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Diagnosticky prostfedek k dikazu leuko-
cytli v t&lesnych tekutindch sestdvajici ze
savého nosite, ktery je impregnovany chro-
mogenem a vhodnym pufrem. Jako chromo-
gen se pouZije. sulfonftaleinovy ester.
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Diltkaz leukocytli v té&lesnych tekutinach,
obzv1astd v modéi, zaujimd pfedni misto v
diagniostice onemocnéni ledvin a urogeni-
tdlniho traktu.

Dfive se provadél tento dikaz téZkiopdd-
nym spofitdnim leukocytl v neodstfedéné
mo¢i nebio v moc¢ovém sedimentu. Obg& me-
tody jsou povahou obecné, protoZe zachy-
cuji jen intaktni leukocyty. Na druhé stra-
né je znamo, Ze rychlost rozpadu leukocytil
je podle priostfedi mo€i enormé Kkiolisava,
takZe se musi pocitat napfiklad v silné alka-
lické modi s polofasem rozpadu leukocytl
jen 60 minut. U nizkého po€tu leukiocytl ne-
bo u delSiho stdani modi jsou nasledkem 1
zkreslené negativni ndlezy.

Nehled® k chyb& zplhsobené rozkiadem
leukocytll, poskytuje kvantitativni mikrosko-
pické stanoveni leukocyt@t v neodstfedéné,
nehomiogenizované moci v potitaci komirce
velmi spolehlivé hodnoty. V praxi se pouZi-
vd tato metoda v3ak jen zPidka, protoZe
je obtiZnd, tnavnd a zabirajici mnocho &a-
su a podmifiuje nasazeni Skolného persona-
lu. E

Pieviadajici podet stanoveni leukiocytl v
modi ge provadi v 16kaiské praxi podle tak
zvané metody zorného pole v sedimentu
moi. Pro toto stanoveni se musi nejprve
ziskat odstfed&nim sediment. PFitom se viak
koncentruji také ostatni ‘sloZky moci, které
— jako napfriklad epithelové builky a so-
li — mohou znaéné zté&Zovat mikroskiopické
s8itani leukocyt. Kolisajici obsah sedimen-
tu, nehomogenizovany sediment a rdznd
mikroskopick4d zvétSeni nebo riizné optické
vybaveni mikroskiopu vede k tomu, Ze ob-
vyklé , kvantitativni stanoveni podtu leu-
kibcytll na mikroskopické zorné pole milZe
byt zatiZenjo chybami né&kolika set procent.

Ukolem vynédlezu je proto piipravit dia-
gnosticky priostiedek, se kterym se miZe
jednoduchym a snadno zvlddnutelnym zpii-
sobem a pokud moZno rychle a Gplné do-
kéazat leukiocyty v télesnych tekutinach.

Principem diikazu pro tyto zkouSky leu-
kocytl miaZe byt enzymatické reakce, proto-
Ze leukiocyty maji Siroce rozvEtvené enzy-
matické spektrum.

V US patentu ¢, 3087 794 je jiZ popsan a
narokovdn dfikaz leukocytli, ktery byl ve-
den pres perioxidickou aktivitu granulocy-
tickych leukocytd. Savy nosi€, ktery je im-
pregnovén perioxidem veodiku a organickym
indikatorem, napiiklad o-tolidinem, ukazu-
je pritomnost leukocytli vytvofenim barevné-
hio oxidatniho produktu. Tato zkou3ka mé
vSak podstatné nevyhody. Na jedné strang
maji perioxidické reakce zcela obecné opro-
ti redukujicim latkdm v moci, jako napfi-
klad oproti kyseling askorbové, zna¢nou po-
ruchoviost. Na druhé strané jsou v litera-
tuf'e (viz naptiklad L. Mettler, Med. Welt
23, 399 /1972/) zminky o nestabilit& peroxi-
dézy leuklocytll v prostfedi moci, kterd dé-
v4 podnét k nespravnym nalezim.

Kolorimetrické priikazni metody, které
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spoCivaji na esterolytické aktivité enzymi
piitomnych ve stanovenych' systémech, maji
ndkolik let své stdlé misto v histochemické
a cytochemické enzymologii (sriov. napfi-
klad A. G. E. Pearse, Histochemistry, Theore-
tical and Applied). V principu se pouZiji
pii této metodé bezbarvé nebo slab& zabar-
vené estery, které se rozloZi enzymatickym
Stépenim vétSinou na bezbarvou Kkyselino-
viou a pilipadné bezbarvou alkcholovou (fe-
nolovou ) slioZku. Posledné jmenovand sloZka
se potiom nechd reagovat po enzymatickém
zmydelnéni na barevné produkty (napii-
klad kopulace s diazoniovymi solemi nebo
oxidacni reakce].

F. Schmalzl a H. Braunsteiner popisuji v
Klin. Wscher. 46. 642 (1968) specificky cy-
tochemicky dikaz leukocytoesterazy nafto-
lem-AS-D-chlor-acetatem jakio substratem a
diazonioviou sioli pro vytvofeni barevné azo-
slouceniny.

Pro dlagnosticky prostfedek k rychlému
a jednoduchému dikazu leukocytll v t&les-
nych tekutindch, jako napfiklad v moéi, ne-
jsou dvousloZkové systémy tohoto druhu
vhodné, protoZe jak zndmo reaguje mnoho
slouCenin pritomnych v mofi, jako urobili-
nogen, sterkobilinogen, bilirubin: aj. s diazo-
niovymi solemi. Kromé& toho je tento diikaz
pili§ mdalo citlivy, nap¥iklad vzorky s 500
leukocyty/ul neukazujl Zddnou reakci.

Nyni bylo neoekdvané zjiSténo, Ze se zis-
k& stabilni a rychle ukazujici diagnosticky
prostredek, se kterym se dobre dokaZi leu-
kocyty v t8lesnych tekutindch, kdyZ se po-
uZiie jako subsirdt k dikazu esterdzy pii-
tomné v neutrofilnich leukocytech- granu-
locytech sulfonitaleinovy ester..

Predmétem vynélezu. je diagnosticky pro-
stfedek k dikazu leukocytls v t8lesnych:ts-
kutindch, sestdvajici: ze savého nosife;: kte-
ry je impregnovany chromogensmt a-vhod-
nym pufrem, ktery se vyznatuje tim, Ze ja-
ko chromogen se pouZije sulfonftaleinovy
ester obecného vzorce 1

ve kterém

R1 znamena zbytek alifatické karboxylové
kyseliny s 1 aZ 4 atomy uhliku nebo benzo-
yl, pFipadné substituovany halogenem, s vy-
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hodou chlorem a bromem, nebo alkoxysku-
pinou s 1 aZ 5, s vfhodou 1 aZ 3 atomy uhli-
ku, zbytek p¥irodni L-e¢-aminokyseliny nebo
dipeptidovy zbytek opatfeny na dusiku o-
chrannou skupinou jako acylovym zbytkem,

Rz znamend atom halogenu, s vyhodou
chloru a bromu, nebo alkylovou skupinu s
1 a% 5, s vfhodou 1 aZ 3 atomy uhliku,

R3 a Ry, které mohou byt stejné nebo roz-
dilné, znamenaji vodik nebo atom halogenu,
s vyhodou chlor nebo brom.

Sulfonftaleinové estery obecného vzorce
I jsou v&tdinou nové sloufeniny. Z literatu-
ry je pouze zndmy diacetyl-3‘5‘,3",5"-tetra-
bromfenolsulfonftalein (= bromfenolova
modF — diacetdt) a dibenzoyl-3‘53",5"-
-tetrabromfenolsulfonftalein (= bromfeno-
lovd modi — dibenzoat), viz. W. R. Orndort,
F. W. Sherwigod, J. Amer. Chem. Soc. 45, 486
{1923). .

Nové sulfonftaleinové estery maji obecny
vzorec I

ve kterém

Rz, R3 a R4 maji vySe uvedeny vyznam a
Ri' mé stejny v§znam jako Ri, aviak pro pii-
pad, Ze Rz a R3 predstavuje atom bromu a
R4 atom vodiku, neznamend acetyl nebo ben-
Z0y1.

Piiprava sloufenin se mitZe provadédt po-
dle znamych metod tak, Ze se nechaji reago-
vat pFisiuSné, zndmé sulfonftaleiny obecné-
ho vzorce II

ve kterém,

Rz, R3 a R4 maji vy3e uvedeny vyznam, s
kyselinami obecného vzorce II1

HO—R:'
(I11),

ve kterém

R1" ma vy3e uvedeny v§znam, nebo s vhod-
nym reaktivnim derivatem.

Jako reaktivni derivdty se pouZiji zv1ast&
pfisluiné anhydridy kyseliny karboxylové
nebo chloridy kyseliny karboxylové, p¥ipad-
né za pfidavku tercidrnich aminfi. K pfipra-
vé esterll aminokyseliny a peptidu se pouZiji
syntézni metody obvyklé v chemii peptidi,
jako napriklad metody zaloZené na pouZiti
sm&sného anhydridu a chloridu kyseliny.

Jako halogen v substituentu Ri, Ri’, Rz, Rs
a R4 se rozumi fluor, chlor a brom, s vyho-
dou chlor a brom.

,,Alkoxyskupina“ v substituentu Ri nebo
Ri' a ,,alkylova skupina* substituentu Rz ob-
sahuje 1 aZ 5, s vfhodou 1 aZ 3 atomy uhli-
ku, pfitemZ je obzvlastd vyhodnd methoxy-
skupina nebo methylové skupina.

Jako zbytky karboxylové kyseliny substi-
tuentu Ri nebo Ri' pfichdzeji v tvahu zbyt-
ky alifatickych karboxylovych kyselin s 1 a%
4 atomy uhliku, nebo také aromatickych
karboxylovych kyselin, jako napfiklad ben-
zoové kyseliny. Obzviasté vyhodné jsou ace-
tylové, propionylové a benzoylové zbytky.

Jako zbytky aminokyseliny substituentu R1
nebo Ri‘ jsou vyhodné zbytky piFirodnich
L-e-aminokyselin, obzvl4$t& L-alaninu, L-fe-
nylalaninu, L-lysinu, L-tyrosinu, L-argininu,
které mohou byh substituované nitroskupi-
nou, a jejichZ eventudlné pritomné hydrioxy-
Iovéa skupina méa na kysliku ochrannou sku-
pinu, napiiklad acetylovou skupinu.

Jako peptidovy zbytek v definici substi-
tuentu Rt nebo Ri‘ se rozumi dipeptidy, pFi-
em? jako aminokyselina se pouZiji vySe u-
vedené aminokyseliny.

Sulfonftaleinové estery vzorce I pouZité
podle vynédlezu jako chromogeny se pouZiji
v koncentraci 104 a% 10-1 mol/l, s vfhodou
10-3% aZ 10?2 mol/l impregnatniho roztoku.

Dalsi slozkou diagnostického prostifedku
k dikazu leukocytl je vhodny pufrovy sy-
stém. Jako pufr pPichazi napfiklad v dvahu
fosforeCnan, bharbiturdt, boritan, tris-(hyro-
xymethyl)-aminomethan, 2-amino-2-methyl-
propan-1,3-diol nebo aminokyselina, pfifemZ
hodnota pH a kapacita se musi zvolit tak,
aby se po poncieni zkusebniho prouZku do
t8lesné tekutiny upravilo pH na hodnotu
6 aZ 10, s vihodou 7 aZ 9.

Déle je vihodné pouZit pii pfipravé dia-
gnostického prostfedku podle vyndlezu k
diikazu leukocytll v télesnych tekutindch
jestd tensidy, protoZe se tak miZe dosghnout
krat$i reakéni doby.
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S vyhodou se pouZiji kationaktivni smé-
Ceci prostfedky, jako nap¥iklad kvartérni
pyridiniové soli v koncentraci 0,03 aZ 2 %,
s vyhodou 0,1 aZ 0,5 %.

Pro piipravu diagnostického prostfedku
podle vynélezu se s vyhodou impregnuje sa-
vy, nosi¢, jako naptiklad filtradni papir, ce-
luloza nebo viskézové rouno, roztokem po-
tfebnych reagencii, obvykle pouZivanych k
pfipravé zkuSebnich prouzkdl (substrat, pufr,
pfipadné tensidy nebo také zahu3tovadlo,
jako napriklad polyvinylpyrolidon, karboxy-
methylceluléza a §krob, stabilizaéni prostre-
dek, napfiklad aminckyseliny, barvivo poza-
di, napfiklad tartrazin atd.) v snadno t&ka-
vych rozpoustédlech, jako napfiklad wodé,
methanolu; ethanolu nebo acetonu. Toto se
provadi ve dvou oddé&lenych stupnich. Nej-
prve se impregnuje vodnym roztokem, ktery
obsahuje pufr. Potom se impregnuje rozto-
kem. substrdtu k dikazu esterdzy obecného
vzorce I. Ve specidlnich p¥ipadech se muZe
také pouZit opadny postup impregnace. Ho-
tové zkuSebni papirky se pouZiji jako takové
nebo se zndmym zplisobem pfilepi na drZat-
ko nebo-se podle DE patentu ¢. 2118 455 na-
vali s vyhodou mezi plastickocu hmotu a
jemnou m¥iZku.

Ziskd se diagnosticky prostfedek, ktery
po ponofeni do zkoumané t&lesné tekutiny
ukdZe rychle a jednoduchym zplischem po-
mioci barevné reakce pfitomnych leukocytd.
PriotinZe zlistane aktivita esterdzy pritomné
v neutrofilnich leukocytech — granulocy-
tech. plné zachovéna také po rozkladu leu-
kocytli, mehou se diagnostickym prostied-
kem stanovovat jak intaktni, tak rozloZené
leukocyty. Chyba rozpadem nepfichdzi v
tvahu.

Priklad 1

Filtradni papir (mapiiklad Schleicher -+
<+ Schiill 23 SL) se postupn& impregnuje
nésledujicimi roztoky a potom se suSi pfi
60 °C: -

Roztok 1

tris-(hydroxymethyl)aminomethan 0,61lg
kyselina solnd, C,1 N cca 5 ml
destilovand voda do 100 ml

Roztok se upravi 0,1 N kyselinou solnou na
hodnotu pH 9,0.

Roztok 2

diacetyl-4,5,6,7,3,5°,3“ 5" -oktabromfenolsul-
fonoftalein (= tetrabromfenolovd modF
diacetéat) 0,107 g
aceton, do 100 ml

Ziskd se bily zkuSebni papir, ktery poc po-
nofeni do mod¢i obsahujici leukocyty se za-
barvi modfe,

8
MiZe dok4zat:
5000 leukocytd/ul mo€i v.cca 2 minutéch,
2000 leukocytli/ul moti. v cca: 5 minutéch,

1600 leukocytli/ul mo€i v cca: 10 minutéch,
500 leukocytl/ul mo€i v cca 15- minutéch.

Citlivost zkou8ky: leZi asi p¥i 500 leukocy-
tl/ul:

ZkuSebni papirky s podobnymi vlastnostmi
(citlivost. 300 aZ 1000 leukocytli/ul) se zis-
kaji, kdyZ se pouZiji misto diacetyl-
-4,5,6,7,35,3“,5"~oktabromfenolsulfonfta-
leinu (= tetrabromfenolové modFi-diaceté-

‘tu) nésledujici substraty:

a) Diacetyl-3',3“-dichlorfenolsulfonfta-
lein
(= chlorfenolovd Cerveil diacetat) posky-
tuje pii ponofeni do mo¢i cbsahu ici leukos=
cyty Gerveny reakéni produkt.

b) Diacetyl-5‘,5“-dibrom-o-kresolsulfon-
ftalein

= bromkresolovy purpur diacetdt) posky-
tuje purpurové zbarveny reak&ni produkt.

¢) Diacety-3‘,5°,3" 5" -tetrabromfenolsul-
fonftalein
(= bromfenolovd modf diaceton) poskytu-
je modry reak&éni produkt.

d) Diacetyl-3‘,3“-dibrom-5‘,5"-dichlor-
fenoclsulfonftalein
(= bromchlorfenolovd modf diacetat) po-
skytuje modry reak€ni produkt.

e) Diacetyl-4,5,6,7,-tetrabrom-3,5°,3",5-
-tetrachlorfenolsulfonftalein
(== tetrabromtetrachlorfenolovd mod¥ diace-
tat) poskytuje modry reakéni produkt.

f) Dichloracetyl-3‘,3“-dibrom-5,5"-dichlor-
fenolsulfonftalein
(= bromchlorfenolovd modf dichloracetéat)
poskytuje modry reak&ni produkt,

g) Dichloracetyl-3‘,5,3% 5*-tetrabromfe-
nolsulfonftalein
(== bromfenoclovd mod¥ dichloracetat) po-
skytuje modry reakcéni produkt.

h) Dichloracetyl-4,5,6,7,3',5°,3",5"~0okta-
bromfenolsulfonftalein

= tetrabromfenolovd modf dichloracetét)
poskytuje modry reakéni produkt.

i) Di- (2-methoxypropionyl)-
-4,5,6,7,3",5,3“,5"-oktabromfenoclsulfonfta-
lein

== tetrabromfenolovd meodf di-(2-methoxy-
propiondt)/ poskytuje modry reak&éni pro-
dukt.

j) Dibenzoyl-4,5,6,7,3",5°,3",5"-oktabrom-
fenolsulfonftalein
(= tetrabromfenolovd modf dibenzodt) po-
skytuje modry reakéni produkt.



Piiklad 2

Filtratni papir (nap¥. Schleicher + Schiill
23' SL), se postupng impregnuje nésledujici-
mi roztoky a potom se suSi p¥i 60 °C:

Roztok 1

di-natrium-tetraberédt-dekahydréat: 19Lg
kyselina selnd,; 0,1. Nt coa. 20-ml
voda destilovang, do 100, ml

Roztok se upravi 0,1 N kyselinou solnou na
hodnotu pH 9,0.

Roztok 2.

di-{ N-benzyloxykarbonyl-L-fenylalanyl)-
-3%,5%,3“ 5-tetrabremfenolsulfonftalen
/= di-(N-benzyloxykarbonyl-L-fenylala-
nyl)bromfenolové: mod¥#/ 0,123 g
aceton, do 160: ml

Ziskd se bily zkuSebni papir, ktery se pFi
ponofeni do modi obsahujici leukocyty po
cca 10 minutdch modde zbarvi, Citlivost
zkoudky je asi p¥i 1000 leukocytech/ul.

Zkusebni: papirky, s. podobnymi' vlastnost-
mi- (citlivost: 800: aZ 3000’ leukocytfi/ul): se
ziskaji, kdyZ se pou#iji misto' di-{N-benzyl-
oxykarbonyl-L-fenylalanyl)-3‘,5‘,3“ 5%-tetra-
bromfenolsulfonftaleinu ndsledujici substra-
ty, ptifemZ se ziskaji ve v8ech pFipadech pii
ponofeni do-moti obsahujiciileukocyty mod-
ré reak&ni produkty:

a) Di(N-benzyloxykarbonyl-L-alanyl)x
-3¢,5*,3% 5“-tetrabromfenolsulfenftalein
/= di{N-benzyloxykarbonyl-L-alanyl}-brom-
fenolova mod¥/

b ) Di{Ne,Nw-dibenzyloxykarbonyl-L-ly-
syl):3‘,5',3" 5*-tetrabromfenolsulfonftalein
/= di(Ne¢,Ne-dibenzyloxykarbonyl-L-lysyl]-
bromfenolovd modi/

¢) Di{N-benzyloxykarbonyl-O-acetyl-L-
-tyrosyl)-3‘,5°,3%,5"-tetrabromfenolsulfon-
ftalein:
/= di(N-benzyloxykarbonyl-O-acetyl-L-
-tyrosyl}bromfenolovd mod¥/

d) Di{N-benzyloxykarbonyl:N-ethoxykar-
bonyl-O-acetyl-L-tyrosyl)-3‘,5¢,3" 5" tetra-
bremfenolsulfonftalein
/= di(N-bBenzyloxykarbonyl:N-ethoxykarbo-
nyl-O-acetyl-L-tyrosyl )bromfenolovd mody/

e} Di(Ne;-benzyloxykarbonyl-Ne:nitro-L-
-arginyl)-3‘,5%,3",5“-tetrabromfenolsulfonfta-
lein
/= di(Ne-benzyloxykarbonyl-Ne-nitro-L-
-arginyl)bromfenolové: mod¥/

f) Di-(N-benzyloxykarbonyl-L-alanyl-L-
alanyl)-3',5‘,3" 5" ~tetrabriomfenolsulfon-
ftalein

220789
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/= di{N-benzyloxykarbonyl-L-alanyl-L-ala-
nyl)bromfenolova mod¥/

g) Di(N-benzyloxykarbonyl-L-alanylj-
-4,5,6,7,35°,3" 5" “oktabriomfenolsulfonfta-
lein:

/= di(N-benzyloxykarbonyl-L-alanyl )tetra-
bromfenoclovd: modi‘/

Pifiklad 3

Filtra¢ni papir (napiiklad Schleicher +
+ Schiill 23 SL): se  postupné- impregnuje
nasledujicimi: roztoky a potom se suSi: pifi
60 °C:

Roztok 1
tois(hydroxymethyljaminomethan 0,61 g
kyselina solnd, 0,1 N cca: 5 ml

laurylpyridiniumchlorid 0,2 g
destillovand vioda do 100 ml

Roztiok: se: upravi 0,1 N kyselinou: solnou na
hodnotu pH 9,0.

Roztck 2.

Diacetyl-4;5,6,7,3,5,3",5"-oktabromfenol-
sulfenftalein

(== tetrabromfenolovd modi diacetat) 0,107 g

aceton,, do- 100 ml

Ziské se: bily zkusebni papir, ktery: se: pii
ponofeni do' moci- obsahujici leukocyty asi
po. 1. minuté zabarvi: modie. Citlivost zkous-
ky je asi pfi 500 leukiocytech/ul.

Také s dalSimi substrdty p¥ikladu 1 a 2
se ziskaji se sméacCedlem;. jako nap¥iklad vy§-
Se pouZitym laurylpyridininmchloridem, zku-
Sebni' papirky, které maji oproti analogic-
kym: zkuSebnim- papirkim: bez smaécedla
pelovinu kratsi reakéni:dobu.

Pfiklad 4
Diacetyl-4;5:6,7,3°,5°,3" 5" -oktabromfenol-
sulfonftalein (= tetrabromfenolovd mod¥
diacetét)

5,0:g. (5 mmolu) tetrabromfenolové mod-
Ii se rozpusti pfi zahfivani v 54 g [} tj. 50

‘mililitrii (0,45 molu)] derstvé destilovaného

acetanhydridu a zahfiva se 3 h pod zpétnym:
chladiem. Po zahuSténi roztoku ve vakuu
se-riozmicha olejovity' zbytek s malym mnoz-
stvim isopropanolu a pPekrystaluje se z tio-
luenu: Ziskany diacetédt: taje p¥i 166 aZ 167 °C
a obsahuje 2'moly krystalické kyseliny octo-
vé, které se odstrani suSenim pfi 60°C za
pritomnosti: kysli¢niku: fosforedného. Ziskéa
se 4,2 g = 77,4 % tetrabromfenolové miod-
I diacetdtu, bezbarvé krystaly, t. t. 174°C
(rozkl:).

Analogickym zplischem se: ziskaji' z pii-
sluSné substituovanych fenolsulfonftaleind
nésledujici slouCeniny:
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a) Diacetyl-3‘,3"-dichlorfenolsulfonfta-
lein
(chlorfenolovd Cerveii diacetat), bezbarvé
krystaly, t. t. 132 °C (rozkl.)

b) Diacetyl-5°,5"~-dibriom-o-kresolsulfon-
ftalein
(= briomkresolovy purpur diacetat)
barvé krystaly t. t. 117 °C (rozkl.)

bez-

’

c) Diacetyl-3‘,3"-dibriom-5‘,5“-dichlorfe-
nolsulfonftalein
(= bromchlorfenolovd modf + diacetat},
bezbarvé krystaly, t. t. 217 °C (rozkl.)

d) Diacetyl-4,5,6,7-tetrabrom-3‘,5,3%,5"-
-tetrachlorfenolisulfonftalein
(= tetrabromtetrachlorfenolovd modf¥ di-
acetat), bezbarvé krystaly, t. t. 253 aZ 254
stupiift Celsia (rozkl.).

Piiklad 5

Dichloracetyl-4,5,6,7,3',5°,3“ 5" -oktabrom-
fenolsulfonftalein

(= tetrabriomfeniolovd modi dichloracet4t)

K roztoku 5,0 g (5 mmolu) tetrabromfe-
niolové modfi ve 100 ml absolutniho tetra-
hydriofuranu se pfidd za michédni 0,81 ml
(10 mmolu) absolutniho pyridinu a.za chla-
zeni se pfikape pfi 10 °C roztok 1,18 g [tj
0,79 m! (10,5 mmolu)] erstvé destilované-
hio chloracetylchloridu ve 3 ml absolutniho
tetrahydrofuranu. Po 2 hodindch michéni
pfi teplot& mistniosti se vytvofeny pyridin-
-hydrochlorid odsaje a filtrat se odpafi ve
vakuu pPi 50°C. Ziskd se 6,1 g wolejovitého
zbytku; tento zbytek se va¥i s 50 ml isoprio-
panolu, neriozpustné &astky se odd&li. Po
ochlazeni v ledové ldzni se izoluje 3,9 g
(68,7 %) tetrabromfenolové mod¥ dichlor-
acetdtu, slab& naZloutlych krystald, t. t.
226 aZ 227 °C (riozkl.).

Analogickym zplisobem se ziskaji z pFi-
sludné substituovanych fenolsulfonftalein?
a prisludnych chloridi kyseliny néasledujici
slouceniny:

a) Dichloracetyl-3‘,5',3“,5"-tetrabriomfe-
nolsulfonftalein
(= bromfenolovd mod¥ dichloracetédt), bez-
barvé krystaly, t. t. 206 aZ 207 °C (rozkl.)

b) Dichloracetyl-3‘,3“-dibriom-5‘ 5“-dichlor-
fenolsulfonftalein
(== briomchlorfenolovd modi* dichloracetét),
bezbarvé Kkrystaly, t. t. 172°C (rozkl.)

¢) Di-(2-methoxypropionyl)-4,5,6,7,3‘,5',-
3“5"-oktabromfenolsulfonftalein :
/= tetrabromfenolovd mod¥ di-(2-methoxy-
propionéat)/, bezbarvé krystaly, t. t. 214 a¥
216 °C (rozklad].
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d) Dibenzoyl-4,5,6,7,3,5°,3“ 5"«oktabriom-
fenolsulfonftalein
(= tetrabromfenolovd- modf dibenzoét),
bezbarvé krystaly, t: t. 196 aZ 197 °C (rozkl.).

Pfiklad 6

Di- [ N-benzyloxykarbonyl-L-alanyl }-
-3',5%,3" 5" -tetrabriomfenolsulfonftalein
/= di-(N-benzyloxykarbonyl-L-alanyl)-
bromfenolovd mod¥/

Roztok 1

Pro pFipravu smésného anhydridu se roz-
pusti 3,13 g (14 mmol) N-benzyloxykarbo-
nyl-L-alaninu v 50 ml absolutniho tetrahyd-
rofuranu, pfidd se 1,93 ml (14 mmolu} tri-
ethylaminu a ochladi se na —15 aZz —20 °G.
Potom se pripepituje za michdni 1,34 ml
(14 mmolu) ethylesteru Kkyseliny chlor-
mraventi a reakéni smés se nechd za vy-
loudeni viody 20 aZ 30 minut v chladné 14z-
ni.

Roztok 2

4,69 g (7 mmolu) bromfenolové modii se
rozpusti v 45 ml absolutniho tetrahydrio-
furanu a lochladi se na —10 aZ —15 °C,

Reakce

Triethylaminhydriochlorid vylougeny z roz-
toku 1 p¥i tviorb& sm&sného anhydridu se
rychle odsaje a filtrat se piidd k roztoku
2. Pfidaji se jeSt& 2 ml pyridinu a za ne-
pFistupu vlhkosti se michd p¥i —15 °C, pii-
temZ pomalu unikd Kysli¢nik uhligity.

Asi po 2 hodindch se pifid4d podruhé, asi
po 16 hodindch potFeti, stejné mnoZstvi
Cerstvé plipraveného odsdtého smésného
anhydridu (rioztok 1) a michd se potom
jet8 asi 5 hodin pii —15 °C.

Potom se reak&ni smés zpracuje tak, Ze
se piida nékolik kapek wvody (k rozkladu
piebytetného anhydridu) a rozpoustddlo se
oddestiluje ve vakuu. Zbytek se riozpusti
ve 100 ml octanu a postupnd se promyje
30 mk 1 N roztoku kyseliny citrénové, 20 ml
viody, 70 ml 7% roztoku hydrogenuhlidita-
nu siodného a 2X 25 ml vody. Po su$eni
siranem sodnym se octanovd faze odpafi ve
vakuu. Ziskd se 11,3 g naZloutlého, lepka-
vého surového produktu, ktery se d&isti
sloupcoviou chromatografii na silikagelu za
pouZiti smési toluen-dioxan-octan (9:2:1].

Ziska se 5,5 g (68 %) di-(N-benzyloxykar-
bonyl-L-alanyl)-3‘,5‘,3“ 5"-tetrabromfenol-
sulfonftaleinu jako bezbarvého, amorfniho
prasku, ep?® = —33,6°C (¢ = 1 %, metha-
nol).

Podle analyzy obsahuje sloufenina je§té
0,39 molu viody, 0,19 molu dioxanu, 0,60 mo-
lu toluenu,



220789

13

Analogickym zptGsobem se ziskaji nasle-
dujici sloudeniny reakci prisiu$né substitwo-
vanych fenolsulfonftaleinG s rlznymi ami-
nokyselinami:

a) Di-{N-benzyloxykarbonyl-L-fenylala-
nyl}-3‘,5%,3" 5 tetrabromfenolsulfonftalein.
J=di-[N-benzyloxykarbonyl-L-fenylalanyl]-
bremfenolovd modi/, bezbarvy amorfni pré-
gek, ap? = —33,5°C (c = 1 0%, ethylace-
tét) .

b} Dit(Ne;Nw-dibenzyloxykarbonyl-L-1y-
syl)-3,5‘,3“,5"-tetrabromfenolsulfonftalein:
/== di-(Ne;,Ne-dibenzyloxykarbenyl:L-ly-
syl)bromfenolovd modi/, bezbarvy amorfni
prasek, «p® = —15°C (¢ = 1 %, ethylace-
tét)

c¢) Di-[N-benzyloxykarbonyl-O-acetyl-L-
-tyrosyl)-3‘,5%,3" 5“tetrabromfenolsulfon-
ftalein
/= di-(N-benzyloxykarbonyl-O-acetyl-L-
-tyrosyl ) bromienolova modi/, bezbarvy,
amorfni prédsek, ktery obsahuje 0,6 ml octa-
nu, ep?® = —353° (c = 1 %, ethylace-
tat)

Jako vedlejsi produkt pritom jeSté€ vznikne:

Di- (N-benzyloxykarbonyl-N-ethoxykarbo-
nyl-O-acetyl-L-tynosyl)-3‘,5,3%,5“-tetrabrom-
fenolsulfonftalein
/= di-(N-benzyloxykarbonyl-N-ethoxykar-
bonyl-0-acetyl-L-tyriosyl ) bromfenolovad modr,
bezbarvy, amorfni prasek, wp?® = —19,5
stupiitt Celsia (¢ = 1 U, ethylacetét)

d) Di-{N-benzyloxykarbonyl-L-alanyl)-
-4,5,6,7,3,5°,3",5“~oktabromfenolsulfonfta-
lein
/== di-(N-benzyloxykarbonyl-L-alanyl)tetra-
bromfenolovd mod¥/, bezbarvy, amprini pra-
Sek, ap2? = —28,7°C (¢ = 1 U methanol).

Priklad 7

Di-(N-benzyloxykarbonyl-L-alanyl}-

-3 5',3“ 5“-tetrabromfenolsulfonftalein
= di-(N-benzyloxykarbonyl-L-alanyl-L-

-alanyl)bromfeniolovd mod¥/

14
Roztok 1

Prio pfipravu chloridu kyseliny se podle
jednostupifiové metody rozpusti- 1,18 g (4
mmoli) N-benzyloxykarbonyl-L-alanyl-L-
-alaninuw v 10° ml absolutnihe dimethylfor-
mamidu- a oehladi se na —30°C. Potom se
za- michani’ a- chlazeni’ pFipipetuje 0,32 ml
(4,4 mmolu) thionylchloridu a reakéni smés
se nechd 30 minut za vylouceni vody v
chladici 14zni {—30 °C).

Roztok 2

1,34 g (2 mmolu) bromfenclové modii
se rozpusti 10 ml absolutniho dimethylform-
amidu a ochladi se na —10 az —20°C.

Reakce 2

Roztok 2 se pFida k roztoku 1, pfida se
1 ml pyridinu a 2 hodiny se michd pfi —10
aZz —20°C, potom 2 hodiny p#i teploté mist-
nosti. Stejnd mnoZstvi Serstvé pripraveného
chloridu kyseliny (roztok 1) a pyridinu se
pfidaji celkem je§t& 3 X, priCemZ se vidy
zachovaji vySe uvedené reakCéni podminky.

Reak&ni smés se potom odpafi ve vakuu
do sucha a potom se dale zpracuje jak uve-
deno v pfikladu 6.

Ziska se 2,67 g amoriniho surového pro-
duktu, ktery se Cisti sloupcovou chromato-
grafif na silikagelu za pouZiti smési heptan-
-ethylester kyseliny octové v poméru 1:2.

Ziskd se 1,4 g (57 %) di-(N-benzyloxy-
karbonyl-L-alanyl-L-alanyl)-3°,5',3" 5" tet-
rabromfenolsulfonftaleinu jako bezbarvého,
amorfniho praSku, ktery obsahuje 0,6 mo-
lu ethylesteru kyseliny octové;
wp? = —59°C (c = 1 %, ethylacetét).

Analogickym zplisobem se ziskd nésleduji-
ci slouCenina:

a) Di-[Ne-benzyloxykarbonyl-Ne-nitrio-
-L-arginyl)-3‘,5‘,3",5“-tetrabromfenolsulfon-
ftalein
/= di-(Ne-benzyloxykarbonyl-Ne-nitro-L-
arginyl }bromfenolovd mod¥/, bezbarvy, a-

morfni prasek, ktery obsahuje 0,6 molu
chloroformu, ep2 = —12,0°C (¢ = %, e-
thylacetéat].
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PREDMET

Diagnosticky prostfedek k diikazu leuko-
cyth v t8lesnych tekutindch sestdvajici ze
savého noside, ktery je impregnovany chro-
mogenem a vhodnym pufrem, vyznaceny
tim, Ze jako chromogen se pouZije sulfon-
ftaleinovy ester iobecnéhio vzorce I
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VYNALEZU

ve kterém

Ri1 znamend zbytek alifatické karboxylo-
vé kyseliny s 1 aZ 4 atomy uhliku nebo ben-
zoyl, pfipadn& substituovany halogenem, s
vyhodou chlorem a bromem, nebo alkoxy-
skupinou s 1 az 5, s vyhodou 1 aZ 3 atomy
uhliku, zbytek pfirodni L-e-aminokyseliny
nebo dipeptidovy zbytek opatfeny na dusi-
ku iochrannou skupinou, jako acylovym zbyt-
kem,

Rz znamena atom halogenu, s vyhodou
chloru a briomu, nebo alkylovou skupinu s
1 az 5, s vfhodou 1 aZ 3 atomy uhlikuy,

R3 a R4, které mohou byt stejné nebpo roz-
dilné, znamenaji vodik nebo atom haloge-
nu, s vihodou chlor nebo briom.
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