannaisiin, jolloin muo-
dostuu amidisidos, ja siis erikoisen hyvin soveltuvia immunologisia
testejd varten tarkoitettujen reagenssien valmistukseen vesi- tai
fysiologisissa liuoksissa. Keksinn®n mukaiset yhdisteet soveltuvat
nimenomaan kdytettdviksi sydidnglykosidien (digitalisglykosidien)
tutkimukseen kdytettdvien reagenssien valmistukseen. Titd tarkoi-
tusta varten annetaan keksinn®én mukaisten alkyloliamidien reagoida
digoksiini-, digoksigeniini-, digitoksiini- tai digitoksigeniini-
johdannaisten kanssa, esimerkiksi digoksiini- tai digitoksiini~
dikarbonihappoestereiden kanssa saksalaisen hakemusjulkaisun n:o

P 25 37 129.3 mukaisesti. Kun keksinnén mukaisia yhdisteitd kidyte-
tdédn tdllaisten reagenssien valmistukseen, ei esiinny mink&didn-
laisia ei-toivottuja sivureaktioita, esimerkiksi radioimmuunitestis-
sd koeseerumin kanssa, mm. sen vuoksi, ettei keksinné&n mukaisten al-

kyloliamidien molekyylissd ole mit#in vapaata karboksyyliryhmdi.

Kaavan I mukaisia yhdisteitd voidaan valmistaa siten, etti ensin
suojataan sindnsid tunnetulla tavalla hydroksifenyylialaniini-
ldhtbaineen aminoryhmd, sen jidlkeen esterdidiin karboksyyliryhmi
reaktiokykyiselld, aminolyyttisesti lohkaistavalla yhdisteelld ja
ndin saadun esterin annetaan reagoida ryhmén R2 sisdltdvdn alka-
noliamiinin kanssa, jolloin saadaan vastaava amidi, lohkaistaan
suojaryhmd happamassa vdliaineessa tai pelkistdmdllsd, ja muutetaan
saatu amidi mahdollisesti vesiliukoiseksi suolaksi.

Tdmd menetelmd kdsittdd yksityiskohtaisemmin sen, etti suojaryhmédni
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kdytetddn tunnetulla tavalla trifluoriasetyyli-, karbobentsoksi-

tai trityyliryhmdd ja reaktiokykyisenid, aminolyyttisesti lohkaista-
vana yhdisteend hydroksiasetonitriili-, hydroksisukkinimidi- tai
N-hydroksibentstriatsoliesterii, joita valmistetaan ennestdin tunne-
tuilla tavoilla hapoista ja hydroksiyhdisteistid tai happojen alka-
lisuoloista ja esimerkiksi klooriasetonitriilistd, hydroksisukkin-
imidisulfonaatista, N-hydroksibentstriatsoli-tosylaatista, N-hydrok-
sibentstriatsolitrifluorimetyylisulfonaatista tai 2,4,5-trikloori-
fenyyli-sulfonaatista.

Keksintdd valaistaan seuraavien esimerkkien avulla.

Esimerkki 1 - N'-(2-hydroksietyyli)-tyrosiiniamidi—hydrokloridi

a) F. Weygandin jaR. Geigerin alkuperiisen kirjallisuuslidhteen
mukaisesti, Chem. Ber. 89, sivu 647 (1956) valmistettiin N-trifluo-
ri-asetyylityrosiinia antamalla tyrosiinin reagoida trifluorietikka-
happoanhydridin kanssa trifluorietikkahapon ja dietyylieetterin
seoksessa.

b) Liuokseen, jossa oli 10 g (36 mmoolia) trifluoriasetyylityro-
siinia ja 4,6 g (40 mmoolia) N-hydroksisukkinimidia absoluuttisessa
tetrahydrofuraanissa, tiputettiin sekoittaen ja jddhdytettiin jiissa
livos, joka sisdlsi 8,5 g (41,2 mmoolia) disykloheksyylikarbodi-
imidid absoluuttisessa tetrahydrofuraanissa. T&min jdlkeen sekoitet-
tiin 12 h ajan huoneenldmmdssi, sen jdlkeen suodatettiin saostunut
disykloheksyylivirtsa-aine erilleen, suodos haihdutettiin - . .

ja liuotettiin etyyliasetaattiin. Etyyliasetaattiliuos ravisteltiin vedel-
14, bikarbonaattiliuoksella ja jdlleen vedelld, kuivattiin natrium-
sulfaatin kanssa ja haihdutettiin kuiviin. Jiljelle jd4&vd N-trifluori-
asetyylityrosyyli-hydroksisukkinimidi-esteri kiteytettiin uudelleen
petrolieetteristd. Saalis: 11,3 g (84 % teor.), sp. 145-147°C.

Analyysi: C H N
C15H1306N2F3 (374,27) laskettu: 48,14 3,50 7,48
saatu : 48,68 3,23 7,28

c) 7,6 g (20,3 mmoolia) N-trifluoriasetyyli-tyrosyyli-hydroksi-
sukkinimidiesterid liuotettiin 60 ml:aan dioksaania ja lisdttiin
liuos, jossa on 2,1 g (34,4 mmoolia) etanocliamiinia vedessd. Liuok-

sen pH sdddettiin sitten S5-prosenttisella K2C03-1iuoksella arvoon
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7,5 ja sitd sekoitettiin 4 p&divdn ajan huoneenlidmméssi. Tamin jal-
keen liuos haihdutettiin kuiviin, j3d&nnds liuotettiin metanoliin

ja fraktioitiin piihappogeeli-pylvddssd (eluointiaine: metanoli/
kloroformi-seos 1:1). Yhdenmukaiset ainefraktiot haihdutettiin kui-
viin ja uudelleenkiteytettiin eetteristd. Saalis: 3,9 g (45 % teor.)

N-trifluoriasetyyli~tyrosyyli-etanoliamidia, sp. 153-155°C.

Analyysi: C H N
C13H1504N2F3 (320,27) laskettu: 48,75 4,72 8,74
saatu: 47,91 4,07 8,40
d) 4,3 (13,4 mmoolia) N-trifluoriasetyyli-tyrosyyli-etanoliamidia

liuotettiin 30 ml:aan abs. etanolia ja lisdttiin 2 g (53 mmoolia)
natriumboorihydridid ja sekoitettiin 1 h. Sen jidlkeen lisdttiin

30 ml asetonia ja sekoitettiin edelleen 30 min. Reaktioliuos haih-
dutettiin kuiviin, liuotettiin veteen ja sitd ravisteltiin pienen
mddran kanssa etyyliasetaattia. Vesiliuos:haihdutettiin kuiviin ja
jddnnds liuotettiin etanolin ja kloroformin seokseen, suodatettiin
ja haihdutettiin kuiviin. J&3nnds liuotettiin etanoliin. T&hin
liuokseen johdettiin kloorivetyid, jolloin saostui tyrosyylietanoli-
amidin hydrokloridia. Saalis: 2,5 g (70 % teoreettisesta midridsti).
Sp. 220-225°C (hajosi).

Esimerkin 1 mukaisen yhdisteen kdyttdminen syddnglykosidien tutki-
muksessa kdytettdvidn reagenssin valmistamiseen, joka voidaan mer-
kitd radioaktiivisella jodilla:

Digoksiini-4'''—glutaryyli-N'—-(2-hyvdroksietyyli)-tyrosiiniamidin valmistaminen

200 mg digoksiini-4'''-glutaryyli-hydroksisukkinimidiesterii, joka
on valmistettu saksalaisen patenttihakemuksen n:o P 25 37 129.3
esimerkin 4 mukaan, liuotettiin 20 ml:aan absoluuttista etanolia ja
lisdttiin 60 mg esimerkin 1 mukaan valmistettua tyrosyylietanoli-
amidi-hydrokloridia 5 ml:ssa vett&d. Liuoksen pH sdidettiin sitten
5-prosenttisella K2CO3-liuoksella arvoon-8,0 ja liuosta sekoitet-
tiin 3 pdivdd huoneenldmmdssid. Sen jidlkeen haihdutettiin kuiviin,
livotettiin j&&nnds absoluuttiseen etanoliin, suodatettiin ja haih-
dutettiin uudelleen kuiviin. Kun jddnnSkseni olevaan 6ljyyn lisdt-
tiin vettd, saostui tuote sakkana, joka suodatettiin ja kuivattiin.
Puhdistamista varten liuotettiin tuote etanolin ja etyyliasetaatin
seokseen ja kromatografoitiin piihappogeelipylvdidssid. Epdpuhtaudet
eluoitiin etyyliasetaatilla, puhdas tuote etanolilla.
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Saalis: 135 mg (63 % teor.)
Analyysi: C H N
C57H85N2019 (1.101) laskettu: 62,1 7,7 2,5

saatu : 60,84 7,78 2,21
Ndin valmistettu digoksiini-4"'-glutaryyli-tyrosyyli-etanoli—
amidi on, sen jdlkeen kun se on tavanmukaisin menetelmin merkitty
radioaktiivisella 125J:lla, erinomainen ei-polaarinen reagenssi,

jolla digoksiini voidaan mi3riti vesi- tai fysiologisessa liuok-
sessa.

Patenttivaatimukset

1. Hydroksi- ja dihydroksifenyylialaniinin N'-(hydroksialkyyli)-
ja N'-(dihydroksialkyyli)amidit, joita voidaan k&yttdd jodilla
merkittyjen reagenssien valmistukseen, ja joilla on kaava

OH

jossa R1 on vetyatomi tai hydroksiryhmid ja R2 on 1-4 C-atomia
sisdltdvéd mono- tai dihydroksialkyyliryhmi,

sekd niiden vesiliukoiset suolat.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t un ne t t u
siitd, ettd se on N'-(2-hydroksietyyli)-tyrosiiniamidi-hydro-
kloridi.

3. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaisten yhdisteiden
valmistamiseksi, t unne t t u siitid, etti ensin suojataan si-
ndnsd tunnetulla tavalla hydroksifenyylialaniini-l&htdaineen amino-
ryhmd, sen jdlkeen esterdidddn karboksyyliryhmi reaktiokykyisells,
aminolyyttisesti lohkaistavalla yhdisteelld ja niin saadun esterin
annetaan reagoida ryhmén R2 sisdltdvdn alkanoliamiinin kanssa, jol-
loin saadaan vastaava amidi, lohkaistaan suojaryhmi happamassa vid-
liaineessa tai pelkistdm&lld, ja muutetaan saatu amidi mahdolli-
sesti vesiliukoiseksi suolaksi.
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Patentkrav
1. N'-(hydroxialkyl)- och N'-(dihydroxialkyl)amider av
hydroxifenyl- och dihydroxifenylalanin, som kan anvidndas f&r

framstdllning av reagenser mirkta med jod, och som har formeln

OH

vari R1 dr en vdteatom eller en hydroxigrupp och R2 dr en mono-
eller dihydroxialkylgrupp med 1-4 C-atomer,
samt vattenldsliga salter dirav.

2. Forening enligt patentkravet 1, k i nne¢te c knad
av att den utgdres av N'—(2-hydroxietyl)-tyrosinamid—hydroklorid.

3. Forfarande f&r framstidllning av f8reningar enligt patent-
kravet 1 eller 2, k annetecknat av att man férst pa

i och f6r sig k&dnt s&dtt skyddar aminogruppen i hydroxifenylalanin-
utgangsmaterialet, didrefter fdrestrar karboxylgruppen med en reaktiv,
aminolytiskt avspaltbar fdrening och omsitter den salunda erhdllna
estern med en alkanolamin inneh&llande gruppen R2, varvid man
erhdller motsvarande amid, avspaltar skyddsgruppen i ett surt

medium eller medelst reduktion, och &verfér den erhillna amiden

méjligen i ett vattenldsligt salt.

Viitejulkaisuja-Anf8rda publikationer
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