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(54) Z4plsob pripravy D-eritedeminu specificky i nespecificky zna&eného radionuklidem
14¢ adeninovém kruhu

Vyndlez se tykd zplsobu p¥ipravy D-eri-
tadeninu specificky i nespecificky zneSené-
ho radionuklidem 14¢ v adeninovém kruhu,
 Litka se p¥ipravi reakci adeninu znade-
ného radionuklidem 14C 8 2,3—0'-cyklohexylem-
-D-erythronolektonem v p¥itomnosti uhliéi-
tanu sodného nebo draselného a v dimethyl-
sulfoxidu jeko rozpou#tédla a kyselou hydro-
lysou. Produkt se &isti papirovou chromato-
grafii a elektroforesou.

Létka md vyznam p¥i biochemickém studiu
D-eritadeninu, ktery mé hypolipidemicky a
enzymové inhibi&ni Gé&inek.
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Pfedmétem vynélezu je zplsob pfipravy D-eritadeninu vzorce I

9 e
HO
COOH 14
specificky i nespecificky znadeného redionuklidem “7°C v adeninovém kruhu.

D-Eritedenin (I) ((2R,3R)-(4-adenin-9-y1)-2,3-dihydroxymése1né kyselina) byl isolovén i
jedlé dfevokazné houby Lentinus edodes shiitake (Chibata I.,0kumura K.. Takeyama S., Kotera
K.. Experientia 25, 1237(1969). Tato létka silné sni¥uje hladinu cholesterolu v grevn{ plasmd
(Japonsky patent 7247398, 7221435, 5013799, 7208548, 7202259, 7204078), a Je Géinnym inhibi-
torem S-adenosyl-L-homocysteinhydrolasy, enzymu zilastn¥ného regulace methylainich procesd
v #ivé hmot¥ (Votruba I., Holy A.: Colléction Czechoslov.Chem.Communs., 45, 3039 (1980).

Pro studium mechanického G&inku této ldtky a jejdi farmakokinetické a metabolické studie Je
nezbytné pou?ivat D-eritadenin vhodné znaSeny radionuklidy. Dosavadgi aynthésy D-eritadeninu
(1) spodivaji v oxidaci 5-(adenin-9-yl)-5-deoxy-D-ribosy nebo D-arabinosy elementérnim kys-
1{kem v alkalickém prostiedi (viz uvedené jeponské patenty a Kewazu M., Kenno T., Yemamuras
S., Mizoguchi T., Saito S.: J.0rg. Cheh. 38, 2687 (1973) nebo v oxidemi 2,2-dimethyl=5~" |
(adenin-9-y1)-1, 3-dioxolan-4-me thenolu ( eutorské osvdddeni &. 216562). Tyto metody nejsou
vhodné pro piipravu znalené 14tky, protoZe vyZeduji vicestupnové reak¥ni postupy s isolacemi
meziproduktd. Dosud jediné popsand syntéza D-eritadeninu zneteného radionuklidem 14 spodivé
v reakci kyseliny 4-(4,5-diaminopyr1midin-6-yl) amino-2, 3-dihydroxymdselné s 14C-kyseliﬁou
mravendi (Kemiya T., Saito Y., Hashimoto M., Seki H., Tetrahedron Letters 1969, 4729). Touto
metodou v¥ak lze pFipravit vyhradné 8-14c-D-eritadenin s nizkou specifickou aktivitou.

D-eritadenin (1) byl rovn&Z p¥ipraven kondensaci 2,3-0'-cyklohexyliden-D-erythronolaktonu

vzorce II

0

(11)

‘se sodnou soli adeninu v dimethylformamidu (Okumura K. a dal¥{, J.Org.Chem. 36,1573(1971).
Ani tato verienta neni v¥hodné pro efektivni p¥{pravu znafeného D-eritadeninu, protofe do-
dr¥eni reakénich podminek (ekvimolarita edenimu a sodnych iontd, vysokd koncentrace reak¥nich
komponent) Je ﬁii préci v mikromé&¥itku obti¥né a celkovy vitéﬁek vzhledem k sdeninu neni
piili%uvysoky.

Tyto nedostatky odstranuje piFedm¥tny vyndlez, Jeho# podstatou je, Je se adenin znadeny
radionuklidem 14¢ nechs reagovat & 10 aZ 20 ekvivalenty 2,3-0'- cyklohexyliden-D-erythrono-
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a prédfkovym uhliditanem sodnym nebo draselnym v mnoZstvi 25 &% 50 % hmot. po&ftdno na slou-
deninu vzorce I1 v dimethylsulfoxidu jeko rozpouftddla p¥i teplotdch &0 aZ 140 °C, nade® se
smés podrobi elektroforese v alkalickém prostiedi s vihodou v triethyleminbikerbondtu a zis-
keny intermedidt se nechd reagovat s anorganickou nebo organickou kyselinou a poté se &isti
postupné papirovou chromatografii v soustav® 2-propanol-koncentrovany vodny amonisk-voda

v objemovém poméru 7:1:2, papirovou elektroforesou v kyselin& octové nebo mravendi e posléze
papirovou chromatografii v soustav& l-butanol-kyselina octové-voda v objemovém pom&ru 10:1:3.

Provedeni reakce je jednoduché e nevyZaduje specielniho zafizeni. Z hlediska manipulace
a 8 ohledem na kontaminaci okoli je dileZitym vyznakem postupu podle vyndlezu skutednost, Ze
se reakce provddi v jediné nddob& a celd smds se p¥imo a beze ztrdt podrobi Eisticim operacim.
PouZiti uhlifitenu sodného nebo draselného misto sodné soli edeninu v heterogenni reakci s
ldtkou vzorce II umo#nuje zvyfit nedbytek tohoto &inidla bez nebezpeci jeho rozkladu e tim
podstatn& zvy¥it celkovou konversi adeninu. Podstatnym vyznakem je rovn&% pouZiti dimethyl-~
sulfoxidu jako rozpoufté&dla, které umoZnuje prdci v nizké absclutni koncentraci reakdnich
sloZek a pouZit{ vyZ#{ teploty bez nebezpedi tniku radioaktivnich ldétek odparem. P¥i reskci
vznikd Juko vedlej&i produkt.B-isomer 1dtky vzorce I; i jeho relativni zastoupeni je niZ&d
p¥i prdeci v dimethylsulfoxidu.

DileZit¥m vyznakem vyndlezu je také postup Sifténi 1ldtky vzorce I: celéd reakdn{ smds se
nejprve elektroforesou v alkalickém prost¥edi (nejlépe v t&kavém triethylaminkafbonétu) zbavi
nezreagoveného znaleného adeninu, ktery lze regenerovat a isoluji se 1ldtky kyselého charakteru.
Pisobenim kyseliny (nejlépe t&kavé kyseliny mravenéi) se od#t&pi chrdnic{ cyklohexylidenovd
skupine a tém&F &isty D-eritadenin kontaminovany 3-isomerem se isoluje papirovou chromato-
grafii v elkalické soustavé. Dal¥i &i¥t&ni od 3-isomeru 1dtky vzorce I se provede elektro-~
foresou v kyselém prostfedi a papirovou chromatografii v kyselé soustav&y Sled dvou posled-
nich stupnd 1lze vyménit. Pro pou¥iti k biologickym (ideldm je vhodné zaFadit jako posledn{
stupen opé&t chromatografii v amoniakdlni soustavé, kterd zbavi produkt kyseliny octové a
Jejich esterd. Timto postupem se ziskd D-eritadenin vzorce I o vysoké (vice ne% 99 %) radio-
chemické Cistot& s kone&nym viyt&Zkem 55 a¥ 70 % (vztaZeno na pourity 14C-adenin);

Zplsob podle vynilezu mife byt se stejnym vysledkem pouZit pro adenin znadeny specificky
ne jednotlivych uhlikovych atomech nebo pro adenin nespecificky znadeny. & t.ho vyplyvé moZ-
nost p¥ipravy 14C4D-er1tadeninu 8 vysokou specifickou sktivitou dostate&nou pro biologické
poufiti in vivo i in vitro. Postup mi¥e Wt stejnd pouZit i pro p¥iprevu enantiomerniho L-
-eritedeninu tak, Ze se derivdt D-erythronolektonu vzorce II nahredi #nentiomerni slouceninou
odvozenou od L-erythronolaktonu. Prédvé tak je moZné poufit uvedeny postup i pro p¥ipravu

. D-eritadeninu znadeného nuklidem 130.
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Vychozi sloudenina vzorce II se s vyhodou pou¥ije proto, Ze ji lze pomérné snadno p¥ipravit
a ziskat v krystalickém stevu., Je J1 vi¥ek mo¥né nehradit i jinymi substituovenymi derivédty
D-erythronolaktonu, v polohdch 2,3 chréndrého jinym: cyklickymi acetdlovymi nebo ketdlovymi
skupinemi (isopropyliden, benzyliden, ethoxymethylen apod.). Rovné% Je mo¥né p¥i pouZiti
14tky vzorce II zne¥ené radionuklidem l4g p¥ipravit D-eritadenin totdlné znadeny nebo znadeny
specificky na postrannim Fet¥zci.

V dal¥im je vyndlez oévétlen na p¥ikladech provedeni, aniZ se tim jekkoliv omezuje.
P¥{klad 1
[ 14C-Aden147 -D-eritedenin

Smés 10 MBq [U- 14¢] -adeninu (614 WBq/mmol, 12,25 ,umol), 20 mg 2,3-0-cyklohexyliden-
-D-erythronolaktonu, 5 mg uhli&itenu draselného a 250 /ul dime thylsulfoxidu se zahiivd 7
hodin na 140 °C v silnosténné, zébrusem uzaviené zkumavce. Smés se nanese na 16 cm pruh
chromatografického papiru (Whetman No 3 MM) a provede se papirovd elektroforesa pri 20 V/cm
v 0) M triethylemoniumkerbonétu, pH 7,5 po dobu TO min. Pohyblivy UV-gbsorbujici pée produktu
(78 % na sdenin) se eluuje vodou (3 aZ 5 ml), odpa¥{ we vakuu dosucha a zvytek se rozpusti
ve 2 ml kyseliny mraven&{ a zah¥ivd 48 h ne 37 °C. Smds se odpa¥{ ve vakuu, zbytek odpa¥i
opakovend s 3x5 ml vody ve vekuu a odparek v 0,5 ml 10% emoniaku se inkubuje €0 min pFi
teplot® mistnosti. Sm&s se nanese na pruh 2 cm na chromatografickém papi¥e (Whetiman No 3 MM )
a chromatografuje se 16 h v soustavd 2-propanol-koncentrovany smoniak-voda(7:1:2). Skvrna
produktu (RF 0,30-0,35 se eluuje vodou (2 a% 3 ml), odpa¥i me vakuu a gistd papirovou'elektro-
foresou (15V/cm, 60 min) na pruhu 20x36 cm chromatografického papiru (Whatman No 3 MM) v
0,01 M kyselin® mraven¥®i. Skvrna produktu se eluuje vodou (2 aZ 3 ml), zehusti ve vakuu a
chromatogrefuje na 2 cm pruhu na papife (Whatman No B'MM) v sbustavé l-butenol-kyselina oéto-
vd-vode (10:1:3). Skvrna D-eritadeninu (I) (78%)(RF‘°’5°) a jeho 3-isomeru (RF=O,4O, 22%)
se eluuje vodou (2 ml) a lyofilisuje. Eludt ldtky vzorce I se znovi chromatografuje v sou-
stavé 2-propanol-koncentrovany vodnf emoniak-voda (7:1:2), pruh produktu se eluuje'vodou a
lyofilisuje. 4iskd se 56 a% 65 % produktu s radiochemickou &istotou vyEFi nei 99%.
P¥iklad 2 '

[e-14c J -D-Eritedenin

Smés 2,3 MBq 8- 14C-adeninu (specifické sktivita 174 MBg/mmol, 12,25 ,umol), 5 mg uhliZi-
tenu sodného, 20 mg 2,3-0'- xyklohexyliden-D~erythronolaktonu a 250 }ul'dimethylsulfoxidu
se zah¥ivé 16 h na 120 °C o sms se zpracuje stejn& jako jJe ubedeno v p¥ikladu 1. 4iskd se
70 a% T2 % produktu & radiochemickou &istotou vyEEi ne¥ 99% o chromatografickych a elektro-
foretickych vlastnostech identickych s neradioaktivndm materiélem.

PREDMET VYNALEZU

Zpisob p¥{pravy D-eritedeninu vzorce I ;fJ\i:I:::hij§>
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specificky i nespecificky znaéeného radioduklidem 14¢ adeninovém kruhu, vyenadeny tim, Ze
se adenin gnafeny radionuklidem 140 nechd reagovat 8 10 aZ 20 ekvivalenty 2,3-0 -cyklohexy-
liden-D-erythronolaktonu vzorce II 0
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8 préfkovitym uhliditenem sodnym nebo draselnym v mnoZstvi 25 a¥ 50% hmot. poditdno na sloule-
ninu vzorce II v dimethylsulfoxidu jako rozpouftédle p¥i teplotdch 80 aZ 140 °c, nadei se

smés podrobi.elektroforeae v alkalickém prostfedi, 8 vyhodou v triethylaminhikarbondtu a
2iskany intermedidt gp‘neché reagovet & anorganickou nebo organickou kyselinou a poté se

¢isti postupné papirovou chiomatogrerii v soustav& 2-propanol-koncerntrovany vodny emoniak-
-voda v objemovém pom¥ru 7:1:2, papirovou elektroforesou v kyseliné octové nebo mravenéi

a posléze papirovou chrometogrefii v soustavé& l-butanol-kyselina octové-voda v objemovém

poméru 10:1:3,
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