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- (64) C, substituované derivaty barbiturata
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Vyndlez se tyké C, substituovanych derivdtd bafbiturétﬁ urlenych k pripravd specific-
kych imunogennich ldtek proti barbiturdtim a znadenych haptend.

Specificita stanoveni barbiturdtd imunospecifickymi metodami zdvisi hlavnd na speci-
fit& pouZitych protilétek. VSechny dosud popsané metody pouZivaly k imunizaci polosyntetic-
kych entigent, kde byla determinentni skupina barbiturdtu p¥ipojena na nosi& pomoci sub-
stituentu na CS' Takto pripojené determinantni skupiny stimulujf tvorbu protildétek, které
nerozlisuji dobfe barbiturdty s riznymi C5 substituenty a nerozliZujf také berbiturdty
a jejich fyziologicky nedlinné metabolity vznikejici substituci na CS’ Dosud znémé derivéty
barbiturdti nebylo moZno pfipojit pomoci substituentu v poloze C, na bilkovinny nosi&, nebo
Jiny nosi& pouZivany v imunologii k stimulaci tvorby protildtek proti nizkomolekulérnim
létkém. Takové navdzéni barbiturdtu na nosi¥ je nutné pro piipravu antigenu, ktery stimu-
luje tvorbu specifickych protildtek proti C5 substituovanych barbiturdtim. Dosud zndmé de-~
rivdty barbiturdtd nedovolovaly pripravu haptend znadenych v poloze Co, které jsou potfrebné
pro pripravu isotopicky znalenych haptent.

Uvedené nedostatky odstraﬁuje vyndlez, JjehoZ podstatou jsou C, substituované derivéty
barbiturdti k p¥ipravé specifickych imunogennich ldtek proti barbiturdtim a znadenych hap-
tend. Tyto Cp substituované derivéty barbiturdtd jsou tvoreny ldtkou obecného vzorce
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kde n ‘je 1 az 6
Ryy Rp zna¥i alkyl s | aZ 6 atomy uhliku nebo fenyl
Ry, Ry znadf vodik nebo metyl

znadi skupinu schopnou reakce s postrannimi Pet¥zci eminokyselin v bilkovi-
ndch, zshrnujic{i karboxyl, hydroxyl, eminoskupinu, merkeptoskupinu, imidazo-
1yl, p-hydroxyfenyl, a lze je chemicky p¥iprevit, nap¥iklad zpusoby podle
p¥ikladd.

Vynédlez bliZe objasnuji nésledujici konkrétni p¥iklady.

P¥riklad 1

2- (karboxymethylimino )~5-ethyl-5-(1-methylbutyl)-dihydro-4,6~(1H,5H)~pyrinidindion vzorce I,
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byl pfipraven zahiivénim 2,4 g (10 mmol ) 5=ethyl-5~(1-methylbutyl)~2-thiobarbiturové kyseli-
ny ! g glycerinu a 4 ml triethyleminu po dobu 16 hodin p¥i teplot¥ 85 °C. Potom byl obssh
baﬁky odpaten ve vakuu. Syrupovity odperek byl rozpoustén v 10 ml vody, jeji% reakce byla
upravena hydrokerbondtem sodnym na pH 7,6 a roztok byl vyt¥epdn dvakrdt 20 ml etheru. Hod-
nota pH byla upravena na 5,0 kyselinou solnou a roztok byl extrahovén dvakrét 30 ml etheru.
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profiltrovény s melym mnoZstvim aktivniho uhli a odpafeny. Bezbarvy syrupovity odparek,
ktery byl vysuden nad P205, ztuhl v 1,2 g ki‘ehkého produktu.

Tento produkt déval p¥i tenkovrstvé chromatografii, nenesen v mno%¥stvi 50 mg na silu-
fol v rozpoudtdci soustavé butenol:emonisk 8:2 p¥i ozéfeni UV o vlnové délce 254 Jjedinou
silnou obsehujlel skvrnu s Ry 0,15.

Detekef s ninhydrinem se neprokézal glycin, detekci siranem rtufnatym a difenylkerbe-
zonem nebyly prokdzény barbiturdty (pentobarbitel, thiopental). Titradni kiivka ukazuje
na piitomnost jedné karboxylové skupiny v molekule. ZahPivénim l4tky s | ml kyseliny solné
v zatavené trubiei pFi 120 °C po dobu dvou hodin se létka rozklédd na glycin a pentobarbi-
tal.

Létka vzorce I byla pouZita pFi p¥ipravé imunogenu. Létke vzorce I byla navédzéna ples
aktivn{ ester s hydroxysukcinimidem na hov&zi albumin. Bylo poufito 25nésobné molové mnoZ-
stvi ektivniho esteru vidi albuminu, Z diferen¥niho spektira slbuminu & konjugdtu vzorce 1
s slbuminem byl zji¥t¥n molovy pomdr navédzanych skupin na glbumin 5:1. Tento pomdr se ne-
zménil presrd¥enim imunogenu ethenolem. Imunizace osmi krédliki byla provedens injekcemi
do tlapek v mno#stvi 100 mg imunogenu na krdlikae s kompletnim Freundovym adjuvans. Po 4
tjdnech byla zviFata znovu imunizovéna 50 ug imunogenu a za 14 dni byl proveden prvni od-
bdr. Dal3i odb3ry byly provéddny u &ty kréliky, ktefi m&li nejvys5{i titry protildtek p¥i
prvnim odbdru, po 4 af 6 tydnech vidy 10 e% 14 dni po eplikaci 10 pg imunogenu.

7 methanolového roztoku byl krystalovén jeko sil s cyklohexyleminem o t. t. 194 a
195 °C za rozkladu. Elementérni snalyza ukézala dobrou shodu s navrienou strukturou:
c H N
teorie: 59,66 % 8,96 % 14,65 %
nalezeno: 59,23 % 9,03 % 14,4 %
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Sdl s cyklohexylaminem v methanolu md-€(d = 250 nm) = 1,518.104, sil s dicyklohexylaminem
mé €(d = 250 nm) = 1,523.10%,

Prdikleaed 2

2-(2-imidazolylethylimino)-5-ethyl~5(1-methylbutyl)-dihydro-4,6-(1H,5H)-pyrinidindion
vzorce II
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byl pfipraven zah#ivénim roztoku jednoho mmolu (¢,24 g) thiopentalu, 1 mmolu (0,18 g)
histamindihydrochloridu a 0,6 ml triethyleminu v 5 ml ethylenglykolu, po dobu 24 hodin p¥i
teplot® 85 °C. Rozpou¥t&dlo bylo odparenc ve vekuu, odparek rozpult&n ve 3 ml vody a pii

pH 3 byl roztok vyt¥epsn dvekrét 10 ml etheru. Potom bylo pH roztoku upraveno na 7,6 hydro-
karbondtem sodnym a roztok byl extrahovén dvakrét 10 ml ethylacetdtu. Spojené ethylacetd-
tové extrakty byly extrahovény 2 ml vody, vysuSeny bezvodym siranem sodnym. Suchy extrakt
byl profiltrovén po priddnf melého mnoZstv{ aktivnfho uhli a filtrdt odpafen.

Po odpareni bylo ziskédno 85 mg bilé pevné létky. V soustavd butanol:amoniask 8:2 na
Silufolu dévala létka jedinou diazopozitivni skvrnu, absorbujfei p¥i 254 nm s Rp = 0,45.
Zah¥dtim s kyselinou solnou v mnoZstvi 1 mol/l kyseliny, v zatavené trubici na 120 °C po
dobu dvou hodin se létke rozklédd na histemin a pentobarbital. Hmotové spektrometrie je
v souhlase s predpoklddanou strukturou (M* = 319),

Prdi{klad 3
2-(2-eminoethylimino)~5~ethyl-5~(methylbutyl)-dihydro-4,6~(1H,5H)-pyrimidindion

Byl ptfipraven zah#{vénim 2,4 g thiopentalu s 13 ml 1,2~dieminoethenu (200 mml) p#i
100 °C po dobu 4 h. Diaminoethan byl potom oddestilovén za sniZeného tlaku. Sirupovity
zbytek byl tfen s malym mnoZstvim bezvodého ethanolu. PEitom se vyloudila bilé sraZenina
NaZloutly alkoholicky roztok byl odd&len od sraZeniny, odberven piidavkem sktivntho uhlf,
profiltrovén a odparen ve vakuu. Odparek sirupovité konsistence byl sufen ve vakuovém
exsikédtoru nad P,05. Chromatografie na tenké vrstvd ukazovala v soustavé aceton:chloroform:
tamoniak 27:3:2 na Silufolu jedinou UV absorbujici skvrnu p¥i Rp 0,2.

Amorfni sleb& naZloutld hmota se po vysudeni nad P205 snadno drtila na piéSek, ktery
se ale ve styku se vzdu3nou vlhkost{ m&nil na lepivou hmotu. Ve vodném roztoku ddvala létka
s kyselinou pikrovou #lutou srafeninu. Ta rozpoudt¥na v alkoholu a p¥esrdfena vodou méla
po vysuSeni nad P205 teplotu téni 105 °C a prvkové slofeni odpovidajfc{ dipikrdtu pFiprave-
né létky.

c H N
teorie: 41,3 % 4,2 % 19,2 %
nalezeno: 41,15 % 4,7 % 18,94 %
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C, substituované derivédiy barbiturdtdy obecného vzorce
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kde
n je 1! aZ 6
Ry, R, =zna¥f alkyl s 1 a¥% 6 atomy uhliku nebo fenyl
Ry, Ry znadi vod{k nebo metyl
A znadi skupinu schopnou reakce s postrennimi Fetdzci sminokyselin v bilkovindch, zahr-

nujici karboxyl, hydroxyl, aminoskupinu, merkaptoskupinu, imidezolyl, p-hydroxyfenyl.
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