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Den foreliggende opfindelse angdr en hidtil ukendt klasse af for-

bindelser, nemlig spiro-[furan-2(3H),1'~phthalan]-3,3'~dioner til
anvendelse i reagenser til bestemmelse af forbindelser indeholden-

de primere aminogrupper og med den almene formel I



hvor R betegner alkyl med hgjst 8 carbonatomer, eventuelt med
halogen eller med alkoxy med hgjst 8 carbonatomer substitueret

phenyl eller naphthyl.

Efter omsatning med forbindelser indeholdende primere aminogrupper
bliver disse forbindelser med formlen I starkt fluorescerende stof-

fer. De betegnes af denne grund som "fluorogener".

Betegnelsen "alkyl med hgjst 8 carbonatomer" angiver en monovalent,
mattet, ligekadet eller forgrenet carbonhydridsubstituent. ﬁdtrykket
"alkoxy med hgjst 8 carbonatomer" angiver en alkylgruppe af den f¢r
navnte art, som over et etheroxygenatom er bundet til molekylet.
Udtrykket “"eventuelt med halogen eller med alkoxy med hgjst 8
carbonatomer substitueret phenyl" angiver en phenylring, som kan
vere substitueret med én eller flere af fglgende substituenter:
halogen (fluor, chlor, brom eller iod), alkyl eller alkoxy som

ovenfor defineret.

Anvendelsen af ninhydrin som et reagens £il colorimetri ved pavis-

ning og bestemmelse af aminosyrer, aminer Og peptider har veret kendt
i ca. 60 &r. De tjener som basis for den kendte "Stein-Moore"-teknik
+i1l automatisk bestemmelse af aminosyrer, som nu til dags er meget
udbredt. McCaman og Robins beskriver en fluoromstrisk metode til pd—
visning af serum-phenylalanin, hvor omsztningen mellem ninhydrin og
phenylalanin benyttes, og de opdagede ved denne lejlighed, at fluor-
escensen blev kraftigt forsterket ved tilsmtning af nogle peptider.
Senere har Udenfriend et al, Anal. Biochen. ég, 222, 237 (1971) be-
skrevet en fluorometrisk bestemmelsesmetode for. forbindelser, som in-—
deholder primzre aminogrupper, iser for peptider og aminosyrer. Den—
ne bestemmelsesmetode beror pd omsetningen mellem forbindelsen inde—
holdende en primsr aminogruppe, ninhydrin og et aldehyd, fortrins-—

vis phenylacetaldehyd. Det har vist sig, at demne metode er mere virk-
som og fglsom end n1Stein-Moore"-teknikken og "McCaman-Robins"-meto-
den. Det har nu vist sig, at fluorogenerne med formlen I reagerer

og danner sterkt fluorescerende materialer med forbindelser, som in-
deholder prim@re aminogrupper, iser med peptider, aminosyrer O0g biogene
aminer, f.eks. catecholamiﬁer. Derfor kan forbindelserne med formlen
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I anvendes som staerkt felsomme reagenser til bestemmelse af forbindel-
ser, som indeholder primsre aminogrupper. Nar forbindelserne med form~-
len I er stabile i vandigt milje, kan p&visningen og bestemmelsen

af forbindelser, som indeholder primzre aminogrupper, udferes i sam-
me slags medium, hvorved metoden er sgrlig egnet til praktiske for-
mdl. Dette er vigtigt ismsr med hensyn.til bestemmelsen af aminosyrer

og peptider, som i almindelighed findes og analyseres i vandigt milje.

Eksempler pd foretrukne forbindelser med formlen I er:

4-phenylspiro|furan-2(3H),1'-phthalan |-3,3'~dion;
4-(2-methoxyphenyl )spirc [furan-2(3H),1'-phthalan]-3,3'-dion;
4~(3-methoxyphenyl)spiro[furan—Z(3H),1'—phthalan]-3,3’—dion;
b—(4-methoxyphenyl)spiro[furan-2(3H),1'-phthalan]-3,3'~dion;
L-(2,4-dimethoxyphenyl)spiro[furan-2(3H),1'-phthalan]-3,3'~dion;
4—(2,5-dimethoxyphenyl)spiro[furan-Z(jH),1'—phthalan]-3,3'—dion;
L-(3,5-dimethoxyphenyl)spiro[furan-2(3H),1'-phthalan]-3,3'-dion;
4—(3,4,5—trimethoxyphenyl)spiro[furan-Z(}H),l‘-phthalan]-B,B'—dion;
4-(2,4,5-trimethoxyphenyl)spiro[furan-2(3H),1!'-phthalan]-3,3'-dion;
4—(3—chlorphenyl)spiro[furan—Z(BH),l‘—phthalan]—B{B'—dion;
4-(4-chlorphenyl)spiro[furan-2(3H),1'-phthalan]-3,3!'-dion;
4-(4-bromphenyl )spiro[furan-2(3H),1!'-phthalan]-3,3'-dion;
4-(2-naphthyl)spiro[furan-2(3H),1'-phthalan]-3,3'~dion;
4~(1-naphthyl)spiro[furan-2(3H),1'-phthalan]-3,3'-dion;

4- (1-propyl)spiro[furan-2(3H),1'-phthalan]-3,3!'-dion.

Omsetningen mellem fluorogener med formlen I og forbindelser, som
indeholder primzre aminogrupper, er hurtig og kvantitativ. Omset-
ningen kan udfegres over et bredt pH-verdiomrdde mellem ca. 4 og ca.
11. Hastigheden og fuldstendigheden for reaktionen mellem fluorogenet
og forbindelsen indeholdende den primzre aminogruppe er optimal in-
den for et pH-omrdde mellem ca. 8 0og 9. S8ledes er f.eks. omsztningen
mellem en forbindelse med formlen I og en simpel primer amin, f.eks.
ethylamin, hurtigt lebet fuldstendigt til ende ved stuetemperatur

og i dette pH-omrade.
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Der foretrazkkes isar en forbindelse med formlen I, hvor R er
phenyl, dvs. 4—phenylspiro[furan-2(3H),l'—phthalan]—3,3'-dion,
da der med denne forbindelse s@rlig hurtigt opnés en intensiv

fluorescens.

Forbindelserne med formlen T fremstilles ved behandling af forbin-

delser med den almene formel II

1T

hvor R har den ovenfor énf¢rte betydning, R1 og R2 hver for sig
betegner lavere alkyl, eller Rl og R2 sammen med det nitrogenatom,
£il hvilket de er bundne, danner en 5- eller 6-leddet mattet hete-
rocyclisk ring, som yderligere som heteroatom kan indeholde et

nitrogenatom eller et oxygenatom, med et vandigt medium.

Fnaminerne med formlen II kan direkte omdannes til forbindelserne med
formlen I ved vandig hydrolyse ved neutral, sur eller basisk pH-vardi.
Svarende dertil kan der i hydrolysemediet vere en syre sdsom en mine-
ralsyre, f.eks. saltsyre, eller en svag base sésom et alkalimetalhy—
drogencarbonat, f.eks. natriumhydrogencarbonat. I almindelighed ud-
fares den ovenfor omtalte hydrolyse fortrinsvis i nmrverelse af en
svag base, f.eks. et alkalimetalhydrogencarbonat. Efter fuldstendig
udferelse af hydrolysen og syrning af reaktionsmediet (i de tilfel-
de, hvor hydrolysen er udfort ved neutral eller basisk pH-verdi) fas
de onskede cycliserede forbindelser med formlen I. Hydrolysereaktionen
udfegres i temperaturomréde mellem O og ca. 100°C. Et foretrukket tem-—
peraturomréde ligger mellem 10 og 40°C. Der foretrazkkes iszr stuetem-—

peratur.

Forbindelserne med formlen IT er hidtil ukendte. De fremstilles ved
omsetning af en forbindelse med den almene formel III '
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A\ OH III

hvor R har den ovenfor anfgrte betydning, med et amino-methenyle-
ringsmiddel.

Egnede amino-methenyleringsmidler er f.eks. lavere alkylacetaler s&-
som N,N-disubstituerede formamider, f.eks. dimethylformemid-dimethyl-
acetal; tris(sekundzr amino )methaner, f.eks. tris(dimethylamino)me-
than og tris(piperidino)methan; og bis(sekunder amino)lavere alkoxy~-
methaner, f.eks. bis(dimethylamino)tert.butoxymethan.
Rl
Aminoresten -N\\\ som optreder i strukturformen for forbindelser-
R?,
ne med formlen II, indferes i molekylet ved hjelp af amino-methenyle-
ringsmidlet. Acetaler af N,N-disubstituerede formamider har den alme—
ne formel IV ' '

v
0 0 1
\\////R IV
H-C-~N-
AN 22

hvor R3 og Rq betegner lavere alkyl;
tris(sekundzr amino)methaner har den almene formel V

l'\
R
e
H-C N Vv
(’ N2 .

R /3

N

og bis(sekundsre amino)lavere alkoxymethaner har den almene formel
VI
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2 betegner lavere alkyl.

Rl
Eksempler p& aminoresten —N\\\R omfatter sddanne rester, hvor rL og

hvor R

2

R2 er lavere alkyl, f.eks. dimethylamino eller diethylamino, og sé&-—
danne, hvor R; og Rzrsammen med nitrogenatomet danner en 5- eller
6-leddet heterocyclisk ring, f.eks. piperidino, morpholino, pyrroli-
dino, piperazino, imidazolidino og pyrazolidino. Eksempler pad en lave-
re alkoxygruppe OR3 og o]g!+ er methoxy, ethoxy, Propoxy og n-butoxy.
Eksempler p& lavere alkoXygrupper OR5 er methoxy, ethoxy og tert.bu-

toxy.

Amino-methenyleringsreaktionen udferes i et inert organisk oplegsnings—
middel. Foretrukne oplesningsmidler er f.eks. formamider, iszr dime-—
thylformamid. Som oplesningsmiddel kan ogséd anvendes et overskud af
amino-methenyleringsmidlet. Ved en serlig foretrukken udferelsesform
anvendes en acetal af et N,N-disubstitueret formamid,

P
1
0 OR
~N
B0
AN R2

som amino-methenyleringsmiddel og en oplgsningsmiddelblanding, som
bestér af et formamid med formlen
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7
0
La®,
H- —N. 2
R
Rl
7
0g en sekunder amin med formlen H—NQ\ 2- Ved en sarlig foretrukken
R

udferelsesform anvendes N,N-dimethylformamid-dimethylacetalen i en
oplosningsmiddelblanding bestdende af N,N-dimethylformamid og dime-
thylamin. Ved udferelse af denne omsztning anvendes fortrinsvis ca.
1 - 5 mol sekundsr amin pr. mol af forbindelsen med formlen III.
Fremstillingen af enaminen kan udferes i et temperaturomrdde mellem
ca. 0 og ca. 100°C; der foretrzkkes dog et temperaturomrdde mellem
10 og 40°C. En serligt foretrukket reaktionstemperatur er stuetempe-

ratur.

Forbindelserne med formlen III er hidtil ukendte og beskrives som eksi-
sterende bdde i diketoformen og i den enoliserede form. Naturligvis
afhenger forholdet mellem forbindelsernes tautomere af oplgsnings—
midiet, af temperaturen og pH-verdien. Af bekvemmelighedsgrunde nzv-
nes og beskrives forbindelsen med formlen III i nerverende beskrivel-

se som enolformen.

Forbindelserne med formlen III fremstilles ved behandling af forbin-
delser med den almene formel VII

0

Z \R VII

hvor R har den ovenfor anfgrte betydning, med en base i vandigt miljg.

Forbindelserne med formlen VII er kendte og fremstilles ud fra en pa
tilsvarende mdde substitueret o-acetyl-benzoesyre og et relevant al-
dehyd RCHO. Specielle forbindelser, som falder under formlen VI1I, og
som ikke er beskrevet tidligere, kan fremstilles pPa& ngjagtig samme
méde som de kendte forbindelser.
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Enollactonen med formlen VII hydrolyseres til dannelse af ketocarbo-—
xylsyren med formlen III ved hjelp af et vandigt, basisk miljs. Der-
pa& syrnes blaﬂdingen. Egnede baser til denne hydrolysereaktion er
f.eks. alkalimetalhydroxider sisom natriumhydroxid, alkalimetalcar-—
bonater sdsom natriumcarbonat og alkalimetalhydrogencarbonater sisom
natriumhydrogencarbonat. En foretrukken base er et alkalimetalhydroxid,
f.eks. natriumhydroxid. Temperaturen, ved hvilken hydrolysen udferes,
ligger i et omrdde mellem ca. O og ca. 100°C. Et foretrukket tempera-—
turomrade ligger mellem ca. 10 og ca. 40°C. Det foretrzkkes iser at
udfere hydrolysereaktionen i vandigt milje. Et organisk co- oplegsnings—
middel, f.eks. en lavere alkanol eller en organisk ether, kan om gn-—
sket ogséd anvendes. Efter endt reaktion syrnes reaktionsblandingen
for at frigere den som reaktionsprodukt dannede carboxylsyre til iso-

lering.

Forbindelserne med formlen III kan endvidere fremstilles efter

nedenstdende reaktionsskema:

+ RCHO —>

IX X

ITT!

Udgangsmaterialet til denne fremgangsmide er let tilgengeligt, meget
billigt og bestdr af 1,3-indandioner med formlen VIII. En fordelag-
tig syntese af dette stof beskrives kort af Gruen og Norcross, J.Chem.
Educ., 42, 268 (1965).

Det forste trin i reaktionsfofl@bet bestdr af kondensation af en

1,3-indandion med formlen VIII med et relevant lavere alkyl- eller
arylaldehyd med formlen IX. Denne kondensation kan udferes pé& mange
forskellige mader. Kondensationen af 1,3-indandion med benzaldehyd
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blev allerede beskrevet af Ionescu, Bull. Soc. Chem. France, 1930,
side 210. Ved denne kondensation anvendes natriumhydroxid i et alkoho-
lisk oplesningsmiddel. Andre, til denne kondensationsreaktion sarligt
egnede reaktionsbetingelser er f.eks. standardbetingelserne for
Knoevenagel-reaktion. Ved denne reaktion udferes kondensationen mel-
lem 1,3-indandion og aldehydet i nerverelse af en sekundzr organisk
amin, hvorved samtidig det ved reaktionen dannéde vand fjernes. Egne-
de sekundzre aminer til denne kondensation er f.eks. ikke-cycliske
aminer, f.eks. diethylamin, og cycliske aminer, f.eks. piperidin, mor-
pholin eller pyrrolidin. I normale tilfzlde anvendes kun katalytiske
mengder, f.eks. 0,1 - 1,0 molprocent, af den sekundere amin. Egnede
oplesningsmidler til kondensationsreaktionen er f.eks. sddanne, som
danner azeotroper med vand, f.eks. benzen, toluen eller xylen. Det

er hyppigt enskverdigt som oplesningsmiddel eller co-oplesningsmid-
del for et af de ovenfor anferte oplesningsmidler at anvende en aro-
matisk amin, f.eks. pyridin, eller en tertizr amin, f.eks. triethyl-
amin. Fortrinsvis fjernes vandet fra reaktionsblandingen, enten ved
azeotropisk destillation eller ved binding ved vandet til et passende

middel, f.eks. en molekylarsi.

Kondensationsreaktionen udferes i almindelighed ved forhsjet tempe-
ratur, fortrinsvis ved reaktionsblandingens tilbagesvalingstemperatur.
Hvis der tilstrsbes azeotropisk fjernelse af vandet, udferes reaktionen
hensigtsmessigt ved eller ner ved reaktionsblandingens tilbagesvalings-—

temperatur.

I neste trin epoxyderes alkylidenen eller arylidenindandionen med
formlen X, og der fé&s epcxidet med formlen XI. Epoxideringen udferes
ved hjelpr af hydrogenperoxid i nszrvsrelse af en basisk katalysator

i ringe koncentration i et inert oplesningsmiddel.

I almindelighed anvendes der ved epoxideringsreaktionen molzre meng-—
der hydrogenperoxid. Der anvendes dog fortrinsvis ogsd et ringe over-
skud af hydrogenperoxid, f.eks. 10 - 20%'s overskud.

Egnede inerte oplesningsmidler til epoxideringsreaktionen er f.eks.
vand, lavere alkanoler sdsom methanol og blandinger deraf.

Som basiske katalysatorer kan f.eks. anvendes alkalimetalhydroxider,
f.eks. natriumhydroxid, eller et alkalimetalcarbonat, f.eks. natrium-
carbonat. Mengden af den basiske katalysator ligger hensigtsmessigt i
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et omrade mellem ca. 0,1 og ca. 5 molprocent. Katalysatorens koncen—
tration i reaktionsmediet skal holdes under 0,1 moler til undgéelse

af en ébning af epoxidringen.

Temperaturen ved epoxideringsreaktionen ligger i almindelighed i et
omréde mellem ca. O og ca. 25°C, fortrinsvis mellem O og 10°C.

Den rzkkefeglge, 1 hvilken reagenserne tilsmttes, er ikke kritisk. I
almindelighed foretrzkkes det dog at sztte hydrogenperoxidet og den
basiske katalysator til en forbindelse med formlen X. Iszr foretrzk-
kes det at tilsette den basiske katalysator langsomt som sidste reak-
tionskomponent for derved at f3 en mulighed for bedre kontrol af reak-

tionstemperaturen.

Omdannelsen af et epoxid med formlen XI til en forbindelse med form-
len ITI! udfesres ved hjelp af en serlig basisk opapaltningsreaktion
i vandigt milje, hvorved bade epoxidringen og cyclopentandionringen

opspaltes.

Egnede baser til denne opspaltningsreaktion er starke baser, f.eks.
alkalimetalhydroxider sésom natriumhydroxid. Til opnéelse af maksimal
omsatning er det nedvendigt at anvende 1 molzkvivalent af en base,
selv om der i almindelighed anvendes et molert overskud pa 2 -

10 gange af basen. Koncentrationen af base i reaktionsblandingen lig-
ger fortrinsvis over 0,5 molar og indtil ca. 5 moler; ismr foretrak-—
kes det at den er ca. 2 molsr.

Egnede oplgsningsmidler er f.eks. vand og blandinger af vand med med
vand blandbare organiske oplesningsmidler, f.eks. lavere alkanoler
s8som methanol eller ethanol eller ethere sdsom tetrahydrofuran el-

ler dioxan.

Opspaltningstemperaturen er ikke kritisk og kan ligge mel-
lem ca. 0°C og reaktionsblandingens tilbagesvalingstemperatur. Det
foretrskkes i almindelighed at udfere omsztningen ved en temperatur

mellem ca. 20 og ca. 40°C.

Reaktionsblandingen dannes i oplgsning i form af alkalimetalsaltet.
Forbindelsen med formlen III' isoleres fra reaktionsblandingen ved
syrning af denne, hvorved syren frigeres fra det pégmldende alkalime-—
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talsalt. Til denne syrning szttes der til reaktionsblandingen en syre,
som er stzrkere end syren med formlen III. Egnede syrer er f.eks.
mineralsyrer sdsom saltsyre og svovlsyre eller organiske sulfonsyrer
sdsom p-~toluensulfonsyre. Den frie syre med formlen III kan deref-
ter isoleres pd szdvanlig mdde, f.eks. ved ekstraktion og krystal-
lisation.

De forskellige reaktionsmuligheder, som derefter feorer til dannelse
af en forbindelse med formel I, kan udferes under isolering og rens-
ning af reaktionsproduktet pd hvert fremgangsmddetrin eller fortrins-
vis uden isolering og rensning af mellemprodukterne, idet kun slut-
produktet, nemlig forbindelsen med formlen I, isoleres og renses.

Anvendelsen af en fluorogenforbindelse med formlen I til bestemmelse
af forbindelser indeholdende prim@re aminogrupper har den fordel frem-
for tidligere kendte metoder, som indebarer en ternar reaktion mellem
en forbindelse indeholdende en primar aminogruppe, ninhydrin og phe-
nylacetaldehyd, at reaktionen er bin®r. En yderligere fordel ved
anvendelsen af forbindelserne ifglge den foreliggende opfindelse
ligger i den kendsgerning, at blandingen af reagenser ved de tid-
ligere kendte metoder ngdvendigvis skal opvarmes til en temperatur

pd ca. 60°C i 15 - 30 minutter til opndelse af den maksimale fluor-
escens. I modsatning hertil udvikler forbindelserne ifglge den fore-
liggende opfindelse ¢gjeblikkeligt den maksimale fluorescens ved
stuetemperatur. Den opndede fluorescens' styrke ved anvendelse af
forbindelserne ifglge den foreliggende opfindelse og samme koncen-
tration af forbindelsen indeholdende primare aminogrupper er i al-
mindelighed 10 - 50 gange starkere end den, som opnds til sammen-
ligning med de kendte fremgangsmdder. S&ledes muligg¢r forbindelser-
ne ifglge opfindelsen bestemmelsen af de mindste mengder af forbin-
delser indeholdende primere aminogrupper, idet der er omfattet kon-
centrationsomréder, som tidligere ikke var tilgangelige for be-
stemmelse. Takket vare den starke fglsomhed ved forbindelserne ifglge
den foreliggende opfindelse kan smd mangder peptider og aminosyrer,
som f.eks. forekommer ved isolering fra et bestemt organ eller fra et
enkelt forsggsdyr, pévises og bestemmes.

Anvendelsen af de omhandlede forbindelser til bestemmelse af forbin-

delser indeholdende primsre aminogrupper kan illustreres ved mange
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forskellige muligheder. F.eks. kan tilstedeverelsen af en forbindel-
se, som indeholder en primzr aminogruppe, pdvises i en oplssning
ved til en preve at sztte et overskud af fluorogenet med formlen I
ved den gnskede pH-vaerdi og maling af den dannede fluorescens. For-
tringvis tilsettes den vandige oplesning, som indeholder forbindel-
sen indeholdende den primezre aminogruppe, en oplgsning af fluoro-—
genet i et aprot, med vand blandbart oplesningsmiddel, f.eks.
acetonitril, dimethylformamid, dimethylsulfoxid, tetrahydrofuran
eller dioxan. Det foretrzkkes iszr at anvende et 10 = 5000 ganges molart
overskud af fluorogenet. Det er smrligt foretrukket at anvende en

50 - 1000 ganges molert overskud.

Forbindelserne ifglge den foreliggende opfindelse kan endvidere anven-—
des til bestemmelse af tilstedevarelsen af en forbindelse, som inde-
holdef en primsr aminogruppe, iser aminosyrer pa papirchromatogra—
fiske eller tyndtlagschromatografiske systemer. Ved en sddan teknik
appliceres forbindelsen i et oplgsningsmiddel, fortrinsvis et flygtigt
organisk oplgsningsmiddel, om gnsket i nerverelse af en pH-puffer,
pa chromatografisystemet, sedvanligvis 1 form af en spray, 08 syste—
met undersoges derefter under en fluorescenslyskilde. Udviklingen

af fluorescens foregdr hurtigt ved stuetemperatur, og der er derfor
intet behov for opvarmning af chromatogrammet til udvikling af fluor-—
escensen. Herved har denne metode en betydelig fordel i forhold til

de tidligere kendte metoder.

En yderligere anvendelsesmdde af forbindelserne ifglge den foreliggen-
de opfindelse ligger 1 anvendelsen deraf i automatiseret analyseud-
styr til bestemmelse af aminosyrer. Ved en sddan metode blandes en
provestrem, som er en del af et udstrommende eluat fra et chromato-
grafisk system, med en forbindelse med formlen I ved ¢nsket

pH-verdi, og blandingen analyseres straks ved hjelp af et spektro-
fluorometer. PA denne méde viser fluorescensoptegnelser, som den kon=
tinuerligt flydende prevestrem fordrsager, tilstedevarelsen og
koncentrationen af forskellige aminosyrer.
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Opfindelsen illustreres i nedenstdende eksempler:

Eksempel 1.

Til en oplesning af 20 g 3-benzyliden-4-keto-3,4-~dihydroisocumarin
oplest i 400 ml methanol settes 100 ml 1N vandig natriumhydroxid-
oplesning. Blandingen omrgres i 30 minutter ved stuetemperatur.
Derefter fortyndes den med vand og syrnes med 10%!'s saltsyreoples-
ning. Den udfszldede o-(a-hydroxycinnamoyl)benzoesyre ekstraheres

to gange med chloroform. De organiske ekstrakter vaskes med vand

og terres over natriumsulfat, og oplesningsmidlet afdampes under re-
duceret tryk. Den terre remanens oplsses i 80 ml dimethylformamid.
Oplesningen afkgles til 0°C, og under omrering tilszttes 24 ml tris-—
(dimethylamino)methan. Omreringen fortszttes ved stuetemperatur i

60 minutter. l-Dimethylamino-2-phenyl-4(o-carboxyphenyl)-l-buten-3,4-
~dionet, som er dannet, isoleres ikke, men dimethylformamidoplesningen
heldes ud i isvand. Den resulterende vandige alkaliske oplesning eks-—
traheres med ether. Etherekstrakten kasseres, og den vandige fase syr-
nes med fortyndet saltsyre. Det enskede 4-phenylspiro[furan-2(3H),1'-
-phthalan]-3,3'-dion ekstraheres tre gange med ether/benzen (1:1).

De samlede ekstrakter terres over natriumsulfat og inddampes under
reduceret tryk. Den krystallinske remanens suspenderes i ether og fra-
filtreres. Der fés 12 g rent stof med smeltepunkt 153°C.

De i den nedenfor anférte tabel I anferte forbindelser fremstilles
som ovenfor beskrevet, idet der anvendes den relevante 3-ary- ‘
liden- eller 3-alkyliden-4-keto-3,4-dihydroisocumarin, som er anfert
i nedenstéende tabel II, som udgangsmateriale.
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R = Smp . Sumformel
2-Methoxyphenyl 153°C 018H1205
3-Methoxyphenyl 118¢C Cl8H1205
4-Methoxyphenyl 158°C C18H1205
2,4-Dimethoxyphenyl 133°C C19H1406
2,5-Dimethoxyphenyl 148°C Cl9H1406
3,5-Dimethoxyphenyl 138°C Cl9H1406
3,4,5-Trimethoxyphenyl 205°C C20H16O7
2,4,5-Trimethoxyphenyl 179°C C20H1607
3-Chlorphenyl’ 144°C Cl7H9C104
L4-Chlorphenyl 167°C Cl7H90104
A-Bromphenyl .181°C Cl7H9Br04
2-Naphthyl 170°C 021H1204
1-Naphthyl 191°C CoqHy50,,
n-Propyl Olie 014H1204
Tabel IT
0
/

R = 2 Smp. Sumformel
2-Methoxyphenyl % 200°C Cl7H1204
3_Methoxyphenyl | 153°C Gy 50,
L-Methoxyphenyl : 200°C

Cq7H100y
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Tabel II fortsat

2,4-Dimethoxyphenyl 201°C 018H1405
2,5-Dimethoxyphenyl 160°C 018H1405
3,5-Dimethoxyphenyl 178°C 018H1405
3,4,5-Trimethoxyphenyl 1440°C C19H16O6
2,4,5-Trimethoxyphenyl 210°C C19H1606
3-Chlorphenyl 224°C 016H9C1O3
4-Chlorphenyl 203°C Cl6H90103
4-Bromphenyl 204°C Cl6H9BrO3
2-Naphthyl 251°C CZOH1203
1-Naphthyl 184°C CooHy 203
n-Propyl 58°C 013H1203

Eksempel 2.

Til en oplesning af 12,5 g 3-benzyliden-4-keto-3,4-dihydroisocumarin,
fremstillet efter den i eksempel 1 beskrevne fremgangsmade, i 200

ml methanol smttes 50 ml 1N vandig natriumhydroxidoplgsning. Reak-—
tionsblandingen omrgres ved stuetemperatur i 90 minutter. Derefter
heldes den ud pd is, og den resulterende vandige blanding syrnes

med 50 ml 1N saltsyreoplgsning. Der ekstraheres fire gange med me-
thylenchlorid. Ekstrakterne sammenhzldes, terres over natriumsulfat
og inddampes i vakuum. Remanensen, som indeholder o-(a-hydroxycinna-
moyl)benzoesyre, opleses i 150 ml dimethylformamid. Til denne oples-—
ning settes 30 g tris(piperidino)methan. Blandingen omreres ved stue-
temperatur i 5 timer, hvorefter oplesningen, som indeholder 1-(l-pi-
peridino)-2-phenyl-4-(o-carboxyphenyl)-l-buten-3,4-dion, heldes ud

p& isvand. Den alkaliske vandige blanding ekstraheres med ether, og
etherekstrakten kasseres. Den vandige fase syrnes med 300 ml 1IN salt-
syre og ekstraheres fire gange med methylenchlorid. De organiske eks-—
trakter sammenhzldes, vaskes med vand, terres over natriumsulfat og
inddampes til terhed under reduceret tryk. Remanensen opleses i 75

ml methylenchlorid og behandles med 1 g aktivkul ved tilbagesvalingstém—
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peratur. Den varme oplesning filtreres. Filtratet inddampes til 50
ml og fortyndes derefter med 100 ml ether. Af blandingen krystalli-
serer 8,4 g L-phenylspiro[furan-2(3H),1'-phthalan]-3,3'~dion med
smeltepunkt 151 - 153°C.

De i tabel I anferte forbindelser fremstilles p& analog méde, idet
der som udgangsmateriale anvendes de i1 tabel II anferte relevante
3-aryliden- eller 3-alkyliden-4-keto-3,4~dihydroisocumariner.

Eksempel 3.

Til en oﬁlzsning af 268 mg o-(a-hydroxycinnamoyl)benzoesyre i 5 ml
dimethylformamidrsattes 2 ml dimethylformamid-dimethylacetat. Reakti-—
onsblandingen lades henstd ved stuetemperatur i 17 timer. Oplgsningen,
som indehdlder7l—dimethylamino—2-phenyl—4(o—carboxyphenyl)—l-buten*
-3,4-dion, hmzldes derefter ud pa vand og syrnes med fortyndet saltsy-
re. Blandingen ekstraheres med methylenchlorid, og den organiske eks—
trakt terres over natriumsulfat og inddampes i vakuum. Den séledes
koncentrerede oplosning hzldes pd en kort sgjle, som er fyldt med

4,5 g Slllcagel, og elueres med methylenchlorld Eluatet inddampes

i vakuum, og remanensen omkrystalliseres af methylenchlorld/ether.
Der f&s 110. mg l4-phenylspiro[furan-2(3H),1!-phthalan]-3,3'-dion med
smeltepunkt 151 - 154°C.

Udgangsmaterialet. kan fremstilles pé folgende made:

Til en suspension af 2,5 g 3—benzyliden—4—keto—3,4-dihydroisocumarin
(fremstillet som beskrevet 1 eksempél 1) i 50 ml methanol szttes 10

ml IN vandig natr1umhydrox1doplzsn1ng. Blandingen omrgres 1 1 time

ved stuetemperatur. Der fas en merkered oplesning. Oplesningen fortyn—
des med vand, syrnes med 10 ml 1N saltsyre og ekstraheres tre gange
med mEthylenchlbrid. De organiske ekstrakter sammenhzldes, vaskes

med vand, terres over natriumsulfat og inddampes i vakuum ved 20 -
30°C. Remanensen oplgses 1 methylenchlorid ved stuetemperatur. Til op-—
losningen smttes petroleumsether, indtil der indtreder en uklarhed.
Blandingen lades hensféri 16 timer ved stuetemperatur, hvorefter den
gnskede og i'mellemtiden'udkrystalliserede syre frafiltreres. Krystal-
lerne vaskes p& filteret med methylenchlorid/petroleumsether: (1:9)

og terres i vakuum. Der fés 2 g o- (x-hydroxycinnamoyl)benzoesyre med
smeltepunkt 99 - 105°C.
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De i nedenstdende tabel III anferte forbindelser fremstilles analogt
med ovenstéende fremgangsmdde under anvendelse af de tilsvarende i ta-
bel II anferte 3-aryliden-4-keto-3,4-dihydroisocumariner som udgangs—

materiale.

Tabel IIT
HO,C 0

=

OH
R = Smp. Sum formel
2-Methoxyphenyl 131 - 136°C C17H1405
3_Methoxyphenyl 133 - 135°C C17H1_,+O5
L-Methoxyphenyl 117 - 123°C C17H1405
2,5-Dimethoxyphenyl 131 - 132°C C18H16O6
3,5-Dimethoxyphenyl 131 - 134°C C1aH; 60¢
2,4,5-Trimethoxy—
phenyl 152 - 165°C C19H1807
3-Chlorphenyl 117 - 117°C C16H11C104
4-Bromphenyl 130 ~ 132°C C16H11Br04
1-Naphthyl 154 - 160°C CooHy 1,0

Eksempel 4.

Til en oplesning af 4,47 g o-(a-hydroxy-2-methoxycinnamoyl )benzoesyre
(fremstillet efter den i eksempel 3 beskrevne fremgangsmdde) i 30

ml dimethylformamid szttes 5 g tris(dimethylamino)methan. Blandingen
omrgres i 3 1/2 time ved stuetemperatur. Sterstedelen af den over-—
skydende m@zngde formyleringsmiddel og oplesningsmidlet fjernes under
reduceret tryk ved 55 - 60°C. Remanensen, som indeholder l-dimethyl-—
amino-2-(o-methoxyphenyl)-4-(o-carboxyphenyl)~l-buten-3,4-dion, op-
leses igen i 10 ml dimethylformamid, og denne oplesning hwldes i

100 ml vand. Den resulterende alkaliske blanding ekstraheres med me-
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thylenohiorid. De organiske ekstrakter kasseres, og den vandige fase
syfnes med fortyndet saltsyre og ekstraheres to gange med methylen—
chlorid. De organiske faser sammenhzldes, vaskes med vand, terres over
natriumsulfat og inddampes til terhed under reduceret tryk. Den som

remanens vundne olie opleoses i ether. Efter afkg¢ling udfelder kry-
staller fra etheroplesningen. Disse frafiltreres, og der fés 2,4 g
4—(2-methoxyphenyl)sp1ro[furan—2(3H) 1t-phthalan]-3,3'-dion med smel-
tepunkt 152 - 154°C.

De i tabel IIT anforte forbindelser omdannes pa analog méde til de
tilsvarende spirblactoner, som er anfert i tabel I.

Eksempel 5.

Til en oplegsning af 16,08 g (0,06 mol) o-(a-hydroxycinnamoyl)benzoe—
syre (fremstillet efter den i eksempel 3 angivne arbejdsforskrift)

i 60 ml 2N dimethylaminoplesning i dimethylformamid (fremstillet ved
fortynding af 90 g dimethylamin med dimethylformamid til 1 liter ved
0°C) s®ttes under omregring 30 ml N,N-dimethylformamid-dimethylacetal.
Den resulterende blanding, som indeholder l-dimethylamino-2-phenyl-
-Li(o-carboxyphenyl )-1-buten-3,4-dion, lades henstd i 2 timer ved stue-
temperatur;'Den haeldes deréefter ud i 500 ml isvand. Den vandige op—
lpsning syrnes forsigtigt med 10%'s saltsyreoplesning til pH-verdi

4. Den resulterende suspension ekstraheres tre gange med 600 ml ether/
benzen (1:1). Ekstrakterne sammenhzldes og vaskes med 500 ml 1%'s
vandig natriumhydrogencarbonatoplesning og til sidst med vand. Den
organiske bplzsnihg tgrres over natriumsulfat og inddampes under re-—
duceret tfyk Den faste remanens oplegses i 50 ml varmt methylenchlo-—
rid, og oplgsningen fortyndes med 120 ml ether. Ved afkeling fés 9,03
g L-phenylspiro[furan-2(3H), l'—phthalan] 3,3t'-dion i form af hvide
krystaller, som smelter ved 154 - 155°C. Der fas yderligere 1,54 g
produkt med samme renhed ved inddampning af moderluden og tilsztning
af ether. De i tabel III anforte forbindelser kan pd analog méde om-—
dannes til de tilsvarende spirolactoner, som er anfert 1 tabel I.
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Eksempel 6.

Fluorometrisk bestemmelse.
Fremgangsmade:

I et reagensglas hzldes:

a) 1 ml peptidoplesning (20 nanomol leucyl-alanin i 1 ml phosphat-
puffer med pH-verdi 8) og

b) 2 ml pufferoplesning (Fischer) med pH-verdi 8. Under blanding
ved hjelp af en "Vibro"-blander tilsattes hurtigt:

¢c) 1 ml reagensoplgsning (indeholdende 0,2 millimol af en spirolacton
ifglge tabel I i 100 ml acetonitril).

Der f&s de nedenfor anferte koncentrationsforhold:

Leucyl-alanin: 5 nanomol/ml

Reagens: 0,5 nanomol/ml (100 ganges overskud)
Acetonitril: 25%

Vandig puffer: 75%.

Fluorescensen mlles straks.

M&leinstrument:

"parrand" spektrofluorometer

Impuls: 390 nm.; spalte 10,10
Fluorescensstrdling: 385 nm.; spalte 20,20
Folsomhed = 1

Resultater:

Med 4-phenylspiro[furan-2(3H),1l'-phthalan}-3,3'-dion som reagens
f&s en fluorescensintensitet pd& 80 beregnet i forhold til en fluor-
escensintensitet p4 70 (ved samme impuls—- og fluorescensstriling)
for en quininstandard, 10 mg/ml 0,01N svovlsyre.
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Det ovenfor beskrevne eksperiment gentages, idet der 1 stedet for
leucyl-alanin anvendes ethylamin og ethanol i stedet for acetonitril.
Den m&lte fluorescensintensitet, som fds ved anvendelse af de forskel-
lige spirolactonreagenser ifglge tabel I, er anfgrt i tabel IV. Fluor-—
escensintensiteten, som fis ved anvendelse af L-phenylspiro[furan-2-
(3H),1'-phthalan]-3,3!-dion, er vilkdrligt tildelt verdien 100, og

de gvrige intensiteter er beregnet ud fra denne verdi.

Tabel IV
Forbindel;é fra tabel T | A .o i Relativ fluorescens-—
R = An. Flstr. intensitet
Phenyl - . 390 | 475 100
3-Methoxyphenyl 391 | 475 115
4-Methoxyphenyl ' 395 495 110
3,5-Dimethoxyphenyl 390 475 120
L_Chlorphenyl ' 390 475 110
1-Naphthyl ' | 310 | 483 94
3,4,5-Trimethoxyphenyl 390 475 60
n-Propyl : 370 445 L7

An = impulsstréling
Flstr. =.fluorescensstréling.

Patentkrav.

1. Spiro-[furan-2(3H),1'-phthalan]-3,3'-dioner til anvendelse
i reagenser til bestemmelse af forbindelser indeholdende primare
aminogrupper,

kendetegnet ved, at de har den almene formel I
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hvor R betegner alkyl med hgjst 8 carbonatomer, eventuelt med
halogen eller med alkoxy med hgjst 8 carbonatomer substitueret

phenyl eller naphthyl.

2. Spiro—[furan—Z(BH),l'—phthalan]-3,3'-dion ifgplge krav 1,
kendetegnet ved, at den er 4—phenylspiro[furan—2(3H),1'—
phthalan]-3,3'-dion.

Fremdragne publikationer:
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