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F. Hoffmann-l.a Roche & Co Aktiengesellschaft, Basel, Sveitsi

Barbituraattien mddritys - Bestdmning av barbiturat

Keksinn®n kohteena on reagensseja,jotka ovat kdyttdkelpoisia
herkdssd, diagnostisessa testissd barbituraattien ldsndolon totea-
miseksi kehon nesteissd,

Terapeuttisten aineiden, erityisesti barbituraattien, sydnnin
voimakas lisddntyminen tavallisen kansan ja armeijan piirissd on
tuonut mukanaan kdytinn®n vdlttidmidttOmyyden analyyttisten tydtapo-
jen parantamiseksi tdllaisten aineiden mddrittdmiseksi biologisissa
nésteissé. Lukuisissa tapauksissa on lddkehoitoa varten vdlttédmdtdn-
t4 heti mddrittd4 barbituraatinlaji, jota potilas on nauttinut, kun
potilas ei ole halukas tai ei koomatilan takia kykene antamaan hoita-
valle lddkdrille tietoja. Aikaisemmat tydtavat kdsittividt barbitu-
raattien tunnistamisen uuttamalla ja ohutlevykromatografisilla, kaa-
sukromatografisilla ja spektrofotometrisilld menetelmilld. N&111ld
tydtavoilla on kuitenkin se haitta, ettd ne ovat suhteellisen aikaa-
vievid, ty®lditd ja vdhemmdn herkkid. Sittemmin selostettiin nopea
ja herkkd immunologinen tutkimismenetelmd, joka késittéé*&éété?ai—
neiden ja barbituraattiantigeenien v&1il14, ks. US-patentti 3 766 162



ja S.Spector'in ja E.J.Flynn'in kirjoitus julkaisussa Scinence,

174, 1037 (1971). Tdmd tydtapa vaatii kuitenkin monimutkaisen ja
kalliin laitteiston, kuten tuikelaskimia. Sentdhden olisi edullista,
ettd olisi kdytettdvissd nopea ja erittdin herkkd tutkimusmenetelmﬁa
barbituraattien ldsndolon toteamiseksi biologisissa nesteissd, niin
ettd menetelmd ei vaadi monimutkaista laitteistoa ja ettd vdhimmdis-
koulutuksen saanut laboratoriohenkildkunta voi sen yksinkertaisesti
suorittaa.

Tdmédn keksinndn kohteena on uusi barbituraatti-johdannaisten
luokka, nimittdinkarboksyyliryhmdlld substitucoitujen barbituraatti-
en aminoaryyliesterit ja amino-alempi-alkvyliamicdit., Némd esterit.
ja amidit voidaan kovalenttisesti amidi-sidoksen kautta liittdd
karboksyloituun lateksipolymeeriin. Tallé tavalla lateksipolymeeriin
tdmdn siltaryhmdn avulla sidottua barbituraattia voidaan sitten kdyt-
tdd reagenssina hefkéssé, diagnostisessa testissd barbituraattien
ldsndolon toteamiseksi biologisissa nesteissd. Tdmd md&dritysmenetelmd
on riippuvainen antigeenien sindnsi tunnetusta sitoutumisesta tdtd
varten spesifisiin vasta-aineisiin, jolloiﬁ tdmd tehdddn ndkyvdksi
liukenemattomaksi tekemdlld tai agglutinbimalla, mitd seuraa hdytd-
lesaostus. Kun joko antigeeni tai vasta-aine on sitoutunut sopivaan
polymeeriin, kuten lateksipolymeeriin, Jjollaista seuraavassa kuvataan,
paranee antigeeni-vasta-ainesitoutumisen osoittaminen agglutinoi-
malla lateksipolymeerin avulla merkittdvidsti, niin ettd t&llainen
agglutinoimisreaktio helposti voidaan paljaalla $ilmdlld havaita.
Yleinen tydskentelytapa lateksiosasia kantimena kdyttden antigee-
neja tai vasta-aineita varten antigeeni-vasta-ainereaktion helpos-
ti ndkyvdksi tekemiseksi on jo kuvattu kirjallisuudessa, esim. US-
patentissa n:o 3 857 931.

Lihtdaineet, joita k&tetddn keksinn®n mukaisten lateksireagenssi-
en valmistukseen, ovat karboksyyliryhmdll#d substitucitujen barbitu-
raattien aminoaryyliesterit ja amino-alempi-alkyyliamidit. Selityk-
sessd kdytetrtyilmaus "alempi alkyyli" kdsittidd suoraketjuisia ja
haaraketjuisia, tyydytettyjd hiilivetytdhteitd, joissa on 2-8 hii-
liatomia, kuten esim. etyylin, propyylin, n-butyylin, i-butyylin
janiiden kaltaisia. Kdsite "aryyli” kdsittdd aromaattisen tihteen,
joka on perdisin substituoimattomasta tai substituoidusta areenis-
ta, kuten esim. fenyylin, naftyylin, halofenyylin, tolyylin, anisyy-
lin, nitrofenyylin, hydrofenyylin ja niiden kaltaisia. Kdsite "halo-

genidi" kdsittdd jodidin, bromidin ja kloridin.



Lateksipolymeereihin sidottavat kdyttékelpoiset barbituraatit
ovat sellaisia, joissa on vapaita karboksyyliryhmid. Erityisen edul-
linen barbituraatti keksintdd toteutettaessa on 5-allyyli-5-(1~
karboksi-isopropyyli)~barbituurihappi (allonaali-karboksyylihappo),
koska se sisdltdd karboksyyliryhmidn sivuketjussa ja on helposti
luoksepddstdvd. Sebtdhden ovat erityisen edullisia reagensseja allo-
naalikarboksyylihapon karboksyyliryhmdn aminoaryyliesterit ja ami-
no-alempi-alkyyliamidit. Kuitenkin on keksinn®n mukaisessa tutki-
muksessa, kuten sitd seuraavassa valaistaan, barbituraattien osoit-
taminen mahdollista, jotka sisdltdvdt joko vapaita tai ryhmid sis&dl-
tdvid karboksyyliryhmid, kuten barbitaali, fenobarbitaali, amo-
barmitaali butabarhbitaali, pentobarﬁitaali Jne.

Karboksyyliryhmdlld substituoitujen baphituraattien aminoaryy-
liestereitd ja amino-alempi-alkyyliamideja, jollaisia edelld kuvat-
tiin, valmistetaan edullisesti karboksyyliryhm&lld substituoiduista
larbituraateista. Kdytettdessd esim. allonaalikarboksyylihappoa
voidaan vaadittava aminoaryyli~ tai amino-alempi-alkyylitdhde viedd
gisddn lukuisilla eri tydtavoilla, jotka sindnsd ovat tunnettuja.
Niinpd voidaan esim. karboksyyliryhmdlld substituoitujen barbitu-
raattien aminoaryyliestereiden valmistamiseksi allonaalikarboksyy-
lihappo esterdidd esim. p-nitrofenclilla 5-allyyli-5-(l-p-nitrofe-
nyylioksikarbonyyli-isopropyyli)barbituurihapon saamiseksi, joka
lopuksi pelkistetddn 5-propyyli-5-(p-aminofenyylioksikarbonyyli=-
isopropyyli)barbituurihapoksi.

Esterdinti suoritetaan edullisesti inerttiin orgaaniseen liuot-
timeen liuotetun kondensoimisaineen ldsndollessa. Sopivia kondensoi-
misaineita ovat karbodi-imidit, kuten N,N'-difenyylikarbodi-imidit ja
N,N'"-disykloheksyylikarbodi-imidit.

Sopivia inerttejd orgaanisia liuottimia ovat polaariset, aprootti-
set liuottimet, kuten N,N-dimetyyliformamidi, dimetyylisulfoksiﬁﬁa
heksametyylifosforihappoamidi yksin##n tai seoksessa ei-polaaristen
aproottisten liuottimien, kuten asetonin, asetonitriilin ja etyyli-
asetaatinkanssa. Erds erityisen edullinen kondensoimisaine on N,N-
disykloheksyylikarbodi-imidi ja erityisen edullinen liuotinsys-
teemi on N,N-dimetyyliformamidi-etyyliasetaatti.

Esterdintildmpdtila ei ole erityisen ratkaiseva. Reaktio voidaan
saattaa tapahtumaan ldmpdtilassa vdliltd n. 0 - n. +50°C, erityisen
edullisesti v&1i114 n. 0 - 25°C.



Pelkistdminen suoritetaan liuottamalla saatu nitroesteri sopi-
vaan, inerttiin,orgaaniseen liuottimeen, edullisestil alkancliin, ku-
ten metanoliin, etanoliin tai 2-propanoliin ja kdsittelemdlld vedyl-
14 sopivan hydrauskatalyytin ldsndollessa kunnes vedyn vastaanottoa
el endd tapahdu. Sopivia hydrauskatalyyttejd ovat platina, palladium,
rodium, tuteniun ja nikkeli, joka mahdollisesti sivellddn kannin-
aineen, kuten hiilen, piihapon, aluminiumoksidin jne. pintaan.

Erds erityisen edullinen hydrauskatalyytti on 10-%:nen palladium
hiilelld. Vaikkakaan l&mpdtila ja paine hydrauksessa eivdt ole rat-
kaisevia tapahtuu reaktio edullisesti huoneen ldmpbtilassa ja ilma-
kehdn paineessa.

Karboksyyliryhmdlld substituoitujen barbituraattien amino-alem=-
pialkyyliamidien valmistamiseksi voidaan allonaalikarboksyylihappo
aminoida esim. 1l,4-diaminobutaanilla 5-allyyli-5-/1-(4-aminobutyy-
likarbamoyyli)=-isopropyyli/barbituurihapon saamiseksi.

Aminointi suoritetaan inerttiin,orgaaniseen liuottimeen liuote-
tun kondensoimisaineen ldsndollessa. Sopivia kondensoimisaineita

ovat karbodi-imidit, kuten N,N'-difenyylikarbodi-imidit ja N,N'=-

-

disykloheksyylikarbodi-imidit ja karbonyyli-imidiatsolit, kuten 1,1
karbonyylidi~imi%iétsdﬁt. Sopivia inertteiji orgéénisia liuvottimia
ovat eetteriset liuottimet, kuten monoglyymi, diglyymi, dioksaani
ja tetrahydrofuraani. Erds erityisen edullinen kondensoimisaine on
l,l'—karbonyylfﬂimidatsoli. Erds erityisen edullinen inertti orgaa-
ninen liuotin on tetrahydrofuraani.

Aminointildmpdtila el ole erityisen ratkaiseva. Reaktio voidaan
sadtaa tapahtumaan lamp&tilassa vdliltd n. 0°C:eesta liuottimen
kiehumapisteeseen, erityisen edullisesti n. 25°C:ssa.

Karboksyyliryhmdlld substituoituja barbituraatteja voidaan val-
mistaa ammattimiehen tuntemilla tavallisilla tavoilla. Niinpd voidaan
karboksyyliryhmd11ld substituoituja barbituraatteja saada helposti
esim. alkyloimalla pelkistdvdsti barbituurihappoa aldehydi- tai ke-
toesterilld, miid seuraa saadun 5,5-disubstituoidun barbituurihapon
alkylointi ja saippuointi.

Pelkistdvd alkylointi suoritetaan kédsittelemilly barbituurihap-
poa ja aldehydi- tai ketoesterid kutenetyyliformyyliasetaattia,
etyyliasetoasetaattia tai etyylilevulinaattia vedylld meallisen
hydrauskatalyytin ldsndollessa 5-monosubstituoidun barbituurihappo-
johdannaisen saamiseksi. Sopivia metallisia katalyytteijd ovat nik-
keli ja jalometallit, kuten platina, palladium, rodium, rutenium jne.

Yleensd kdytetddn katalyyttejd hienojakoisessa muodossa ja ne voivat



olla joko vapaina tai siveltyind sopivieninerttien kantimien, kuten
hiilen aluminiumoksidin, piihapon, kalsiumkarbonaatin Jjne. pintaan.
Erds edullinen katalyytti on 10-%:nen palladium hiilelld.

Liuottimina pelkistdvdd alkylointia varten voidaan mainita
alkoholit, kuten metanoli, etanoli, 2-propanoli jne. sekd esterit,
kuten etyyliasetaatti jne.

Vaikkakin pelkistdvd alkylointi voidaa suorittaa laajalla 1dmpd-
tila- ja paine-alueella n. huoneen ldmp&tilasta n. 150°C:seen.
asti ja n. ilmakehdn paineesta n. 680 ilmekehddn asti, kdytetddn
edullisesti reaktioldmpdtilaa vdliltd n. 90-100°¢ ja painetta
n. 48 ilmakehdd.

Alkyloimisvaihe sucritetaan kdsittelemdlld monosubstituoitua
barbituurihappojohdannaista alkyloimisaineella, kuten metyylihalo-
genidilla, propyylihalogenidilla, allyylihalogenidilla, heksyyli-
halogenidilla, sykloheksenyylihalogenidilla jne. sopivassa inertissd
liuottimessa emiksen ldsndollessa 5,5-disubstituoidun barbituurihap-
pojohdannaisen saamiseksi. Sopivia liuottimia ovat mm. alkoholit,
kuten metanoli, etanoli, 2-propanoli jne. vesi, veden ja alkoholien
seokset. Sopivia emdksid ovat alkalimetalli- ja maa-alkalimetalli-
hydroksidit, kuten natrium-, kalium- ja kalsiumhydroksidi, sekd
alkalimetallialkoksidit, kuten natriummetoksidi, kaliumetoksidi ja
kaliumtert.butoksidi. Erds erityisen edullinen emds on 2-%:nen
natriumhydroksidin vesiliuos. Alkylointi voidaa suorittaa lampdtila-
alueella vdlili n. 10 - n. 80°C, edullisesti vdlilla 25-60°C.

Saippuoimisvaihe suoritetaan kdsittelemdlld korotetussa limpd-
tilassa disubstituoitua barbituurihappojohdannaista veéipitoisella
hapolla, kuten kloorivetyhapolla, bromivetyhapolla, laimennetulla
rikkihapolla jne. Reaktio saatetaan edullisesti tapahtumaan normaa-
lilla vesipitoisella kloorivetyhapolla, jolloin l&mp8tila edulli-
sesti on reaktioseoksen palautusjidihdytyslidmpstila.

Diagnostisen reagenssin valmistamiseksi, joka on kiyttékelpoi-
nen keksinndn mukaisen mddritysmenetelmin suorittamiseen, sidotaan
kovalenttisesti karboksyyliryhm#lls substituoitujen barbituraattien
amjnoaryyliesterit ja amino-alempialkyyliamidit amidi-sidoksen avul-
la lateksipolymeeriin, joka sisdltdi karboksyylitdhteiti.

Edullisia lateksipolymeerejd tdt# tarkoitusta varten ovat kar-
boksyloidut styﬁgiibutadieenit, karboksyloidut polystyrgiit, akryyli-
happopolymeerit jne. Kaupallisesti saatavista lateksipolymeereistd,
jotka kuuluvat edelldmainittuihin ryhmiin, on mainittava tuotteet,

joilla on seuraavat tavaramerkit.



Dow 421, Dow 816, Dow 620, Fluka 24] ja Dow 241, Samoin voidaan
kdyttdd Dow 1721, polystyﬁgii—tyyppisté lateksipolymeerid, jonka
hiukkaskoko on n. 0,2 - n. 0,3 mikronia ja jossa on n. 8-12 %
kuiva-ainetta ja jonka ominaispaino on n. 1,02, N

Erityisen edullisia polymeerejd ovat karboksyloidut styﬁéiibu—
tadieenisekapolymeerit, edullisesti tuotteet, joilla on tavara-
merkki Fluka 241 tai Dow 241. Sopivia lateksikanninosasia toimitetaan
kaupallisesti tavallisesti vesipitoisen lateksisuspension muodossa.,
tavallisesti vdkevyyksissd vdliltd n. 5-60 %kuiva-aineita. N&md
polymeerit ovat veteen liukenemattomia, niiden hiukkaskoot ovat vd-
liltd n. 0,01- n. 0,9 mikronia, edullisesti vdliltd n. 0,1-0,3 mik-
ronia ja niiden ominaispaino on 1ldhelld veden ominaispainoa, niin
ettd ne pysyvdt vesisuspensiossa., 0Osasilla tulisi olla riittdva
pintavarauksen tiheys, niin ettd liitettdessd karboksyyliryhmdlli
substituoitujen barbituraattien aminoaryyliestereihin ja amino-
alempi-alkyyliamideihin niiden ty®ntdvoimat ovat riittdvid estdmdén
yhteenpaakkuuntumista tai kasautumista.

Karboksyyliryhmdlld substituoitujen barbituraattien aminoaryyli-
esterit ja amino-alempi-alkyyliamidit yhdistetdidn karboksyloituihin
lateksipolymeereihin amidi-sidoksella, jolloin tdmid pannaan alulle
veteen liukenevan karbodi-imidi-kondensoimisaineen ldsndollessa.
Kytkeytymisaste riippuu polymeerissd olevien reaktiokykyisten ryh-
mien tiheydestd. Reaktiokykyisten ryhmien tiheys ei ocle keksinndn
toteutettavuudelle ratkaisevaa, mik&li reaktiokykyisid ryhmid on
ldsnd riittdvd mddrd riittdvidn mddrdn barbituraatti-yksikditd,
jotka ovat diagnostisessa testissd kdyttdkelpoisia, tekemiseksi
mahdolliseksi. Sopivan tiheyden tulisi kuitenkin olla alueella
n. 1 - n. 5 paino-% ja edullisesti n. 3 paino-%. Kytkemisreaktio
karbodi-imidien kanssa on yksityiskohtaisesti selostettu US-paten-
tissa n:o 3 857 931,

Kun lateksiin yhdistetty tuote kerran on muodostettu, voidaan si-
td kdyttdd spesifisissd, diagnostisissa tutkimuksissa barbituraat-
tien osoittamiseksi. Sitd voidaan kdyttdd missd tahansa sopivassa
vdkevyydessd riippuen spesifisestd testistd ja spesifisistd, tdhin
kdytetyistd kokeista. Kuitenkin ovat vikevyydet v#1iltd n.0,1-2 pai-
no-% lateksikiintoaineita edullisia ja erityisen edullisia ovat
vdkevyydet vdliltd n. 0,3 - n. 1,5 paino-%.

Erddssd tyypillisessd testissd sekoitetaan mitattu mddrd vasta-

seerumia barbituraatteja vastaan barbituraatteja sisdltidmittSmin



kehon nesteen, esim. Sseerumin, syljen tai virtsan kanssa. Sitten
lisdtddn mitattu middrd aminoaryyli- tai amino-alempi-alkyylibarbi-
turaattiin yhdistettyd lateksia ja seosta inkuﬁoidaan vield korote-
tussa ldmpdtilassa, esim. 37OC:ssa, edelleen tietty aika, esim.

n. 1 - n. 3 tuntia, edullisesti 2 tuntia. Testiseoksen pH=-arvo

on edullisesti alueella n. pH = 5,0 - 8,0 ja erityisen edullisesti
vdlilld n. 6,5 - 7,5. Inkuboinnin j&lkeen tarkkaillaan lateksiosas-
ten hoytdlesaostumista tai yvhteenliimaantumista. Sekd vastaseeru-
min ettd myds lateksikompleksin pitoisuus ja md&rd asetetaan
voimakkaan hdytdlesaostuksen aikaansaamiseksi ja kummankin reagenssin
vdhimmdisvikevyys, joka saa aikaanvoimakkaan h8ytédlesaostumisen,
midiritetddn. Vastaseerumin barbituraatteja vastaan seosta barbituraa-
teja sisdltdméttdmin kehon nesteenkanssa voidaan inkuboida lievds-

ti korotetussa lémpétilassa, esim. 370C:ssa, ennen aminocaryyli- tail
amino-alempi-alkyylibarbituraatin kanssa yhdistetyn lateksin lisdi-
mistd.,

VaétaSeerumit, joita voidaan kdyttdd keksinnén mukaisessa diagnos-
tisessa testissd, ovat vastaseerumeita, jotka ovat spesifisii bar-
bituraateille, kuten sekobarbitaalille ja bentobarbitaalille. T&l-
laisten vastaseerumien valmistus on kuvattu US-patentissa
3 766 162 ja julkaisussa Science 174, 1037 (1971).

Senjdlkeen kun tarkkailujérjéstelma, kuten edelld kuvattiin,
on muodostettu, liuotetaan eri mddrid barbituraatteja esim. seko-
barbitaalia, pentobarbitaalia, butabarbitaalia, amobarbitaalia,
fenobar%itaalia ja baﬁhitaalia barbituraatteja sisdltdmdttSmddn .
kehon nesteeseen. Vdhimmdismddrd barbituraattia, joka vaaditaan estd-
mddn hdytdlesaostuminen, merkitd&n muistiin. Tdmid mddrd riippuu sekd
viakevyydestd ettd myds kehon nesteen lisdtystd midrdstd, edelleen
tdssd testissd kdytetyn vastaseerumin pitoisuudesta ja voimakkuu-
desta.

Erddssd edulliseesa testissd asetetaan mddrdt ja pitoisuudet
niin; ettd ldhes MOO-SOO/ul seerumia tai virtsaa, jotka sisdltdvit
barbituraattia n. 100 - 200rg (nanogrammaa)ml (kokonaismddra vi-
1iltd 20 -~ 40 ng barbituraattia) suoraan riittivit estidmi&n hoyti-
lesaostumisen. Heti kun testi kerran on jonkin lajin kehon nesteelli
standardoitu, esim. virtsalla, ei toisenlaatuista kehon nestettd,
esim. seerumia, voida kdyttdsd tdtd varten, ja tdtd varten on

suoritettava erillinen testi.



Koska yhteenliimautumisen tapahtuminen helposti voidaan havaita
pelkdlld silmdlld, toimii keksinndn mukainen testi ddrimmdisen
herkkini tukimusmenetelmdnd barbituraattien, kuten sekobarbitaalin,
pentobarbitaalin, butabarbitaalin, amobarbitaalin, fenobarbitaalin
ja barﬁitaalin osolttamiseksi, Mikdli sentdhden testi kerran, kuten
edelld kuvattiin, on standardoitu, voidaan nanogramma-mddrien nditd
barbituraatteja ldsndolo kehon nesteissd yksinkertaisella tavalla
osoittaa toteamalla hdoytdlesaostumisen, mikd aiheutuu tdllaisten
barbituraattien ldsndolosta kehon nesteissd, estyminen verrattuna
hoytdleaaostumiseen, jota esiintyy, kun kdytetd&n barbituraatteja
sisdltdmdtdntsd kehon nestettd.

Testi voidaan standardoida niin, ettd saadaanldiketieteellises-
ti ja tilastollisesti luotettava rajapiste. Niinpd aikaansaavat
kehon nesteessd barbituraattimddrdt, jotka ovat suurempia kuin tdmd
mddrd, hOytédlesaostumisen estymisen (positiivinen testi tdllaisen
rohdoksen ldsndololle kehon nesteessd). Mddrdt, jotka ovat pienem-
pid kuin t&md mddrd, eivdt estd hdytdlesaostumista (negatiivinen
testi).

Edelld kuvatut reagenssit voidaan sopivalla tavalla pakata kau-
pallisia tarkoituksia varten, esim. diagnostiseksi reagenssisarjaksi,
joka sisdltdd kaksi erillistd sdiliétd, joista toisessa on vastasee-
rumia barbituraatteja vastaan ja toisessa karboksyyliryhmdlld substi=-
tuoitujen barbituraattien aminoaryyliestereiti tail amino-alempi-
alkyyliamideja, jolloin ndmd ovat amidisidoksella sidottuja karbok-
syylitdhteitd sisdltdviin lateksicsasiin, jdlkimmdinen erityisen edul-
lisesti vesisuspensiossa.

Karboksyyliryhmdlld substituoitujén barbituraattien aminocaryyli-
esterit ja amino-alempi-alkyyliamidit voivat samoin olla sidottu-
ja immunogeenisiin kanninaineisiin, kuten proteiineihin tai poly-
peptideihin amidi-sidoksen avulla antaakseen antigeeneji jotka ovat
kdyttdkelpoisia barbituraateille spesifisten vasta-aineiden 1&ytd-
miseksi. Sitomismenetelmd immunogeenisiin kanninaineisiin samoin kuin
vasta-aineiden saaminen 18ytyviksi on aivan yleisesti kuvattu US-
patentissa 3 766 162.

Keksintdd valaistaan l&hemmin seuraavilla esimerkeilli.

Esimerkki 1

Seos, jossa on 200 g barbituurihappoa, 215 g etyyliasetoasetaat-
tia, 10 g 10-%:sta Pd-C ja 400 ml metanolia, pannaan 2 1l:n lasiseen
reaktioastiaan ja hydrataan 90-100°C:ssa ja 48 ilmakehdn paineessa

20 tunnin ajan. Senjdlkeen kun on lisdtty 2 1 vettd kuumennetaan
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suspensiota kunnes kaikki on liuennut. Kafalyytti suodatetaan pois

ja suodosta jiddhdytetddn yli ydn. Kiteet kootaan ja saadaan 209 g
5~(l-etoksikarbonyyli-isopropyyli)barbituurihappoa, jonka sulamis-
piste on 160 - 162°C. Emdliuos haihdutetaan tyhjéssd ja jd4&nnds
suspendoidaan sekoittaen pieneen tilavuusmddrddn kiehuvaa etyyli-
asetaattia. Liuos jddhdytetddn huoneen ldmpdtilaan ja reagoimaton
barbituurihappo kootaan. Suodoksesta saadaan 1lisdksi 65,2 g esterid,
jonka sulamispiste on 160 - 162°C. (Kokonaissaalis 87,6 % laskettuna
takaisinsaadusta barbituurihapostal. '

Esimerkki 2

1 1:n kolmikaulapulloon, joka on varustettu sekoittimella,
palatusjdihdytys~ ja tiputussuppilolla, pannaan 100 g 5-(l-etoksi-
karbonyyli=-isopropyyli)barbituurihappoa, 100 mg kalsiumsulfaattia,
50 mg kuparip®lyd ja 500 ml vettd. Seosta sekoitetaan 15 minuutin
ajan huoneen ldmpStilassa ja lisdtddn 53,6 g allyylibromidia yhtend
annoksena. Senjdlkeen lisdtddn tiputtaen 125 ml natriumhydroksidin
20-%:sta liuosta 45 minuutin aikana 50-55%C:ssa. 3 tunnin sekoitta-
misen jdlkeen 50-55°C:ssa jddhdytetddn reaktioseos 30°C:seen ja 1i-
sdt8dn vield 26,8 g allyylibromidia yhtend annoksena. Reaktioseosta
kuumennetaan 90 minuutin ajan sekoittaen ja lisidtdin 20-%:sen
natriumhydroksidin liuosta (65-70 ml) niin, ettd reaktioseos koko
ajan on lievdsti emdksinen. Seos jddhdytetddn huoneen ldmpdtilaan.
Seoksen pH-arvo asetetaanlisddmdlld 20~%:sta natriumhydroksidia
n. 9:88n ja seosta uutetaan Y4 kertaa 250 ml:lla etyyliasetaattia.
Yhdistetyt etyyliasetaatti-uutteet uutetaan vield 4 kertaa 300 ml:1lla
1-%:sta natriumhydroksidi-liuvosta ja vesipitoiset uutteet lisdtddn
seokseen, jossa on 500 g j&4td ja 300 ml 6N HCl. Annetaan seistd
huoneen ldmpdtilassa yli yon. Muodostunut sakka kootaan ja saadaan
91,0 g (78 %) 5—a11yyli—5—(1—pzﬁé%?@feﬁ§;;ioksikarbonyyli—isopro—
pyyli)barbituurihappoa, jonka sulamispiste on 112-114°C.

Esimerkki 3

Seosta, Jossa on 50 g 5-allyyli~5-(l-etoksikarbonyyli-isopropy-

pyyli)-barbituurihappoa ja 400 ml 1N HCl kuumennetaan palautusjdih-
dyttden 4 tuntia. Liuoksen annetaan seistd huoneen ldmpdtilassa

yli ydn. Muodostunut sakka kootaan ja saadaan 42,5 g (94 %) 5-al-
lyyli-5-(1l~karboksi-isopropyyli)barbituurihappoa, jonka sulamispiste
on 202-203°C.
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Esimerkki Uu

Liuos, jossa on 2,19 g kloorimuurahaishappoetyyliesterid
90 ml:ssa kloroformia, lisdtddn liuokseen,jossa on 5,08 g "allonaa-
likarbonihappoa" /5-allyyli~5-(l-karboksi-isopropyyli)barbituurihap-
pa/ ja 2,02 g trietyyliamiinia 100 ml:ssa dikloorimetaania
(0-5°C:seen jddhdytettynd). Seosta sekoitetaan 5 tuntia huoneen 1dm-
pbtilassa. Lisdtddn 3,06 g p-nitrofenolia ja seosta sekoitetaan huo-
nee ldmpStilassa 14 tunnin ajan. Reaktioseos pestddn kylldste-
tylld natriumkarbonaattiliucoksella (3 kértaa 25 ml) ja vedelld neut—
raaliksi, kuivataan vedetttmdlld natriumsulfaatilla ja suodatetaan.
Haihduttamalla suodos alennetussa paineessa saadaan 4,7 g 6ljyd.
Kteyttédminen eetterinja heptaanin seoksesta (1:1) antaa 2,2 g
5-allyyli-5-(l-p-nitrofenyylicksikarbonyyli)barbituurihappoa, jonka

sulamispiste on 140-141°C.
Esimerkki 5

Liuosta, jossa on 750 g 5-allyyli-5-(p-aminofenyylioksikarbonyy-
liisopropyyli)barbituurihappoa 15 ml:ssa etanolia, joka sisdltdd
100 mg 10~-%:sta palladium/hiiltd katalyyttind, hydrataan huoneen
ldmpdtilassa ja ilmakehdn paineessa. 1 tunnin kuluttua on vaaditta-
va mddrd (180 ml) vetyd otettu vastaan. Reaktioseos sucdatetaan
seliitin 14pi ja suodos haihdutetaan kuiviin. Jdd4nnds kromatogra-
foidaan 13 g:lla piihappogeelid kdyttden etyyliasetaattia eluoimis-
aineena. Jakeet, jotka sisdltdvit halutun tuotteen, haihdutetaan.
Jd8ljellejddvd kiinted aine kiteytetddn uudelleen kloroformi/ecette-
ristd ja saadaan 620 mg (89 %) 5—propyy1i—5-@—aminofenyylioksikarbo-
nyyli-isopropyyli)-barbituurihappoa, jonka sulamispiste on 212-215°C,

Esimerkki 6

Seosta, jossa on 2,5 g b-allyyli-5-(l-~karboksi-isopropyyli)-
barbituurihappoa, 1,95 g 1,1'-karbonyylidi-imidiatsolia ja 100 ml
tetrahydrofuraania, sekoitetaan typpiatmosfddrissd huoneen 1dmp&—
tilassa 3 tunnin ajan. Liuokseen lisdtddn 4,5 g l,4-diaminobutaania
ja seosta sekoitetaan yli ydn. Kumimaiset kiintoaineet dekantoidaan
ja suspendoidaan kuumaanitetrahydrofuraanlln Kiteinen aine kootaan
ja saadaan 5-allyyli-5-/(4- amlnobutyyllkarbamoyyll) isopropyyli/
barbituurihappoa, jonka sulamlsplste on 160-165°C. Etanalista uudel-
leenkiteytetty nayte sulaa 170°C:ssa.

5-allyyli~5-/1- (4 amlnopropyyllkarbomyyll) isopropyyli/barbituuri-

happoa valmistetaan edelld esitetyn menetelmdn mukaisesti 2,5 g:sta
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5-allyyli-5-(l-karboksi-isopropyyli)barbituurihappoa, 2 g:sta 1,1'-
karbonyylidi-imidatsolia, 100 ml:sta tetrahydrofuraania ja 4 g:sta
1,3-diaminopropaania. Tuote sulaa 202-203“C:ssa.

Esimerkki 7

5-allyyli-5-/1-(4-aminobutyylikarbamoyyli)-isopropyyli/7barbituu-
rihappo saatetaan reagoimaan lateksisuspension kanssa l-syklohek-
syyli-3-(2-morfoliini-etyyli)-karbodi-imidi-meto-p-toluolisul fo-
naatin tai l-etyyli-3-(3-dimetyyliaminopropyylidkarbodi~imidi-
hydrokloridin ldsnédollessa. Saatua kompleksia pestddn toistuvalla
kiinteiden lateksiosasten sedimentoinnilla linkocamalla ja toistu-
valla suspendoinnilla sopivaan puskuriin, kunnes suspension vesipi=-
toiseen faasiin e endd jd44 vapaata aminobutyylibarbituurihappoa.
Amino-butyylibarbituurihappoa kdytetddn vidkevyydessd 1 mg/ml tisla-
tussa vedessd. Liuos asetetaan pH = 5,0:aan. Lateksisuspensio on
karboksyloitu styroli-butadieeni-sekapolymeeri (tavaramerkki Fluka,
n:o 241), joka pestiin ja sitten laimennettiin vedelld, niin ettd

% lateksi-kiintoaineita. Kidytetyn karbodi-imidin

se sisdltdd n. 8
vdkevyys on 1 paino-%/tilav.-% tislatussa vedessd. Reaktioseos koos-
tuu reaktioon osaaottavista aineista seuraavissa suhteissa: 1 tila-
vuusosa l-%:sta karbodi-imidid, 1 tilavuusosa aminobutyylibarbituu-
rihappoa ja 3 tilavuusosaa lateksipolymeerisuspensiota. Reaktion
annetaan tapahtua huoneen ldmp&tilassa 2-16 tunnin ajan jatkuvan
sekoituksen alaisena. Jdhmed polymeerikompleksi sedimentoidaan sit-
ten linkoamalla, pestddn vedelld ja uudellen 0,1 M trissuolaliuospus-
kurilla, jonka pH on 7,3, loppuvdkevyyteen 4 mg kiintoainetta/ml
suspendoitua. Kytkemisreaktiossa voidaan kdyttdd Dow 816, Dow 421
ja Dow 1721 Fluka 241:n asemesta lateksina ja asetnmitriilid liuot-
timena, kun barbituurihappojohdannaisena kdytetddn S-propyy-
li=-5=-(l-p-aminofenyylioksikarbonyyli-isopropyyli)barbituurihappoa.
Esimerkki 8

Vastaseerumin valmistus testid varten

Kaniinin vastaseerumia barbituraatteja vastaan, joka on valmis-
tettu US-patentin 3 766 162 tyOskentelytapaa vastaavasti, laimenne-
taan sopivassa puskurijdrjestelmdssd. Tdmid ohennusaine koostuu seu-

raavista aineist vesipitoisessa liuoksessa pH = 7,3:ssa:
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1. 0,01 % Thimersol
2. 1 % naudan albumiiniseerumia
3. 0,01 % EDTA (etyleenidiamiinitetra-asetaatti dinatrium-

muodossa)
4. Tris/0,1 molaarinen tris (hydroksimetyyli)aminometaanihydro-

kloridi/
5. 0,85 % natriumkloridia.

Eéimerkki 9

Testimenetelmd

2 ml ohennettua, esimerkin 8 mukaisesti valmistettua vastasee-
rumia tdytetddn pieniin koeputkiin kooltaan 10 x 75 mm. T&hdn mddrddn
sekoitetaan 400 - 500 ul barbituurihappoa sisdltémdtdntd virtsaa.
Ndmd& molemmat nesteet sekoitetaan keskenddn ja inkuboidaan 37°C:ssa
10 minuuttia. Sitten lisdtadn lO/ul laimennettua, vesipitoista
5-allyyli-5-/1-(4-aminobutyylikarbamoyyli)~isopropyyli/barbituuri-
happo-lateksisuspensiota, joka sisdltdd n. 0,3 paino-% lateksi-kiin-
toaineita, ja sekoitetaan vastaseerumin ja virtsan kanssa.
Koeputket pannaan sitten vesihauteeseen tal kuumennuslaitteeseen
37°C:seen niin ettd n. 1,5 cm nestepylvddstd koeputkessa on veden
pinnan alapuolella tai ldmmityslaitteen metallin sis&dlli. Nesteen
ulkondkd putkissa on ldpindkyvd, samea tai heikosti maitomainen. Nega-
tiivisilla kokeilla ndkyy ensimmdisen tunnin aikana hienoja hoytéd-
leitd koeputkessa. Suuria, helposti ndkyvid hdytdleitd tulee toisen
inkuboimistunnin akana ndkyviin ja ne pyrkivdt laskeutumaan, minkd
johdosta nesteessi tulee yha kirkkaampi ja ldpindkyvdmpi.

Erddn erikoisen vastaseerumin, joka valitaan testisysteemid
. varten, laimennus on sellainen, ettd suurin laimennus vield kahden
tunnin j&dlkeen antaa voimakkaan hdytdlesaostuksen, kuten edelld
kuvattiin. Kun erilaisia m&&rid barbituurihappoa liuvotetaan barbi-
tuurihappoa sisdltidmdttSmi&dn, normaaliin virtsaan ja barbituuri-
happoa sisdltdmdttdmin virtsan asemesta kidytetdidn testijdrjestelmdssi,
el hdytdlesaostumisen estdmiseksi vaihtelee tavallisesti 100 ng/ml:sta
tal suuremmasta riippuen kdytetystd vastaseerumisvikevyydestid ja
luovuttajaeldimessd tuotetun vastaseerumin voimakkuudesta. Samoin se
on riippuvainen lis&dtyn kehon nesteen mddrdstd. Niinpd riittiid edelld
kuvattua jédrjestelmdd varten 400-500 /ul virtsaa, joka sisdltdd
200-300 ng barbituraatteja/ml, suoraan hdytdlesaostumisen estdmi-
seen. 100/u1 virtsaa, joka sisdltdd 800-1000 ng/ml tai 50/u1 virtsaa,
joka sisdlt&d 1600-2000 ng/ml kdyttdytyvdt samalla tavalla.
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Patenttivaatimukset:

Ao
i

» 1. Karboksyyliryhmdlld substituoitujen barbituraattien amino-
?;f§§iiesteri tal amino-dlempi-alkyyliamidi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t un n e t tu
siitd, ettd lmrbituraatti on 5-propyylib-(l-karboksi-isopropyyli)
barbituurihappo. ' '

3. Patenttivaatimuksen 1 ja 2 mukainen yhdiste, t un n e t tu
§iitd, ettd aminoaryyliesteri on aminofenyyliesteri.

4. Patenttivaatimuksen 1 ja 2 mukainen yhdiste, t unn e t tu
siitd, ettd amino-alempi-alkyyliamidi ©n aminobutyyliamidi.

5. Patenttivaatimuksen 1 ja 2 mukainen yhdiste, t unn e t tu
siitd, ettd amino-alempi-alkyyliamidi on aminopropyyliamidi.

6. 5-propyyli-5-(l-p-aminofenyylioksikarbonyyli-isopropyyli)
barbituurihappo.

7. 5-allyyli=5-/1-(4-aminobutyyli)karbamoyyli-isopropyyli/
barbituurihappo. P L

8. 5-allyyli-5~[1—(;—aminopropyyli)karbamoyyliﬁfdpyy117barbituu—
rihappo.

9. Menetelmd@ jonkun patenttivaatimuksien 1-8 mukaisen yhdisteen
valmistamiseksi, t unn e t tu siitd, ettd esterdidddn tai ami-
doidaan allonaalikarboksyylihappo.

10. TImmunologinen diagnoosireagenssi, t unn e t tu siitd,
ettd se sisdltdd lateksipolymeerin erillisid osasia, jolloin
lateksipolymeerissd on karboksyylitdhteitd, jotka amidi-sidoksella
ovat sidottuja karboksyyliryhmdI¥ substituoidun barbituraatin
aminoaryyliesterin tai amino-alempi-alkyyliamidin amino-t&hteeseen.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen reagenssi, t unn e t tu
s1itd, ettd barbituraatti on 5-isopropyyli-5-(l-~karboksi-isopro-
pyyli)barbituurihappo.

12. Patenttivaatimuksen 10 ja 11 mukainen reagenssi, t u n-
net tu siitd, ettd lateksipolymeeri on karboksyloitu styrgii—
butadieeni-polymeeri, jonka ominaispaino on suunnilleen sama kuin
vedelld ja jonka hiukkaskoko on n. 0,1 - n. 0,3 mikronia.

13. Menetelmd jonkun patenttivaatimuksien 10-12 mukaisen rea-
genssin valmistamiseksi, t unn e t tu siitd, ettd karboksyyli-

ryhmdlld substituoidun barbituraatin aminocaryyliesteri tai amino~
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alempi-alkyyliamidi saatetaan reagoimaan karboksyloidun lateksipoly-

meerm kanssa kytkemisaineen ldsndollessa.

14, Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmd, t unne t t u

.s1itd, ettd kytkemisaine on vesiliukoinen karbodi-imidi.

15. Menetelmd& barbituraattien ldsndolon osoittamiseksi jossakin
kehon nesteessd, t unn e t tu siitd, ettd tarkkaillaan héytdle-
saostumisen, joka tdtd kehon nestettd varten aikaansaadaan, ver=-
rattuna tunnetun, barbituraatteja sisdltdmdttdmdn, kehon nesteen
kanssa, estymistd, kun ensimmdistd kehon nestettd inkuboidaan vas-
taseerumilla barbituraatteja vastaan ja sitten reagenssin kanssa,
joka sisdltdd lateksipolymeerin erillisid osasia, jolloin lateksipo-
lymeeri sisdltdid karboksyylitidhteitd, jotka ovat kovalenttisesti si-
dottuja karboksyyliryhméllé substituoidun barbituraatin amincaryyli-
esterin tai amino-alempi-alkyyliamidin aminotdhteeseen amidi-sidok=
sella.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd osoitettu barbituraatti on sekobarbitaali , pentobarbi-
taali, butabarbitaali, amobarhtaali, fenobarbitaali tai barbitaali.

17. Patenttivaatimuksen 15 tai 16 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd vastaseerumin ja reagenssin pitoisuudet ase-
tetaan niin, ettd n. 200-400 ng sekobarbitaalia riittdid suoraan es-
tdmddn hbytdlesaostumisen.

18. Jonkun patenttivaatimuksen 15-17 mukainen menetelmd, t u n-
n et tu siitd, ettd kehon nesteend kiytetddn virtsaa.

19, Jonkun patenttivaatimuksien 16-17 mukainen menetelmd, t u n-
n et tu siitd, ettd kehon nesteenid kiytetddn seerumia.

20. Jonkun patenttivaatimuksien 15-17 mukainen menetelmi, t un-
net tu siitd, ettd kehon nesteend kidytetddn sylked.

21. Jonkun patenttivaatimuksien 15-20 mukainen menetelmi,
tunnet tu siitd, ettd seos, joka sisdltdd barbituraattia sisdl-
tdmdtdntd kehon nestettd ja barbituraatille spesifistd vastasee-
rumia, inkuboidaan ennen inkubointia lateksipolymeerin kanssa.

22. Jonkun patenttivaatimuksien 10-12 mukaisen reagenssin kdyt-

td barbituraattien middrittidmiseksi kehon nesteissd.
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Patentkrav:

1. Aminoarylester eller amino-ldgre-alkylamid av ett med en
karboxylgrupp substituerat barbiturat.

2. Forening enligt patentkravet 1, k dnnetecknad
dérav, att barbituratet dr 5—propyl—5—(l-karboxi—iSOpropyl)barbitursyr

3. Forening enligt patentkraven 1 och 2, k d nne teck -
nad ddrav, att aminocarylestern dr en aminofenylester.

4. Forening enligt patentkraven 1 och 2, k dnneteck-
nad didrav, att amino-ldgre-alkylamiden &r en aminobutylamid.

5. Férening enligt ndgot av patentkraven 1-2, k 8 nn e -
tecknad ddrav, att amino-ldgre-alkylamiden &r en aminopropyl-
amid.

6. S-propyl-5-(l-p-aminofenyloxikarbonyl-isopropyl)barbitursyrr

7. 5-allyl-5-/1-(4-aminobutyl)karbamoyl-isopropyl/barbitursyra.

8. 5-allyl-5-/1-(4-aminopropyl)karbamoylpropyl/barbitursyra.

9. Fdrfarande f&dr framst&llning av en férening enligt ndgot
av patentkraven 1-8, k & nnetecknat ddrav, att man fér-
estrar eller amidierar allonalkarboxylsyra.

10, Immunologisk diagnosreagens, k & nneteckna.d dédr-
av, att den innehdller diskreta partiklar av en latexpolymer, som
uppvisar karboxylrester, vilka kovalent dr bundna genom en amid-
bindning till aminoresten av en aminoarylester eller amino-l&gre-
alkylamid av ett med en karboxylgrupp substituerat barbiturat.

11. Reagens enligt patentkravet 10, k & nneteckna d
ddrav, att barbituratet dr S5-isopropyl=-5-(l-karboxi~isopropyl)-
barbitursyra.

12. Reagens enligt patentkraven 10 och 11, k @ nnete c k-

n ad ddrav, att latexpolymeren dr en karboxylerad styrol-butadien=-
polymer med en specifik vikt av ungefdr lika som vattnets specifika
vikt och med en partikelstorlek av ca. 0,1 - ca. 0,3 mikroner.

13. Férfarande fOr framstdllning av en reagens enligt ndgot av
patentkraven 10-12, k & nne t e cknat d4rav, att man reagerar
en aminoarylester eller en amino-ldgre-alkylamid av ett med en karb-
oxylgrupp substituerat barbiturat med en karboxylerad latexpolymer

1 ndrvaro av ett kopplingsmedel.
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14. Foérfarande enligt patentkravet 13, k & nne te ¢k -
n at ddrav, att kopplingsmedlet &r en vattenldslig karbodiimid.

15. Férfarande f8r pdvisning av ndrvaro av barbiturat i en
kroppsvdtska, k @ nne t e ¢c knat ddrav, att inhiberingen av
utflockningen has under observation, vilken f6r denna kroppsvdtska
jdmférd med en kd&nd, barbiturat-fri kroppsvidtska framkallas, da den
férsta kroppsvédtskan inkuberas med ett antiserum mot barbiturat ach
sedan med en reagens, vilken innehdller diskreta partiklar av en
latexpolymer, som uppvisar karboxylrester, vilka genom en amid-
bindning &dr kovalent bundna till aminoresten av en aminoarylester elle
amino~ldgre-alkylamid av ett med en karboxylgrupp substituerat bar-
biturat.

16. Fdrfarande enligt patentkravet 15, k & nnetecknat
ddrav, att det pdvisade barbituratet &dr secobarbital, pentobarbital,
butabarbital, amobarbital, fenobarbital eller barbital.

17. Forfarande enligt patentkravet 15 eller 16, k & n n e -
tecknat dirav, att koncentrationen av antiserumet och rea-
gensen stdlls si, att mellan ca. 200 och 400 ng secobarbital direkt

rdcker till inhibering av utflockningen.

18. Forfarande enligt nagot av patentkraven 15-17, k & n n e

tecknat ddrav, att som kroppsvdtska anvdnds urin.

19. Férfarande enligt ndgot av patentkraven 15-17, k 8 n n e
t ecknat dirav, att som kroppsvdtska anvdnds serum.

20. Férfarande enligt ndgot av patentkraven 15-17, k & n n e -
tecknat dirav, att som kroppsvidtska anvinds saliv.

21. FPérfarande enligt nagot av patentkraven 15-20, k 8 n n e -
tecknat dirav, att blandningen innehdllande barbiturat-fri
kroppsvdtska och mot barb iturat specifikt antiserum inkuberas fdre
inkubationen med latexpolymeren.

22. Anvidndning av en reagens enligt ndgot av patentkraven 10-12

fér bestdmning av barbiturat i kroppsvitskor.
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