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(54) Zplsob vyroby derivétd resorufinu

(57) Nové.slouleniny vzoret Ia a Ih, ve 2

kterych R znamend vodfk nebo halogen, R ] =

znamend vodik nebo halogen, R3 znamend vo~ g 8

dik, halogen nebo Ci.3~alkyl, R znamend

vodik, halogen nebo 01_3-aék¥1,, 5 znamend ,

yodik nebo R4 a RO 8polecné ‘tvoii-analovany

benzenovy k{uh, Z znamend mistek vytvo¥eny

X*a X 1 oo . 8

ze zbytkd 2, pridem¥ X! znamend karw
bonylovou skupinu spojenou s halogenem, s
aminoskupinou, kterd je pop¥ipadd substi-
tuovédna jednim nebo dvima Cl.5-alkyly, s
piperazinovym zbytkem nebo piperidinovyim
2bytkem, pfidem? alkyly jakoZ i piperidi-
novy zbytek jsou popripadd substituovény
karboxyskupinou esterifikovanou N-hydroxy-
gukcinimidem, nebo s alkylovou skupinou s
1 a7 5 atomy uhliku, kiterd je subatituovd-
na aminoskupinou nebo karboxyskupinou

. esterifikovanou N-hydroxy=-
gukecinimidem, a X< znamend karbonylovou
skupinu, kterd je substituovdna zbytkem
N-oxysukeinimidu nebo Ci.5=alkylem, ktery
opét nese karboxyskupinu ésterlifikovanou
N~hydroxysukcinimidem, nebo znamenéd C 5~
~alkyl, ktery je substituovdn aminosk%pinou
nebo karboxyskupinou esterifikovanou N~hyd-
roxysukcinimidem, nebo znamend aminoskupi-
nu nebo hydroxyskupinu & A znamend zbytek
ligandu. zvoleného ze souboru, ktery je
tvo¥en haptenem, antigenem, protildtkou,
substritem, nosifem nebo od nich odvozeny=
mi slouCeninami a n znamend celé &idlo od
1 do 200, se p¥ipravuji reakei sloudenin
vzored IIa a IIb s ligandem vzorce III.
Vyrdbdné sloudeniny slous{ jako znadkovaci
létgy v chemickych a biologickfch postu=
peci.

(x3)
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Vyndlez se t¥kd zplsobu viroby novych derivdtd resorufinu, které mohou jakoito
fluorescendné znalené nizkomolekuldrni a vysokomolekuldrni slouleniny nachézet mnoho-
gtranné pouziti.

Fluoreskujici sloudeniny nachizel na zéklad® své schopnosti vysilat po akbivaci
svétlem urdité vinové délky, Siroké pou?itl jako znadkujici sloudeniny v chemickfch a
biologickfch postupech, jako napiiklad v klinické amalytice, aviak také ve stdle vit-
8im poltu novych oblasti. V biochemii nachizej{ fluorescenéni barviva jako vysoce
citlivé znalkovaci ldtky rostouci pouZiti. Pritom se pou?ivd jek slouenin z fluores-
centnich barviv g nizkomolekuldrnimi tak i vysocemolekuldrnimi litkaml. Jako pfiklady
pro Siroky rozsah pouZiti takovychto fluorescen&nich konjugdtd lze uvést:

Fluorescenéni imuncanaly¥zu, pro kterou se pou¥ivé bud hapien, antigen nebo speci~
fickéd protildtka zna¥end fluorescendnim barvivem. Specifickou vazbou protildtky na
hapten nebo antigen lze pomoci riznych postupd stanovii koncentraci tdchto ldtek nebo
protildtky.

V imunofluorescendni mikroskopii se antigeny, jako nap¥iklad celé bunky nebo bil-
koviny stdvaji pod mikroskopem plsobenim fluoreacendnd znafenyech protildtek viditelnij~
mi (srov. Wang a dalSi, Meth. Enzymology 85, 514 a dalsi).

RovnéZ tek je moZno pFimo pozorovat rozddleni haptenu nebo antigenu v bunce,
jestliZe se do bunky pfivede pFisludnd slouenina fluorescendnd znadend a sleduje se
pod mikroskopem.

Fluorescentnd znalené Zdstice latexu nachdzeji pouZiti pfi t¥1déni bundk v
"Fluorescent Activated Cell Sorter" (FACS).

,

Nikoll v posledni Fadé slouZi 1dtky nesouci fluoreacendni znadeni ke stanoveni a
mdFfeni aktivity enzymd.

Kompetitivni imunoanalyzy jsou zaloZeny ra konkurenci mezl ligandem, ktery se md
stanovit ve vzorku, a znalenym a ve zndmé koncentraci pFitommym ligandem, tykajici se
znémého, aviak omezendho podtu vazebnych mist ligandd ne protildtky, kterd jsou spe=~
cifické jak pro urfované tak i pro zna¥ené ligandy. Koncentrace urdovaného ligendu ve
vzorku je rozhodujici pro to, kolik znadenych molekul je vézdno na protildtky. Koncen~
trace komplex seatdvajicich z protildtek a fluorescendnd znalenych ligandd je mo¥no
zjiatit spektroskopickyml metodami, Tato koncentrace je obrdcend proporciondlni vidi
urdované koncentraci ligandu, ktery se nachdzi ve vzorku. Jako znadenych ligandd, kte~
ré se priddvaji ke vzorku se stanovovanymi ligandy ve zndmé koncentraci, se plvodné
pYevédiné pouZivalo ligandd znadenfch radioisoiopy. Vzhledem ke zndmjm nevihodém znade~
ni radioisotopy nabyvé znaleni fluoreskujicimi sloudeninami na stdle v&t3im vyznamu.
Fluoreskujicl sloudeniny se pFifom véfou ns molekuly stanovované 1dtky. Tyto konjugée
ty se pak mohou pouZivat prineipidlné pro nejrizndjii fluorescendni imuncanalfzy, ja-
ko je napiiklad fluorescen®ni polarisadni imunoanalyza, fluorescendni imunoanalyza s
¥i{zenym zastavenim reakce nebo fluorescenéni imunoanalyza s pouZitim pomocnych pro-
gt¥edki.

Jako znalkovac{ 14tky se hodf principidlné v8echna fluorescendni barviva, kterd
majf vysoky koeficient extinkece a vysoky kvantovy vytdZek, jako® i dostatednou stabi-
li%u za podminek, p#i kterych se test provddi, Dosud se tudi% obvykle pouZivalo fluo-
resceinu nebo derivétd fluoresceinu (J, Landon and R, S. Kemel v: Immunoassays 80s,
Univ, Park Press, Baltimore, Md., 1980, str, 91 a¥ 112). Fluoresceinem nebo jeho de~
rivdty znadené vysokomolekuldrni nebo nizkomolelulsrni slouCeniny maji viak riizné ne-
vyhody. Absorpini a emiani maxima 14tek znaSenych fluoresceinem se pohybuji ve vlino=
vém rozsahu mezi 490 a 520 nm, %zhledem k tomu, Ze znadnd &4st analyiickych metod,
predev3in fluorescendni imunoanalyzy, se provddéji v t3lnfch tekutindch, jako nap¥i-
klad v séru, dochdzi v uvedeném spektrdlnim rozsahu k poruchém vlastni fluorescenc
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biologického materidlu ve vzorku., Zejména pak je to v disledku bilirubinu, ktery rov-
né% absorbuje svdtlo v rozsahu vlnovych délek kolem 500 nm a emituje fluorescenci.
Mnohd méFici zaffzen! vy¥adujl znadici ldtky s pokud mo¥no velkym Stokesovym po~
sunem, U derivdtd fluoresceinu &ini tento posun nejvySe 30 nm. To vede k problémim s
rozptylem avitla, cof ovlivinuje citlivost fluorescendniho mé¥enf, Pro takovéto pFipa-
dy by byly Zddouci sloudeniny s v8t8im Stokesovym posunem, ne¥ Jaky maji derivéty
fluoresceinu,
Ukolem predlo¥eného vyndlezu bylo tudi¥ pripravit sloufeniny, které by nemdly uvedené
nevyhody. Tento kol byl vyFeden nalezenim novych derivdtd resorufinu.
Pfedmétem pPedloZeného vyndlezu je tudi¥ zpdsob vyroby derivétd resorufinu obec—
nyeh vzored Ia a Ib

p —A ~ (Ia)

A (Ib)
ve kterych
R . ) znamend atom vodiku nebo atom halogenu,
R? znamend atom vodiku nebo atom halogenu,
R3 znamend atom vodfku, atom halogenu nebo alkylovou skupinu s 1 a% 3 atomy
uhliku,
r* znamend atom vodiku,,atom halogenu nebo alkylovou skupinu s 1 a¥ 3 atomy

uhliku,
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R’ znamend atom vodfiku,
nebo
5 b4 M ’ ’
R4 a R’ mohou spoleéné tvofit anelovany benzenovy kruh,
P
Z znamend mistkovy Slen vytvoFeny ze zbyikd Xl a Xz, p¥ifemZ
Xl znamend karbonylovou skupinu, spojenou s atomem halogenu, s amino~

skupinou, kterd je popfipadé substituovdna jednim nebo dvéma alky-
lovymi zbytky s 1 aZ 5 atomy uhliku, s piperazinovim zbytkem nebo
piperidinovym zbytkem, pfilemZ alkylové zbytky jakoZ i piperidino-
vy zbytek mohou byt substituovény karboxylovou skuplnou esterifi-
kovanou Nehydroxysukcinimidem, nebo s alkylovou skupinon s 1 a% 5
atomy uhliku, kterd je substituovdne aminoskupinou nebo karboxylo~-
vou skupinou esterifikovanou N~hydroxysukcinimidem, a

x2 znamend karbonylovou skupinu, kterd je substituovdna zbytkem H-oxy-
sukcinimidu nebo alkylovym zbytkem & 1 aZ 5 atomy uhliku, ktery o-
pt nese karboxylovou skupinu esterifikovanou N-hydroxysukcinimidem,
nebo znamend alkylovou skupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku, kterd je sub-
gtituovéna aminoskupinou nebo karboxylovou skupinou esterifikovanon
N-hydroxysukecinimidem, nebo znamend aminoskupinu nebo hydroxyslupi-
nu, a
A znamend zbyiek ligandu zvoleného ze souboru, ktery je tvoben haptenem, an-
‘ tigenem, protildtkou, substrdtem, nosidem a od nich odvozenymi sloudenina-
mi a
n znamend celé &islo od 1 do 200.

Alkylové skuplny ve v¥znamu substituentd R? a r% obsahuji uhlovodikové Fetdzce s
1 aZ 3 atomy uhliku, Zv143t# vihodnymi jsou methylovd skupina a ethylovd skupina, po-
pPipadé methoxyskupina a ethoxyskupina,

2

Halogenem ve vyznamu substituentd Rl, R™, R3 a R4 Je fluor, chlor, brom nebo jod.

Zv145t€é vyhodnyml jsou chlor a brom.

Mistkovy &len Z se tvo¥i obvyklymi adidnimi pop¥ipadd kondenza¥nimi reakcemi me-
z1 reaktivnim substituentem X~ zdkladniho skeletu resorufinu a reaktivni skupinou x?
ligandu popfipadd analogu ligandu.

V ndsledujfe{ tabulee 1 jsou uvedeny piiklady moZnych vyznemd takovyichto subgti~
tuentd Xl a Xz, jekoZ i mdstkovy &len Z, vznikly p¥i této reakei.

Tabdbulka 1l

TWékterd vyznamy reaktivnich skupin X1 a XZ, jakoz i mistkového &lenu 2, ktery
2z nich vznikd

%1 %2 9

~COOH ~NH, ~CONH~
x L

-CooT ~NH

2 ~CONH~-
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Tabulka 1 -~ pokradovéni

<% X2 /

lxx
~C00C0,T ~NH, «~CONH-
-NCO ~NH, ~NHCONH-
-NCS ~NH, ~NHCSNH-
~NH 7/ ~TH, ~NH / \q

N— :\r—‘

NH-
C1
~CHO _ -1, ' ~CH=N-
~CO-It ooT*
-NHy ~CO- O-NH-

X

T znamend alkylovou skupinu s 1 a% 5 atomy uhliku nebo elektronega=-

tivnl aktivovanou esterovou skupimu, jako nap¥iklad F-hydroxysuk-
cinimidoesterovou skupinu :

Xx . .
T1 znamend alkylovou skupinu s 1 a% 5 atomy uhliku,

Ligandem ve vyznamu symbolu A se rozuml hapteny, antigeny, protildtky, substrity,
jakoZ i noside a od nich odvozené sloudeniny,

Haptenem se ve smyslu tohoto vyndlezu rozumf ldtka s niZ3{ molekulovou hmotnosti,
kterd sama o sobd neni zpravidla schopna tvo¥it protildtky. Jako ldtky s niZ3f moleku-
lovou hmotnosti se oznaduji sloudeniny s molekulovou hmotnostf od asi 100 do asi 2000,
Jako pPiklady takovych ldtek lze uvést fyziologicky aktivni 1ldtky, které jsou pFitomny
v organismu savel nebo 1idi, jakoZ i jejich metabolity nebo 1é3iva, kterd se poddvajf
zvifatim nebo lidem, jakoZ i jejich metabolity. Pojmem "hapten" se viak mohou rozumdi
také dal¥f nfzkomolekuldrni slou€eniny, pokud tyto sloudeniny maji molekulovou hmot-
nost pouze ve shora uvedeném rozmezi, Jako p¥iklady moZnfch haptend lze uvést aminy,
steroidy, hormony, glycidy, peptidy, oligonukleotidy, jejich kombinace atd.

Antigeny Jsou vysocemolekuldrni slouleniny. Antigeny maji obvykle schopnost tvo-
it v organismu, ktery byl jimi pSet¥en, protildtky. Ve smyslu tohoto vyndlezu jsou
vysokomolekuldrnimi sloufeninami takové sloudeniny, které majf molekulovou hmotnost
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alespon 2000, vyhodnd v¥ak takové sloudeniny, které maj{ molekulovou hmotnost alespon
asl 5000. Molekulovd hmotnost takovychto sloudenin nemdZe byt smérem nahoru omezena.
MiZe &init aZ hodnot 20 miliond, avdak miZe byt jeSté 1 nad touto molekulovou hmoinog-
ti, Antigeny, které se mohou vyskytovat jako ligandy ve sloudenindch obecného vzorce
Is/Ib, jsou pPedstavovdny bilkovinami, nukleinovymi kyselinami, polysacharidy, kombi-
nacemi t&chto ldtek nebo daldfmi vysoce molekuldrnimi ldtkemi. Ve smyslu tohoto vynd-
lezu se pojmem antigen rozumi vSechny vysokomolekuldrni slouleniny, které maji mini-
mélni molekulovou hmotnost alespon asi 2000,

Protildtky jsou pFedstavovdny vZemi t8ml d{lkovinami nebo glykoproteiny, kieré s
antigeny nebo hapteny, jakoZ i se sloudeninami, které jsou od nich cdvozeny, specific~
ky reaguif a tvod{ s nimi komplex. Podle vyndlezu se mohou jako ligandy pouZivat ve
sloudenindch obecného vzorce Ia/Ib intaktni protildtky nebo také jejich fragmenty. Ta-
ké tyto fragmenty se mohou podle vyndlezu oznadovat jako protildtky pokud maji schop-
nost vdzat antigeny, hspieny a od nich odvozené slouceniny.

Substrity se rozumi sloudeniny, které v chemické reakci zGstdveji bez prokazatel-
né zmény. Tak napfiklad se mohou t&mlio substrdty rozumdt vSechny ty sloudeniny nebo
od nich odvozené 14tky, na které plsobi enzymy, jeko jsou napPfiklad aminokyseliny,
peptidy, bilkoviny, glykosidy, oligosacharidy nebo polysacharidy, nukleotidy, nuklei-~

nové kyseliny, kombinace t#chio 1ldtek nebo dal3i enzymaticky zmdnitelné ldtky.

Fosidi mohou byt pPirozend se vyskytujici nebo syntetické, zesit€ué nebo nezesi-
t¥né materidly s urditou formou nebo bez urdité formy. Rozumi ge jimi jednotlivé slou-
Zeniny nebo smdsi sloudenin., Jako nosile se mohou pouiivat napfiklad sloudeniny nebo
smési sloufenin, jako Jscu polysacharidy, nukleinové kyseliny, peptidy, bilkoviny, kom~
binace i8chto ldtek nebo také klovatina, lignin, sklo, uhli, syntetické adilni nebo
kondenzadni polymery, jako polysiyren, polyakryl, vinylové sloufeniny, polyestery, po-
lyethery a8 polyamidy nebo také komplexni dtvary, jako Z4stice latexu, vesikel, lipeso-
my, &sti bunddufch stdn nebo dokonce celé bunky.

Slcudenina odvozend od urditého ligandu se oznaduje jako amalogon ligandu. Analo~
gonem ligandu se rozumi ldtka, kterd se strukturnd® nepatrné 1i3i od plvodniho ligandu,
av3ak, pokud se jejich vlastnosti tFk4, pak mezi nimi neexistuje Zddny podstatny roz-
dil. Rozdil miZe spodfvat nap¥iklad v pFidavném substituentu nebo v chybéjici Cdsti mo=
lekuly.

Zz4sadnd se mohou k tvorbd slouenin obecného vzorce Is nebo Ib podle vyndlezu po=
uiivat viechny ligandy, které obsahuji volné aminoskupiny, hydroxylové skupiny, merkap~
to skupiny nebo karboxylové skupiny, pFes které se mohou ligandy vdzat se zdkladnim
gskeletem regorufinu. 2Zv143td vihodnimi jsou volné aminoskupiny nebo karboxylové skuple
ny. Volnymi aminoskupinami ge rozumi jak primdrn{ tak i sekunddrni aminoskupiny., Nema-
3i=11 ligandy %£dné vhodné skupiny, pak se musi takové skupiny zavést syntetickou ces~
tou, Jako napPiklad aminoskupiny nebo karboxylové skupiny. Ddle je moZné, popFipadé
pfitomné,; nereaktivni funkéni skupiny takovych ligandd chemicky aktivovat. Vzhledem k
tomu, Ze takto vazniklé 1dtky nejsou s plvodnimi slouleninami ji% zcels shodné, hovoii
se o0 analozich ligandu.

8islo n udédvd, kolik molekul resorufinu je vdzdno na jeden ligand nebo na jeden
analog ligandu. Toto &fmlo zdvisi na podiu reaktivnich skupin v odpovidajicim ligandu
nebo analogonu ligandu. &im vice reaktivnich skupin 1igand nebo analogon ligandu md,
tim vice molekul resorufinu se mife vdzat. (islo n &inf obvykle 1 af 200, zvl&dtd vy-
hodnd 1 aZ 100,

Podle tohoto vyndlezu se zlpuleniny obecnych vzorcl Ia a Ib pFipravuji tim, Ze se
na slouleniny obecnych vzored ITa a IIb
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s
¥t (11a)
Y]
RZ
pu | | (IIb)
X
OH
2

ve kterych
Rl, Rz, RB, R% a B° maji vyznamy uvedené pod obecnym vzorcem Ia a Ib, a

xl

znamenéd karbonylovou skupinu spojenou s atomem halogenu, s ami-
noskupinou, kterd je pop¥ipad® substituovéna jednim nebo dvéma
alkylovymi zbytky s 1 aZ 5 atomy uhliku, s piperazinovim zbyt~
kem nebo piperidinovym zbytkem, pFifem% alkylové zbytky JjakoZ i
piperidinovy zbytek mohou byt substituovdny karboxylovou skupie
nou esterifikovanou N-hydroxysukcinimidem, nebo s alkylovou sku=
pinou 8 1 a% 5 atomy uhliku, kiterd je substituovdna aminoskupi-
nou nebo karboxylovou skupinou esterifikovanou Nehydroxysukeini~

midem,

plsobi lizandem obecného vzorce IIX

2 . A (III)

ve kterém

A znamend zbytek ligandu zvoleného ze souboru, ktery je tvoFen
haptenem, antigenem, protildtkou, substritem, nosiem a od nich
odvozenjqi sloudeninami, &
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znamend karbonylovou skupinu, kiterd je substituovdna zbytkem
N-oxysukcinimidu nebo alkylovim zbytkem s 1 a% 5 atomy ukliku,
kterf op&t nese karbozylovou skupinu esterifikovanou N;hydroxy~
gsukeinimidem, nebo znemend alkylovou skupinu s 1 aZ S atomy uh-
liku, kterd je substituovdna aminoskupinou nebo karboxylovou
skupinou esterifikovanou W~hydroxysukcinimidem, nebo znamend
aminoskupinu nebo hydroxyskupinu,

PFiklady reaktivnich skupin jsou uvedeny v tabulce 1 pod symbolem Xl a X2. Tyto
skupiny jsou samozPejmé navzdjem vymdnitelné.

SlouCeniny obecného vzorce IIa a obecného vzorce IIb se ziskdvaji vyhodnim zpisow
bem z derivdtd nitroresorcinu obecného vzorce V

R5
r* NO,
()
HO oY
R3 ’
ve kierém
R3, it e R5 maji vyznam uvedeny¥ shora, reakel s derivdty resorcinu obecné-
ho vzorce VI
Rl
(vi)
Xl
OH
H
RZ
ve kterém
- 1. 1 2 4 r 3
X, R a R ma ji shora uvedeny vyznam,
pPidemZ x* miZe mit také v¥znam shora uvedendho substituentu x2 g tim, Ze

pPi téZe reakci je vyznam substituentd x!a X2 navzdjem rizny.

Reakce sloucenin obecného vzorce V s derivdty resorcinu obecného vzorce VI se proe-
vadi Gfelné v pPitomnosti oxidu manganiditého a kyseliny sirové p¥l nizkych teplotéch.
PFL reakel vznikaji nejdfive derivdty resazurinu, které se dajf snadno p¥evést na deri-
véty resorufinu obecného vzorce ITa a IIb,

Reakee sloulenin obecného vzorce V se sloufeninemi obecného vzorce VI se providi
obvykle pfi teplotdch mezi -10 a*50 °C, vihodnd pii teplotdch mezi 0 2 30 °C. Zvi4sts
Setrné probihd reakce, JestliZe se sloudeniny obecného vzorce V a obecného vzorce VI
smis{ pPi teploté asi 0 °C a reakdni smis se pak nechd zah¥dt na teplotu mistnosti, Kon-
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centrace oxidu manganiditého md &init dlelnd 0,5 a% 5, vyhodnd 1 a% 2 mol/litr., Koncen-~
trace kyseliny sirové by m8la &init 0,5 a% 5, vihodnd 1 a% 3 mol/litr.

Redukce zprvu vzniklych derivdtd resazurinu na resorufiny obecnych vzored IIa a
ITb se provédi vyhodnd v amoniakdlnim roztoku zinkovym prachem (srov. Nietzki a dals{,
Ber. Disch. Chem. Ges. 22, 3020 /1889/) nebo natriumborhydridem., Jako rozpoudtédla se
pouzivéd (Selnd smdsi vody a alkoholu, vihodné smisi sestdvajicl z 1 dilu vody a O a¥
4 a{1% methanolu. Na 1 mol redukované sloufeniny se pFiddvd 1 aZ 20, vyhodnd 1 aZ 5 mol
zinkového prachu, popPipadé natriumborhydridu. Teplota reakdniho roztoku se pFitom udr-
Zuje na ~10 aZ +35 %¢, vyhodné na +5 a¥ +10 °C. Pfesné dodr¥ovéni teplotniho rozsahu se
ukdzalo jako nutnym opat¥enim pro jednoznaény pribéh reakce. Bez chlazeni vede exotherme
ni reakce k vedlejSim produktim, které lze téZko odddlit.,

Za zvolenych mirnych podminek probihd reakce mezi létkaml obecného vzorce V a obece
ného vzorce VI jednoznadnd a s dobrym vytéZkem., Zvoleny zplsob syntézy je ovSem schopen
obmén, To otevird zejména 3 ohledem na p¥ipravu nesymetricky subsiituovanych derivdtd
resorufinu &etné moZnosti syntézy. V disledku tohoto mimo¥ddné variabilniho zplsobu vy-
roby je dostupnd celd Yada sloudenin znalenych resorufinem, které svymi rozdiinymi sub-
stituenty v rdznych polohdch chromoforn oteviraji Siroky rozsah barev.

Pfed reakci derivdtl resorufinu obecnych vzorch IIa a IIb se slouleninami obecného
vzorce IIT se sloudeniny obecnych vzorcd ITa a IIb pFevdddji dSelnd na derivéty triacyl-
dihydroresorufinu obecného vzorce VII- ’ )

; RG. 0
) S ' BS /
|
. R
r* N
' N 1 0
} /ﬁ\ X
: 6 0 ,\\\ 0 0 28
R RZ
. i . R3
(VII)

ve kterém

Rl, R2, R3, R4, R? a X! maj{ vy¥znam uvedeny v obecnych vzoreich ITa a IIb a

6

R znamend alkylovou skupinu, arylovou skupinu nebo aralkylovou

skupinu,

Alkylovou skupinou ve vyznamu substituentu R6 Je alkylovd skupina s 1 a% 5 atomy
uhliku, vyhodnd s 1 a%¥ 3 atomy uhliku, Zvi43té vyhodnou je methylovd skupina a ethylo-
vé skupina., Jako arylovd skupina je zv1d3t8 vfhodnd fenylovd skupina. Aralkylovd sku-
pina obsahuje vyhodnd jasko arylovou &dst fenylovou skupinu, zatfmco alkylovd &4st obe
sahuje 1 a% 5 atoml uhliku, vyhodnd 1 af 3 atomy uhlfiku., Jako aralkylovd skupina je
2v1d8té vyhodnd benzylovd skupina.

Za Glelem vyroby triacylderivdtd obecného vzorce VII se odpovidajici derivdiy re-
gsorufinu obecnych vzorech Ila a IIb nejd¥ive elektrochemicky redukuji pomoci silného re-
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dukéniho &inidla, jako nepFiklad chloridu cinatého nebo octanu chromnatého, Za Gelem
redukce se zah¥ivd derivédt resorufinu 10 minut a¥ jednu hodinu se 2 aZ 10, vyhodn3 se
2 a% 6 ekvivalenty redukéniho Iinidla ve vhodném rozpoudtddle, vyhodnd & chloridem ci-
ratym v 5 a% 35% vodné chlorovodikové kyselin®. PFi ochlazeni se vyloudi dihydroderi~
vdt. Acylace se provddi obvyklym zpdsobem pisobenim vhodného acyladniho dinidla, na=-
priklad acetanhydridu, benzoylchloridu atd. Vyhodnd se sloudeniny obecného vzorce VII
vyrdbdji postupem provdddnym v jediné reakini nddobd redukdni acylaci derivdtl reso-
rufinu obecného vgzorce IIa a IIb. Odpovidajici derivdt resorufinu se pro tyto ddely
zah¥ivd se 2 a% 6 ekvivalenty redukdniho &inidla po dobu 5 minut a¥ 3 hodin za pritom-
nosti acyla&niho ¢inidla ve vhodném rozpoudtddle k varu pod zp3tnym chladifem nebo p#i
teploté mistnosti po dobu 4 a% 16 hodin.

V takto ziskanych derivatech triacyldihydroresorufinu obecného vzorce VII lze pfe-
mnnit reaktivail skupinu x* p¥ed dal8{ reakeci popPipad® na jinou reaktivni skupinu. Zej=
mena, JestliZe hl znamend karboxzylovou skupinu, je GSelné prevést tuto skupinu na chlo~
rid karboxylové kysellny, ne anhydrid karboxylové kyseliny nebo na reaktivni esterovou
funkci. To lze provddét nejrdzndjSimi zplsoby, nap¥iklad plisobenim karbodiimidd, alko-
hold, halogenidl, N~hydroxysukcinimidu atd, Odbornikovi jsou v tomto smdru k dispozici
Zetné postupy zndmé z literatury. Zvla§td vihodné je pPevedeni funkce karboxylové lymew
liny na chlorid karboxzylové kyseliny, napPiklad plsobenim smfsi thionylchloridu a die
methylformamidu nebo smési oxalylchloridu a dimethylformamidu, jako¥ i na akitivovany
egter, nap¥iklad na N~-hydroxysukcinimidesier,

Obsahuje~11 ligand nebo analog ligandu volnou aminoskupinu, hydroxylovou skupinu
uebo merkaptoskupinu, pak mohou tyto ligaundy reagovat jako reaktivni skupiny X “2. Ligan~
dy popfipad® analoga ligand vzorce X“~A pak mohou p¥imo reagovat se sloudeninami obecw
ného vzorce ITe a ITIb, popFipadd po pFedchozi premdné na derivédty triacyldihydroresoru-
finu nebo/a po akiiveci skupiny x! za vaniku anidd, esterd nebo thiocesterf. Na zdkladé
avé stability se za zv145té vihodny poklddd vznik alespon jedné amidové vazby, piifemd
se za delem jejiho vzniku vychdzi vyhodnd ze sloudenin obeenych vzorcd ITa/ITb popiie
padé VII, ve kterych x! znamend halogenld karboxylové kyseliny. Jeho reakce s ligandem,
ktery obsshuje aminoskupinu, pop¥ipadd s analogonem ligandu, kiery obsahuje aminoskupi-
nu, ge provddi podle obvyklych metod, napiiklad v organickém rozpoudtddle, jako v di~
chlormethanu, za p¥idavku tercidrniho aminu, jako triethylaminu, jako bdze. Vidy po~
dle velikosti ligandu popiipadé analogonu ligandu a s tim souvisejicim podtem jeho
volnych aminoskupin a podle pouZitého mnoZstvi sloudenin obecnych vzorcd ITa/IIb se mie
Ze na jednu molekulu ligandu pop#ipadd na Jednu molekulu analogonu ligandu vézat ndko-
lik chromoford.

Pouziji-1i ge k vyrob# sloufenin obecnyeh vzorcd Is a Ib podle vyndlezu triacyl—
derivdty obecného vzorce VIT, pak se musi po reakei acylové zbtytky $4sii aihydroreso-
rufinu, které byly pouiity jako chrdnici skupiny, selekiivné 0d3tépit a vysledny azby-

- tek leukobarviva se oxiduje na chromofor slouSeniny obecného vazorce Ia/Ib.

O-acylové zbytky Sdsti dihydroresorufinu se oddt¥puji zv148i8 vyhodnd reakei me
2 aZ 10 mol, vfhodnd se 2 a% 4 mol siFilitanu sodného, ve smési vody a rozpoudtddla,
které je rozpustné ve vodd, jako 1,4~dioxanu, methanolu neho ethanolu, vyhodné ve smé-
sl vody 3'1,4-dioxanu v poméru 1 : 1, Reakdni teplota &ini 20 a¥ 100 °C, v¥hodné 80 ai
100 °C. Za t¥chto reakdnich podminek ge daji derivdty N-acyldihydroresorufinu vyrdbdt
ve vysokych vyt8fcich.

Oxidace &dsti dihydroresorufinu na sloufeniny obecnyech vzorcl Ia a Ib se mb%e
provadet plgobenim mirnjeh oxidagnich Einidel, Vyhodné se pouZivéd hexakyanoZelezitanu
draselného, ktery je pfitomen ve dvojndsobném a¥ Sestindsobném moldrnim nadbytku,
zv145t8 vyhodnd ve dvojndsobném ai Ety¥ndsobném moldrnim nadbytku visi leukobarvivu
ve smési vody & rozpouStddla, které je misitelné s vodou, Jjako je 1,4~-dioxan, methanol
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nebo ethanol, vfhodné ve smési vody a methanolu v pomSru 3 : 1. Reakce se vyhodnd pro=
vddi v pFitomnosti pomocné bdze, jako hydrogenuhliditanu sodného nebo uhlifitanu s0d-
ného. Reakdni teplota &ini 10 a% 40 °C, vfhodnd pak se pracuje pFi teplotd mistnosti.

2v1348t8 vyhodnd je mo¥no provdddt selektivni odftEpeni Neacylového zbytku, je
byl pouzit Jako chrénici skupina, a oxidaci 3dsti dihydroresorufinu, v jediné reak¥ni
nddobé, Za tim Glelem se k Neacylovanému derivdtu dihydroresorufinu ve smési vody a
methanolu v pomdru 3 : 1 p¥id4 neja¥ive 2 a% 4 mol hydrogenuhli8itanu sodného a ekvie
moldrni mnoZatvi 1N roztoku hydroxidu sodného a potom 2- a¥ 4-ndsobny moldrni nadbytek
hexakyanoZelezitanu draselného. Po asi 10 minutdch a¥ 2 hodindch, vyhodné po 0,5 hodi-
né pfi teploté mistnosti je reakce ukondena.

Pro reakeci derivdtd resorufinu obecnych vzorctt ITa/IIb pop¥ipadd obecného vzorce
VII s vysokomolekuldrnimi ligandy obecného vzorce III, se jako zv1d3t® vyhodné ukdzaly
N-hydroxysukcinimidestery. Tak postadi nap¥iklad pFi kopulaci na krdli8i IgG ji% 6 mol
derivdtu resorufinu na 1 mol IgG, aby se doséhl stupen znaSeni 3 molekul resorufinu na
1 mol IgG. Fluorescendni barviva, kterd byla dosud. obvykld pro tento Gel, a kterd ma~
Ji maximdlni vlinovou délku absorpce A'max> 470 nm, obsahujici jako reaktivni skupinu
isothiokyandtovy zbytek nebo zbytek chloridu sulfonové kyseliny, jako napPiklad fluoe
resceinisothiokyandt nebo texasskd Yerven, se musi za Ulelem kopulace na krdli3{ IzG
pouzivat v podstatnd vy35im nadbytku barviva, aby se dosdhlo stejného stupnd znadeni.

i Konjugace vysokomolekuldrnich sloudenin obecného vzorce III, jako nap¥iklad bile-
kovin, se provddi v pufru, zv143t§ vyhodnd v 0,1M roztoku kaliumfosfdtového pufru o

pH 8,0 aZ 9,0, jestlife reaktivni skupinou X' nebo x2 Je N~hydroxysukcinimidester.
Reakini teplota md vidy &init 10 a% 35 °C. Vfhodnd se reakce provddi pii teplotd mist-
nosti,

Na zdkladd zv143t8 p¥fznivfch spektrdlnich vlastnosti se pFedlofeny vyndlez rove
né% tykd pouziti slou¥enin obecného vzorce Ia a Ib p¥i analytickfch postupech, p¥i
kterych se zji3tuje pop¥ipadd mé¥i fluorescendni vlastnost sloudenin obecného vzorce
Ia/Ib popiipadé produkti pPemdny téchto sloufenin v zdvislosti na pouZitém zplsobu

p¥ipravy,

PFi heterogennich imunoanalyzdch je zapot¥ebi rozdéleni ligandd vézanfch na proti~
ldtky a volnych ligandii sréfenim vhodnymi ldtkemi nebo pouZitim protildtek vézangch na
pevné nosi¥e d¥ive ne? se stanovuje bud koncentrace volnych ligandd nebo koncentrace
vézanfch ligandd, PPi homogennich imunocanalyzéch se stanoveni komplexni vazby proti-
létka~-ligand ve vzorku provédi bez takového rozddlovdni. XK metodsém homogenni imunoca~
nalyzy poéitime napifklad fluorescendni imuncanalyzy -& Fizenjym zastavenim reakce,
fluorescentni imunoanalyzy s pouZitim pomocnyech prost¥edkd jakoZ i fluorescendni poe
larisatni metody, p¥i nichZ se poufivd jako znafkovacich prost¥edkd fluorescendnich
ldtek, 2Zv145t& posléze uvedend metoda postrddd dosud vzhledem k nevyhoddm pouZivanfch
upot¥ebitelnfch fluorescendnich znaSkovacich prost¥edkd, kterd byly popsény v tvodu,
vhodné znadkovaci prostfedky. Vzhledem k tomu, Ze slouleniny obecnyfch vzorel Ia nebo
Ib maji absorpdni maxima a emisni maxima, kterd leZ{ vysoce nad maximy biologického
materidlu, kterd plisobi ruSivé v t&Inich tekutindch v disledku své vlastni fluorescen~
ce, jgou zvldS5té vhodné pro pouZiti p¥i fluorescendni polarimaZni imunoanaljze, Dal¥i
vihoda sloufenin vyrdbdnych postupem podle vyndlezu spofivd v tom, Ze p¥i vhodné sub-
stituci maji zv143t8 vysoky Stokesfv posun &% do asi 70 nm,

Fluorescendni polarizadni imunoanalyza je zdsadnd zaloZena na principu obvyklé
fluorescenéni imunoanalyzy.

JestliZe se vhodné fluorescen¥né znadené ligandy aktivuji za dSelem fluorescence
linedrné polarizovanym svétlem, pak molekula miZe vzhledem k nepatrnému Fasovému zpo-
maleni mezi aktivaci a emisi = dFive ne¥ zadne emitovat zd¥enf - rotovat. Tim se poo~
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toli rovina linedrnd polarizovandho svétla rovnd%Z o urdity dhel. U Zady molekul miZe
bdhem tohoto krdtkého dasového intervalu dochdzet rotadn{ difusi k urdité depolariza=~
cl fluorescendni emime. Pro polarizaci emitované fluorescence plati, Ze jJe o to vy3Hsi,
o& v&t8{ je molekula, a v ddsledku toho &im pomalel3i je rotace. Tento vzdjemny vztah
lze vyuZit pro mé¥en{ vazby ligandd na protildtky, proto¥e volné, znadené ligandy ma-
J4 men3{ objem molekuly neZ komplexy znaenych ligandd navdzanych na protildtky. Cbré-
cend Je pak polarizace proporciondlnf vi&l koncentracl ligandf, kterd se stanovuje a
ktord je pritomna ve vzorku,

Koncentrace znadenych ligandd nebo analogon ligandd a protildtky, kieré je za-
potPevd pro takovéto imunologické postupy, se F{df podle pouZitého mdficfho zai{zeni,
jakoZ 1 podle pP{amludnich charakteristickych vlasinost{ poufitého znaleného ligandu
nebo znalenéhe analogonu ligandu a samoiné protildtky. Zdsadnd zdvisi tyto koncentra-
ce pPirozend také na koncentracl urdovaného ligandu a musi se tudi? empiricky zjiZfo-
vat, Toto 2ji8tdnf mi¥e kaZdy odbornfk provést jednoduchou optimalizaci,

Koncentrace ligandu, kterd se mé urdit, kolisd obecnd od asi 1072 a3} do asi 10717y,

Je v¥hodné, jestliZe se pro mé¥eni upravi koncentrace ligandu ve stanovovaném vzorku
od asl 1072 do asl 10722M, zv1435t3 vihodnd od asi 1074 do asi 10710 M. Vy3{ koncentra-
ce ligandu se mohou m&¥i%t po zFeddn{ plivodniho vazorku.

Méteni ae provdd{ p¥i urdityech hodnotdch pH, kterd mohou dosahovat od asi 3 aZ
do asi 12, Obvykle se pohybuj{ v rozmez{ od asi 5 a% do asl 10, vyhodnd v rozsahu pii
od asl 6 do asi 9, X dosafen{ a udr3ovdni hodnoty pH bdhem md¥en{ se mohou pouiivat
rdzné pufry, Jako napPiklad bordtovy pufr, fosfdtovy pufr, karbondtovy pufr nebo Tris-
pufr. Pro predlofeny vyndlez neni rozhodujfci jakf pufr se poulije. Vybér se Pidi pie~
devE{m pouZitou protildtkou, podle ligandu, ktery me méd stanovovat jakoZ 1 podle pou~
#itého fluorescen®nfho znadkovacfho prostiedku,

Pluorescendni polarizaéni imunoanalyzy se provdddji vyhodné p¥i konstantni teplo~
t%, Obvykle lze volit teplotu v rozsahu od asi O do 50 ®c, vghodnd v rozsahu od asi
10 do asi 40 °c,

Presny vzdjemny vztah mezl polarizaci a koncentraci ligandu nebo analogonu ligan-
du, ktery se stanovuje, lze vidy odedfst z kalibradni k¥ivky. Takové k¥ivky se ziskaji
tim, %e me zm3%{ hodnoty polarizace roztokl létek & rozdflnymi av3ek zndmym koncentra-
comi, Nezndmé koncentrace ligandd ve zkoumandm vzorlku se palk mohou pFi snalostl pola-
rizace z)istit z takovichto kalibradnfch k¥ivek.

S1rokou oblast pouitf sloudenin obecnych vzored Ia & Ib, které se vyrdb&ji{ po~
stupem podle vyndlezu, nutno spatbovat v jejloh obocnd poufitelnostl jakoito flnoren-
cendniho znadkovacfho prostiedku., Tak me mohou napf{klad pfl imunofluorescencni mikro-
skopil ulinit viditelnymi pomocf fluorescendnd znadenych protildtek jJakoito antigeny
b{lkoviny nebo ocalé bunky., Odpovidajfcim zploobem lge rovnd} piimo pozorovat roudileni
haptenu nebo antigenu v buhce, jestliZe se do butiky pPivede pPisludné fluoreacendnd
znadend sloudenina, & sleduje se napPiklad pod mikroskopem., TFitom se ~ na rozdil od
shora popsanyeh fluorescendnich imuncanalyz - nemdni fluorescenini vlastinosil derivith
resorufinu. '

Inémymi barvivy, kierd byla dosud pou¥ivdna jJako fluorescendni znadkovaci prostied-
ky, jsou napPfklad fluoreaceiny, jako fluoremceinimothiokyandt nebo rhodaminovd dbarvi-
va, jako texasekd Serven. Jak ji% bylo a¥fve uvedeno, majf v3ak fluoresceiny tu nevyjho-
du, ¥e fluoreskudi pPi relativnd nizkpch vinovich délkdch. Kromd toho Jo vytd¥nost ko-

“puladni reakce podle zkulenosti na p¥ieludny nosi& vd+8inou nfzkd a navic Je barevnd
gtdlost kopuladnich produktl 3patnd, TotéZ plati 1 pro rhodaminovéd barviva,

Prévé s ohledem na tyto produkty vykazujyi sloudeniny podle vynédlezu obecnych vzor-
¢l Ia a Ib zfetelné vyhody oproti fluorescendnim znakovacim prostiedkim, kterd jsou
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zndmé ze stavu techniky. Fluoreskuji v rozsahu dlouhych vln p¥i dobré barevné stdlos=
ti a daji se vyrdb¥i v dobrém vyt&iku ze slouenin obecnfch vzorcd IIa nebo IIb a odpo=
vidajicfch kopuladnich aslo¥ek, ‘

Sloufeniny obecného vzorce IIa nebo IIb, kterd se piipravujf postupem podle vynbe
lozu, se dajf pPirozend pouffvat také ke znadeni l4tek p¥i jJinych ne¥ uvedenfch fluo=
rescendnich imunologickych postupech., Tak je pomoci t&8chto ldtek mo¥né také zna¥eni
glofky jiného komplexotvorného systému za pou¥iti tdchto reaktivnich -derivdtld resoe
rufinu, Pod komplexotvornymi systémy se pFitom mohou rozumdt viechny ty kombinace ld-
tek, které Jsou na z4klad$ specifického. vim¥nného &&inku schopny tvoFit komplexy, Znée-
mymi kombinacemi jsou nap¥fklad kombinace hormonu a specifického receptoru, kombinace
biotinu a avidinu, kombinace derivétu glycidu a lectinu atd. Jako p¥iklad je moZno ue
vést bilkoviny znadené biotinem, které lze stanovit pomoci kopuladnfho produktu avidie
nu a reaktivni sloudeniny obecného vzorce ITa nebo IIb, Dal¥{ vyhodnd pouZitelnost
sloufenin obecného vzorce Ia a Ib, vyrdbdnych postupem podle vyndlezu, spolivé ve sta=
novenich sloZky systému lectin/derivdt glycidu,

Ke t¥id€ni bundk ve "Fluorescent Activated Cell Sorter" se pou¥{ivé fluorescendnd
znadenych Sdstic latexu, Takovéto &dstice se mohou rovn$¥ velmi dobe fluorescendnd
znadit, nap¥iklad reakei Sdstic 1atexu“3bsahujic£ch hydroxylové skupiny, merkaptosku-
piny, aminoskupiny nebo také karboxylové skupiny nebo sulfoskupiny, s reaktivnimi de~
rivdty resorufinu obecnych vzored IIa nebo IIb.

Slouleniny obecnfch vaorcd Ia a Ib se dajf rovnd¥ vyhodnd pou¥ivat ke stanovovd-
ni enzymi, Za timto dSelem se mi%e vdzat derivdt resorufinu obecného vzorce IIa nebo
IIb na substrét, ktery lze 3t8pit pomoci stanovovaného enzymu. Také tento kopuladni
produkt je p¥edstavovén slouSeninou obécného vzorce Ia a Ib, piipravovanou postupem
podle vyndlezu. Po reakei substrdtu, ktery je znaden resorufinem, 8 enzymem & po oddd=
loni Stépnfch produktd a nezreagovaného substrdtu, lze urdit aktivitu onzymu, Tak nae
pi{klad lze vézat reaktivn{ derivdt resorufinu obecného vzorce IIa nebo IIb na glyko-
peptid a takto ziskany kopuladni produkt lze potom pou¥ft jako substrdt pro dikaz Ge
Ginnoati endoglukosiddzy, Xe stanoveni endoglukosiddz je znémé znadeni pomoci derivé-
t8 dansylu (srov. Iwase a dal$f{, Anal,.Biochem, 113, 93-95 /1981/). Derivéty resoru=-
finu se ve srovndni s tdmito slouSeninami vyznauji zvlddté svou vyééf citlivosti,

Ndsledujfci piFiklady sloufi k objasndni vyndlezu, Tyto p¥fklady, které rozsah vy
ndlezu v #ddném sméru neomezuji, maj{ ukézat zdsadni mo¥nost znadeni nizkomolekuldre
nich a vysocemolekulérnich sloudenin a jejich poufity,

P¥r{iklad 1
[3-(1~difeny1hydantoiny1)ethylkarbony1]piperazidresorufin-4-karboxylové kyseliny

a) Resorufin-4-karboxylovd kyselina

16 g nitrosoresorcinu, 15,5 g 2,6~dihydroxybenzoové kyseliny a 8,6 g oxidu man~
ganifitého (burelu) se suspenduje ve 200 ml methanolu a pak se suspenze ochladf ne
0 °C. X takto ochlazené guspenzi se pPikape 10,6 ml koncentrované kyseliny sirové a
reakini smés se michd potom jeSt¥ 2 hodiny pFi teplotd mistnosti. Vyloudend &ervend
resazurin-4-karboxylovd kyselina se odfiltruje, promyje se methanolem a vysudi se,

Derivdt resazurinu se rozpust{ ve 200 ml vody a 50 ml 25% roztoku amonisku a
ziskanf roztok se zfiltruje, K modrémn filtrdtu se pfidd za chlazeni ledem po &4s~-
tech 50 g prd3kového zinku a smés 8¢ nechd zahPdt na teplotu mistnosti. Pribdh re-
dukce se d4 snadno sledovat chromat@grafii na tenké vratvé (rozpoudt&dlovy systém:
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smés methanolu a ethylacetdtu v pomdru 1 : 1j siliksgelové desky pro chromatografii
na tenké vratvd), Reakdni roztok se zfiltruje, filtrdt se potom okyseli ledovou ky~-
aselinou octovou a malym mnoZstvim koncentrované chlorovodikové kyseliny. Vyloulend
regsorufin-4~karboxylovd kyselina se odfiltruje a vysu§1 se ve vakuu oxidem fosfo~
reénym,

V&téfek* 16,33 ¢

- Re (ailikagel- rozpouét&dlavy systém: smds n-butanolu, ledové lyseliny octové a vo-

b)

o)

dy v poméru 4 11 :1)
= 0,4.

N,0;b—triacetyldihydroreaorufin-4mkarboxylové kygelina

12,9 g resorufin-{=karboxylové lkyseliny se rFozpusti ve 30 ml ledové kyseliny
octovéd a 30 ml acetanhydridu, pPidd ee 27,6 g chloridu cinatého a smds se michd
1 hodinu pHi teplotd BO °C, Sm¥s se vylije do 600 ml ledové vody, pak se michd po
dobu 1 hodiny a srafenina se odfiltruje. Po vysuBeni se pevnd ldtka vyJjme 500 ml
acetonu. Roztok se zfiltruje s £iltr4t se odpaii.
Po vysuden{ se zfskd 11,3'g produktu,

‘IH-NMB apekffhm (perdsuterovanf dimethylsulfoxid):

d = 2,24, 2,26 8 2,29 (vidy s, 9H);
6,94 (dvojity d, J = 8,5 a 2,2 Hz, 1H);
6,98 (d, J = 2,2 Hz, 1 H)s
. .7,04.(4, J = 9 Hz, 1 H)3
© 7,61 (d, T = 8,5 Hz, 1 H)3
7,67 ppm (&, = 9 Hz, 1 H)e

Hodnota Rf = O 46

(ﬂilikagal, rozpoudtddlovy systém: smis chloroformu, methanolu a ledové ky~
seliny octové v pomSru 9 : 1 ¢ 0,1).

Ohlorid4N,O,o-triacatyldihydroreaorufinw4nkarboxy1ové kyseliny

38,5 g triacetdtu popsandho v p¥fkladu 1b) se smfef s pPfdavkem 54 ml oxalyl~
chloridu a smds se ochladf na teplotu 0 °C, K této smdsi se p¥idd ndkolik kapek di~
methylformamidu a sm¥s ge nechd zahPdt na toplotu mimtnosti. Edukt se piitom roz~

_poudt{ za vivinu plynu. Smde se odpa¥i za onfeného tlaku k ouchu, abytek se vyjme

© vidy 3e-krét 200 ml abaclutniho me+hylenchloridu a methylenchloridovy roztok se zno~

vu odpa®f k suohu, .

VytéZek: 41 g.,

- qd)

‘N-tercbutoxykarbonylpiperazin

12 61 g N-benrhydrylpiparazinu ge rozpusti ve 100 ml smésl 1,4-dloxanu a vody
v poméru 3 1. 1l. K tomuto roztoku me piikape roztok 12,0 g di-terc.butyldikerbondtu

'wrozpu§t§ného'v 50 ml.1,4~dioxanu, Po 1/2 hodind michdn{ se ke em¥si p¥ikape 50 ml

vody, amée 8e zfiltruda a era%eninu ge vysusi,

) Vytéiak: 16 2 g N-terc. butoxykarbonyl-N ‘=benzhydrylplperazinu.

Hodnota Rf ™ 0 92

(ailikagel, rompou!t§d10v§ Mymtdma améa ohloroformu, methanolu a ledové ky-
_om&ru 9 1l 10,1)0
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Ts N-terc.butoxykarbonyl-N'-benzhydrylpiperazinu ge rozpusti ve 100 ml ethyl-
acetdtu a 5 ml ledové kyseliny octové, PFidd se 0,3 g paladia na aktivnim uhli a
provede se hydrogenace, Potom se katalyzdtor odfiltruje a filtrdt se odpafi. Ke
zbytku se piidd 100 ml vody a 20 ml 1N roztoku chlorovodikové kyseliny a smés se
zfiltruje. Filtrdt se dvakrdt extrahuje ethylacetdtem a potom se vodnd fdze zalka-
lizuje hydroxidem sodnym. Produkt, ktery se vyloudi v olejovité formé, se extrahuje
dichlormethanem. Po vysuSeni siranem sodnym a po odpa¥eni se zigkd 3,2 g N-terc,but-
oxykarbonyl-piperazinu ve form¥ oleje, ktery po nd8kolika dnech tplné vykrystaluje,

Hodnota Rf = 0,05 .

(silikagel, rozpoustddlovy systém: smés chloroformu, methanolu a ledové ky-
geliny octové v pomiru 9 : 1 : 0,1). PAi pouZit{ ninhydrinu vznikd modré
zbarveni,

N'-terc.butoxykarbonylpiperazid N,0,0~triacetyldihydroresorufin~4-karboxylové ky-
seliny

K 25 g chloridu kyseliny, ktery je popsdn v p¥ikladu 1lc), 2 17,3 ml triethyl-
aminu ve 450 ml dichlormethanu se p¥i teploté O O¢ p¥ikape roztok 13,8 g N-terc,bu-
toxykarbonylpiperazinu v 50 ml dichlormethaﬁu.'ReakEni smés se michd bez chlazeni
po dobu 1 hodiny, t¥ikrdt se extrahuje vodou a organickd fdze se odpafi.

Vitd%ek: 36,0 g
Hodnota Ry = 0,64

(silikagel, rozpoudtd3dlovy systém: smés chloroformu, methanolu a ledové ky-
seliny octové v pomdru 9 : 1 : O,1).

N'-terc.butoxykarbonylpipgrazid N-acetyldihydroresorufin-4-karboxylové kyseliny

34,3 g triacetétu, ktery je popsén v p¥ikladu le) a 17,1 g sifilitanu sodného
ge michd 1 hodinu pHi teplotd 60 °C v 500 ml smdsi 1,4~dioxanu a vody v pomSru 1 : L.
Potom se reakini smds odpa¥f, zbytek se vyjme ethylacetdtem, ethylacetdtovy roztok
se zfiltruje za GSelem odstrandni nerozpusinych soli a chromatografuje se na 2 lite
rech silikagelu (eludni &inidlo: smSs ethylacetdtu a dichlormethanu v poméru 4 : 1,
jakmile se zadne vymyvat produkt, p¥emdni se na 8isty ethylacetdt).

VitdZek: 14 g
Hodnota R, = 0,28

(silikagel, rozpoustddlovy sysiém: smds ethylacetdtu a dichlormethanu v po-
méru 4 : 1).

N'-terc.butoxykarbonylpiparazid resorufin-4-karboxylové kyseliny

5 g Ne-acetylderivdtu popsaného v p¥ikladu 1f) se rozpusti ve 200 ml methanolu
a 600 ml vody. K ziskanému roztoku se p#idd 1,8 g natriumhydrogenuhlicitanu sodné-
ho a 10,7 ml 1N roztoku hydroxidu sodného a potom 14 g kaliumhexakyanoZelezitanu.
Po 1/2 hodin® michdni p#i teplot® mistnosti se hodnota pH upravi na 5, Produkt se
vyloudi a odfiltruje se.

V¥téZek: 2,72 g
Hodnota Rp = 0,28 *

(silikagel, rozpoudtddlovy systém: smés chloroformu, methanolu a ledové ky-
geliny octové v poméru 9 : 1 : 0O,1),
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h) Trifluoracetdt terc.butoxypiperazidu resorufin-4-karboxylové kyseliny

1 g terc.butoxykarbonylderivdtu popsaného v p¥ikladu lg) se ponechd gtd: 15 mi-
nut ve 20 rl ftrifluoroctové kyseliny. Roztok se odpa¥f, zbytek se digeruje s ethe-
ren 2 prodnkt se odfiltruje.

(silikagel, rozpousit&dlovy systém: smés chloroformu, methanolu a ledové ky-
seliny octové v pomdru 9 : 1 : C,1).

i) Kopulace piperazidu resorufin-4-karboxylové kyseliny s N-hydroxysukcinimidesterem
3~(l-difenylhydantoinyl)propionové kyseliny

191 mg trifluoracetdtu piperazidu popsaného v p¥ikladu 1lh) a 210 mg N-hydroxy-
gukcinimidesteru 3-(l~-difenylhydantoinyl)propionové kyseliny (p¥ipraveného ze sodné
soli difenylhydantoinu a ethylesteru 3-bromproplonové kyseliny analogicky podle po~
stupu, ktery popsali Cook & dal13i, Res, Communications in Chemical Pathology and
Pharmacology 5 (1973), str. 767) se michd po dobu 15 hodin ve 20 ml dioxenu a 20 ml
0,1N roztoku kaliumfosfdtového pufru o pH 8,5. Vyloudeny produkt se odfiltruje, fil-
trdt se odps?{ a odparek ge chromatografuje na silikegelu (RP18) za pouZiti isopro-
pylalkeholu jako eludnfho Sinidla, prilem? se ziskd dals{ &4st produkiu. Produkt se
prelkrystaluje ze smdsi ethylacetdtu a methanolu a zfskd se celkem 250 mg kopuladni-
ho produktu,

Hodnota Rp = 0,61

(silikagel, rozpouditddlovy systém: smds chloroformu, methanolu a ledové ky-
seliny octové v poméru 9 : 1 : 0,1).

1H~NMR spektrum (perdeuterovany dimethylsulfoxid):

d=2,6-2,8(m 2H); 3,0 ~ 3,8 (m, 10H);
6,74 (4, J = 2,2 Hz, 1H);
6,82 (d, J = 9,5 Hz, 1H);
6,91 (dvojity 4, J = 9,5 a 2,2 Hz);
7.25 - 7,33 (m, 10H);
7,55 a 7,66 ppm (vZdy &, J = 9,5 Hz, 2H).

Uv/vis (0,1 kaliumfosfdtovy pufr pH 7,5):

A I 576,8 nm

Fluorescendni emise:

A‘max = 592 nm

Prikled 2

Xopulace piperazidu resorufined~karboxylové kyseliny s li-hydroxysukecinimidesterem 3~
~(l-difenylhydantoinyl)octové kyseliny

4nalogickym postupem jako je popsdn v p¥ikladu 11) se z 365 mg trifluoracetdtu pi~
perazidu resorufin-4-karhoxylové kyseliny a 339 mg Nehydroxysukeinimidesteru 3-(l-dife~
nylhydantoinylloctové kyseliny ziskd 210 mg %4daného produkiu.
*
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Hodnota Rf = 0,82

(silikagel, rozpoudtddlovy systém: smés n-butanolu, ledové kyseliny octové
a vody v pomdru 4 : 1 : 1).

1y iR spektrum (perdeuterovany dimethylsulfoxid):

§ = 3,2 - 4,5 (m, 10H); 6,60 (4, J = 2,4 Ha, 1H); 6,71 (d, J = 9,5 Hz, 1H);
6,80 (avojity 4, J = 9,05 a 2,4 Hz, 1H);
7,39 {"s", 10H); 7,52 (4, J = 9,5 Hz, 1H);
7,61 (8, J = 9,0 Hz, 1H);
9,65 ppm (s, 1H).

UV/VIS (0,1 roztok kaliumfosf&tového pufru, pH 8,0):
A pax = 575,4 mm

Fluorescenéni emise:

A max = 592 nm

PP iklad 3

Kopulace plperazldu reaorufin-4-karboxylove kyseliny s N;hydroxysukcininioesterem
N-terc.butoxykarbonyl-L-tthoxlnu

Analogickym postupem jako je popsén v pFikladu 1i) se z 212 mg trifluoracetdtu pi~
perazidu resorufin-4-karboxylové kyseliny a 419 mg N-hydroxysukcinimidesteru N-terc.bu-
toxykarbonyl-L-thyroxinu ziskd 320 mg produktu.

Hodnota R, = 0,58

(silikagel, rozpou3td3dlovy systém: smds chloroformu, methanolu a ledové ky-
gseliny octové v poméru 9 ¢+ 1 : 0,1).

’

N-Hydroxysukeinimidester N-terc.butoxykarbonyl-L-thyroxinu se ziskd ndsledujicim
zplsobem:

a) N-terc,butoxykarbonylthyroxin

Roztok 10 g (12,5 mmol) monohydrdtu sodné soli I~-thyroxinu ve smési 300 ml dio-
xanu & vody v pomru 2 ¢ 1 a 15 ml 1N roztoku hydroxidu sodného se smis{ s pFidavkem
3 g (13,75 mmol) di~terc.butyldikarbondtu (BOC)ZO a smis se michd p¥i teploté mistnos-
t1 za vyloudeni svdtla.

Pridédnim  2M rosztoku hydrogensiranu draselného se hodnota pE upravi na 2, pro-
vede se extrakce ethylacetdtem, ethylacetdtovy extrakt se promyje vodou, vysudy se
siranem sodnym & odpa¥i se. Pevny zbytek se rozet¥e s petroletherem, suspenze se
zfiltruje a produkt se vysudi v exsikdtoru,

Vité€Zek: 9,45 g = 86 % teorie
Hodnota Rf = 0,6

(silikagel, rozpou§tedlovy systém: smés chloroformu, ligroinu a octove ky-
seliny v poméru 6 : 3 : 1),

b) N~Hydroxysukcinimidester N-BOC-thyroxinu

X roztoku 8,8 g L-BOC-tﬂ&roxinu ve 200 ml ethylenglykoldimethyletheru se p#idd
1,2 g (9,5 mmol) N-hydroxysukcinimidu. Roztok se ochladi na 10 °C a potom se k ndmu
p¥ikape roztok 2,3 g (9,9 mol) dicyklohexylkarbodiimidu ve 40 ml ethylenglykoldimethyl~
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etheru, Po 2 hodindch michdni pfi teplotd mistnosti se vyloulend dicyklohexylmolo-
vina odfiltruje a filirdt se odpa®i za sni¥eného tlaku p¥i teplotd 40 °C. Zbytek
se roztird s isopropylalkoholem a suspenze ge zfiltruje. Produki se vysul{ v exsi-
kdtoru p¥i teploté mietrnosti.
Vtélek: 9,19 g = 94 % teorie (celkovy vitdZek, vztaZeno na riyroxin = 81 %).
Eodnota Rf = 0,6
{vysoceddinnd kapalinovd chromatografie HPTLC~-RP 18; rozpoustédlovy systém:
smég acetonitrilu a vody v poméru 8 : 2).

Ly spektrum {perdeunterovany dimethylsulfozid):

d = 1,36 (s, 9H); 2,81 (s, 4H);
2,9 ~ 3,2 (m, 2H)3 4,5 = 4,9
7,03 (s, 2H); 7,63 (&, I =9
7,90 (s, 2H); 9,2 (g, 1H);

(m, 1H);
Hz, 1H)j

PF{iklad 4

Yopulace piperazidu resorufinm4~karboxylové kyseliny 8 3-Ow[3=(F-sukcinimidooxykarbo=
nyl)propyliestradiolem

Analogickym postupen jako je popsdn v p¥ikladu 1i) se z 212 mg trifluoracetdtu
regorufin-4~karboxylové kyseliny a 220 mg 3-0~[3~(H-sukcinimidyloxykarbonyl)propyl]-
estradiolu ziskd 295 mg produktu.

Fodnota Rf = 0,58

(silikagel, rozpouStddlovy sysiém: smds chloroformu, methanolu a ledové kyse~
liny octové v pomdru 9 : 1 : 0,1).

3w0x[ 3~ (¥=Sukecinimidoxykarbonyl)propyl]estradiol se ziskd obvyklym zplisobem z
3-O~karboxypropylestradiolu (z estradiolu a2 brommdselné kyseliny analogicly podle po-
stupu, ktery popsali ILubke a dalS{ v Immunologische Teste fir niedermolekulare Wirk-
stoffe, G. Thieme Verlag, Stuttgart, str. 94) a N-hydroxysukcinimidu v pF{itomnosti di-
cyklohexylkarbodiimidu.

Priklad 5

Kopulace piperazidu resorufine-4-karboxylové kyseliny s Hn[Sm(Nmsukcinimidoxykarbonyl)-
propyljfenobarbitalem

Analogickym postupem jako je popsdn v pPikladu 1i) se z 212 mg trifluoracetdtu
piperazidu resorufin-4-karboxylové kyseliny a 205 mg Ne[3~(N-sukeinimidoxykarbonyl)=
propyl]fenobarbitalu ziské 220 mg produlktu.

Hodnota Ry = 0,45
{silikagel, rozpoudtddlovy systém: smds chloroformu, methanolu a ledové kvse~
liny octové v pomdru 9 : 1 : 0,1).

N~[3-(N~Sukcinimidoxykarbonyl)propyl]fenobarbital ge ziskd obvyklym zplsobem z few
nobarbital-l-miselné kyseliny (T. Nistikewa a dal3i, Clin. Chim, Acta 91 /1979/, str.
59) a N~-hydroxysukcinimidu v p¥itomnosti dicyklohexylkarbodiimidu.
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Pif{klad 6

Kopulace piperazidu resorufin~4-karboxylové kyseliny s N-hydroxysukcinimidesterem
theofylineT~propionové

Z 212 mg trifluoracetdtu piperazidu resorufinei-karboxylové kyseliny a 175 mg
K-hydroxysukcinimidesteru theofylin~T-propionové kyseliny se ziskd analogickym postu~
pem jako je popsdn v pifikladu 1i) 200 mg produktu.

Hodnota Rf = 0,44
(silikagel, rozpoultddlovy systém: smds chloroformu, methanolu a ledové kyse-

liny octové v poméru 9 : 1 : O,1).

N-hydroxysukcinimidester theofylin-7-propionové kyseliny se ziskd obvyklym zpisoc-
bem z theofylin~7-propionové kyseliny (T, Nistikawa a dalSi, Chem, Fharm. Bull. 27
/1979/ str. 893) a N-hydroxysukeinimidu v pFitomnosti dicyklohexylkarbodiimidu.

P¥iklad 7

Xopulace N'-hydroiysukcinimidesteru N~ (4~resorufinylkarbonyl)sarkosinu s l~(2-amino-
ethyl)difenylhydantoinem

a) (terc.butoxykarbonylmethyl)methylamid N,0,0~-triacetyldihydroresorufin~4~karboxylo-
vé kyseliny ‘
10 g chloridu kyseliny, kiery je popsdn v pfikladu lc), se nechd reagovat ana-
logickym zplisobem jako v pFikladu le) s terc.butylesterem sarkosinu,
VytéZek: 7,5 g
Hodnota Rp = 0,77

(gilikagel, rozpoudtddlovy systém: smds chloroformu, methanolu a ledové ky~
seliny octové v pomSru 9 : 1 : O,1).

b) (terc.butoxykarbonylmethyl)methylamid Neacetyldihydroresorufin-4~karboxylové kyse-
liny

7,5 g produktu, ktery je popsén v p¥ikladu Ta), se analogickym postupem jako
je popsén v p¥ikladu 1f) deacetyluje.
VytéZek: 5,2 g
Hodnota R, = 0,56

(silikagel, rozpoudtddlovy systém: smis chloroformu, methanolu a ledové ky-
gseliny octové v pomSru 9 : 1 : O,1),

c) (terc.butoxykarbonylmethyl)methylamid resorufin-~4~karboxylové kyseliny
4,5 g produktu popsaného v p¥ikladu 7b) se nechd reagovat analogiclkym postupem
jako je popsdn v p¥ikladu lg).
Vytdfek: 2,6 g
Hodnota Ry = 0,64

(silikagel, rozpoustddlovy systém: smSs chloroformu, methanolu a ledové ky-
geliny octové v pomSru ¢ : 1 : Q,1).
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4) (karboxymethyl)methylamid resorufine-d~kerboxylové kyseliny

6,55 5 produktu popsaného v piikladu Tc) se ponechd stdt v klidu pFi teplotd
mistnosti v 6 ml trifluoroctové kyseliny. Potom se reakdni smds odpa¥®{ k suchu,
zbyiek se roztird s etherem a produkt se odfiltruje.

VitéZek: 0,45 g
Hodnota Rf = 0,11

(silikagel, rozpoult8dlovy systém: smds chloroformu, methanolu & ledové ky~
geliny octové v poméru 9 : 1 : 0,1).

e) T ~hydroxysukecinimidester Ve (4~regorufinylkarbonyl)sarkosinu

200 mg produktu z pFikladu 74) se michd 8 72 mg N-hydroxysukcinimidu a 138 mg
dicyklohexylkarbodiimidu 14 hodin ve 40 ml tetrahydrofuranu. Vyloufend mofovina se
oéfiltruje, filirdt se odpa¥f a odparek se chromatografuje na silikagelu (RF 18)
za pouZiti smési nitromethanu a ethanclu v pomru 4 : 1 jako eludnfho &inidla.

VitéZek: 150 mg
¥odnota Rf = 0,7

(9ilikagel RP~18, rozpouiiddlovy systém: smds nitromethanu a ethanoln v PO~
méru 4 1 1).

) FKopulace H’~hydroxysukcinimidesteru He(4eresorufinylkarbonyl)sarkosinu g le{2-amino-
ethyl)difenylhydantoirenm

- Y

125 mg B-hydroxysulkeinimidesteru z p¥ikladu 7e) se michd 1 hodinu s 90 mg 1-
~{2maminoethyl)difenylhydantoinem ve 40 ml smisi dioxanu a kaliumfosfitového pufru
¢ pfi 8,5 v pomdru 1 : 1. Dioxan se (iplnd odpa¥f, k odparku se p¥id4 a% do dplné ba~
revné pYemény emoniek, smés se zfiltruje a z filtrdtu se p¥iddnim chlorovodikové loy-
geliny vyloudi produkt.
VytéZek: 110 mg
Hodnota Rf = 0,78
(silikagel, rozpoudiddlovy systém: smés n~butanolu, ledové kyseliny octové
a vody v pomdru 4 : 1 : 1).
UY/vi3 (0,1 molirni roztok kaliumfosfitového pufru, pH 8,0):
X ey = 975 mm
Fluorezcendni emise:

A’max = 592 nm,

PF{iklad 8
2~(l~difenylhydantoinyllethylamid resorufin-4~karboxylové kyseliny

a) 2-(l-difenylhydentoinyl)ethylamid I, 0,0~triacetylhydroresorufin-4-karboxylové ky-
seliny

Analogickym postupem jako je popsén v piikladu le) se nechd reagovat 1,37 g
l={2~aminoethyl)difenylhydantioinu s 1,2 g chloridu ¥,0,0-triacetyldihydroresorufin-
karboxylové kygeliny. 7Ziskd se 1,9 g produktu ve form® slabd zbarvend pény.
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b) 2-(l-difenylhydantoinyl)ethylamid resorufin-4~karboxylové kyseliny

”

Produkt ziskany v pFikladu 8a) se analogickym postupem jako je popsédn v pii-
kladech 1f) a 1g) oxida¥n® deacetyluje. 2 1,9 g eduktu se ziskd 600 mg produktv,

Hodnota Rp = 0,68

(silikagel, rozpoudtddlovy systém: smds chloroformu, methanolu a ledovéd ky-
seliny octové v pomdru 9 : 1 : 0,1).

1H-NMR spektrum (perdeuterovany dimethylsulfoxid): .
d =32 3,6 (m, 4H), 6,73 (@, T = 2,2 Hz, 1H), 6,84 (&, J = 9,5 Hz, 1H),
6,86 (avojity ¢, J = 9,5 a 2,2 Hz, 1H), 7,2 - 7,4 (m, 10H), 7,62 a 7,66
(vidy 8, J = 9,5 Hz, 2H), 8,66 (%, Sirokf, J = 5 Hz, 1H), 9,58 ppm (s, 1H).
Uv/vIS (0,1 moldrni roztok kaliumfosfitového pufru, pH 8,0):
Amax = 575 nm
Fluorescendni emise:
)\max = 591 nm

Priklad 9

¥opulace piperazidu 6~methy1resorufin-4-karboxylové kyseliny s N-hydroxysukcinimidestew
rem [2-(l-difenylhydantoinyl)]octové kyseliny

9) 2-methyl-4~nitrosoresorcin

19,8 g 2-methylresorcinu a 13,4 g hydroxidu draselného se rozpusti ve 120 ml
ethanolu a roztok se ochladf na teplotu 5 °C. K takto ochlazenému roztoku se pHika-
pe 24 ml isopentylnitritu, sms se mich4 3 hodiny a srafenina se odfiltruje, Zlutd
pevnd ldtka se vmichd do 200 ml 5N roztoku kyseliny sfrové. Pritom se vyloudi svitle

. Zluty produkt.
VytéZek: 22 g
Hodnota R, = 0,53
(silikagel, rozpou3tddlovy systém: smds chloroformu, methanolu a ledové ky-
geliny octové v pomdru 9 : 1 : 0,1),

b) 6-methylresazurin-4-karboxylovd kyselina

15,3 g 2-methyl~4=-nitrosoresorcinu, 15,4 g 2,6~dihydroxybenzoové kyseliny,
8,8 g burelu a 11 ml koncentrované kyseliny sirové se nechd reagovat analogickym
postupem jako je popsdn v pFfkladu la).
VyteéZek: 28,7 g
Hodnota Rf = 0,15

(silikagel, rozpoudtddlovy systém: smds chloroformu, methanolu a ledové ky-
seliny octové v poméru 9 s 1 : 0,1).

¢) ¥,0,0~triacetyleGemethyldihydroresorufine-4-karboxylovd kyselina

% 10 g 6-methylresazurine4~karboxylové kyseliny, 19,8 g chloridu cinatého,
20 ml acetanhydridu a 150 ml ledové kyseliny octové se ziskd analogickym postupem
jako je popsén v pFiklady 1b) pfimo triacetylovand leukosloudenina, Surovy produki
se 8isti vyvaPenim v acetonu.
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VitéZek: 7,3 g
Hodnota Rf = 0,51
(silikagel, rozpoudtddlovy systém: smds chloroformu, methanolu a ledové ky-

seliny octové v poméru 9 : 1 : 0,1).

Lyomm spekirum (perdeuterovany dimethylsulfoxid):
¢ = 2,10, 2,25, 2,29, 2,33 (vidy s, 120), 7,00, 7,09, 7,50 a 7,74 ppm (vidy d,
J = 8,8 iz, B4H).

~r
3

d) X’—butoxykarbonylpiperazid W,0,0-~triacetyl~b~methyldihydroresorufin-4~karboxylové
kyseliny

Analogickym postupem jako je popsén v pFikladech 1d) a% le) se z 5 g N,0,0-
~iriacetyl-S-methyldibydroresorufin~4-karhoxylové kyseliny, 10,7 ml oxalylchloridu
a 2 g Nebuloxykarbonylplperazinu ziskd 3 g produktu,

Hodnota Rf = 0,57

(silikagel, rozpouSt3dlovy systém: ethylacetdt).

e) Trifluoracetit piperazidu Smmethylresorufin-4mkarboxylové kyseliny
1 g triacetylderivdtu, kterfy je popsdn v p¥fkladu 9d), se nechd reagovat analo-
glckfm zplsobem jako je popsén v p¥ikladech 1g) a% 1h).

Vyit@Zek: 0,43 g

f) Yopulace N-hydroxysukeinimidesteru 2-(1~difenylhydantoinyl)octové kyseliny s plpera~
zidem 6-methylresorufin~-4-karboxylové kyseliny

222 mg sloufeniny ziskané v p¥ikladu 9e) se nechd reagovat s 200 mg Kehydroxy-
sukeinimidesteru 2-(l-difenylhydantoinyl)octové kyseliny.

VitéZek: 250 mg
UV/VIE (0,1 moldrni kaliumfosféiovy pufr, pH 8,0):

A =
— 584 nm

Fluorescendni emise:

— 600 nm

Prfriklad 10

Kopulace piperazidu S~hydroxy~5~benzo[ a]feroxazon~8~karboxylové kyseliny s N~hydroxy-
gukcinimidesterem [2—(1~difeny1hydantoinyl)]octové kyseliny

a) 12-oxid 9-hydroxyw5-benzo[ajfenoxazon-emkarboxylové kyseliny

2,84 g 1,3-dihydroxy-4.nitrogonaftalenu, 2,31 g 2,6-3ihydroxybenzoové kyseliny,
1,29 g burelu a 1,6 ml koncentrovand kyseliny sirové se nechs reagovat analogickys
postupen jako je popsdn v pFikladu la),

VitdFek: 2,8 g
Hodnots Rp = c,63

{silikagel, rozpoudtddlovy systém: smis n~butanolu, ledové kyseliny octové
a vody v poméru 4 : 1 : 1),
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12-acetyl-5,9-diacetoxybenzo [a]fenoxazon-8-karboxylovd kyselina

Analogickym postupem jako je popsdn v pFikladu 9c) se z 2,4 g l2-oxidu 9e~hydro~
xy-S-benzo[a]fenoxazon-s-karboxylové kyseliny ziskd 1,8 g triacetylované dihydro-
sloudeniny,

Hodnota Rf a 0,31

(s11ikagel, rozpoudtddlovy systém: smds chloreformu, mebhanolu a ladové Ky -
seliny octové v poméru 9 : 1 : 0,1),

N'-butoxykarbonylpiperazid lZ-acety{-S,9~diacetoxybenzo[a]fenbxazin-a-karboxylové
kyseliny

1,6 g triacetylderivdtu popsaného v p¥ikladu 10b) se nechd reagovat analogice
kym poatupem jako jo popadn v pPikladu 94) s oxalylchloridem a Nebutoxykarbonylpi=
perazinem, -

VytéZek: 1,2 g

Ly_wmR spektrum (deuterochloroform):

d = 1,49 (s, 9H), 2,12, 2,27, 2,46 (vidy s, 12H), 3,0 = 3,9 (m, 8H), 7,03
(d; J=9 Hz, 1H)q 7|16 - 7'94 ppm (m’ GH)G

N’ -butoxykarbonylpiperazid 9~hydroxy-5~benzo[ a]fenoxazon-8~karboxylové kyseliny
Anslogickym postupem jako je popsén v p¥fkladu 1f) se z 0,93 g triacetylderi-

vétu z p¥ikladu 10c) ziskd 0,51 g produktu.

Hodnota Rf = 0,69

(silikagel, rozpoudtddlovy systém: smds chloroformu, methanolu a ledové ky -
seliny octové v poméru 9 : 1 : 0,1).

Trifluoracetdt piperazidu 9~hydroxy-5-benzo[ a]fenoxazon-8~karboxylové kyseliny

2 0,5 g butoxykarbonylechrindné sloudeniny popsané v p¥ikladu 10d) se analoe
glckym postupem jako je popsdn v p¥ikladu lh) ziské 0,5 g produktu,

Hodnota Rf = 0,02

(silikagel, rozpouftddlovy systém: sm¥s chloroformu, methanolu a ledové ky~
seliny octové v pomdru 9 : 1 : 0,1),

Kopulace piperazidu 9-hydroxy-5-benzo[a]fenoxazon~8~quboxylové kyseliny s N-hydro~
xysukeinimidesterem 2+(l-difenylhydantoinyl)octové kyseliny

Z 50 mg piperazidu, ktery byl p¥ipraven podle p#ikladu 10e) a 150 mg Nehydroxy-
svkeinimidesteru 2-(l-difenylhydantoinyl)octové kyseliny se analogickym pﬁatupem Jae
ko Je popsdn v piikladu 1i) ziskd 70 mg produktu,

- Hodnota R, = 0,57

(silikagel, rozpoudtddlovy systém: smis chloroformu, methanolu a ledové ky-
seliny octové v pomru 9 : 1 : 0,1),

UV/VIS (0,1 moldrni roztok kaliumfosfétového pufru, pH 8,0):

A‘max = 560 nm

Fluorescenéni emise:
Amax = 615 nm
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Li.NMR spoktrum (perdeuterovany dimethyloulfoxid):

§ = 3,0 4,5 (m, 10H), 6,37 (s, 1H), 6,80 (d, J = 8 Hz, 1H), 7,2 ~ 7,35
(m, 10H), 7,35 ~ 8,0 (m, 3H), 8,10 (dvojity d, J = 8 a 2 Hz, 1H), 8,56
(dvojity d, J = 8 a 2 Hz, 1H), 9,60 ppm (8, 1H).

; P¥r{iklad 11

/

(1=difenylhydantoinylmethylkarbonyl)piperazid 8~ethylresorufin-f-karboxylové kyseliny

a)

b)

c)

d)

f-ethyl-d-nitrosoresorcin

Analogickym postupem jako v pPikladu 9a) se z 7,5 g 4~ethylresorcinu, 4,5 g
hydroxidu draselného a 8 ml laopentylnitritu ziskd ve formd Zluté pevné 1dtky 6G-ethyl-~
~4=nitrosoresorcin.

Vyi8Zek: 7,5 g
Hodnota Ry = 0,37

{silikagel, rozpoudtddlovy systém: smés chloroformu, methanolu a ledové ky-
geliny octovd v poméru 9 2 1 : O,1).

8-ethylresorufin~4-karboxylovd kyselina

Analogickym postupem jako je popsédn v pPikladu la) se ze 7,4 g b~ethyled-nitro-
resorcinu, 6,8 g 2,6«dihydroxybenzoové kyseliny, 3,9 g oxidu manganiditého a 5 ml
koncentrované kyseliny aifrové po redukei 8 g prd3kového zinku ziskd 9,5 g produkiu.
Hodnota Rf = 0,05

(s1likagel, rozpouditddlovy systém: omds chloroformu, methanolu a ledové ky-
gseliny octové v poméru 9 : 1 : O,1),

N'-butoxykarbonylpiparazid N,0,0xtrizcetyl~=B8~cthyldihydroregorufin=4«karboxylové ky-
geliny

Analogickym postupem jako je popsdn v pPfikladu 1d) se ze 7,7 g B-ethylresorufin-
~4=karboxylové kyseliny, 15,4 g chloridu cinatého, 30 ml ledové kyseliny octové a
15,3 ml acetanhydridu z18kd N,0,0=triacetyl-8~ethylresorufin-4-karboxylovd kyselina,
kterd se jako surovy produkt analogickym postupem jako Je popsdn v pFikladu le) pii-
mo déle zpracovdvd na chlorid kyseliny a analoglckym postupem Jjako Je popsén v pii-
kladu le) se p¥imo ddle zpracovdvd na butoxykarbonylpiperazid,

VitéZek: 4 g
Hodnota Rf = 0,86

(sd1likagel, rozpoudtddlovy systém: smés chloroformu, methanolu a ledové ky=~
seliny octové v poméru 9 : 1 : 0,1).

N'nbutoxykarbonylpiperazid B~ethylresorufined=karboxylové kyseliny

Ze 4 g N =butoxykarbonylpiperazidu ¥,0,0-triscetyl-8~ethyldihydroresorufine4~
~karboxylové kyseliny ziskd analogickym postupem jako je popsdn v pfikladu 1f) a
1g) odpovida jicd N'mbutoxykarbonylpiperazid karboxylové kyseliny.

VytéZek: 0,5 g
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Hodnota Rf = 0,67

(silikagel, rozpoudtédlovy systém: emds chloroformu a methanolu v poméru
4!1)0

e) Trifluoracetdt piperazidu 8-ethylresorufin-4-karboxylové kyseliny

330 mg odpovidajiciho butoxykarbonylpiperazidu se nechd v klidu 1,5 hodiny ve
35 ml smési dichlormethanu a trifluoroctové kyseliny v poméru 6 : 1. Po odpafeni
ge zbytek digeruje s etherem, produkt se odfiltruje a vysusi,

VytéZek: 350 mg
Hodnota R = 0,33

(silikagel, rozpouStddlovy systém: smés butanolu, ledové kyseliny octové a
vody v poméru 4 : 1 : 1).

f£) Reakce s N-hydroxysukcinimidesterem 2-(l-difenylhydantoinyl)octové kyseliny

Analogickym postupem jako je popsdn v p¥ikladu 1i) se z 325 mg trifluoracetdtu
piperazidu 8~ethylresorufin-4-~karboxylové kyseliny a 435 mg N~hydroxysukcinimideste-
ru 2-(l-difenylhydantoinyl)octové kyseliny ziské 120 mg produktu.

Hodnota Rf = 0,43

(silikagel, rozpoudtédlovy systém: smis chloroformu, methanolu a ledové ky-
seliny octové v poméru 9 : 1 : O,1).

lp mm (perdeuterovany dimethylsulfoxid):
6 =1,15 (¢, J = 7,2 Bz, 3H), 2,52 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 3,1 - 4,0 (m, 8H),
4,25 -~ 4,45 (m, 2H), 6,42 (s, Siroky, 1H), 6,94 (4, J = 9,0 Hz, 1H),
7,3 - 7,5 (m, 11H), 7,68 (&, J = 9,0 Hz, 1H), 9,54 (s, 1H), 11,2 ppm
(s, Siroky, 1H).

Uv/vis (0,1 moldrni roztok kaliumfosfdtového pufru, pH = 8,0):

A‘max = 575 nm

Fluorescendni emise:

A pax = 598 nm.

P¥iklaada 12
(1-Difenylhydantoinylmethylkarbonyl)piperazid 8-chlorresorufin-4-karboxylové kyseliny

a) B=chlorresazurin~4~karboxylovd kyselina

Ze 17,3 g 4-chlor-6~nitrosoresorcinu (p¥ipraveného podle Plampina a Caina,
J. Med. Chem. 6, 247 (1963)), 15,4 g 2,6~dihydroxybenzoové kyseliny, 8,6 g oxidu
manganiditého a 10,7 ml koncentrované kyseliny sirové se ziskd analogickym postupem
jako je popsédn v p¥ikladu la) B-chlorresazurin-4-karboxylovd kyselina.
VytéZek: 17,1 g
Hodnota Rf = 0,58

(silikagel, rozpoudt3dlovy systém: smSs butanolu, ledové kyseliny octové a
vody v poméru 4 : 1% 1).
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c)

a)

e)
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N,0,0=triacetyl=8~chlordihydroresorufinkarboxylovd kyselina

16,3 g Bw-chlorresazurin-4~karboxylové kyseliny & 18,9 g chloridu cinatého se
zah¥{vd 1/2 hodiny ve 100 ml em8si ledové kyseliny octové a acetanhydridu v pomdru
1 : 1 na teplotul 80 °c a potom me smés vyllije do 500 ml vody ochlazené ledem,
Reakdni smés me michd 2 hodiny, potom se zfiltruje za tdelem odstrandni srafeniny
a vysu8i se pomoci prostPedku "Sicapent™™, Pevnd ldtka se vyjme 500 ml acetonu a
nerozpystné zbytky se odfiltrujf. Filtrdt se odpa®i a po vysufieni se ziskd 12,3 g
produktu.

Hodnota Rf = 0,39
(s1likagel, rozpoudtddlovy mystém : smés chloroformu, methanolu a ledové
kyseliny octové v poméru 9 ¢+ 1 : O,1).

Ly gspektrum (perdeuterovany dimethyleulfoxid):
{w2,25 (8, 3H), 2,33 ("a", 6H), 7,16 (d, J = 8,8 Uz, 1H), 7,30 (s, 1),
7|76 (d! J - 818 Hzl ]-H)D 7990 ppm (B, ]-n)a

N'-butoxykarbenylpiparazid B=chlorresorufin~4-karboxylové kyseliny

Analogickym postupem jako v pPfkladu 1b), ¢), e) a3 g) se zfskd 2 5 g N,0,0=
~triacetyl-8echlordihydroresorufin-d-karboxylové kyseliny 0,8 g produktu.
Hodnota Rf ~ 0;7

(silikagel, rozpoustddlovy systém: smds chloroformu, methanolu a ledové ky~-
seliny octové v pomdru 9 : 1 : 0,1},

Trifluoracetdt piperazidu 8echlorresmorufin-4~karboxylové kyseliny

Z 0,8 g butoxykarbonylechrédndné slouleniny z pPfkladu 12c¢) se ziskd 0,81 g
produkiu analogickym pomtupem jako je popadn v pPfkladu 1h).

Hodnota Rf = 0,07

(silikegel, rozpoudiddlovy systém: smés chloroformu, methanolu a ledové ky~
seliny ocetové v pomdru 9 : 1 : 0,1).

Kopulace piperazidu 8-chlorregorufin~4~karboxylové kyseliny s N-hydroxysukcinimide
gaterem 2-(l-difenylhydantoinyl)octové kyseliny

Analogickym postupem jako je popsdn v p¥ikladu 1i) se ze 400 mg trifluoracetd-
tu piperazidu B-chlorresorufin-4-karboxylové kyseliny a 410 mg N~hydroxysukeinimid-
esteru 2-(l-difenylhydantoinyl)octové kyseliny ziskd Zddany produkt.

VytéZek: 150 mg

Hodnotﬂ Rf = 0,38
(8ilikegel, rozpoudtddlovy syestém: smés chloroformu, methanolu a ledové ky~
seliny oetové v pomdru 9 : 1 ¢ O,1),

uv/vis (0,1M roztok kaliumfosfdtového pufru, pH 8,0):

Amu = 581 nm
Fluorescenéni emlse:

Apax = 597 nm.

m



CS 273617 B2 26
Priklad 13

Kopulace piperazidu 8-chlorresorufin-l-karboxylové kyseliny s (2-aminoethyl)amidem
theofylin-7-propionové kyseliny

a) B-chlorresorufin~l-karboxylovd kyselina

8,7 g 4-chlor=-6~nitrosoresorcinu a 7,71 g 3,5~dihydroxybenzoové kyseliny se
rozpusti ve 200 ml methanolu, k zfskanému roztoku se p¥i teplotd 0 °C pridd 4,8 g
oxidu manganiitého a po &dstech 5,3 ml koncentrované kyseliny sirové, Reakdni smés
se michd 2 hodiny p¥i teploté mistnosti, potom se zfilitruje a aZ do barevného pie=~
chodu na modrou barvu se pPidd amoniak a 200 ml vody. Z2iskany roztok se zfiltruje,
k filtrdtu se pFidéd 25 ml koncentrovaného amoniaku a 20 g préSkového zinku pfi chla-
zeni ledem a2 potom se smés bez dal3iho chlazeni michd dalSich asi 15 minut, Ke smé~
8i se p¥idd 200 mg akiivnfho uhli, smds se zfiltruje, filtrdt se okyself na pH 2
a vyloudeny derivdt resorufinu se odstiedi.

VitéZek: 3,9 g
Hodnota Rf = 0,88

(silikagel, rozpoudtédlovy systém: sm¥s n~butanolu,. ledové kyseliny octové
a vody v poméru 4 : 1 : 1).

b) N,0,0-triacetyl~8~chlordihydroresorufin~l<karbvoxylovd kyselina
2-3,5 g B-chlorresorufin-l~karboxylové kyseliny se analogickfm postupem jako je
popsdn v pFikladu 1b) ziskd 3,2 g produktu.
Hodnota Ry = 0,43

(gilikagel, rozpoudtédlovy eysfém: smés chloroformu, methanolu a ledové ky-
seliny octové v pomdru 9 : 1 : O,1).

¢) Trifluoracetdt piperaszidu 8-chlorresorufin-l-karboxylové kyseliny
Ze 3 g triacetylderivdtu, ktery byl piipraven jako v p¥ikladu 11b), se ziskd
analogickym postupem, jako se popisuje v pF¥ikladech lc aZ 1h), 1,4 g produkiu,
Hodnota Ry = 0,08

(silikagel, rozpouStédlovy systém: smés chloroformu, methanolu, ledové ky=-
seliny octové v poméru 9 : 1 : 0,1).

d) Xopulace piperazidu 8-chlorresorufin-lekarboxylové kyseliny s (2-aminoethyl)amidem
theofylin~T~propionové kyseliny

Analogickym postupem jako je popsdn v p¥ikladu 8 se ze 420 mg piperazidu K,0,0«-
~triacetyl~8~chlordihydroresorufin=lekarboxylové kyseliny a 300 mg (2~aminoethyl)a-
midu theofylin~7-propionové kyseliny ziskd 190 mg produkiu.

PPiklad 14

Znadeni imunoglobulinu G pomoci N ~hydroxysukcinimidesteru N-{4eresorufinylkarbonyl)-
sarkosinu .

100 mg 1lidského imunoglobulinu G (IgG) se rozpusti v 10 ml 0,1M kaliumfosfdtového
pufru ¢ pH 8,0 a k ziskanému roztoku se pfidd 5 mg ¥’-hydroxysukcinimidesteru Ne(4-reso-
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rufinylkarbonyl)sarkosinu {(srov. pPiklad 7e). 3mEs se ponechd v klidu 12 hodin p¥i tep~
lotd misinosti a potom se chromatografuje na sorbentu Ultrogel ACA 2002 (IKB). Znalend
bilkovina ge pFitom vymyvd pFfed volnym nizkomolekuldrnim resorufinem. Stupen znaleni se
zji&Tuje méfenim extinkece. Gini hodnotu 3, tzn., %e na 1 molekulu imunoglobulinu G jsou
vdzdny 3 molekuly derivdtu resorufinu,

P¥{iklad 15

Zna&eni imunoglobulinu G pomoci N'-hydrozysukcinimidesteru N-{4~regsorufinylkarbonyl)pi-
peridin~4-karboxylové kyseliny

a) ¥-(4-reserufinylkarbonyl)piperidin-4-~karboxylovd kyselina

2,0 g cnloridu W,0,0~triacetyldihydroresorufin-4~karboxylové kyseliny, ktery
je popsdn v p¥ikladu lec), se nechd reagovat analogickym postupem jako je popsédn v
pfikladu le) s 0,9 g hydrochloridu methylesteru piperidin-4~karboxylové kyseliny,
analogickym postupem jeko je poosdn v p¥ikladu 1f) a 1lg) se produkt deacetyluje a
oxiduje a zmydeini se plsobenim hydroxidu sodného na Ne{(4~resorufinylkarbonyl)pipe~
ridin~4-karboxylovou kyselinu,

VytéZek: 0,9 g
Hodnota Rf = 0,44
(silikagel RP=-18,
rozpoudtddlovy systém: smés nitromethanu a ethylalkoholu v poméru 4 : 1),

UvV/VIiS (0,1M roztok kaliumfosfdtového pufru, pH 8,5):
A pax = 576,2 nn
o) N’~hydroxysukcinimidester N-(4mregorufinylkarbonyl)piperidin~d=karboxylové kyseliny

2 200 mg N~(4~resorufinylkarbonyl)piperidin~4~karboxylové kygeliny, 240 mg Ne
~hydreoxysukeinimidu a 468 mg dicyklohexylkarbodiimidu se zI{skd analogickym postupem
jako je popsdn v p¥ikladu Te) 190 mg produktu.

Hodnota Rf = 0,7

(silikagel RP-~18,
rozpoustédlovy systém: smés nitromethanu a ethanolu v pomdru 4 : 1).

I¢ spextrum (technika KBr):
3415 (m, §iroky), 1814 (w), 1773 (m), 1734 (s), 1626 (m), 1214 (m) cm™L,

e) Znadeni krdlidiho imunoglobulinu G pomoeci Nmmhydrozyaukcinimidesteru ¥Ne(4eresorufi-
nylkarbonyl)piperidin~4-karvoxylové kyseliny

K 10 mg krdlidiho imunoglobulinu G rozpudidného v 1 ml 0,1M roztoku kaliumfos-
fdtového pufru o pH 8,5 se pfidd 100 /ul roztoku 1,9 mg Nehydroxysukcinimidesteru Ne
~(4~resorufinylkarbonyl)piperidin~d~karboxylové kyseliny v 1 ml 1,4~dioxanu a smés
se ponechd stdat 2 hodiny p¥i teploté mistnosti., To odpovidd pomdru 6,4 mol derivdtu
regorufinu na 1 mol krdlidiho imunoglobulinu G.

Po chromatografii na ACA 202 za pouZiti 0,1M rozitoku kaliumfosfdtového pufru o
pH 8,5 jako elucniho &inidla se ziskd frakce bilkoviny, kterd md absorpéni pomér
A578/A280 = 0,97, coZ odpovidd stupni zatiZeni 3,4 mol resorufinu na 1 mol imunoglo~
bulinu G.
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P¥idd~11 se p¥i analogickém pokusu k 10 mg krdli¥fho imunoglobulinu G 20 Jul
roztoku aktivovaného resorufinu, pak se zﬁské p¥i 1,05 mol nabidnutého barviva na
1 mol imunoglobulinu G stupen zatfi¥eni 0,8.

Absorpéni maximum imunoglobulinu G znadeného resorufinem Sini 578 nm. Roztok
fluoreskuje intenzivnd svdtle Servenou barvou,

Vystavi-li se roztok imunoglobulinu G znadeného regorufinem po dobu jednoho
mésice dennimu sv8tlu, klesne hodnota fluorescence na 59 % plvodni hodnoty, zatim-
co u analogicky vyrobeného imunoglobulinu G znafeného fluoresceinisothiokyandtem
na 16 % a u imunoglobulinu G znadeného texasskou Serveni na 12 %,

P¥{L{klad 16
Stanoveni difenylhydantoinu v lidském séru pomoci FPIA

K 1950 /Bt 0, 1M roztoku natriumfosfdtového pufru (pH 7,8) ge p#idd 5 /ul vzorku
1), 25 jul roztoku protildtky (2) a8 25 ,ul roztoku difenylhydantoin-resorufinu 3
Po Seminutové inkubaci pii teplotd 37 °C se m¥¥{ fluorescendnf polarizace, (Excitadni
vinovd délka: 575 nm, emisni vinovd délka 594 nm, mé¥ici p¥istroj: fluorescendni speke
trometr 650-10S, Hitachi),

(1)

Vzorek: lidské sérum od ddrce se zndmym mnoZstvim difenylhydentoinu., Xe zhotoveni
kalibradni k¥ivky se pouZije sérum lidského ddrce, které obsahuje difenyle
hydantoin v koncentraci

a) 2,5 /ug/ml
b) 5 /ug/ml
c) 10 /ug/ml
d) 20 jug/ml
e) 40 /ug/ml.

(2)

Roztok protildtky: 450 /ug protilétky/ml O,1M roztoku natriumfoafétového pufry
(pH 7,8)

Protildtky se ziskaj{ imunisaci ove{ difenylhydantoinem, ktery je vdzén na ale
bumin hovéziho séra, podle obvyklfch metod,

Antisérum ge dist{ srdZenim sfranem amonnym a chromatografif na celulézq’pEAE.
(3) '
Roztok difenylhydantoinresorufinu (10'6 M)
konjugét difenylhydantoinresorufin z p¥fkladu 1i) v 0,1M roztoku navfiumfosfé-
tového pufru (pH 7,8).

Namé¥ené vysledky, které byly ziskany pomoel roztokld difenylhydantoinu la), 1bv),
le), 1d) & le), jsou zndzorndny na p¥ipojeném vfkresu. Na tomto vikresu Jjsou vyneseny
koncentrace difenylhydantoinu vzorkd (/ug/ml) vi&l namd¥enym hodnotdm polarizace (mP),

Pomoci takové kalibradni k¥ivky lze také stanovovat koncentraci difenylhydantoinu
ve vzorcich & nezndmym obsaliem difenylhydantoinu,




29 CS 273617 B2

Srovnatelnd kalilbrani k¥ivka me rovnd¥ zfakd v pFfipadd, Ze se misto shora pouii~
vaného konjugédtu difenylhydantoinu z pPfkladu 1i) pouZije vidy konjugdtu difenylhydan~
toinu z pHikladd 2, 7, 8 nebo 10f).

P¥P{klad 17
. ’
Stanovenf aktivity endoglykosiddzy pomoci resorufin~(vy&8fho)glykopeptidu na bdzi mannosy

Pozndmka
V daldf ddati textu bude poufivédno vyrazu "(vyEi{)mannosaglykopeptid" z ddvodu

Jednodudsfho vyjddfeni. viastniho vyznamu tohoto slova, kierym je vy83i glyko-
peptid, ve kterém Je €dat{ cukru mannosa,

a) Znadeni (vy¥#iho)mannosaglykopeptidu N'-hydroxysukecinimidesterem Ne(4-resorufinylkar-
bony1)sarkosinu ’

50 mg (vy&&{fho)mannosaglykopeptidu (vyrobeného podle Huanga a dalSich, Carboe
hydrate Res, 13, 127-137 (1970)) se emisf 8 pFidavkem 10 ml 0,1M roztoku kaliumfos=
fétového pufru o pH 8,0f‘Roztok se dodatednd upravi na pH 8,0. Potom se pridd 25 mg
N'-hydroxysukciuimidauteru Ne{4eregorufiny lkarbonyl)sarkosinu rozpuiténého ve 3 ml
dioxanu, po jedné hodind ae znovu pPidd stejiné mnoZstvi Ne-hydroxysukcinimidesteru
barviva ve 3 ml dioxanu. Smie se mfehd 14 hodin p¥l teplotd mistnosti, potom se od=-
pa?{ ve vakuu dioxan & zbytek se z¥ed{ vodou na obsah 70 ml a potom pufrem A (=
= 0,02M roztok TRIS-HC1, 2 mM chloridu hofe&natého, 2 mM chloridu manganatého, 2 mM
chlor{du vépenatého, pH 7,2) na objem 140 ml. Hodnota pH se dodatednd upravi vodnym
amonlakem na 7,2, PPitom vznikld sraZenina se odstfedf. Supernatant se pfenese na
sloupec Con A=Sepherome (1 x 15 cm)., Pufrem A se vymfvd volné barvivo, Jakmile pro-
tékajfed kapalina J1% nenf Servend, vymyvd me 1. frakce resorufin-(vyssiho)mannosa
glykopeptidu pomocf 2% methylmannosidu v pufru A jakoZto oludnim Sinidlem (asi
100 ml). Potom se vymfvd 2, frakee 2% vodnym methylmannosidem, Ob8 frakce se dialy~
zuji proti vodd a lyofilizujf se., Obd frakece jsou vhodné ke stanovovdni akitivity
endoglykosiddzy, které je popsdno v odatavel b) ddle,

b) Stanoveni aktivity endeglykosiddzy

Resorufine(vys&i)mannosaglykopeptid se inkubuje ve vhodném pufru s endoglyko~
siddzou, nap¥iklad endoglykosiddza H a citrdtovy pufr pH 5,5 (= vzorek 1), Paralele
n k tomuto pokusu se soulasnd provddi pokus se vzorkem, ktery neobsahuje endogly-
kosiddzu, ale jinak je shodny (= vzorek 2), Po inkubaci se k obéma vzorkim pridd
Con AeSepharcse & smds se protfepdvd, aby me vdzal resorufin~(vy33{)mannosaglykow
peptid. Pepiild znadeny resorufinem, u ndhoZ byla &4st cukru v dGsledku aktivity en=
zymu od3tépena, @e nevdie., Po 15 minutdeh se Con A-Sepharose odstfedi, supernatant
se upravi na pH 7,5 & zmd%{ se fluoremcence (excitace napfiklad 550 nm, emisge
h'max = 595 nm)., Rozadil mezl vzorkem 1 a nulovou hodnotou (= vzorek 2) uddvd mnoZ~
ptvy Etépeného resorufin-(vyiifho mannomaglykopeptidu a je tudfi mirou aktivity enw
Zymue

PrP{i{klad 18

Kopulace Nehydroxysukeinimidesteru digitoxigenine3~-hemisukcindtu s piperazidem resoru=
fin-d=karboxylové kyseliny
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438 mg piperazidu resorufin-4-karboxylové kyseliny a 570 mg N~hydroxysukcinimid-
esteru digitoxigenin-3-hemisukcindtu se rozpusii ve 160 ml smési dioxanu a vody v po-
méru 1 : 1. Ziskany roztok se pPiddnim 5% vodného roztoku uhliditanu draselného upra-
vi na pH 8,5 & poté se michd 3 hodiny p¥i feplotd mistnosti, Poté se dioxan odpa¥i,
hodnota pH se upravi na 1 a vyloudeny produkt se odfiltruje.

VytéZek: 670 mg
Hodnota Ry = 0,64

(silikagel, vysoce UZinnd kapalinovd chromatografie, rozpouStEdlovy systém:
smds butanolu, ledové kyseliny octové a vody v poméru 4 : 1 : 1).

Hodnota Ry pro piperazid resorufin-4~kérboxylové kyseliny: 0,09,

P¥Piklad 19

Kopulace piperazidu resorufin~4~karboxylové kyseliny s N-hydroxysukcinimidesterem di-
goxigeninmonodigitoxosid-B'-hemiglutarétem

Analogickym zplsobem jako je popsdn v p¥Fikladu 18 se z 438 mg piperazidu resoru=-
fin~4-karboxylové kyseliny a 731 mg Nehydroxysukeinimidesteru digoxigeninmonodigitoxoe-
sid-3 ~hemiglutardtu ziskd 630 mg surového produktu. Po‘chromatografovéni na silikagelu
(silikagel RP 18) za pouZiti smési isopropylalkoholu a vody v poméru 2 : 1 jako eludni-
ho 8inidla se ziskd 34 mg slouleniny uvedené v ndzvu,

Hodnota Ry = 0,61

(silikagel, vysoce (&innd kapalinovd chromatografie; rozpoudtédlovy
systém: smis butanolu, ledové kyseliny octové a vody v pomdru 4 : 1 : 1),

P¥riklad 20

Kopulace N’-hydroxysukcinimidesteru N—(4-resorufiny1karbonyl)piperidin-4-karbox&1ové
kyseliny 8 3-a2mino-3~desoxydigoxigeninem

140 mg 3~amino~3-desoxydigoxigeninu a 140 mg N'-hydroxysukcinimidesteru Ne(4=reso~
rufinylkarbonyl)piperidin-4-karboxylové z pFikladu 15 se michd 2 hodiny ve smési, kterd
segtdvd z 80 ml O,1M kaliumfosfdtového pufru o pH 8,5 a 120 ml smési dioxanu a dimethyl-
formamidu v pomSru 1 : 1. Potom se reakdni emds odpa¥i pfi teploté mistnosti k suchu a
zbytek se §isti na silikagelu (silikagel RP 18) za pouiiti eluSniho &inidla s gradien~
tem 0,1 % trifluoroctové kyseliny ve vodé a% 0,1 % trifluoroctové kyseliny ve smési isoe-
propylalkoholu a vody v pomdru 65 : 35,

Ziskd se 30 mg sloufeniny uvedené v ndzvu.
Hodnota Rp = 0,60

(silikagel RP 18, rozpoudtédlovy systém: smés isopropylalkoholu a vody
v pomdru 1 : 1),

Hodnota Rf eminodigoxigeninu: 0,55

Hodnota Rf N~hydroxysukcinimidesteru resorufinu: 0,71,
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Priklad 21

Vyroba thyroxinmethylesteru Nm(3w(resorufin~2'-yl)propionové kyseliny 8 thyrozinmethyl-
esterem

a)

b)

e)

Hydrogenace T-hydroxykumarinu na dihydroxyfenylpropionovou kyselinu

6,5 g T~hydroxykumarinu se rozpusii ve 25 ml 5M rozioku hydrozidu sodného,
100 ml vody & 20 ml ethanolu a po pfidéni 2 g paladia na aktivnim uhli se provadi
hydrogenace pPi teploté mistnosti a za atmosférického tlaku. Poté me reakdni smés
zfiltruje, F£ilirdt se okysell a roziok se odpafi na rotadni odparce.

Vit€Zek: 90 % teorie
E~NMR spektrum (perdeuterovany dimethylsulfoxid):

d=2,4-2,9 (m, ¢H)
6,16 = 6,91 (m, 4H)

Resorufin-2-propionovd kyselina

40 mmol dihydroxyfenylpropionové kyseliny a 40 mmol nitrosoresorcinu se rozpug-
t1 v dimethylformemidu, k ziskandmu roztoku se pPidaji 3 g oxidu manganiditého a 4 ml
kyseliny sirové (kyselina sirovd se pfikape). Derivdt resazurinu se odfiltruje, roz-
pusti se v amoniaku a redukuje se zinkem, (i3t8ni produkiu se provédi chromsiografoe
vdnim na silikagelu za pouZiti smdsi ethylacetdtu a methanolu v pomdru 8 : 1 jako
eluéniho &inidla,
VitEZek: 25 % teorie

Hmotové spektrum (IMS2-produkt, EI): M + 429

Kopuladni reakce

30 mg resorufin-2-proplonové kyseliny se nechd reagovat g N-hydroxysukcinimidem
a morfolinoethylisokyanidem v dimethylfomemidu za vzniku aktivovaného esteru., Poiom
ge pfidd 100 mg thyroxinmethylesteru a triethylamine. Po ukondeni reakce se reakdni
smés okysell a &isti se filtrmc{ pFes Sephadex LH 20 ve smdsl s dimethylformemidem.

VitéZek: 20 mg
Hmotové spektrum: FAB pos 1059, neg 1057

P¥riklad 22

Viroba Ne{3-resorufin-2 -y1)propionyl)aminoethylhydantoinu kopulaci resorufin~2-propio~
nové kyseliny s aminoethylhydantoinem

Analogickym zplsobem Jako p¥i pPede$lé reakci se vidy ze 150 mg eduktu ziskd

100 mg Zddaného produktu.

H~NMR spektrum (perdeuterovany dimethylsulfoxid):

§ =627~ 7,9 (m, 58)
7,34 (s, 1OH)
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Py klad 23

V¥roba (digoxigeninsukeinoyl)piperazidu resorufin-4~karboxylové kyseliny kopulaci pipe~
razidu resorufine-4«~karboxylové kyseliny ve formd trifluoracetdtu s digoxigeninsukcinoyle
~N-hydroxysukecinimidem

Vidy 1 mmol vychozich létek se nechd reagovat zplisobem popsanym v p¥ikladu 1 a po=
té se reakdni smde zpracuje. Ziskd se 170 mg Zddaného produktu,

Hodnota Rf = 0,19

(silikagel; rozpoudtddlovy systém: sm¥s chloroformu, methanolu a ledo-
vé kyseliny octové v pomiru 9 : 1 : 0,1).

Priklad 24

Kopulace sarkosin-N~hydroxysukcinimidesteru resorufin-4ekarboxylové kyseliny s amino-
digoxigeninem

Vidy 0,174 mmol vychozich ldtek se nechd reagovat za podminek popsanyech v pFikladu
7f) za vzniku Z4daného produkiue.

Hodnota Rf = 0,28

(silikagel, rozpoudtédlovy systém: smés methanolu, chloroformu a ledo~
vé kyseliny octové v poméru 1 : 9 s O,1).

P¥iklad 25

Kopulace trifluoracetdtu piperazidu 2«-chlorresorufine-4ekarboxylové kyseliny s Nehydro-
xysukeinimidem difenylhydentoinoctové kyseliny

Reakce se provddi analogickym zpdsobem jako je popsdn v p¥ikladu 1, 2 270 mg tri-
fluoracetdtu piperazidu 2-chlorresorufin-4-karboxylové kyseliny a 173 mg N~hydroxysuk-
cinimidesteru difenylhydantoinyloctové kyseliny se zfskd 20 mg #éddaného produktu,

Hodnota Rf = 0,38

(silikagel, rozpou¥t¥dlovy systém: smés chloroformu, methenolu a ledo=-
vé kyseliny octové v pomdru 9 : 1 1 0,1),

P¥{f{klad 26

Kopulace tetrajodthyrooctové kyseliny s.trifluoracetdtem piperazidu resopuf;p-4-karbo-
xylové kyseliny . ¥

a) N-hydroxysukcinimidester tetrajodthyrooctové kyseliny

Obvyklym zplgobem (nap¥iklad zplsobem popsanym v p¥ikladu 21 se z 500 mg kyse-
liny reskel s Nehydroxysukcinimidem a morfolinoethylisokyanidem p#ipravi aktivovany
ester, '

VytéZzek: 300 mg



33 CS 273617 B2

Hodnota Rf = 0,87

(silikagel, rozpoudtEdlovy systém: smds chloroformu, methanolu a ledo~
vé kyseliny octové v pomSru 9 : 1 : 0,1).

b) Kopuladni reakce

0,18 mmol vychozich ldtek se nechd reagovat zplsobem popsanym v pfikladu 1 ve
smdsi dioxanu a pufru o pH 8,5 a ziskany produkt se Sisti preparativni vysoce Gdin-
nou kapalinovou chromatografii,

V¥téZek: 20 mg
H~NMR spekirum (perdeuterovany methylalkohol):
{ = 7,06, 7,11, 7,80, 7,85 (4s, 4H), 6,35 - 7,58 (m, 5H).

PHP{klad 27

Kopulace trifluoracetdtu piperazidu resorufin-d~karboxylové kyseliny & lemethyledm(Ne
~gukecinimidokarbonyl)propylxanthinem

Reakce se provddi analogickym postupem jako je popsdn v p¥ikladu 1. Ze 194 mg
1-methyl-3-(N-gukcinimidokarbonyl)propylxanthinu & 245 mg trifluoracetdtu piperazidu
regsorufin-4~karboxylové kyeseliny se ziskd 110 mg 3ddandho produktu.

Hodnota Rp = 0,43

(silikagel, rozpoudtédlovy systém: smds chloroformu, methanolu a ledow
vé kyseliny octové v pomdru 9 : 1 : 0,1).

PREDMET VYNELALEZU

Zplsob vyroby derivdtd resorufinu obecnych vzored Ia a Ib

4 (Ia)
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znamend

znamend
uhliku,

znamend
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znamend
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7 A (1)

o]

atom vodfku nebo atom halogenu,
atom vodiku nebo atom halogenu,

atom vodiku, atom halogenu nebo alkylovou skupinu s 1 aZ 3 atomy
atom vodiku, atom halogenu nebo alkylovou skupinu s 1 aZ 3 atomy

atom vodiku,

mohou spoledné tvoFit anelovany benzenovy kruh,

znamend

xl

znamend

&
mistkovy &len vytvoFeny ze zbytki xl a Xz, pPidem?

znamend karbonylovou skupinu spojenou s atomem halogenu, s aminosku-
pinou, kterd je popiipadd substituovdna jednim nebo dvima alkylovymi
zbytky 8 1 aZ 5 atomy uhliku, s piperazinovym zbytkem nebo piperidi~
novym zbytkem, p¥ilem¥ alkylové zbytky jekoZ i piperidinovy zbytek
mohou byt substituovdny karboxylovou skupinou esterifikovanou N~hydro-
sukcinimidem, nebo g alkylovou skupinou s 1 a% 5 atomy uhliku, kterd
je substituovdna aminoskupinou nebo karboxylovou skupinou esterifiko-
vanou N-hydroxysukcinimidem, a

znamend karbonylovou skupinu, kterd je substituovéne zbytkem Neoxy-

sukeinimidu nebo alkylovym zbytkem s 1 aZ 5 atomy uhliku, ktery opét
nese karboxylovou skupinu egsterifikovanou N~hydroxysukcinimidem, ne~
bo znamend alkylovou skupinmu s 1 a% 5 atomy uhlfku, kterd je substi-
tuovédna aminoskupinou nebo karboxylovou skupinou esterifikovanou Ne

~hydroxysukeinimidem, nebo znamend aminoskupinu nebo hydroxyskupinu,
a

zbytek ligandu zvoleného ze sduboru, ktery je tvofen haptenem, anti-

genem, protildtkou, spbsirdtem, nosidem a od nich odvozenymi sloudeninami a

znamené

celé 8islo od 1 do 200,
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vyznadujici se tim, Ze se na glouleniny obecnych vzored IIa 2 ITb

2
1
Y
4
R N N
! (I1a)
\\
vl 0 V{KO
[3 22

R

h

RS
4 r*
N. .
/ -
[ < (IIb)

P 0 )

0 l ol

52

g3

p=9

ve kterych
1 52 3 4 5 P - . N
R*, R®, R, R" a R maji vyznamy uvedené pod obecnym vzorcem Ia a Ib, a

xt znamend karbonylovou skﬁpinu spojenou g atomem halogenu, s aminoskupinou,
terd je popPipadd substituovdna jednim nebo dvéma alkylovymi zbytky s 1
az 5 atomy uhliku, s piperazinovym zbytkem nebo piperidinovym zbytkem, pFi~
demZ alkylové zbytly jakoZ 1 piperidinovy zbytek mohou byt substituovdny
karboxylovou gkupinou esterifikovanou N-hydroxyaukeinimidem, nebo s alkylo=
vou skupinou s 1 aZ 5 atomy uhliku, kterd je substituovdna aminoskupinou
nebo karboxylovou skupinou esterifikovanou l~hydrozysukcinimiden,

plsobl ligandem obecného vzorce IIT

D (111)
ve kterém
A znamend zbytek ligandu zvolendho ze gouboru, ktery je tvoFen haptenem, anti-
genem, protildtkou, subsirdtem, nosider & od nich odvozenymi sloudeninami, a
X2 znamend karbonylovou skupinu, kterd Je substifuovéna zbytkem Neoxysukcinimi-

du nebo alkylovym zbytkem g 1 a% 5 atomy uhliku, ktery opét nese karboxylovou
skupinu esterifikovanou N~hydroxysukeinimidem, nebo znamend alkylovou skupinu
8 1 aZ 5 atomy uhliku, kterd je substituovéna aminoskupinou nebe karboxylovou
skupinou esterifikovanou N-hydroxysukcinimidem, nebo znamend aminoskupinu ne~
bo hydroxyskupinu,

. 1 vykres
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