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Vynalez se tyka zplisobu ptipravy fluores-
ceinylisothiokyanatt vzorce 1
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které pod obchodnim oznatenim isomer I a
smés isomert slouzi jako diagnostickd fluo-
rescentni ¢inidla, napiiklad pii imunofluo-
rescencni analyze. ,

Pod pojmem isomer I se rozum{ latka, ktera
nese isothiokyanatovou funkéni skupinu v po-
loze 5 fluoresceinového skeletu. Smésny pre-
parat obsahuje kromé této latky jeSté isomer-
ni sloudeninu, analogicky substituovanou
v poloze 6, jak je ze vzorce patrno.

Piipravou uvedenych ¢inidel se zabyva na-
ptiklad &. autorské osveddeni &. 190 225, a to
obecné znamou reakei thiofosgenu s primér-
nimi aminy v prostfedi dimethylformamidu
jako ¢inidla usnadiujici rozpousténi obtiZné
rozpustnych aromatickych amind, v tomto
piipadé 5- nebo 6-aminofluoresceinu vzorce
11, réesp. jejich soli. :
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Jak je uvedeno, reaguje dimethylformamid
s thiofosgenem velmi energicky. Pri tom pfe-
kvapivé nastava i reakce s aminem za vzniku
piisluéného - isothiokyanatu. Reakce thiofos-
genu s dimethylformamidem je provazena sil-
nym vyvojem tepla a zna¢na ¢ast thiofosgenu
prichazi touto cestou nazmar.

Silné tepelné zabarveni pruvodni reakce a
s ni spojené ztraty thiofosgenu omezuji pouzi-
telnost zminéného postupu na laboratorni
métitko. Tato okolnost byla podnétem ke hle-
déni metody, které by mebyla zatiZena uve-
denym nedostatkem. Cilem bylo nalézt reaké-
ni podminky pro technologii zpracovani li-
bovolné velkych nasad, a to zplsobem hospo-
darnym a spolehlivé ovladatelnym.

Soli 5-, resp. 6-aminofluoresceinu, piede-
viim hydrochlorid, jsou dobfe rozpustné
v. bezvodé nebo zfedéné kyseliné octové, na-
ptiklad 80 az 85 %. Bylo zjist€no, Ze v tomto
prostiedi reaguji s thiofosgenem za vzniku



meziproduktu, ziejmé fluoresceinylthiokar-
bamoylchloridu, ve smyslu obecné reakce

RNH, -+ CSCl, = RNH . CSCl -+ HCl

Latky tohoto typu, tj. substituované thio-
karbamoylchloridy, jsou popisovany jako
slouteniny citlivé na styk s vodou (Dyson,
George, J. Chem. Soc. 125, 1702, 1924), ktera
vyvolava jejich rychlou preménu na odpovi-
dajici isothiokyandty podle vztahu

RNHCSCI I;IE(;)RN =C =8 + HCI

- Proti ofekavani se viak vy$e zminény me-
ziprodukt projevil jako znadné staly. Vlitim
reakéni smési do vody nebo jejim rychlym
ziedénim vodou se vylowdil v nezmé&néném
stavu: Teprve velice pomalym fedénim vodou
za vydatného michani se ménil na fluorescei-
nylisothiokyanat, ktery byl ziskan jako amorf-
ni praSek. ProtoZe se tato cesta ukazala pro
preparativni ucely jako nespolehliva, byl hle-
dan vhodnéj$i zplsob zpracovani reakéniho
roztoku, predev§im takovy, ktery by vedl ke
krystalické latce.

Studium stability fluoresceinylthiokarba-
moylchloridu v prostiedi zfed&né kyseliny
octové, obsahujici chlorovodik, vedlo k po-
znatku, Ze k rychlé pfeméné na Zadany iso-
thiokyanat dochazi pusobenim octanu alkalic-
kého kovu mebo alkalické zeminy, naptiklad
octanu sodného. V této souvislosti bylo pro-
kdzano, Ze pro kvantitativni pfeménu je nut-
né, aby mnozstvi octanu bylo nejméné ekvi-
valentni mmnozstvi chlorovodiku jiz ptitomné-
ho i tolito reakci vznikajiciho.

Osvéddila se davka 1,8 aZ 2,0 ekvivalentu
octanu sodného, ¢imZ se soucCasné dosihne
rychlého rozkladu nezreagovaného thiofosge-
nu, jehoz se pouZiva 40 az 80 9, nadbytek,
vztazeno na mnoZstvi aminofluoresceinu.
S vyhodou se pridava octan rozpustény v ta-
kovém mnoistvi vody, aby se zfedénim reaké-
ni smési vyvolala krystalizace fluoresceinyl-
isothiokyanatu. Takto ziskana latka se snadno
odsavé nebo odstieduje a dobie promyva.

Jak z uvedeného vyplyvéd, je predmétem
vynalezu zpusob pripravy fluoresceinyliso-
thiokyanatt vzorce I reakei s aminofluores-
ceinem vzorce II, jehoZ podstata spoéiva
v tom, Ze se do roztoku soli aminofluorescei-
nu vzorce II v bezvodé nebo ztedéné kyseliné
octové, s vyhodou do roztoku hydrochloridu
aminofluoresceinu v 80 az 859, kyseling
octové, vnasi thiofosgen, vytvoreny fluores-
ceinylthiokarbamoylchlorid se zpracovava
vodnym roztokem octanu alkalického kovu
nebo kovu alkalické zeminy, s vyhodou vod-
nym roztokem octanu sodného a vznikly fluo-
resceinylizothiokyanat se z reakéni zmési po
vykrystalovani isoluje.

Za popsanych podminek se reakce proje-
vuje nepatrnym vyvojem tepla a dafi se

nejlépe pri 15 aZ 30 °C; pfi ni#8ich pracov-
nich teplotdch muZe dojit k vylou¢eni soli
aminofluoresceinu z roztoku, popiipadé k vy-
lou¢eni meziproduktu reakce. Vy3si teploty
neprospivaji citlivému fluoresceinylisothio-
kyanatu a zbyteéné prodluzuji dobu potteb-
nou k jeho vykrystalovani. Vytézky se pohy-
buji u isomeru I v rozmezi 89 az 92 9/, u smasi
isomerlt v rozmezi 85 az 879/, teorie. Obsah
fluoresceinylisothiokyanatu v ziskaném pro-
duktu je najméné 93 Y/, hmotn.

Hlavni prednosti zplisobu podle vynalezu
je moznost provedeni v neomezeném méiitku.
Reakce je odstupiiované vedena davkovanim
thiofosgenu a roztoku octanu alkalického ko-
vu nebo alkalické zeminy. Tim je dosaZeno
jejitho jednoznaéného priibéhu za podstatného
potlaceni tvorby vedlejsich latek, zejména od-
vozenin thiomodoviny. Soudasné se zamezi
znelisténi produktu primésemi, které vyvola-
vaji jeho rozklad pfi piechovavani. AZ na ne-
zbytnou opatrnost pfi praci s jedovatym thio-
fosgenem nevyzaduje zpusob podle vynalezu
techniky naroéné aparaturni vybaveni. Odpa-
dy neobsahuji zdravi $kodlivé latky, zejména
thiofosgen, jsou cenové zanedbatelné a po
jednoduché tupravé mohou byt vypoustény
do kanalizace.

V ptikladech provedeni je uveden bé¥né
dostupny octan sodny, ¢imZ vSak neni ome-
zeno analogické pouziti jinych octanti alka-
lickych kovti nebo alkalickych zemin.

Priklad 1

V 800 ml vody se suspenduje 120 g 5-amino-
fluoresceinu a pirevede pridavkem 44,5 ml
konc. kyseliny chlorovodikové na hydrochlo-
rid. Pfi teploté 45 °C se prida 3600 ml kyse- .
liny octové a ziskany roztok se ochladi na
18°C. Pri této teploté se za vydatného mi-
chani postupné vnese 120 ml 42,79, roztoku
thiofosgenu v dichlorethanu a roztok 433 g
trihydratu octanu sodného v 800 ml vody.
Vznikla velmi ridka krystalickd kase se micha
1 az 2 hodiny, latka se odsaje a promyva vo-
dou do vymizeni reakce filtratu na chloridové
ionty. Po vysuSeni do konstantni hmotnosti
volné na vzduchu a poté ve vakuu se ziska
122 g isomeru I, tj. 90,6 9/, teorie.

Priklad 2

Suspenze smési 60 g 5-aminofluoresceinu a
60 g 6-aminofluoresceinu v 800 ml vody se
pfevede pridavkem 44,5 ml konc. kyseliny
chlorovodikové na smés hydrochloridi. Pi#i
teploté 45 °C se prida 3000 ml kyseliny octo-
vé a ziskany roztok se ochladi na 28 °C. Pi#i
této teploté se za vydatného michéni postup-
né vnese 120 ml 42,7 9 roztoku thiofosgenu
v dichlorethanu a roztok 433 g trihydratu
octanu sodného v 800 ml vody. Déle se po-
stupuje jako v piikladu 1. VytéZzek 116 g smé-
si isomerd, tj. 86,2 9, teorie.
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reakei thiofosgenu s aminofluoresceinem
vizorce 11
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vyznacujici se tim, Ze se do roztoku soli ami-
nofluoresceinu vzorce II v bezvodé nebo
ziedéné kyseliné octové, s vyhodou do roz-
toku hydrochloridu aminofluoresceinu v 80
az 859, kyseliné octové, vnasi thiofosgen, vy-
tvoreny fluoresceinylthiokarbamoylchlorid se
zpracovava vodnym roztokem octanu alkalic-
kého kovu nebo kovu alkalické zeminy, s vy-
hodou vodnym roztokem octanu sodného a
vznikly fluoresceinylisothiokyanét se z reake-
ni smési po vykrystalovani izoluje.
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