A5

CH 628 737

"‘1|']|||T"“"||T|m“p' SCHWEIZERISCHE EIDGENOSSENSCHAFT
W.W BUNDESAMT FUR GEISTIGES EIGENTUM

Erfindungspatent fiir die Schweiz und Liechtenstein
Schweizerisch-liechtensteinischer Patentschutzvertrag vom 22. Dezember 1978

@ PATENTSCHRIFT as

6) Int.Cl: GOIN 33/54

628 737

@) Gesuchsnummer: 5558771 @ Inhaber:
F. Hoffmann-La Roche & Co. Aktiengesellschaft,
Basel
@ Anmeldungsdatum: 04.05.1977
Prioritéit(en): 26.05.1976 US 690123
@) Patenterteilt: 15.03.1982
@ Erfinder:
Antonino Focella, Clifton/NJ (US)
. John Edward Heveran, Fairfield/NJ (US)
Patentschrift Sidney Teitel, Clifton/NJ (US)
verdffentlicht: 15.03.1982 Manfred Weigele, North Caldwell/NJ (US)

69 Immunologisches Testsystem.

@ Es wird ein immunologisches Testsystem zur Bestim-

mung von Barbituraten beschrieben. Dieses besteht
aus einem wasserunioslichen Reagens mit diskreten Teil-
chen eines Latexpolymeren, welches Carboxylgruppen
aufweist, die iiber eine Amidbindung an den Aminorest
eines Aminoarylesters oder Amino-niederalkylamids eines
mit einer Carboxylgruppe substituierten Barbiturats ko-
valent gebunden sind. Weiterhin besteht das Testsystem
aus einem Antiserum gegen Barbiturate. Als carboxy-
liertes Barbiturat kommt insbesondere S-Isopropyl-5-(2-
carboxy-1-methyl-dthyl)barbitursdure in Betracht. Als
Latexpolymere eignen sich insbesondere carboxylierte
Styrolbutadiencopolymere.
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PATENTANSPRUCHE sichtbar gemacht wird. Wenn entweder das Antigen oder der
1. Immunologisches Testsystem, dadurch gekennzeichnet, AntikGrper an ein geeignetes Polymeres wie ein Latexpolyme-
dass es als wasserunlosliches Diagnosereagens diskrete Teilchen  res, wie dies noch im folgenden beschrieben wird, gebunden ist,
eines Latexpolymeren, welches Carboxylreste aufweist, die iiber ~ wird der Nachweis der Antigen-Antik6rperbindung mittels Ag-

eine Amidbindung an den Aminorest eines Aminoarylesters s glutination mit Hilfe des Latexpolymeres signifikant erhSht, so
oder Amino-niederalkylamids eines mit einer Carboxylgruppe dass eine solche Agglutinationsreaktion leicht mit dem blossen
substituierten Barbiturats kovalent gebunden sind und Antise- Auge beobachtet werden kann.
rum gegen Barbiturate enthilt. Die allgemeine Arbeitsweise der Verwendung von Latex-
2. Testsystem nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, teilchen als Tréger fiir Antigene oder Antik&rper fiir eine leich-
dass das Barbiturat 5-Isoproyl-5-(2-carboxy-1-methyl-dthyl)  jote Sichtbarmachung der Antigen-Antikérperreaktion ist bereits
barbitursiure ist. in der Literatur beschrieben worden, z.B. in der US-PS
3. Testsystem nach einem der Anspriiche 1 und 2, dadurch 3 857 931.
gekennzeichnet, dass das Latexpolymere ein carboxyliertes Sy- Die neuen Barbitursdurederivate, welche zur Herstellung

trol-Butadien-Plymeres mit einem spezifischen Gewicht vonet-  der Latexreagentien verwendet werden, sind somit Aminoaryl-

wa demjenigen von Wasser und einer Teilchengrsse von 0,1 bis 15 ester und Amino-nieder-alkylamide von mit einer Carboxyl-

0,3 Mikron ist. gruppe substituierten Barbiturésuren. Der in der Beschreibung
verwendete Ausdruck «niederes Alkyl» umfasst geradkettige
und verzweigtkettige, gesittigte Kohlenwasserstoffreste mit 2
bis 8 Kohlenstoffatomen, z.B. Athyl, Propyl, n-Butyl oder i-Bu-

Die Erfindung betrifft ein immunologisches Testsystem, 20tyl. Der Ausdruck «Aryl» umfasst einen aromatischen Rest,
welches zur Feststellung der Anwesenheit von Barbituraten in welcher sich von einem unsubstituierten oder substituierten
Kérperfliissigkeiten brauchbar ist. Aren ableitet, wie beispielsweise Phenyl, Naphthyl, Halophenyl,

Die strake Zunahme der Einnahme von therapeutischen Tolyl, Anisyl, Nitrophenyl oder Hydrophenyl. Der Ausdruck
Mitteln, insbesondere von Barbituraten durch die allgemeine «Halogenid» umfasst Iodid, Bromid und Chlorid.

Bevblkerung und das Militér hat die praktische Notwendigkeit 25  Die zur Bindung an Latexpolymere brauchbaren Barbitura-
zur Verbesserung der analytischen Arbeitsweisen zur Bestim-~ te sind solche, welche freie Carboxylgruppen besitzen. Beson-
mung solcher Mittel in biologischen Fliissigkeiten mit sich ge- ders bevorzugt sind Aminoarylester und Amino-nieder-alkyl-

bracht. In zahlreichen Fillen sind die Stellen fiir eine medizini-  amide der Carboxylgruppe der 5-Allyl-5-(1-carboxy-isopropyl)
sche Behandlung mit der Notwendigkeit konfrontiert, sofort die  barbitursiure, weil letztere die Carboxylgruppe in der Seiten-
Identitit eines Barbiturates zu bestimmen, das von einem Pa- 30 kette enthiilt und leicht zuginglich ist, jedoch ist bei der Unter-
tienten eingenommen wurde, der nicht bereit ist, oder —weiler  suchung unter Verwendung des erfindungsgeméssen Testsy-
sich in einem Komazustand befindet —nicht in der Lage ist, dem  stems der Nachweis von Barbituraten moglich, welche entweder
behandelnden Aszt eine Information zukommen zu lassen. Frii-  freie oder Funktionen tragende Carboxylgruppen besitzen, wie

here Arbeitsweisen umfassten die Identifizierung von Barbi- z.B. Barbital, Phenobarbital, Amobarbital, Butabarbital oder
turaten durch Extraktion und diinnschichtchromatographische, 35 Pentobarbital.
gaschromatographische und spektrophotometrische Methoden. Die neuen Aminoarylester und Amino-niederalkylamide,

Diese Arbeitsweisen sind jedoch realtiv zeitraubend, arbeitsauf-  wie sie zuvor beschrieben wurden, werden vorteilhafterweise
wendig und ohne grosse Empfindlichkeit. In neuerer Zeit wurde  aus mit einer Carboxylgruppe substituierten Barbitursduren
eine rasche und empfindliche immunologische Untersuchungs-  hergestellt. Unter Verwendung von z.B. 5 -Allyl-5-(1-carboxy-
methode beschrieben, welche die Reaktion zwischen Antikor- 40 isopropyl) barbitursiure kann man den erforderlichen Ami-
pern und Barbituratantigenen einschliesst, siche US-PS noaryl- oder Amino-nieder-alkylrest nach einer Anzahl von Ar-
3766 162 und den Artikel von S. Spector und E.J. Flynn in beitsweisen einfiihren, die an sich bekannt sind. So kann z.B. zur
Science, 174, 1037 (1971). Diese Arbeitsweise erfordert jedoch ~ Herstellung von Aminoarylestern 5-Allyl-5-(1-carboxy-isopro-
eine komplizierte und teure Ausriistung wie Scintillationszéhler.  pyl) barbitursiure mit z.B. p-Nitrophenol verestert werden, um
Daher wire es vorteilhaft, eine rasche und hochempfindliche 45 5-Allyl-5-[1 -methyl-2-(p-nitrophenyloxy-carbonyl)ithyl]barbi-
Untersuchungsmethode zur Feststellung der Anwesenheit von tursiure zu liefern, welche anschliessend zu 5-Propyl-5-[1-me-

Barbituraten in biologischen Fliissigkeiten zu haben, welche thyl-2-(p-amino-phenyloxycarbonyl)ithyl] barbitursiure redu-

keine komplizierte Ausriistung erfordert und in einfacher Weise  ziert wird.

durch Laborpersonal mit einem Minimum an Ausbildung Die Veresterung wird vorzugsweise in Anwesenheit eines in

durchgefiihrt werden konnte. 50 einem inerten organischen Losungsmittel gelosten Kondensa-
Das erfindungsgemésse immunologische Testsystem ist tionsmittels durchgefiihrt. Geeignete Kondensationsmittel sind

dadurch gekennzeichnet, dass es als wasserunlosliches Diagno- Carbodiimide wie N,N'-Diphenylcarbodiimid und N,N’-Dicy-

sereagens diskrete Teilchen eines Latexpolymeren, welches clohexylcarbodiimid.

Carboxylreste aufweist, die iiber eine Amidbindung an den Geeignete inerte organische Losungsmittel umfassen polare,

Aminorest eines Aminoarylesters oder Aminoniederalkylamids 55 aprotische Losungsmittel wie N,N-Dimethylformamid, Dime-
eines mit einer Carboxylgruppe substituierten Barbiturats kova-  thylsulfoxid und Hexamethylphsphorsiureamid allein oder in

lent gebunden sind und Antiserum gegen Barbiturate enthilt. Mischung mit nicht polaren aprotischen Losungsmitteln wie

Die kovalent iiber eine Amidbindung an ein carboxyliertes Aceton, Acetonitril und Athylacetat. Ein besonders bevorzug-
Latexpolymeres gekuppelten Aminoarylester und Amino-nie- tes Kondensationsmittel ist N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid und
deralkylmaide von mit einer Carboxylgruppe substituierten 60 ein besonders bevorzugtes Losungsmittelsystem ist N,N’-Dime-
Barbitursiuren sind eine neue Klasse von Barbitursiurederiva-  thylformamid-Athylacetat.
ten. Sie werden — an das Latexpolymere mittels dieser Briicken- Auf die Einhaltung einer bestimmten Veresterungstempera-
gruppe gebunden —als Reagens in einem empfindlichen, dia- tur kommt es nicht an. Die Reaktion kann zwischen etwa 0 °C
gnostischen Test auf Anwesenheit von Barbituraten in biologi- und etwa -+ 50 °C, besonders bevorzugt bei etwa 0 °C bis 25 °C,
schen Fliissigkeiten verwendet. Diese Bestimmungsmethode ist 65 durchgefiihrt werden.
von der an sich bekannten Bindung von Antigenen an hierfiir Die Reduktion wird durchgefiihrt, indem man den erhalte-

spezifische Antikdrper abhéngig, wobei diese durch eine Insolu-  nen Nitroarylester in einem geeigneten, inerten organischen Ls-
bilisierung oder Agglutination, gefolgt von einer Ausflockung, sungsmittel, vorzugsweise einem Alkanol wie Methanol, Atha-
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nol oder 2-Propanol, 16st und mit Wasserstoff in Anwesenheit sonders bevorzugte Base ist eine 20%-ige wésserige Losung von
eines geeigneten Hydrierungskatalysators behandelt bis kein Natriumhydroxid. Die Alkylierung kann in einem Temperatur-
Wasserstoff mehr angenommen wird. Geeignete Hydrierungs- bereich von ungefihr 10 °C bis ungefahr 80 °C durchgefiihrt
katalysatoren umfassen Platin, Palladium, Rhodium, Ruthe- werden und erfolgt vorzugsweise zwischen 25 °C und 60 °C.
nium und Nickel, das gegebenenfalls auf Trigermaterial wie s Der Verseifungsschritt wird durchgefiihrt, indem man die
Kohle, Kieselsiure oder Aluminiumoxyd aufgetragen ist. Ein disubstituierte Barbitursdure mit einer wisserigen Siure wie
besonders bevorzugter Hydrierungskatalysator ist 10% Palla- Chlorwasserstoffsiure, Bromwasserstoffsdure oder verdiinnter
dium auf Kohle. Obwohl die Temperatur und der Druck bei Schwefelsiure bei erhohter Temperatur behandelt. Diese Um-
Durchfiihrung der Hydrierung nicht kritisch sind, erfolgt die setzung wird vorzugsweise mit einer normalen wiisserigen
Reaktion mit Vorteil bei Raumtemperatur und unter Atmo- 10 Chlorwasserstoffsiure durchgefiihrt, wobei die Temperatur mit
sphirendruck. Vorteil die Riickflusstemperatur des Reaktionsgemisches ist.
Zur Herstellung der Amino-niederalkylamiden wird 5-Al- Um das Diagnosereagens fiir das erfindungsgemdsse immu-
lyl-5-(1-carboxyl-isopropyl)barbiturdsure mit z.B. 1,4-Diami- nologische Testsystem herzustellen, werden die Aminoarylester
nobutan aminiert, um 5-Allyl-5-[1-methyl-2-(4-aminobutyl- und die Amino-niederalkyl-amide von mit einer Carboxylgrup-
carbamoyl)-iithyl] barbiturséure zu liefern. 15 pe substituierten Barbituraten kovalent mittels einer Amidbin-
Die Aminierung wird in Anwesenheit eines in einem iner- dung an ein Latexpolymeres, welches Carboxylreste enthilt, ge-
ten, organischen Losungsmittel gelosten Kondensationsmittels bunden.
durchgefiihrt. Geeignete Kondensationsmittel sind Carbodiimi- Vorteilhafte Latexpolymere fiir diesen Zweck sind carboxy-

de wie N,N’-Diphenylcarbodiimid und N,N’-Dicyclohexylcar- lierte Styrolbutadiene, carboxylierte Polystyrole, Acrylsdurepo-
bodiimid und Carbonyldiimidazole wie 1,1’-Carbonyldiimida- 20 lymere und dergleichen. Unter den handelsiiblichen Latexpoly-
zol. Geeignete inerte organische Losungsmittel sind dtherische meren, welche von den zuvor genannten Klassen umfasst wer-

Losungsmittel wie Diiithylen-glykolmonomethyldther, Diiithyl-  den, sind die Produkte mit den folgenden Warenbezeichnungen

englykoldimethylither, Dioxan und Tetrahydrofuran. Ein be- Zu nennen:

sonders bevorzugtes Kondensationsmittel ist 1,1’-Carbnyldiimi- Dow 421, Dow 816, Dow 620, Fluka 241, und Dow 241.

dazol. Ein besonders bevorzugtes inertes organisches Losungs- 25 Dow 1721, ein Latexpolymeres vom Polystyroltyp mit einer

mittel ist Tetrahydrofuran. Teilchengrosse von ungeféhr 0,2 bis ungefihr 0,3 Mikron, mit
Die Temperatur der Aminierung ist nicht besonders kri- ctwa 8 bis 12% an Feststoffen und einem spezifischen Gewicht

tisch. Die Reaktion kann bei einer Temperatur zwischen etwa von etwa 1,02, kann ebenfalls verwendet werden.

0 °C und dem Siedepunkt des Losungsmittels, besonders bevor- Besonders bevorzugte Polymere sind carboxylierte Sytrol-

zugt bei etwa 25 °C, durchgefiihrt werden. 30 butadiencopolymere, vorzugsweise die Produkte mit der Wa-

Die Ausgangscarbonsiuren konnen auf fiir den Fachmann renbezeichnung Fluka 241 oder Dow 241. Geeignete Latextré-
ibliche Weise hergestellt werden, z.B. durch reduktive Alkylie-  gerteilchen werden im allgemeinen im Handel in Form einer

rung von Barbitursdure mit einem Aldehyd- oder Ketoester, wiisserigen Latexsuspension angeliefert, iiblicherweise in Kon-
gefolgt von einer Alkylierung und Verseifung der erhaltenen sentration von etwa 5 bis 60% Feststoffen. Diese Polymere sind
5,5-disubstituierten Barbitursiure. 35 in Wasser unlslich, besitzen Teilchengrossen im Bereich von
Die reduktive Alkylierung wird durchgefiihrt, indem man etwa 0,01 bis etwa 0,9 Mikron, vorzugsweise zwischen 0,1 und
Barbitursiure und einen Aldehyd- oder Ketoester wie Athylfor- 0,3 Mikron, und haben ein spezifisches Gewicht in der Nahe von
mylacetat, Athylacetoacetat oder Athyllaevulinat mit Wasser- Wasser, so dass sie in wisseriger Suspension bleiben konnen.

stoff in Gegenwart eines metallischen Hydrierungskatalysators ~ Die Teilchen sollten eine ausreichende Oberfléchenladungs-
behandelt, um eine 5-monosubstiuierte Barbitursdure zu erhal- 40 dichte besitzen, so dass beim Kuppeln an die Aminoarylester
ten. Geeignete metallische Katalysatoren sind Nickel und Edel-  und Amino-niederalkylamide ihre Abstossungskrifte ausrei-
metalle wie Platin, Palladium, Rhodium, Ruthenium usw. Inder chend sind, um ein Zusammenklumpen oder eine Aggregation
Regel werden die Katalysatoren in fein zerteilter Form beniitzt ~ zu verhindern.

und konnen entweder frei oder auf einem geeigneten inerten Die Aminoarylester und Amino-niederalkylamide werden
Triiger wie Kohle, Aluminiumoxyd, Kieselsdure oder Calcium- 45 mit den carboxylierten Latexpolymeren iiber eine Amidbindung
carbonat, aufgetragen sein. Ein besonders bevorzugter Kataly-  gekuppelt, wobei dies durch die Anwesenheit eines in Wasser
sator ist 10% Palladium auf Kohle. l6slichen Carbodiimidkondensationsmittels initiiert wird. Der

Als Losungsmittel fiir die reduktive Alkylierung konnen Al-  Kupplungsgrad héngt von der Dichte der reaktionsfihigen
kohole wie Methanol, Athanol oder 2-Propanol sowie Ester wie  Gruppen in dem Plymeren ab. Die Dichte der reaktionsfiahigen

Athylacetat erwéhnt werden. 50 Gruppen ist nicht von Bedeutung, sofern eine ausreichende An-
Obwohl die reduktive Alkylierung innerhalb eines breiten zahl von reaktionsfahigen Gruppen vorliegt, um das Kuppeln
Bereichs an Temperaturen und Drucken, von ungefihr Raum-  einer ausreichenden Menge von Barbiturateinheiten zu ermogli-

temperatur bis ungeféhr 150 °Cund ungefihr Atmosphéren- chen, die in einem diagnostischen Test brauchbar sind. Jedoch

druck bis ungefahr 670 bar, durchgefiihrt werden kann, werden  “sollteeine geeignete Dichte im Bereich vonetwa 1 bis 5Gew.-%
vorzugsweise eine Reaktionstemperatur zwischen ungefihr 90 55 und vorzugsweise bei etwa 3 Gew.-% liegen. Die Kupplungsre-

und 100 °C und ein Druck von ungefahr 47 bar verwendet. aktion mit Carbodiimiden ist im einzelnen in der US-PS
Der Alkylierungsschritt wird durchgefiihrt, indem man die 3 857 931 beschrieben.
mono-substituierte Barbitursiure mit einem Alkylierungsmittel Wenn das an Latex gekuppelte Produkt einmal gebildet ist,

wie Methylhalogenid, Propylhalogenid, Allylhalogenid, Hexyl-  kannesin spezifischen, diagnostischen Untersuchungen zum
halogenid, Cyclohexenylhalogenid und dergleichen in einem ge- 6 Nachweis von Barbituraten verwendet werden. Es kann in jeder

eigneten inerten Losungsmittel in Anwesenheit einer Base be- beliebigen, geeigneten Konzentration in Abhingigkeit von dem
handelt, um eine 5,5-disubstituierte Barbitursiure zu erhalten. spezifischen Test und den spezifischen, hierzu verwendeten Pro-
Geeignete Losungsmittel umfassen unter anderem Alkohole ben beniitzt werden. Jedoch sind Konzentrationen von etwa 0,1

wie Methanol, Athanol oder 2-Propanol, Wasser und Mischun-  bis 2 Gew.-% an Latexfeststoffen vorteilhaft, und die bevorzug-
gen von Wasser und Alkoholen. Geeignete Basen sind Alkali-  ® ten Konzentrationenbetragen vonetwa0,3 bisetwa 1,5 Gew.-%.
metall- und Erdalkalimetallhydroxide, wie Natrium-, Kalium- Bei einem typischen Test wird eine abgemessene Menge von
und Calciumhydroxid, und Alkalimetallalkoxide wie Natrium- Antiserum gegen Barbiturate mit einer von Barbituraten freien
methoxid, Kaliumithoxid und Kalium-tert.-butoxid. Eine be- Korperfliissigkeit, z.B. mit Serum, Speichel oder Urin, ver-
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mischt. Dann wird eine gemessene Menge des mit Aminoaryl-
oder Amino-nieder-alkylbarbiturat gekuppelten Latex hinzuge-
setzt, und das Gemisch wird bei einer leicht erhohten Tempera-
tur, z.B. 37 °C, weiter fiir eine Zeitspanne, z.B. von etwa 1 bis
etwa 3 Stunden, vorzugsweise fiir etwa 2 Stunden, inkubiert.
Der pH-Wert des Testgemisches liegt vorteilhafterweise im Be-
reich von etwa pH = 5,0 bis 8,0 und besonders bevorzugt von
etwa 6,5 bis 7,5. Nach dem Inkubieren wird das Ausflocken
oder die Agglutination der Latexteilchen beobachtet. Die Kon-
zentration und Menge sowohl des Antiserums als auch des La-
texkomplexes werden eingestellt, um eine starke Ausflockung
herbeizufiihren, und die minimalen Konzentrationen an beiden
Reagentien, welche eine starke Ausflockung herbeifiihren, wer-
den bestimmt. Die Mischung des Antiserums gegen Barbiturate
mit einer von Barbituraten freien Korperfliissigkeit kann bei
leicht erhShter Temperatur, z.B. 37 °C, vor Zusatz des mit Ami-
noaryl- oder Amino-niederalkylbarbiturat gekuppelten Latex
inkubiert werden.

Die Antiseren, welche bei dem diagnostischen Test verwen-
det werden konnen, sind Antiseren, welche fiir Barbiturate wie
Secobarbital und Pentobarbital spezifisch sind. Die Herstellung
solcher Antiseren ist in der US-PS 3 766 162 und in Science
174, 1037 (1971) beschrieben.

Nachdem das Kontrollsystem, wie zuvor beschrieben, ange-
setzt wurde, werden verschiedene Mengen an Barbituraten, z.B.
Secobarbital, Pentobarbital, Butabarbital, Amobarbital, Phe-
nobarbital und Barbital, in einer von Barbituraten freien K6r-
perfliissigkeit aufgeldst. Die minimale Menge an Barbiturat,
welche zur Inhibierung der Ausflockung erforderlich ist, wird
aufgezeichnet. Diese Menge hingt sowohl von der Konzentra-
tion als auch von der Menge an zugesetzter Korperfliissigkeit
ab, fernerhin von der Konzentration und der Stiirke des bei
diesem Test verwendeten Antiserums.

Bei einem bevorzugten Test werden die Mengen und Kon-
zentrationen derart eingestellt, dass anndhernd 400 bis 500 pl
Serum oder Urin, welche zwischen etwa 100 und 200 ng (Nano-
gramm) Barbiturat pro ml (Gesamtmenge zwischen 20 und 40
ng Barbiturat) entbalten, gerade ausreichen, um die Ausflok-
kung zu inhibieren. Sobald der Test einmal mit einer Art von

4

deralkylamiden von mit einer Carboxylgruppe substituierten
Barbituraten, wobei diese iiber eine Amidbindung an Carboxyl-
reste aufweisende Latexteilchen gebunden sind; letztere beson-
ders bevorzugt in wisseriger Suspension.

Die Erfindung wird anhand der folgenden Vorschriften und
Beispiele niher erldutert.

Vorschrift 1
a) Eine Mischung von 200 g Barbitursiure, 215 g Athylace-
toacetat, 10 g 10% Pd-C und 400 m] Methanol wird in einen 2
10 1 -Reaktionskolben aus Glas eingefiihrt und bei 90 bis 100 °C
und 48 Atmosphiren wihrend 20 Stunden hydriert. Nach Zuga-
be von 2 1 Wasser wird die Suspension erhitzt, bis alles in Lo-
sung gegangen ist. Der Katalysator wird abfiltriert und das Fil-
trat {iber Nacht abgekiihlt. Die Kristalle werden gesammelt und
15 ergeben 209 g 5-(1-Methyl-2-ithoxycarbonyl-ithyl)barbitur-
sdure vom Fp. 160- 162 °C. Die Mutterlauge wird im Vakuum
eingedampft und der Riickstand wird unter Riihren in einem
kleinen Volumen kochendem Athylacetat suspendiert. Die Lo-
sung wird auf Raumtemperatur abgekiihlt und die nicht umge-
20 setzte Barbitursiure wird gesammelt. Aus dem Filtrat erhilt
man zusitzlich 65,2 g Ester vom Fp. 160-162 °C. (Gesamte
Ausbeute 87,6%).
b) In einem 1 I-Dreihalskolben mit Riihrer, Riickfluss- und
Tropftrichter werden 100 g 5-(1-Methyl-2-4thoxy-carbonyl-
dthyl)barbiturdsure, 100 mg Calciumsulfat, 50 mg Kupferstaub
und 500 ml Wasser eingegeben. Die Mischung wird withrend 15
Minuten bei Raumtemperatur geriihrt, und 53,6 g Allylbromid
werden in einer Portion zugegeben. Anschliessend werden trop-
fenweise 125 mi einer 20%-igen Losung von Natriumhydroxid
30 wihrend 45 Minuten bei 50 bis 55 °C zugesetzt. Nach Riihren
bei 50 bis 55 °C wihrend 3 Stunden wird das Reaktionsgemisch
auf 30 °C abgekiihlt, und es werden zusitzlich 26,8 g Allylbro-
mid in einer Portion zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wird
wihrend 90 Minuten unter Riihren erhitzt und eine 20%-ige

%5 Losung (6570 ml) von Natriumhydroxid wird so zugegeben,
dass das Reaktionsgemisch immer leicht alkalisch ist. Die Mi-
schung wird auf Raumtemperatur abgekiihlt. Der pH-Wert der
Mischung wird durch Zusatz von 20 %-iger Natronlauge auf un-
gefdhr 9 eingestellt, und die Mischung wird mit viermal 250 ml

5

25

Korperflissigkeit standardisiert wurde, z.B. mit Urin, kann eine 40 Xthylacetat extrahiert. Die kombinierten Athylacetatextrakte

andere Art von Korperfliissigkeit, z.B. Serum, hierfiir nicht ge-

nommen werden, und hierzu muss ein getrennter Test angesetzt

werden.

Da das Auftreten eines Agglutinates leicht mit dem blossen
Auge beobachtet wird, dient der Test unter Anwendung des
erfindungsgemissen Testsystems als eine extrem empfindliche
Untersuchungsmethode zum Nachweis von Barbituraten, wie
Secobarbital, Pentobarbital, Butabarbital, Amobarbital, Pheno-
barbital und Barbital. Falls daher der Test einmal, wie zuvor
beschrieben, standardisiert wurde, kann die Anwesenheit von
Nanogramm-Mengen von diesen Barbituraten in Korperfliissig-

keiten in einfacher Weise durch Feststellung der Inhibierung der

Ausflockung, welche durch die Anwesenheit solcher Barbitura-
te in der Korperfliissigkeit hervorgerufen wird, nachgewiesen
werden, im Vergleich zu der Ausflockung, welche sich ergibt,
wenn eine an Barbiturat freie Korperfliissigkeit eingesetzt wird.
Der Test kann so standardisiert werden, dass ein medizi-
nisch und statistisch einwandfreier Grenzpunkt erhalten wird.
So bewirken Mengen an Barbituraten in einer K6rperfliissig-
keit, die grosser als diese Menge ist, eine Inhibierung der Aus-
flockung (ein positiver Test fiir die Anwesenheit einer solchen
Droge in der Koérperfliissigkeit). Mengen, die geringer als diese
Menge sind, inhibieren die Ausflockung nicht (negativer Test).
Die oben beschricbenen Reagentien konnen in geeigneter
Weise fiir kommerzielle Zwecke abgepackt werden, z.B. in ei-
nem diagnostischen Reagenssatz, welcher zwei getrennte Behil-
ter enthilt, davon einer mit dem Antiserum gegen Barbiturate
und der andere mit den Aminoarylestern oder den Amino-nie-

werden mit viermal 300 ml einer 1%-igen Natriumhydroxidlé-

sung nochmals extrahiert und die wisserigen Extrakte werden

einer Mischung von 500 g Eis und 300 ml 6N HC1 zugegeben.

Man Iésst iiber Nacht bei Raumtemperatur stehen. Der gebilde-

% te Niederschlag wird gesammelt und ergibt 91,0 g (78%) 5-Al-
lyl-5-(1-methyl-2-&thoxycarbonyl-édthyl)barbitursédure vom Fp.
112-114°C.

50 ¢) Eine Mischung von 50 g 5-Allyl-5-(1-methyl-2-4thoxy-
carbonyl-dthyl)Barbitursdure und 400 ml 1N HCI wird wihrend
4 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Die Lsung wird iiber Nacht
bei Raumtemperatur stehengelassen. Der gebildete Nieder-
schlag wird gesammelt und ergibt 42,5 g (94%) 5-Allyl-5-(1-
55 methyl-2-carboxy-thyl)barbitursiure vom Fp. 202—203 °C.
d) Eine Losung von 2,19 g Chlorameisenséureithylester in
90 mi Chloroform wird einer Losung von 5,08 g 5-Allyl-5-(1-
methyl-2-carboxy-ithyl)barbitursiure und 2,02 g Tridthylamin
in 100 ml Dichlormethan (auf 0 bis 5 °C abgekiihit) zugegeben.
60 Die Mischung wird wihrend 5 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt. 3,06 g p-Nitrophenol werden zugesetzt und die Mi-
schung wird wahrend 14 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
Das Reaktionsgemisch wird mit einer gesittigten Natriumcar-
bonatlésung (3 X 25 ml) und Wasser bis zur Neutralitiit gewa-
65 schen, tiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und filtriert.
Die Eindampfung des Filtrates unter reduziertem Druck ergibt
4,7 g eines Ols. Die Kristallisation aus einer Mischung von -
Ather und Heptan (1:1) liefert 2,2 g 5-Allyl-5-[1-methyl-2-(p-
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nitrophenyloxy-carbonyl)-4thyl] barbitursdure vom Fp, 140- der Kupplungsreaktion kdnnen Dow 816, Dow 421 und Dow
141 °C. 1721 an Stelle von Fluka 241, als Latex und Acetonitril als

¢) Eine Losung von 750 g 5-Allyl-5-[1-methyl-2-(p-nitro- Lésungsmittel eingesetzt werden, wenn 5-Propyl-5-[1-methyl-
phenyloxycarbonyl)-ithyl] barbitursiure in 15 mi Athanol ent- 2-(p-aminophenyloxycarbonyl)-ithyl] barbiturséure als Barbi-
haltend 100 mg 10% Palladium auf Kohle als Katalysator wird s tursurederivat verwendet wird.
bei Raumtemperatur und Atmosphirendruck einer Hydrierung

unterworfen. Nach 1 Stunde ist die erforderliche Menge (180 Beispiel 2

ml) Wasserstoff aufgenommen worden. Das Reaktionsgemisch Herstellung des Antiserums fiir den Test

wird iiber Celit filtriert und das Filtrat zur Trockene einge- Kaninchen-Antiserum gegen Barbiturate, welches entspre-
dampft. Der Riickstand wird iiber 13 g Silicagel mit Athylacetat 10 chend der Arbeitsweise in der US-PS 3 766 162 hergestellt wur-
als Elutionsmittel chromatographiert. Die Fraktionen, welche de, wird in einem geeigneten Puffersystem verdiinnt. Dieses

das gewiinschte Produkt enthalten, werden eingedampft. Der Verdiinnungsmittel besteht aus folgenden Stoffen in wésseriger

zuriickbleibende Feststoff wird in Chloroform/Ather umkristal- ~ Losung bei pH = 7,3:
lisiert und ergibt 620 mg (89 %) 5-Propyl-5-[1-methyl-2-(p-
aminophenyloxycarbonyl) -dthyl] barbitursdure vom Fp. 212- 15 1.0,01% Thimersol

215°C. 2. 1% Rinderalbuminserum
. 3.0,01% EDTA (Athylendiamintetraacetat in der Dina-
Vorschrift 2 triumform)
Eine Mischung von 2,5 g 5-Allyl-5-[1-methyl-2-carboxy- 4. Tris [0,1 molares Tris (hydroxymethyl)aminomethanhy-

athyl)barbitursdure, 1,95 g 1,1°-Carbonyldiimidazol und 100 ml 20 drochlorid]
‘fetrahydrofuran wird unter Stickstoff bei Raumtemperatur 5. 0,85% Natriumchlorid

wihrend 3 Stunden geriihrt. Der Losung werden 4,5 g 1,4-Dia-

minobutan zugegeben und die Mischung wird iiber Nacht ge- " Testmethode

rithrt. Die gummiartigen Feststoffe werden dekantiert und in 2 ml des verdiinnten, wie oben hergestellten Antiserums

heissem Tetrahydrofuran supendiert. Das kristalline Material 25 wird in kleinen Reagensglidsern von 10 X 75 mm eingefiillt. Zu
wird gesammelt und ergibt 5-Allyl-5-{1-methyl-2-(4-aminobu-  dieser Menge werden 400-500 pl von an Barbitursiure freiem

tyl-amiqgcarbonyl)-éithyl) barbitursdure vom Fp. 160-165°C.  Urin zugesetzt. Die beiden Fliissigkeiten werden miteinander
Eine in Athano! umkristallisierte Probe schmilzt bei 170 °C. vermischt und bei 37 °C fiir 10 Minuten inkubieren gelassen.
5-Allyl-5-{1-methyl-2-(3-aminopropyl-aminocarbonyl)- Dann werden 10 pl von verdiinnter, wisseriger 5-Allyl-5-[1-
athyl] barbitursdure wird analog aus 2,5 g 5-Allyl-5-(1-methyl- % methyl-2-(4-aminobutylaminocarbonyl)-éthyl] barbiturséure-
2-carboxy-ithyl)barbitursiure, 2 g 1,1°-Carbonyldiimidazol, Latexsuspension, welche annidhernd 0,3 Gew- % Latexfeststoffe
100 m] Tetrahydrofuran und 4 g 1,3-Diaminopropan herge- enthilt, hinzugesetzt und mit dem Antiserum und dem Urin
stellt. Das Produkt schmilzt bei 202-203 °C. vermischt. Die Reagenzgliser werden dann in ein Wasserbad
oder einen Heizblock von 37 °C eingesetzt, so dass etwa 1,5 cm
Beispiel 1 35 der Fliissigkeitssdule im Reagenzglas sich unter Wasser oder
5-Allyl-5-[1-methyl-2-(4-aminobutylaminocarbonyl)-dthyl]  innerhalb des Metallblockes befindet. Das Aussehen der Fliis-
barbitursiure wird mit einer Latexsuspension in Anwesenheit sigkeit in den Réhrchen ist durchscheinend, triibe oder schwach

von l-Cyclohexyl—3-(2-rgorpholino-éthyl)-carbodiimid-metho- milchig, Fiir negative Proben sind wihrend der ersten Stunde
p-toluolsulfonat oder 1-Athyl-3-(3-dimethylaminopropyl)car- ~feine Flocken in dem Reagenzglas sichtbar. Grosse, leicht sicht-
bodiimid-hydrochlorid umgesetzt. Der erhaltene Komplex wird “° bare Flocken werden wihrend der zweiten Inkubationsstunde

durch wiederholte Sedimentation der festen Latexteilchen sichtbar, und sie neigen zum Absetzen, wodurch die Fliissigkeit
durch Zentrifugieren und erneutes Suspendieren in einem ge-  zunehmend klarer und transparenter wird.

eigneten Puffer gewaschen, bis keine freie Aminobutylbarbitur- Die Verdiinnung eines besonderen Antiserums, welches fiir
sdure in der wisserigen Phase der Suspension iibrigleibt. Die das Testsystem ausgewihlt wird, ist so, dass die héchste Verdiin-

Aminobutylbarbitursiure wird in einer Konzentration von 1 mg % nung dennoch ein starkes Ausflocken nach 2 Stunden, wie zuvor
pro ml in destilliertem Wasser eingesetzt. Die Losung wird auf beschrieben, ergibt. Wenn unterschiedliche Mengen an Barbi-
pH = 5,0 eingestellt. Die Latexsuspension ist ein carboxyliertes  tursiure in einem von Barbitursiure freien, normalen Urin auf-
Styrol-Butadien-Copolymeres (Warenbezeichnung Fluka, Nr. gelost werden, und anstelle des von Barbitursiure freien Urins
241), welche gewaschen und dann in Wasser verdiinnt wurde, so _in den Testsystemen verwendet werden, tritt keine Ausflockung
dass sie etwa 8% Latexfeststoffe enthilt. Die Konzentration des *° auf. Die erforderliche Barbitursiuremenge zur Hemmung der
verwendeten Carbodiimids betriigt 1 Gew.-%/Vol.-%in destil-  Ausflockung variiert iiblicherweise von 100 ng pro ml oder
liertem Wasser. Das Reaktionsgemisch besteht aus dem folgen-  grosser, in Abhéngigkeit von der angewandten Antiserumkon-
den Verhiltnis von Reaktionsteilnehmern: 1 Volumenvon 1%-  zentration und der Stirke des in dem Spendertier erzeugten
igem Carbodiimid, 1 Volumen von Aminobutylbarbitursdure Antiserums, Ebenfalls ist sie von der Menge an zugesetzter Kor-
und 3 Volumina von Latexpolymersuspension. Die Reaktion  ° perfliissigkeit abhiingig. So reichen fiir das oben beschriebene
wird bei Zimmertemperatur fiir 2 bis 16 Stunden unter dauern-  System 400-500 pl Urin, welche 200-300 ng Barbiturat/ml
dem Riihren ablaufen gelassen. Der feste Polymerkomplex wird ~ enthalten, gerade aus, um das Ausflocken zu verhindern.

dann durch Zentrifugieren sedimentiert, mit Wasser gewaschen 100 ul Urin, welche 800-1000 ng/ml enthalten, oder 50 pl

und erneut in 0,1 M Trissalzlésungspuffer mit pH = 7,3 bis zu Urin, welche 1600-2000 ng/ml enthalten, zeigen dasselbe Ver-
einer Endkonzentration von 4 mg Feststoffe/ml suspendiert. In halten.
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