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OPTIMIZACION DE UN METODO DE PREPARACION DE UN

RADIOHAPTENO—IZSI PARA RIA DE ALTA ACTIVIDAD ESPECIFICA

1. INTRODUCCION.

El dietilestilbestrol (DES), estrdgeno artificial ha sido uti-
lizado en el sector ganadero para estimular el anabolismo protei-
co. Sin embargo su actividad, supuestamente cancerigena ha obli-
gado a los distintos paises a prohibir totalmente su empleo.

En la actualidad la CEE ha establecido los métodos que deberéan
utilizarse para la deteccidn de anabolizantes (1), publicados en
el Diario oficial de la CEE (87/410/CEE) (2), entre los que se
encuentran los métodos inmunoldgicos, destacando el radioinmuno-
ensayo (RIA), debido a su sensibilidad y especificidad, empleado
sobre todo para el analisis de residuos de DES.

Dentro de los procedimientos de RIA del DES es de destacar la
utilizacidn de DES marcado con tritio (3). Sin embargo la purifi-
cacién del DES tritiado es delicada debido a gue sufre una radio-
lisis rapida si se conserva impuro o si se le purifica por croma-
tografia. También presenta problemas la yodacidén con I-125 del
DES que resulta en la formacidén de dos productos marcados cuya
relacidén no ha podido ser controlada (4) -incluso cuando se apli-
ca el I-125 en cantidades subestequiométricas con respecto al
DES- con el agravante de que se reduce tanto su inmunoreactividad
como su actividad bioldgica.

Para obviar estos inconvenientes, se ha recurrido a incorporar

el yodo radiactivo a una molécula facilmente yodable, por ej. de



histamina, gque, una vez yodada, se conjuga* por el método del
anhidrido mixto (5) con un derivado carboxilico del DES, con lo
que se evita la introduccidén directa del yodo en los anillos aro-
maticos. Consiste el método en lineas generales en la condensa-
cién del y-bromobutirato de etilo con el DES (I) en presencia de
K,CO3, lo que permite obtener el monoéter (II) que, previa puri-
ficacidn, es saponificado al &cido correspondiente (III), el cual
se fija al grupo amino de la 2-yodohistamina—1251, lo que da 1lu-
gar a la correspondiente yodo-amida (IV), tal como se indica en

el esquema siguiente:

Cada vez es mas frecuente la utilizacidén de trazadores formados
por un hapteno que se conjuga a una molécula previamente radio-
yodada sin detrimento de su reactividad inmunoldgica.
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Se ha comprobado que esta amida radioyodada (IV), derivada del
DES, se une a un suero anti-DES especifico (5) lo gue sumado a su
estabilidad posibilita la aplicacién eficaz del RIA en la deter-
minacién del DES, eliminando asi los problemas asociados de anéa-

lisis y autoradiolisis del compuesto tritiado.
2. OBJETIVO.

Se trata de completar y optimizar la sintesis del derivado yo-
dado del DES (IV) (véase Esguema) propuesta por Johnson y colab.
(5), dado que en su trabajo 1°) no se describe la purificacién de
(IT) y se omite su rendimiento y 2°) no se indica el grado de in-
corporacidén del 1I-125 a la histamina, ni se consigna el rendi-
miento de la reaccidén de conjugacidén, ni la pureza gquimica y ra-
dioquimica del producto radiactivo final 4-0-(Carboxipropil)-die-
tilestilbestrol-yodohistamina—lzsl obtenido.

Debido a que la sintesis del ester etilico del 4-0-(Carboxi-
propil)-dietilestilbestrol (II) en las condiciones descritas en
la bibliografia (5), conducia a una mezcla de mono y diéteres con
muy bajo rendimiento, se ha aplicado un procedimiento general de
formacidén de éteres de fenoles que consiste en calentar a reflu-
jo, durante unas horas el fenol* disuelto en acetona -representa-
do aqul por el compuesto (I)- con un ligero exceso del haluro de
alguilo, el y-bromobutirato de etilo, en presencia de carbonato
potésico en cantidad estequiométrica, lo que permite obtener ba-
sicamente el monoéter (II) con buen rendimiento. Una primera se-
paracidén del producto de reaccidén(II) del DES sin reaccionar (I)

y del diéter se logra mediante recristalizacidén de ciclochexano en

A las 4 horas se ha formado ya un 50 % del derivado moncalqui-
lado. A partir de las 8 h se forma mayoritariamente el derivado
dialquilado, a expensas del monoalquilado.



el que el DES es poco soluble, mientras que el diéter lo es bas-
tante ya en frio. La purificacién final del II se realizd por
paso a través de una columna de gel de silice, utilizando como
eluyente benceno/acetato de etilo, 80:20.

El control de la pureza se llevd a cabo mediante cromatografia
en capa fina de gel de silice, utilizando el eluyente anterior.
Los productos se visibilizaron irradiando 30’ con luz ultravio-

leta de 254 nm, 6 empleando placas con indicador fluorescente.

La hidrdlisis del éster (II) se realizdé refluyéndolo con po-
tasa metandlica 0,3 N durante 2 horas. Se purificdé por recrista-

lizacidén sucesiva de benceno y cloroformo.

El procedimiento de yodacidén de la histamina se ha basado en
el método de la cloramina-T (6). La introduccidén del yodo en el
anillo imidaz6lico de la histamina se favorece a pHs de 8-8,5
(7). En experiencias en frio, al poner en juego yodo e histamina
en una relacidén molar 1:1 se monoyoda ésta parcialmente, pero al
aumentar la proporcidén de yodo se formd también 2,5 diyodohista-
mina*, todas ellas facilmente separables por cromatografia en gel
de silice desarrollada bien con acetona-NH, 25 % (9:1 vol) 6 con
butanol—NH3 25 % (4:1) y visibilizadas con ninhidrina (la hista-
mina tiene en estos eluyentes un Re inferior a la monoyodohista-
mina y ésta, a su vez, inferior a la diyodohistamina tal como se
observa en la Tabla 1I).

En el caso de la radioyodacidén con I-125 libre de portador, la

relacién yodo:histamina empleada es muy baja, de 1:1.000, por 1lo

En el caso de la histidina al yodar con una relacidén entre
0,4-1 y 8-1 se formaron mezclas de 2-yodohistidina y 2,5-diyo-
dohistidina y por encima de los 8 &tomos por molécula se formd
en exclusiva el derivado diyodado (8).



gque al encontrarse el yodo en proporcidén altamente subestequiomé-
trica, se produce en exclusiva el derivado monoyodado 2-yodohis-

tamina-lzsl.

Por otra parte en estas condiciones la incorporacidn
del yodo radiactivo es muy alta, tal como puede apreciarse en las

Figs. 1 y 2.

La conjugacidn de aminas yodadas con I-125 al hapteno general-
mente utiliza el procedimiento del anhidrido mixto. Este tipo de
reaccién tiene la desventaja de que la reaccidn tiende a producir
miltiples productos que tienen que separarse y purificarse des-
pués del marcaje. El conjugado radioyodado es entonces un compo-
nente minoritario de la mezcla de reaccidén y, salvo gque se utili-

zaran altos niveles de radioactividad, se encuentra muy diluido.

Para la formacidén del compuesto conjugado de la 2-yodohista-

mina—I125

con el DES se tuvieron en cuenta las directrices gene-
rales de Erlanger y colab. (9) gue adaptaron la técnica del anhi-
drido mixto propuesta por Vaughan (10-12) para fijar el derivado
del DES (III) a los grupos amino de la seroalbimina bovina, lo
gque més tarde también llevd a cabo Rombauts (3). Esta técnica ha
sido utilizada por Nars y Hunter (13) para la radioyodacidén de

esteroides por conjugacién con yodohistamina—IlZS.

El rendimiento global de incorporacidn del yoduro—lzsl en la
reaccidén de conjugacidén ha sido, en nuestro caso, bastante alto,
entre 70-80 %, siempre que se utilice una relacidén molar anhi-
drido mixto: histamina de 1:1, en contraposicidén con otros in-
vestigadores que incluso operando con una relacidén entre el co-
rrespondiente anhidrido mixto y la histamina de 100:1 (13) obtu-
vieron solamente un rendimiento respecto a la yodohistamina del
30 %. Respecto al trabajo (5) objeto de nuestra optimizacidn,
donde se operd con una relacidén anhidrido mixto:histamina de 5:1,
a parte de no indicarse el rendimiento, no se justifican tampoco
los inexplicables resultados obtenidos: asi por ej. sin agregar

portador de I u otros y partiendo de un NaI—I125 con una activi-



dad especifica de = 2.000 Ci/mmol, dicen obtener el radioyodohap-
teno con una As de 96 Ci/mmol. La confusidén persiste con respecto
a la purificacién de la radioyodamida final (IV) gue ademés no

caracterizan.

Asimismo hemos verificado que el método propuesto por Johnson
y colab. (5) consistente en cromatografiar el producto bruto (1IV)
en columna de Sephadex G-25 no permite la separacidén de amida y
yodamida, que, al menos tedricamente, en su trabajo deberian en-
contrarse en una relacidén de 40:1. Mas efectivo nos ha parecido
el método de purificacién del hapteno del estradiol-~178 propuesto
por Nars y Hunter (13). Se basa el procedimiento en una elimina-
cidén de los reactivos activos mediante acidificacidén con HCl de
la mezcla y extraccidén de estos con tolueno, seguido por una al-
calinizacidén con NaOH y extraccidén del producto bruto con este
mismo disolvente. La purificacidén final del extracto toluénico
del radiohapteno conjugado la logran por TLC en placa de gel de
silice, utilizando como solucidn eluyente el sistema benceno:eta-
nol:acético (75:24:1 v/v).

Obviamente los procedimientos de extraccidn y separacidn de
los diversos haptenos marcados tienen gque ser modificados para
adaptarlos a la naturaleza de cada caso particular. Asi la ex-
traccidén en medio alcalino con acetato de etilo nos ha permitido
separar el radiohapteno conjugado (IV) tanto de los compuestos
inorganicos como de la histamina y yodohistamina gque no hubieran

reaccionado.

*
Operando al abrigo de la luz se ha comprobado gque la reaccién
de conjugacidén précticamente no da lugar a impurezas radioquimi-
cas, ya que son inferiores al 2 %, Fig. (3), pero al estar pre-

sentes junto con la radioyodoamida (IV) la amida, en una propor-

Tanto el DES como sus derivados son fotosensibles.



cidén con respecto a la yodamida altisima, y restos del derivado
del DES (III), es necesario separarlos, lo gue se ha llevado a
cabo facilmente por TLC en placa de gel de silice eluyendo con
una solucién recién preparada de acetona: NHy 25 % (9:1 v/v), que
separa mejor la yodamida que la solucidn de benceno:etanol:acé-
tico (75:24:1 v/v) (Tabla II). Dados los buenos resultados lo-
grados no se ha ensayado la separacidn por HPLC .

La radiactividad de la placa se identificd por autorradiogra-
fia de una TLC analitica (Film X-OMAT S, Kodak). Como era previ-
sible se aprecid una Gnica mancha.

El producto de conjugacidn se sometidé a una cromatografia en
capa fina de gel de silice preparativa. Identificada la banda de
radiactividad correspondiente a la yodamida—lzsl, se raspd y elu-
y6 con metanol. La identidad quimica del radiohapteno ya purifi-
cado se ha establecido recromatografiando el material radiactivo

extraldo frente a una muestra de yodohistamida fria (Fig. 4).

3. MATERIALES Y METODOS.

Todos los reactivos utilizados han sido de calidad P.A. La so-
lucidn de NalZSI, libre de portador, de 100 mCi/ml y As=2.200

Ci/mAtom, procede de Amershan (Referencia IMS.30).

El gel de silice empleado en la columna cromatografica para la

purificacién del monoéter-II tiene un grosor de 70-325 mallas

Alternativamente, si bien con menos rendimiento, se puede tam-
bién separar la yodamida de la amida y del &cido (IIl) por cro-
matografia en columna utilizando Sephadex LH-20, en linea con
las investigaciones de Téht (4). La elucidn se ha realizado con
etanol acuoso 50 %, siendo el orden de elucidn: &cido (III),
amida y yodamida (1IV).



(Merck 7734). El control de la pureza de (II) se realizd anali-
zando por TLC (gel de silice 60 Merck, sin y con F-254), las
fracciones eluidas. Como solucidn desarrolladora, una mezcla de
benceno-acetato de etilo (80:20 v/v).

El control de la pureza quimica del acido (III) y de los com-
puestos conjugados con higstamina y 2-yodohistamina se realizd por
TLC (gel de silice 60 con 6 sin F) utilizando como eluyentes
acetona-—-NH3 25 % (9:1 v/v) y benceno-etanol-&cido acético
(75:24:1 v/v).

La pureza radioquimica de 1la monoyodamida—I125 conjugada (1IV)
se determind por autorradiografia de las cromatografias desarro-
lladas con ambos eluyentes.

La actividad especifica del compuesto conjugado radioyodado
(IV) se calculd tebricamente basé&ndose en la actividad especifica

del NalZSI de partida.

El rendimiento radioquimico, desde el NalZSI, o sea la efi-
ciencia de utilizacidén del I-125, se realizd por recuento vy de

alicuotas apropiadas (Autogamma-500, Packard).
3.1. Procedimientos de sintesis.
3.1.1. Sintesis del monoéter (II).

En un matraz de fondo redondo de 25 ml provisto de condensador
de reflujo y tubo de cloruro céalcico, se disolvieron 2 mmoles de
DES (536,7 mg), desecado durante 24 h en desecador a vacio con
pentdéxido de fbsforo, en 6 ml de acetona secada sobre carbonato
potadsico. A continuacidén se afladieron 2,03 mmoles de carbonatc
potédsico anhidro y seco y, seguidamente y bajo agitacién, 2,2
mmoles de bromobutirato de etilo (0,33 ml). Se refluyd durante 6
h, al cabo de las cuales se separaron las sales por filtracidn y

se lavaron con acetona. Al concentrar a sequedad la solucidn que-
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dé un residuo pastoso que al recristalizar de ciclohexano dejé
una parte insoluble (170 mg) gque se filtré, constituida por DES
gue no habia reaccionado, obteniéndose por recristalizacidén 390
mg del derivado monoalgquilado (II) ligeramente impurificado con
el DES de partida y con algo de derivado dialquilado. Este pro-
ducto, aln impuro, se disolvid en 0,6 ml de acetato de etilo; se
agregaron 0,9 ml de benceno y se cromatografidé en una columna (40
x 2,5 cm) de gel de silice, 70-325 mallas, eluyendo con una diso-
lucidn de benceno-acetato de etilo (80:20 v/v) a una velocidad de
0,5 ml/min. Se recogieron fracciones de 5 ml. En el perfil de
elucidén aparecid en el frente el diéter y en la cola, el DES. El
monoétet (II) emergid puro entre las fracciones 21 a 29. Se reco-

gieron 316 mg (Pf = 119° - 121°C).

La pureza quimica se controld por TLC, en placas analiticas de
gel de silice; utilizando como eluyente, benceno-acetato de etilo
(80:20 v/v). Los productos se visibilizaron irradiando las placas
con UV a 254 nm durante 30 minutos. En estas condiciones el DES
se convirtid en su derivado fenantrénico amarillo y el monoéter
en un compuesto amarillo-anaranjado. El diéter se visibilizdé a
356 nm. (En la Tabla I se consignan los correspondientes Rfs)'
3.1.2. Hidr6lisis del monoéter: sintesis del 4-0-(carbo-

xipropil)-dietilestilbestrol (III).

Se disolvieron 0,5 mmoles del monocéter (II) (191 mg) en 9 ml
de una solucidn metandlica de hidrdéxido potéasico 0,3 N. Se reflu-
yo la disolucidn durante 2 horas y, una vez fria, se acidificé
con &Acido acético diluido hasta pH 5, y se concentrd a sequedad
en evaporador rotativo a vacio. Se formdé un residuo amarillento
que se disolvid en acetato de etilo y se lavd dos veces con agua.
Se secd la disolucidn con sulfato sédico y nuevamente se llevd a
£ 165°C. Una
recristalizacidén ulterior de cloroformo condujo a 147 mg (rendi-
£t 166-167°C. Las cromato-

sequedad. El residuo se recristalizdé de benceno; P

miento: 77 %) de un producto blanco, P
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grafias en placa fina, en benceno-acetato de etilo, (80:20 v/v) y
en acetona—NH3 25 % (9:1 v/v) mostraron la presencia exclusiva
del Aacido (III) (RfS: 0,06 y 0,17 respectivamente).

3.1.3. Radioyodacién del hapteno (III) por conjugacidn

125

con 2-— I-histamina: Sintesis de (IV).

3.1.3.1. Sintesis de la 2-yodohistamina 1251.

En un tubo de vidrio provisto de tapdn esmerilado se introdujo
1 mCi de Na125
garon 25/ul (55,5 ug = 0,5 umoles) de una solucidén de histamina

I (10 wl) (IMS 30. Amersham). Seguidamente se agre-

disuelta en tampdn (pH:8) de fosfato sbédico 0,5 M y, bajo una
suave agitacidén, 10 wl de una solucidn acuosa de cloramina-T (125
ug = 0,55 pumol). Transcurridos 2 minutos, se afiadieron 10 wl (300
ug = 1,58 umoles) de una solucidén de metabisulfito sdédico. La
mezcla de reaccidén se diluyd entonces con 50 wpl de dioxano y se

enfrid en baflo de hielo a 0°C.

3.1.3.2. Sintesis del anhidrido mixto.

En un tubo de vidrio provisto de tapdén esmerilado se disolvie-
ron 2,5 mg del acido (III) (7 wmoles) en 200 xl de dioxano y se
agregaron 17 w41 de una solucidén de tributilamina en dioxano
(1:10), equivalentes a 7 wgmoles. Una vez enfriada la mezcla a
10°C, se agregaron bajo agitacién 10 w1l de wuna solucibn de
cloroformiato de isobutilo en dioxano (1:10) equivalentes a 7,25
umoles. Se mantuvo la mezcla de reaccidén a 10°C durante veinte
minutos, transcurridos los cuales se diluydé con 470 pl de dioxano
frio. (Esta nueva solucidn contiene 0,01 gmoles/uyl de anhidrido
mixto).

125

3.1.3.3. Sintesis de la yodamida- I (1IV).

125

A la solucidén de la 2-yodohistamina- I anterior (3.1.3.1.),

previamente enfriada a 0°C, se afladidé bajo agitacidén una alicuota
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de 50 wl (0,5 uwmoles) del anhidrido mixto recién preparado
(3.1.3.2.), y seguidamente, 10 wxl de una solucidén de NaOH 0,1 M.
La solucidén se mantuvo con agitacién a 0°C durante 2 horas,
transcurridas las cuales se agregd 1 ml de NaOH 0,2 M. La mezcla
de reaccidn se extrajo con acetato de etilo agitando en un vortex
con 3 ml del mismo. Se separd el extracto organico, se lavd dos
veces con 1 ml de agua y se concentrd a vaclo. El residuo se di-
solvid en 50 wl de dioxano y se aplicd en una placa de gel de
silice-60 Merck sin F que se desarrolld con acetona-NH; 25 % (9:1
v/v) (Fig. 3).

La radioactividad de la placa se identificd por autoradiogra-
fia con Film X-OMAT S, Kodak.

Una vez identificada la banda de radiactividad del conjugado
marcado con I-125 sobre la TLC, mediante radiografia, se raspd la
placa con las correspondientes precauciones para evitar el polvo
y se eluyd por tratamiento con metanol durante media hora. A con-
tinuacidén se filtrd y se evapord a vacio. Finalmente se redisol-
vid el residuo en etanol.

La pureza radioguimica de la radioyodamida (IV), determinada
por radiocromatoscanner, fué superior al 99 %. Su actividad espe-

cifica de 3.850 wCi/ug se calculd tedbricamente basdndose en la

125

actividad especifica del Na I de partida. E1 rendimiento global

de la radiosintesis remontadndose al Na125

125

I alcanzd el 75 %. Alma-
cenada la yodamida- I en solucidén etandlica en la oscuridad a

-20°C durante un mes se ha mantenido estable.
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TABLA I

Rfs DE DES (I}, MONOETER (II) Y DIETER
COMPUESTO Re, x 100
Cis—~DES (I) 23
Trans-DES (1) 38
Monoéter (II) 46
Diéter 56

Eluyente: Benceno-Acetato de etilo (80:20 v/v).

Gel de silice 60

Recorrido: 15 cm

Deteccidén: Irradiacidén con lampara de ultravioleta a 254 nm du-

rante 30 minutos y visualizacién con luz de 366 nm.
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TABLA II

Rfs DE HISTAMINA, 2-YODOHISTAMINA Y 2,5-DIYODOHISTAMINA

COMPUESTO Rfs x 100
- A B
Histamina 0,48 0,31
2-Yodohistamina 0,73 0,47
2,5-Diyodohistamina 0,80 0,59

Sistema A: Eluyente: Acetona-NH, 25 % (9:1 v/v).
Sistema B: Eluyente: Butanol~-NH3 25 % (8:2 v/v).
Gel de silice 60 Merck analitica.

Cantidades aplicadas: 1-5 ug.

Recorrido: 15 cm,

Revelador: Ninhidrina.
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TABLA I1I

R DE 4-0-(CARBOXIPROPIL)-DIETILESTILBESTROL, (III),

fs
AMIDA CON HISTAMINA DE III (V) Y AMIDA DE
2-YODOHISTAMINA DE III (1IV)
COMPUESTO Rfs x 100

A C
III 9 52
iv 65 35
\% 53 3

Sistema A: Eluyente: Acetona-NH, 25 % (9:1 v/v).
Sistema C: Eluyente: Benceno-Etanol-Ac. Acético (75:24:1 v/v).
Gel de silice 60 F Merk.

Recorrido: 15 cm.






a) b)

Fig. 1. Autorradiografia de las TLC de
9
al. Nal“JI
b). Producto bruto de radioyodacién de histamina.

Gel de silice 00 Merck. Recorrido: 15 cm. Sistema A.
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Fig. 2. Radiocromatoscanners superpuestos de NAlZSI y de histamina mar-

cada con I-125 bruta.
Gel de silice 60 Merck. Recorrido 15 cm. Eluyente A.
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Fig. 3. Radiocromatoscanner de la solucidn organica (acetato de etilo)
del hapteno marcado con I-125.
Gel de silice 60 F. Merck. Recorrido 15 cm. Eluyente A.
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Fig. 4. Radiocromatoscanner de la radioyamida (IV) purificada por TLC
gel de silice 60 F Merck. Recorrido 15 cm. Eluyente a. (Se in-
corpord portador de yodamida5.
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Direccion de Tecnologia.

"Optimizacion de un método de preparacion de un radiohapteno-
12 para ria de alta actividad especifica".

SUAREZ, C., PAZ, D., SIMON, M?. a,, ROMERO DEL HOMBREBUENO, B.
(1994) 29 pp.; 4 figs.; 13 refs,

En este primer trabajo se describe con detalle la sintesis, aislamiento y purificacién de
la amida de 2-yodohistamina-'*I del 4-0-(carboxipropil)-dictilestilbestrol obtenida por
conjugacién de un derivado del dietilestilbestrol con 2-yodohistamina- 1 mediante la
técnica del anhidrido mixto.

El rendimiento de la radiosintesis con respecto al Na'®I de partida fue alto, de un
75%, para una relacién anhidrido mixto:histamina de 1:1; la pureza radioquimica, compro-
bada por radiocromatografia, superior al 99% y la actividad esg)ccil‘ica de 3850 uCi/pg.

La estabilidad del radiohapteno-'>I es buena ya que disuelto en etanol y almacenado
cr> la oscuridad a -20 °C experiment6, al cabo de un mes, una descomposicton inferior al
1%.

DOE CLASSIFICATION AND DESCRIPTORS: 400600. Radiochemistry. Radioinmu-
noassay. Amines. Anhydrides. Ethanol. lodine 125.

CIEMAT-734

Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnolégicas.
Direccién de Tecnologia.

"Optimizacion de un método de preparacion de un radiohapteno-*I

para ria de alta actividad especifica".

A
SUAREZ, C., PAZ, D., SIMON, Mz, a, ROMERO DEL HOMBREBUENO, B.
(1994) 29 pp.; 4 figs.; 13 refs.

En este primer trabajo _se describe con detaile la sintesis, aislamiento y purificacién de la
amida de 2-yodohistamina-'1 del 4-0-(carboxipropil)-dietilestilbestrol obtenida por conjugacién
de un derivado del dietilestilbestrol con 2-yodohistamina-'*I mediante la técnica del anhidrido
mixto.

El rendimiento de la radiosintesis con respecto al Na'®[ de partida fue alto, de un 75%,
para una relacion anhidrido mixto:histamina de 1:1; la pureza radioquimica, comprobada por
radiocromatografia, superior al 9% Y la actividad especifica de 3850 pCi/ug.

La estabilidad *del radiohapteno- ] es buena ya que disuelto en etanol y almacenado en la
oscuridad a -20 °C experimento, al cabo de un mes, una descomposicion inferior al 1%.

DOE CLASSIFICATION AND DESCRIPTORS: 400600. Radiochemistry. Radioinmunoassay.
Amines. Anhydrides. Ethanol. Jodine 125.

CIEMAT-734

Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y ‘Tecnolégicas.
Direccién de Tecnologia.

"Optimizaciéon de un método de preparacion de un radiohapteno-

125 para ria de alta actividad especifica".

SUAREZ, C., PAZ, D., SIMON, M. a., ROMERO DEL HOMBREBUENO, B.
(1994) 29 pp.; 4 figs.; 13 refs,

En este primer trabajo se describe con detalle la sintesis, aislamiento y purificacion de
la amida de 2-yodohistamina-'®I del 4-0-(carboxipropil)-dietilestilbestrol obtenida por
conjugacién de “un derivado del dietilestilbestrol con 2-yodohistamina-'*I mediante la
técnica del anhidrido mixto.

El rendimiento de la radiosintesis con respecto al Na'®I de partida fue alto, de un
75%, para una relacion anhidrido mixto:histamina de 1:1; la pureza radioquimica, compro-
bada por radiocromatografia, superior al 9% vy la actividad especifica de 3850 uCi/ug.

La estabilidad del radiohapteno-l '[ es buena ya que disuelto en etanol y almacenado
en la oscuridad a -20 °C experimentd, al cabo de un mes, una descomposicidn inferior al
1%.

DOE CLASSIFICATION AND DESCRIPTORS: 400600. Radiochemistry. Radioinmu-
noassay. Amines. Anhydrides. Ethanol. Iodine 125.

CIEMAT-734

Centro de Investigaciones Encrgéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas.
Direccién de Tecnologia.

"Optimizacién de un método de preparacién de un radiohapteno-'*I

para ria de alta actividad especifica".

SUAREZ, C., PAZ, D., SIMON, M, a,, ROMERO DEL HOMBREBUENO, B.
(1994) 29 pp.; 4 figs; 13 refs.

En este primer trabajo se describe con detalle 1a sintesis, aislamiento y purificacioén de la
amida de 2-yodohistamina-'*I del 4-0-(carboxipropil)-dietilestilbestrol obtenida por conjugacion
de un derivado del dietilestilbestrol con 2-yodohistamina-'*I mediante la técnica del anhidrido
mixto.

El rendimiento de la radiosintesis con respecto al Na'®[ de partida fue alto, de un 75%,
para una relacién anhidrido mixto:histamina de 1:1; la purcza radioquimica, comprobada por
radiocromatografia, superior al 99% Y la actividad especifica de 3850 uCi/ug.

La estabilidad del radiohapteno-">I es buena ya que disuclto en etanol y almacenado en la
oscuridad a -20 °C experimento, al cabo de un mes, una descomposicién inferior al 1%.

DOE CLASSIFICATION AND DESCRIPTORS: 400600. Radiochemistry. Radioinmunoassay.
Amines. Anhydrides. Ethanol. Iodine 125.

e







CIEMAT-734

Centro de Investigaciones Energélicas, Medioambientales y TecnolGgicas.
Direccidn de Tecnologia.

"Optimization of the synthesis of a high specific activity "*I-labelled
hapten for radicinmunoassays”.

SUAREZ, C., PAZ, D., SIMON, M3, a, ROMERO DEL HOMBREBUENO, B.
(1994) 29 pp.; 4 figs.; 13 refs.

In this first report it is described the synthesis, separation and purification of the 2-
radioiodinated histamine-'*I-labelled histamine by a mixed anhydride reaction.

About 75% incorporation of [-'%, from Na'®[, was achieved with a molecular ratio of
1:1 mixed anhydride:histamine.

The radiochemical purity of the conjugate by TLC was > 99% and its theoretical spe-
cific activity, 3850 pCi/ug.

Dissolved in ethanol and held at -20 °C under darkness decomposition on storage
didn’t exceed 1% per month.
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