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Refeni se tyk4 zplisobu piipravy
konjugétd kardiotonickych glykosidd s L-
~-tyrosinem obecného vzorce I,
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~ kde R je H nebo fOH. P¥ipravi se tak,
Ze se necha reagovat hemisukcindt kardio-
tonickych glykosidd jako nap#. digitoxinu
nebo digoxinu v organickém rozpoust&dle
s L~tyrosinmetylesterem a s N-ethoxy-
karbonyl-2-ethoxy~1,2-dihydrochinolinem,
reakéni smés se zredi ﬁ}chlormethanem,
promyje vodnym roztokem organické
kyseliny, vysuSi, odpa¥i a vznikly
produkt se prelisti. LAtky tohoto typu
slouzi po oznalen{ radionuklidem 1251
k p¥iprav& komponent analytickych
a diagnostickych RIA souprav.
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Vyndlez se tfkd zpisobu p¥ipravy konjugdtd kardiotonickych glykosidd s L-tyrosinem.

125I/ analytic-

Tyto konjugdty slouZi k pF¥fpravé komponent /oznadenych radionuklidem jodu
k¢ch a diagnostickgch RIA souprav /radioimuno assay/ /viz nap¥. Polyevaya O. Yu. a kol.,
Chim. Farm. %. 17, /5/ 533 /1983/ nebo Calbiochem-Hoechst 1983 Biochemical and Immunochemical
Catalog. str. 5 a 114/, Tyto soupravy se poufivaji{ v klinické praxi pro stanovenf obsahu

kardiotonickych glykosidld, hlavn& digitoxinu a digoxinu, v krevnim séru a modi.

DerivAtl digoxind vhodngych pro oznaleni radionuklidem jodu nen{ mnoho. Prvni praci v této
oblasti je publikace G. C. Olivera a spol. /J. Clin. Invest 47, /1968/ spo&ivajici v reakci
anhydridu kysellnﬂbjantarové s digoxigeninem v pyrldlnu a've vyuZitf takta ziskaného 3-
~hemisukcindtu k p¥ipravé amidu s tyr931nmetylesterem. Tento postup ‘je viak vypracovén jen
na steroidni aglykon.

Q .

Patentfovany je postup R. N. Piasio a J. E. Woiszwilly /DE P 2505267/ spodivajici v oxidaci
cukerné &&sti digoxinu jodistanem a v nélsedné kondenzaci vzniklého dialdehydu s tyrosin-
metylesterem. Obm&nou tohoto postupu je préce N. D. Blazeyho /Clin. Chim. Asta 80, 403 /1977//
pouzivajic{ histaminu misto tyrosinmetylesteru a natriumborohydridu k redukci aldiminu.
vznikajici meziprodukty v uvedené publikaci nejsou chemicky charakterizovény.

Dialdehyd vznikly ox1daci cukerné &&sti digoxinové molekuly je vychozi slouZeninou dalsi-
ho patentovaného postupu K. C. Toveye a J. W. Findlaye /DE P 252 6984.5/. Dialdehyd je viak
kondenzovadn s kyselinou aminoxyoctovou a vznikly derivat reakc{ s tyraminem nebo histaminem

poskytne %4dany substrdt pro jodaci.

US patent 3 963 697 vychdzi z reakce digoxin nebo digitoxin 4°  “-hemisukcindtu s tyrosin-
metylesterhydrochloridem za p¥{tomnosti N,N —dlcyklohexylkarhodllmldu v pyridinu. Tento
zpisob p¥ipravy viak nezaruduje &istotou produktu, ktery je charakterizovan jen UV spektrem.
Prévé &istota m4 v8ak znadny vliv na specifitu stanoveni p¥i pouZitf{ jako radiligandu v analy-

tickych RIA soupravéach.

Posledni lasopiseckd publikace E. W. Weilera a M. H. Zenka /Clinical Chem. 25, No 1,
44 /1979/ obsahuje popis jiného postupu: digoxin Jje nejd¥ive "aktivovdn" bromkyanem za
vzniku cyklického imidokarbonédtu na C;" a Cé", ktery reakci s tyraminem nebo p-hydroxy-
fenylpropionylputrescinem poskytuje substrédt vhodny pro jodaci. Préce s bromkyanem je v3ak

nep¥ijemnd a nebezpelnd.

Nevyhody t&chto postupd odstrafiuje zptisob p¥ipravy konjugdtt kardiotonickych glykosidl

s L-tyrosinem podle vyndlezu.

Podstatou vyndlezu je zplsob p¥ipravy konjugdtl kadriotonickych glykosidll s L-tyrosinem

obecného vzorce I,

bR

c——NH—CH—Cﬂz OH

11/

o COOCH,
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kde R je H nebo OH. Uvedené slouééniny se p¥ipravi tak, Ze se nechd reagovat hemisukcinit

kardiotonického glykosidu jako nap¥iklad digitoxinu nebo obecného vzorce 1I1I,

/11/

kde R je H nebo OH v organickém rozpouSté&dle, nejlépe v tetrahydrofuranu nebo dimethoxymetanu
za teploty 0 aZ +40 % s L-tyrosinmetylesterem a s N-ethoxykarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydro-
chinolinem po dobu 10 aZ 70 hodin, reak&éni sm&s se z¥ed{ dichlormetanem, promyje vodnym
roztokem organické kyeliny s vyhodou kyseliny citronové, vinné nebo jable&né, vysu$i bezvodym

siranem sodnym ¢i hofednatym a odpa¥i, vznikly produkt se p¥edisti.

P¥elidténi lze provést nejlépe chromatograficky na koloné silikageluvv soustav® dichlor-
metan-metanol. Jako nejGdinnéjsi se jevi rakce 4 " “~hemisukciné&tu kardiotonického glykosidu
s L-tyrosinem v 3 a% 6 moldrnim p¥ebytku a s N-ethoxykarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolinem
v 3 az 6 moldrnim p¥ebytku.

Dale jsou uvedeny pfiklady zplsobu p¥ipravy dle vyndlezu.

Priklad 1

Do roztoku digitoxin 4 -hemisukcindtu /1.58 g, 1.82 mmol/ v tetrahydrofuranu /35 ml/
byl pfiddn L-tyrosinmetylester /1.54 g, 7.88 mmol/ a N-ethoxykarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydro-
chinolin /1.95 g, 7.87 mmol/. Po 70 hodindch michéni za teploty mistnosti byla reakdni smés
z¥edé&nd dichlormetanem /400 ml/ a promyta 5% vodnym roztokem kyseliny citronové, vodou a
vysuSena bezvodym sfranem sodnym. Odparek byl chromatografovén na kolon& silikagelu /200 g/
v soustavé dichlormetan-metanol /98:2/. Bylo ziskéno 310 mg /16 %/ amorfniho konjugdtu
digitoxinu s L-tyrosinem. IC spektrum /chloroform, cm—l/:3 600 /OH/, 3 425, 1 668, 1 521
/CONH/, 1 745 /Lakton + ester/. Pro C55H79N018 /1 042.2/ vypolteno: 63,38 ¢ C, 7,64 & H,
1,34 % N; nalezeno: 63,25 % C, 7,55 % H, 1,45 % N.

P¥{klad 2

Do roztoku digoxin 4~ " “-hemisukcindtu /200 mg, 0.23 mmol/ v tetrahydrofuranu /5 ml/

byl p;idén L-tyrosinmetylester /195 mg, 1 mmol/ a N-ethoxykarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin
/247 mg, 1 mmol/. Po 35 hodindch michdni za teploty mistnosti byla reakéni smés z¥edéna
dichlormetanem /60 ml/, promyta 5% vodnym roztokem kyseliny citronové, vodou, vysudena bez-
vodnym siranem sodnym a odpafena. Odparek byl chromatografovdn na kolon& silikagelu /30 g/

v soustavé dichlormetan-metanol /95:5/. Bylo ziskdno 58 mg /24 %/ amorfniho konjugétu digoxinu
s L-tyrosinem. IC spektrum /chloroform, cmnl/: 3 605 /OH/, 3 440, 1 671, 1 510 /COHN/, 1745

fester + lakton/.

Pro C55H79N019

7,77 % H, 1,12 % N.

/1 059.2/ vypo&teno: 62,43 & C, 7,52 % H, 1,32 % N; nalezeno: 32,57 % C,
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P¥{L{klad 3

P¥iprava byla provedena stejn& jako v p¥ikladu 1 s tim rozdilem, %e reakce byla provddéna
p¥i teplot& +40 °c po dobu 10 hodin. Bylo ziskdno 305 mg (16 %) amorfniho konjugdtu digosinu
s L-tyrosinem. P¥i analyze bylo nalezeno 63,19 % C, 7,47 % H, 1,27 % N.

P¥{i{iklad 4

Do roztoku digitoxin-4 -hemisukcindtu (1,58 g, 1,82 mmol) v 1,2-dimethoxyetanu

(35 ml) byl p¥iddn L-tyrosinmetylester (1,54 g, 7,88 mmol) a N-ethoxykarbonyl-2-ethoxy-1,2-
-dihydrochinolin (1,95 g, 7,87 mmol). Po 70 hodindch michdnf za teploty mistnosti byla reak&ni
sm&s z¥ed&na dichlormetanem (400 ml) a promyta 5% vodnym roztokem kyseliny citronové, vodou

a vysuSena bezvodym siranem ho¥e&natym. Odparek byl chromatografovdn na kolon& silikagelu

(200 g) v soustavé dichlormetan-metanol (98:2). Bylo ziskdno 300 mg (15,8 %) amorfniho
konjugdtu digitoxinu s L-tyrosinem. IC spektrum (chloroform, cm_l): 3 600 (OH), 3 425, 1 668,
1 521 (CONH), 1 745 lakton + ester). Pro Cg H, NO,, (1 042.2) vypolteno: 63,38 & C, 7,64 % H,

55779
1,34 % N; nalezeno 63,20 % C, 7,45 % H, 1,50 % N.

P¥{iklad 5

P¥iprava byla provedena jako v p#fkladu 3 s tfm rozd{flem, %e k promyvdni byl pouZit
5¢ vodny roztok kyseliny vinné. Bylo zfskéno 55 mg (23 %) amorfniho konjugétu digoxinu s L-
-tyrosinem. P¥i analyze bylo nalezeno: 62,64 % C, 7,75 % H, 1,54 % N.
P¥{iklad 6

P¥iprava byla provedena stejn& jako v p¥fkladu 1 s tim rozdilem, Ze digitoxin 477"~
-hemisukcindt se nechal reagovat s 6moldrnim p¥ebytkem L-tyrosinmetylesteru a N-ethoxykarbonyl-

~-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolinu p¥i 0 °c po dobu 70 hodin. Bylo zisk&no 305 mg (15,9 %) amorfni-
ho konjugdtu digoxinu s L-tyrosinem. P¥i analyze byloc nalezeno: 63,18 % C, 7,46 0 H, 1,25 % N.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob p¥ipravy konjugdtt kardiotinickych glykosidd s L~-tyrosinem obecného vzorce I,

YYS ol

c—NH—CH—CHZ OH
o COOCH,

kde R je H nebo OH, vyzna&eny tim, %e se nech& reagovat 4~~~

e ; -hemisukcindt digoxinu nebo
digitoxinu cbecného vzorce II,
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__-c—o /J:::t:fgi:F::I/J:{//
CHZ——-C OH /s

kde R je H nebo OH v organickém rozpouSté&dle s L-tyrosinmetylesterem a s N-ethoxykarbonyl-

-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolinem, reak&ni smés
organické kyseliny, vysu$fi a odpa¥i a vznikly

2. Zpusob podle bodu 1 vyznadeny tim, Ze

furan nebo dimetoxymetan.

3. Zpusob podle bodu 1 vyznadeny tim, Ze
novd, vinnd nebo jableé&nd.

4. Zpisob podle bodu 1 vyznadeny tim, Ze
hofe&naty.

5. Zpusob podle bodu 1 vyznadeny tim, Ze
dobu 10 aZ 70 hodin.

6. Zpusob podle bodu 1 vyznaleny tim, Ze
se nechd reagovat s L-tyrosinmetylesterem v 3

se z¥edi dichlormetanem, promyje vodnym roztokem
produkt se p¥elisti.

jako organické rozpoust&dlo se uZivd tetrahydro-
jako organickd kyselina se uZivd kyselina citro-
jako su8idlo se uZivd bezvody siran sodny nebo

reakce se provadi za teploty 0 aZ +40 °¢c po

4” " “~hemisukcin&t kardiotonického glykosidu
a? émoldrnim p¥ebytku a N-ethoxykarbonyl-2-

~ethoxy=~1,2-dihydrochinolinem v 3 a# émolérnim pfebytku.

7. Zptsob podle bodu 1 vyznaleny tim, Ze

vznikly produkt se p¥elisti chromatograficky

na kolon& silikagelu v soustavé dichlormetan-metanol.
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