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(54) Zptaob vyroby derivdti resorufinu

(57) Zptsob vyroby derivdtd resorufinu gbec-
ngch vzorcl Ia a Ib, ve kterych ;Rl; Re,

R3, R4 a R7 jsou stejné nebo navzdjem rogz-
d{1né a znamenaji vodik, halogen, kerboxy-
skupinu, karboxamidoakupinu, Gl_ 5-a;koxy— ,
karbonylovou skupinu, kyenoskupinu, nitro-
skupinu, p¥fpadné subgtituovany 01_5;-811:3(1
nebo” -alkoxyl; R4 a R5 mohou spole&nd zng-
menat enelovany aromaticky uhlovodfik se 6

aZ 10 stomy uhlfku, ktexy je popi{padd XJ’*“,'#
substituovén, 2 ‘znsmend mistkovy é&len vy-

ivoreny ze zbytkd Xl,. X2,, X3, x* s M,-A-

znamend zbytek haptenu, antigenu, proti- ¥ .

l4tky, substrdtu &i nosife s n znamend ce-
1¢ &{slo od 1 do 200, spolivd v tom, Ze . -
se ne sloudeniny .vzorcd IIa a IIb, ve kte-

rych ¥ znamend reaktiynf skupinu, jako -
-CO0H, -COO0T, -COOCOQT y =NCO, -NCS atd,,
pisobf diaminem, dikerboxylovou kyselinou
nebo jejim derivédtem, disldehydem nebo
aminokarboxylovou kyselinou obeeného vzor-
ce IV, ve kterém X3 a X4 znamenajf reaktiv-
n{ skupiny a M znemend zbytek bifunkinf
sloudeniny s 1 aZ 5 atomy uhliku, a ligen-
dem obeecného vzorce III, ve kterém X2 znaw
mend reaktivni skupinu, jeko NHp, SH, OH, -
COCH; pifpedné zavedené chrénici skupiny
se od¥tépl a jednotlivé reektivni skupiny
¥l % x4 se pop¥ipad® plevedou na jind
reektivni skupiny. Vyréb&né sloudeniny se
pouzivejl jako znadkovaci sloudeniny v
chemickyeh biologickyeh postupech.

(1Za)

‘}x‘:.(
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Vyndlez se t¥k3 zplscbu viroby novych derivédild recorufinu, kterd mohou jakoito
fluorescenéné znadend nfzkomolekuldrn{ a vysokomolekuldrni{ slouleniny nachdzet mnoho-
stranné pouviitf.

Fluoreskujfel sloufeniny nachdzej{ na zékled® své schopnoosti vysflai po nkiivaci
svitlem urdité vlnové délky, Siroké pouZit{ joko znadkujief sloudeniny v chemickich a
biologickyeh postupech, Jeko nap¥{klad v klinické snslytice, av¥ak teké ve stdle vit-
5{m po¥tu novych oblestf. V biochemii nachdzej{ fluorescendni barvivs jsko vysoce cit-
livé znalkoveel 1étky rostouct pouZitf. PRitom se pou¥{vd jak slou¥enin z fluorescend-
nich berviv s nizkomolekuldrnfmi, tsk i vysocemolekulérnini ldtkami. Jako p¥{klady pro
Sivoky rozssh poufitf tskovichto fluorescen¥nich kenjusdtld lze uvést:

Fluorescenéni{ imunosnslyzu, pro kterou se pouffvé bud hepten, entigen nebo speci-
fickd protildtke znalend fluorescen¥nim barvivem. Specifickou vazbou protildiky na
hapten nebo antigen lze pomoci{ rlznych postupd stenovit koncentroci tichio 1dtek nebo
protilétly.

V imunofluorescendni mikroskopii se entigeny, jJeko nepifklad celé bunky nebo bfl-
koviny stévaj{ pod mikroskopem pdsobenim fluorescen&n® znalenych protildtek viditelny-
wi (srov. Weng a dal3df, Meth. Enzymology 83, 514 a dal3{).

Rovn&Z tek je moZno pPimo pozorovet rozdileni hapienu nebo sniigenu v bunce, jest-
liZe se do buiky pPivede p¥fsluind sloufenina fluorescenind snalend s sleduje se pod
mikroskopen,

Fluorescentné znafené ¥dstice lateru nachdzef pouzit{ piFi iF{d&n{ bunik v “Fluo-
rescent Activated Cell Sorter” (FACS).

iikoli v poslednf Podé slouZi 1ldétky nesouci{ fluorescen®ni znefen{ ke stenoveni o
néfeni akiivity enzyml.

Fompetitivnl imunoenslyzy jesou 2aloieny na konkurenci mezi ligandem, kiery se mé
stanovit ve vzorku, a znafenym e ve znédmé koncentraci pi{tomnym ligendem, tykaj{ci se
znémého, avisk omezeného podiu vazebnych mfst ligandd na protilétky, které jeou speci-
fické jak pro urlovend, tek i pro znafené ligendy. EKoncentrace urdoveného ligendu ve
vzorku je rozhodujficf pro to, kolik znadenych molekul je vézéno na protilédtky. Koncen-
trace komplex) sestdvajicich z'protilétek a8 fluorescenénd znadenych ligandd je moZno
zjistit spektroskopickymi metodemi.Tato koncemtrace je obrdcens proporciondlnd vidi ur-
tovené koncentiraci ligendu, ktery se nachdzi{ ve vzorku. Jeko znadenych ligendl, které
se pPidévajf ke vzorku se stenovovenymi ligendy ve znémé koncentraci, se pivodng pie-
védind pouiivalo ligendd znalenych radioisotopy. Vzhledem ke znémym nevyhodém znadeni
radioisotopy nabyvéd znalen{ fluoreskujf{cimi sloufeninami na stdle v&i3im vyznamu,
Fluoreskujic{ slouleniny se p¥itom vdZou na molekuly sisnovovené litky. Tyto konjugéty
ae pek mohou pouZfvaet principidlné pro nejrizndji{ fluorescenini imunosnalyzy, jako je
nepf{klad fluorescenéni polarisatnf{ imunoanelyza, fluorescentni imunoanslyza s Fizenym
zagtavenim reakce nebo fluoresceninf{ imunoenalyza s pouZiti{m pomocnych prostfedki.

Jako znadkovaci l4tky se hodf principiélnd vSechna fluorescentni barvive, kterd
maji vysoky koeficient extinkce a vysoky kventovy vytéZek, jakoZ i dostatelnou siabi-
litu za podufnek, p¥i kterych se test provéd{, Dosud se tud{iZ obvykle pouifivelo fluo~
regsceinu nebo derivdtu fluoresceinu (J. Landon and R. S, Eamel v :Iumuncssseys €0s,
Univ. Park Pregs. Baltimore, Md., 1980, str. 91 2% 112). Fluoresceinem nebo jeho deri-
vdty znalné vysokomolekuldrni nebo nfzkomolekuldrn{ slouleniny mojf viak rizné neviho-
dy. Absorpéni a emian{ mexime 1éiek znodenych fluoresceinem se pohybujf ve vlnovém
rozsshu nezi 490 a 520 nm. Vzhledem k tomu, Ze wznaénd &&st enalytickych metod, pledeviim
fluorescendn{ imunoanalyzy, se provéddjf v t¥lnich tckutinéch; Jako napfikled v séru,
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dochdzf v uvedenén spektrdlnfm rozsahu k poruchdm vlasini fluorescenct biologického
materidlu ve vzorku, Zejmén¥ pek je to v disledku bilirubinu, ktery rovnd: absorbuje
sviétlo v rozsahu vinovjich délek kolem 500 nm a emituje fluorescenci.

Mnohé m&fici zaffzent.vyZodujf znadfef ldtky s pokud moZno velkym Stokesovym po-
sunem, U derivdtd fluoresceinu &inf tento posun nejvyse 30 nm. To vede k problémin
s rozptylem svétla, co% ovliwiuje citlivost fludrescendnfho m&feni, Pro takovéto pif-
pody by byly Z8douc{ sloufeniny s v&t&fm Stokesovym posunem, nef joky mejf derivéty
fluoresceinu, ’ .

Ukolem p¥edloZeného vyndlezu bylo tud{iy pFipravii gloudeniny, které by nemsly
uvedend nevyhody. Tento kol byl vyfeZen nalezenim novjch derivdtd resorufinu,

Pledmétem pPedloZeného vyndlezu je tudf? zplisob vyroby derivdtd resorufinu obee-
nych vzored Ia 2 Ib

& { Rt
>\\' ‘N\\ ] °
A A (Ia)
/ - o X 7 ,
HO [ s 0 ‘
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3 A
Rl, R“, R?, R¥ e RS, které mohou byt vidy stejné nebo nevzdjem rozd{iné, sznamennit
atom vodiku, atom halogenu, korboxyskupinu, karboxamidogkupinu,
alkoxykarbonylovou skupinu 8 1 a¥ 5 atomy uhliku v alkoxylové

&4sti, kysnoskupinu, nitreskupinu, slkylovou skupinu 8 1 e% 5
atomy vhlfku nebo alkoxyskupinu g 1 8% 5 atomy uhlfiku, kiers Jjsou
pop¥{ped? subsitituovdny karboxyskupinou, karboxamicoskupinou, al-
koxyxerbonylovou skupinou s 1 aZ 3 atomy uhlfiku v elkexylové &bg-
i, kyanoskupinou nebo nitroskupinocu,

piidenz r* & ®° mohou spolednd pPedstavovat oneloveny erometicky
uhlovodfk se 6 =% 10 stomy uhlfiku, ktery je pop¥{podd substituo-
vén jednou nebo nikolike gubstitueniy zvolenymi ze skupiny, kterd
Je tvoTena sulfoskupinou, karboxyskupinou s alkexyskupinou & 1

o% 5 atomy uhlfku,

. o L 2 .3 .
znomend mistkovy &len vytvofeny ze zbyilkd X~, ¥°, X7, b 2 M,

¥ oz
plidens Xl, X2, Xj, % au naj{ ¢dle uvedend viznenmy,

3

A znomend zbytek haptenu, entigenu, protildtky, substrdiu i no-
gide a
n znamend celé ¢{slo od 1 do 200.

alxylové skupiny, popifpad® alkoxyskupiny ve vyznamu subsiituentd Rl, RR, HB,
rt g 7 obsshuif vhlovodikové Fetésmece s 1 af 5, vfhodn3 s 1 of 3 stomy uhlfku. Zvldd-
L& v¥hodnymi jsou methylovd skupine s ethylovd skupina, popifpad® methoxyskupina »
ethoxyskupina,

Halogenem ve vyznamu substituentd Rl, Re, RJ, R

nebo Jjod, Zvl4aiid vihodénywi jsou chlor & brom,

4 5 .0 ¢ - -
, @ R7 je fluor, chlor, brom

Anelovany eromsticky uhlovoedfk se 6§ s% 10 atomy uvhliku, ktery je tvoPen substi~
tuenty r* a R5, Jje v¥hodn® pledstavovédn benzenem nebo naoftelenem. ZvldEtd vyhodnym je
benzen. Uvedené aromatické uhlovodiky mohou byt nesuvbsiituovény nebo mohou ohbgchovat
jecen nebo nfkolik substituentd, zvolenyech ze skupiny, kterd je tvoPena sulfoskupinou

mSOBH), karboxyskupinou (-COOH) nebo alkoxyskupinou ¢ 1 23 5 atomy uhlfku.

listkovy &len Z se tvol{ obvyklymi adinimi popf{padd kondenzsinimi reskeemi mezi
reaktivnfn substituentem X*, X%, X3, x% s W

¥ nisledujfcf tabulce 1 jsou uvedeny p¥{klady moinych vyznami tskovyichio substi-
1
tuentd 17 s x2 , JakoZ i mistkovy &len Z, vanikly p¥l této reskedi,

Tabulkae 1:

Nékteré vyznamy resktivnich skupin ¥+ a ,?, sakoZ i mistkového &lenu Z, ktery z nich
vznikd

x?! x° z

~C00H ——NH2 ~CQONH-

-cooT* -NH, ~CONY-

~€000, 7> -Ni,, ~CONH-

-NCO FNHQ -NHCONH-

-NCS -HH, ~NHCSNH-
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-NH-<</ .N N"‘Q\
N-—

-NH~<7 N
p -

~HC=CH-~CO- -SH ~S-CH;CH2-CO~
~CHC —NH2 =CH=Nw
-30201 -NHa -802NH~
-COCH2~halogen -SH -COCHZ-S-
-COCHz-halogen -0H -COCHZ-O-
XXX

-(sz)m —NH2 ~CCOH '(CHZ)m ~NH~CO-

y . NH
~CO-N coot 2 -Co-N CO-NH~
x T znamend alkylovou skupinu s 1 a% 5 atomy uhl{ku nebo elekiro-

negativni akiivovanou esterovou skupinu, jeko nsp¥{klad N-hydro-
rysukeinimidoesterovou skupinu

znemend glkylovou skupinu 8 1 a% § atomy uhlfku

m znamend celé &Lslo od 0 do 3.

Misto primérnfch smind, tak jel jsou uvedeny v tabulce 1, se mohou jako resktivnt
skupiny Xl nebo X2 pouZivat podle smyslu také sekunddrn{ eminy za vzniku odpovidaj{-
efch produkti, '

Jako bifunkénf{ sloudeniny obecného vzorce X3-M-X4 jsou vyhodné dieminy, dikerbo-

xylové kyseliny, jake¥ i jejich derivdty, dialdehydy, aminokerboxylové kyseliny a dal-
81 slouleniny, které se obvykle poufivajf k vyrobd takovichto kopulovanych sloudenin.
Jako pifklady takovjchto sloudenin lze uvést piperazin, 1;2-ethylendismin, jentarovou
kyselinu, glutardialdehyd glycin, serkosin, ff-slanin a piperidin-4-kerboxylevou kyse-
linu, '

Ligenden ve vyznemu symbolu A se rozumi hepten, antigen, protildtka, substrdt ne-
%o nosig, ’

Haptenem se ve smyslu tohoto vyndlezu rozumf ldtka s ni%%{ molekulovou hmotinostf,
kterd gsoma o sob$ nen{ zpravidla schopna tvofit protilétky. Jako létky s ni%3f{ moleku-
lovou hmotnost{ se ozna¥uj{ sloufeniny s molekulovou hmotnostf od asi 100 do ssi 2000,
Jako pi{klady takovich ldtek lze uvést fyziologicky aktivni létky, které jsouw piftomny
v organism: saved nebo lidf, jakoZ i jejich metabolity nebo 1é¥iva, kterd se poddvejf
zviFfatim nebo lidem, Jjako% i jejich metabolity. Pojmem "hapten" se v3ak tozum{ také
dal3f nfzkomolekuldrni slou¥enihy, pokud tyto sloudeniny majf molekulovou hmotnost
pouze ve shora uvedeném rozmezi. Jako pi{klady moZnfch haptend lze uvést aminy, ste-
roidy, hormony, glycidy, peptidy, oligonukleotidy, jejich kombinace atd.
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Antigeny jsou vysokomolekulérn{ slouleniny. Antigeny majf{ obvykle schopnost tvorit
v organismu, kitery byl jiml ofetfen, protildiky. Ve smyslu tohoto vyndlezu jsou vysoko-
molekuldrnimi slouleninemi takové sloudeniny, které mej{ molekulovou hmotnost alespon
2000, vyhodné viek tekové sloudeniny, kiterd maj{ molekulovou hmotnost slespon asi 5000,
Molekulovd hmotnost tekovychto sloudenin nemiZe byt smérem nshoru omezens, IMiZe &init
aZ hodnot 20 milionh, avdak miZe byt je#t& i nsd touto molekulovou hmotnostf, Antige~
ny, které se mohou vyskytovat jsko ligandy ve sloudenindch obecného wvzorce Ia/Ib, jsou
pFedstavovény bilkovinami, nukleovymi kyselinemi, polysacharidy, kombinacemi t&chto 14~
tek nebo daldimi vysoce molekuldrnimi ldtkemi. Ve smyslu tohoto vyndlezu se pojmem an-
tigen rozumf viechny vyasckomolekuldrni{ sloueniny, kteréd maJ{ minimdin{ molekulovon
hroinost anlespon asi 2000, '

Protildiky jsou pledstavovény viemi t#mi bi{lkovinomi nebo glykeproteiny, které
s antigeny nebo hapieny, jakoZ i se glouleninami, které jsou od nich odvozeny, speci-
ficky reagujf a tvod{ s nimi komplex. FPodle vyndlezu sc mohou jeko ligendy pouZivat ve
sloudenindch obecndho vzorce Ie/Ib intektin{ protildtky nebo telké jejich fragmenty. Toké
tyto fragmenty se mohou podle vyndlezu oznafovol jako protildtky pokud mej{ schopnost
vézat oniigeny, hapteny a od nich odvezené sloudeniny. -

Substrdty se rozum{ sloudeniny, které v chemické reskei ztGatdvaj{ bez prokezotel-
né zmény. Tok nopifklad se mohou tZmito subsirdiy rozumtt vSechny ty sloufeniny nebo
o¢ nich odvozené 1létky, na které plisobi{ enzymy, jako jeou nepifkled eminokyeeliny, pep-
tidy, b{lkoviny, glykosidy, oligosacharidy nebo polysacharidy, nuklectidy, nukleinové
kygeliny, kombinace tdchto ldtek nebo dsolif enzymaticky =ménitelné 1ldtky.

Nosidi mohou bt pFirozend se vyskytujfcf nebo synteilcké, zesf{iéné nebo nezeg{il-
né materidly s urfitou formou nebo bez ur&ité formy. Rozumi se jimi jednotlivé sloule-
niny nebo smipi sloufenin. Jako nosile se mohou pouifvot naplfkled alouleniny neho smé-
si sloufenin, jako jsou polysacharidy, nukleové kyseliny, peptidy, bflkoviny, kombinace
téchto 14tek nebo tské klovatina, lignin, sklo, uhlf, syntetické adién{ nebo kondenzal-
ni polymery, jeko polystyren, polyskryl, vinylové sloufeniny, polyester, polyethery a
polyenidy nebo také komplexn{ Utvary, jako Zdstice latexu, vesikel, liposomy, &4sti bdu-
n&&nych stin nebo dokonce celé bunky.

Z4s2dné se mohou k tvorbd -sloudenin obecného vzorce Ia nebo Ib podle vyndlemu po-
wZ{vet viechny ligendy, které obsshujf volné aminoskupiny, hydroxylové gkupiny, merkapio-
skupiny nebo karboxylové skupiny, pifes které se mohou ligendy vézat se zékladninm skele-
tem resorufinu za mezizaPazent mistkového Eleru., Zvldstd vyhodnymi jsou volné sminosku-
piny nebo karboxylové skupiny. Volnymi aminoskupinemi se rozumf Jok primdrn{, tok 1 se-
kunddrn{ aminoskupiny. Nemej{-1i ligandy Zddné vhodné skupiny, psk se mus{ iakové shu~
piny zavést syntetickou cestou, jeko nap¥{kled sminoshupiny nebo karboxylevé skupiny.
Ddle je moiné, popifpadd piftomné, nereaktivn{ funkéni skupiny tekovych ligendl chemic~
ky oktivovei., Vzhledem ¥k tomu, Ze tnkto vzniklé 1dtky nejsou s plivodnimi slouleninami
Ji% zcela ghodné, hovoX{ se o enelozich ligandu,

$4slo n uddvd, kolik molekul resorufinu je vdzfno na jeden ligend. Toto ¥fslo zé-
viaf na poftv reakiivnich skupin v odpovidajfcim ligandu nebo enalogonu ligsndu. Cim
vice recktivnich skupin ligend md, tim vice molekul resorufinu se mife vézat, 8falo n
Zinf{ obvykle 1 a% 200, zv1ldité vyhodné 1 a3 100,

Podle tohoto vyndlezu se sloudeniny obeenych vzored Iz 2 Ib piprovujf tim, Zc se
na sloufeniny obecnych vzored ITIa a Iib

a
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x* (IIa)

(IIb)

ve kterych

Rl, Rz, RB, R4 a R5 majf{ vyznamy uvedené pod obecnym vzorcem Ia 2 Ib, a

¥ znamend roskiiwm{ skupinu,

plsobf blfunkin{ slouXeninou obecného vzorce IV

x3.x-xt (™)
ve kterén
%3 a yt znamenaJ{ reaktivni skupiny a
b * znamend zbytek biofunkdn{ sloudeniny,

a lignrden obecného vzorce IIT

Xt - A . (III)



X znemend reaktivni skupinu a

A znemend cbytel ligandu,

piilemZ se popi{pad¥ pii jednotlivich reak¥nfch stupnfch zavedou chrénic{ sivmirny o

x g ¥ I > 4 3 SERYEN)
potow se opit odfl¥pi o jednotlivé reektivni skupiny X", X%, %7 o X se¢ mchon plevdst

na jiné reoktivn{ skupiny.

+1

3 2 . LAY _"’)
Resktivnimi skupinami ve vJfznomu substituentd X+, X°

,
, % 2 ¥* se mohou rozumét

principidlng viechny obvyklé reakiivni funkdni skupiny. Zvl4818 vyhodné joko funking

skupiny Jsou zbytky kyselin, jako karboxylovich kyselin nebo sulfonovich kyselin, Jjn-

b
koZ i oé nich odvozend skupiny, jeko estery, emicy, anhydeidy, hslogenicy, kys2lin,

nebo rézné zbytky jako primférnfho nebo sekundérniho aminu, kyandtové, isokyondiovs,
thickyandtovs, isothiokyandicevé, aldehydové, sulfhydrylové, hydroxylové, & -kelohe~
logenidové zbytky atd.

3 . ol ,
¥ o-E-X ()
ve Lkterénm
22 4 .
e X znamengjf skupiny a
hY znomend zbyielk bifunk¥n{ sloudeniny s 1 2% 5 atonoy
uvhl{ku
¢ ligondem obecnédho vzorce ITT
%2 - A (111)
ve kterdnm
X2 znemend reakiivnf skupinu, jako skupinu -NH,, -SH,
o~
~GCH, ~COOH nebo sekunddrn{ aminockupinu odpovidaifed
skupind _NHZ, nebo méd viznasm shora uvedendhe substi-
tuentu X~ g tfm, Ze p¥i itéZe reskei je viznam substi-
2
tuenid Xl a X° stejny nebo navzdjem riznyd, 2
A mé shore uvedeny viznam,

p-

pXidenZ se pop¥fpadé pii jednotlivich reckinfch stupnish zavedou chrénict akupiny a
potom se opél od¥idpf m jednotlivé reckiivni skupiny Kl,

)

ve kterén
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Ery ']
23, 2% & R’ najf vyonem uvedeny shore,

reckef s derivdty resorcinu obecného vzorce VI

x* : D)

HO OH

ve kterém

Rl a R

x>

2 msji shora uvedeny vyznam 2

znemend reektivnf skupinu.

Reekece sloudenin obecného vzorece V s derivétj regorcinu obecného vzorce VI se
provddi &elnd v pfitomnosti oxidu mengeni#itého a kyseliny sfrové p¥i nizkyeh teplo-
téch, PFi reakei vznikejf nejdfive derivédty resszurinu, které se dsjf snadno prevést
‘ne derivédty resorufinu obecného vzorce ITas a IIb,

Reakce sloudenin obescného vzorce V se sloudeninami obeecného vzorce VI se provéd{
“obvykle pii teplotéch mezi -10 a 50 °C, vyhodn& p#i teplotéch mezi O a 30 °C. Zvldstd
‘$etrnd probfhd reskece, jestliZe se sloudeniny obecného vzorce V a obecného vzorce VI

smisf p¥i teplotd asi 0 °C a reak¥nf smds se pak neché zah$4t na teplotu mfstnosti.
Foncentrace oxidu mangeni¥itého md &init G&eln¥ 0,5 af 5, vyhodnd 1 a3 2 mol/litr.
Koncentrace kyseliny sfrové by méla &init 0,5-a% 5, vyhodnd& 1 aZ 3 mol/litr.

" Redukce zprvu vzniklych derivdtd resazurinu na resorufiny obeenych vzored IIa a
IIb se provddl vyhodn& v amonxakélnim roztoku zinkovym prachem /srov. Nietzki a daldd,
Ber. Dtsch. Chem Ges. 22, 3020 (1889)/ nebo nastriumborhydridem. Jako rozpoust¥dla se
pouf{vd d¥elné smial vody a alkoholﬁ, vyhodn¥ smési sestdvajfef z 1 dflu vody & O a% -
-4 d{14 methenolu, N 1 mol redukované sloudeniny se pfadévé 1 a% 20, vyhodn& 1 a% 5 mol
zinkového prachu, popiFfpadd natriumborhydridu. Teplota ‘reak&nfho roztoku se pfitom udr-
“uae na -10 a% +35 °C, vyhodn¥ ne +5 ai +10 °C, Presné dodrfovént teplotnfho rozsahu
se ukdzalo jasko rutnym opat¥enim pro Jjednoznalny prib&h reakce. Bez chlazeni vede exo-
thermn{ reakece k vedlejdim produxtﬁm, které lze téZko oddélit.

Za zvolenych mirnyeh podminek probfhd reskce mezi 1dtkemi obecného vzorce V 3
obecného vzorce VI jednozns¥nZ s s dobrym vytéikem, Zvoleny zpﬁeob syntézy je ovien
schopen obmin, To otevird zejména s ohledem na p¥fprevu nesymetricky substitucvanych
derivdtd resorufinu Setné moZnosti syntézy. V disledku tohoto mimo¥ddn¥ variabilnfho
zplisobu vyrodby je dootupnd celd Fade sloudenin znedenych resorufinem, které svymi roz-
dilnyri substituenty v rdznfch polohdch chromoforu otevirejf #iroky rozssh barev.

F¥ed reakcl derivétld resoxufinu obecnych vzorel ITa 2 ITb se sloufeninsmi obecné-
ho vzorce IV a III se sloudeniny obeanch vzorelt IZa a IIb prevdddjd dEelnL ne derivé-
ty triseyldihydroresorufinu obecného vzorce VII
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Rs znoxend alkylovou skupinu, erylovou skupinu nebo

aralkylovou skupinu.

Alkxyloveu skupineouw ve wvyznsmu substituentu HG je slkylovd skupine s 1 o 5 ate-
1fkuw, vyhodnl g 1 aZ 3 atomy uwhlfku. Zvld3i& vyhodnou je methylovd akupinz 2 ot
hylovd skupina. Jako arylovd skupina je zvldiiZ vjihodnd fenylovd skupina. Arelkylevd
skupine obsahmje vyhodnd joko arylovou &8st fenylovou shkupinu, zatfaco alkylovd Zdst
ohsghuje 1 23 5 a2tomd uhli?u, thodné 1 2% 3 otomy uhlfku. Jako arellylové gkupina je
%

Za Gfelem vyroby triscylderivdil obecného vzoree VII se odpovidsjfcf derivdiy ra-
sorufinu obeenych vzored IZa 2 IIb nejéfi{ve elektirochemicky redukujf pomoct silndho
redulkéniho &inidla, jako napifkled chloridu cinatého nebo octanu chrommatého. Za tle-
lem redukece ge zeh¥{vd derivét resorufinu 10 minut af jednu hodinu ge 2 =% 10, vihod-
nd se 2 of 6 ekvivalenty redukinfho &inidla ve vhodném rozpoudisddle, vyhodn# e chlo-
riden einatyn v 5 22 35% vodné chlorovodfkové kyszelin¥. P¥ ochlazend se vyloud{ i~
hvdroderivét Acylece se provddl obvyklym splsobem plecbenin vhodného seyleinfhe i~

idla, nopifided scetanhydridu, benzoylchlor
vzorce VIT vyrdbéif postupenm provédinim v jedind reskdnf nddobd redukini acylse{ de-

idu etd. VFhodng se sleoudeniny obecného

mivdtd resorufinu obecného wzorce Iz a ITb, Odpovideifecd derivéi recorufinu se »r
tyto @lely mahP{vd se 2 aZ 6 ekvivelenty redukdnfho &inidle po dobu 5 mimut 2% 2 ho-
din ze pi{icmnosti scylalnfho &inidla ve vhodném rozpouiifdle Xk varu pod spdingm
chladifen neobo pil teplotd mistnosti po dobu 4 of 15 hodin

i

7 4ekto ziskenyeh derivdéiecch triscyléihydrereserufinu obeceného vzorce VII lze

pfemfnit reakiivn{ skupinu Yl pPed doli{ reakel popifped® na Jjinou reskt

Zejména, jestlife X~ znomend kerboxylovou skupinu, je ¢felné plevist iuito skupinu no
chlorid kerboxylové Iyseliny, na onhydrid kaxboxylové kyseiiny nebo na reskiivni este-

rovou funkei. To lze provddd#t nejruzndjifimi zplsoby, napifklsd pficobenim korbediizidd
alxeholl, halogenidd, K-hydroxysukeinizmidu =td. Gibornfkevi jsou v tomic smiru % dise

pozici Zetnd postupy zndmé z litdratury. Zvlditd yfhoéns je pfeveden! funkece kaxboiy-

lové kyseliny nz chlorid kerboxylové kyseliny, napi{kled plisobenin sméed vhmoﬂ"lchlo pidu
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a dimethylformamidu nebo smdsi oxalylchloridu a dimethylformamidu, jako? i na sktivove-
ny ester, napifklad na N-hydroxysukeinimidester.

Obsahuje-1i ligand nebo enalog ligendu volnou aminoskupinu, hydroxylovou skupinu
nebo merkaptoskupinu, pak mohou tyto ligendy reagovat jako reaktivni ékupiny X?. Ligen-
dy, popfipadé analoga ligand vzorce X°-A pak mohou p¥fmo resgovet se sloudeninami obec-
ného vzorce IIa a IIb, popifpadé po pFedchozi pPemin¥ na derivdty triacyldihydroreso-
rufinu nebo/a po ektivaci skupiny X' za vzniku amidd, esterd nebo thiocestert. Na zdklae-
d& své stability se za zv1d§t® vyhodny poklddd vznik alespon jednd smidové vazby, pii-
ZemZ se za Ufelem jejfho vzniku vychdzf vyhodn& ze sloudenin obeenych vzored IIa/IIb,
popfipadé VII, ve kterych Xl znamend halogenid karboxylové kyseliny. Jeho reakce g li-
gendem, ktery obsahuje aminoskupinu, popifpad® s analogonem ligandu, ktery obsshuje
aminoskupinu, se provédi podle obvyklych metod, nap¥fklad v orgenickém rozpoudtédle,
Jako v dichlormethanu, za pFfdavku tercidrniho eminu, jeko triethyleminu, jako béze.
VZdy podle velikosti ligandu, popffpadé enalogonu ligendu a s tim souvisejfcim podtem
jeho volnych aminoskupin a podle pouZitého mnoZstvi sloudenin obecnych vzored IIa/IIb
se miZe na jednu molekulu ligandu, pop¥fpadd na jeédnu molekulu analogonu ligendu vdzat
nékolik chromofort.

PouZiji{~1i se k vyrob& sloudenin obecnych vzorcd Ia a Ib podle vyndlezu triacyl-
derivédty obecného vzorce VII, pak se musi po reakci acylové zbytky Eéstl dihydroreso-
rufinu, které byly pouZity jeko chrénicf skupiny, selektivn¥ odSidpit a vysledny zby-
tek leukobarviva se oxiduje na chromofor sloudeniny obecného vzorce Ia/Ib.

O-Acylové zbytky &dsti dihydroresorufinu se od&tpuji zvlddtd vyhodné reekef se
2 aZ 10 mol, vyhodn& se 2 aZ 4 mol sif¥iditanu sodného, ve sm&si vody a rozpouitiédla,
které je rozpustné ve vodd, jeko 1,4-dioxanu, methanolu nebo ethanolu, vyhodn& ve smé-
si vody a 1,4~dioxenu v pom&ru 1l:1l. Reakinfi teplote &in{ 20 aZ 100 °C, vyhodné 80 az
100 °c. Za téchto reskinich podminek se dajf derivéty N-acyldihydroresorufinu vyrdbdt
ve vysokych vytéZcich.

Oxidace &4sti dihydroresorufinu na sloudeniny obecnych vzorcd Is a Ib se miZe
provéddét pisobenim mirnych oxidadnich &inidel. Vyhodn& se poufivéd hexakyanoZelezitsnu
draselného, ktery je piftomen ve dvojnésobném ai Zestindsobném moldrnim nadbytku,
zv183t& vyhodn& ve dvojnésobném aZ &tyfndsobném moldrnim nadbytku vidi leukobarvivu
ve smési vody a rozpoustédla, které je misitelné s vodou, jako je 1,4-dioxen, metha-
nol nebo ethanol, vyhodn¥ ve sm&si vody a methenolu v pom&ru 3:l. Reskce se vyhodn&
provédi v pF{tomnhosti pomocné béze, jako hydrogenuhli&itenu sodného nebo uhliditanu sod-
ného. Reakéni teplota &infi 10 aZ 40 °C, vyhodné pek se pracuje p¥i teploté& mfstnosti.

Zv148t¢ vyhodné je moZno provéddt selektivni od¥tdpeni N-acylového zbytku, jeZ
byl pouZit jako chrémicf skupina, a oxidace ¥dsti dihydroresorufinu v jediné reskiént
néddobé, Za tim G¥elem se k N-acylovanému derivdtu dihydroresorufinu ve smési vody a
methenolu v pom&ru 3:1 p¥idéd nejd¥ive 2 aZ 4 mol hydrogenuhliditenu sodného a ekvimo-
1lérnf mnoZstvi 1IN roztoku hydroxidu sodného a potom 2~ aZ 4-ndsobny moldrnf nadbytek
hexakyanoZelezitenu draselného. Po asi 10 minutdch aZ 2 hodindch, vyhodn& po 0,5 ho-
din& pri teplot® mistnosti je reskce ukonéena.

Je t8elné spojit sloudeniny obeenyeh vzored IXa/IIb s ligendem, pop¥fpadd s sna-
logem ligandu IIT za meziza¥azeni seskupeni X3—M-X4. Pro tyto dely se mohou pouiivat
v38echny sloudeniny, které se obvykle poufivaji pro tuto reskci, vyhodn® s alespon
dvéma reaktivnimi skupinemi. Zv145t& vyhodné jsou diaminy nebo aminokarboxylové kyse-
liny. Volba se pFitom ¥{d{ podle druhu funkinich skupin Xl a X%, které se maji kopulo-

vat se sloudeninou tvo¥ici mistek.,
: )
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Sloudeniny, které se ziskajil reakcl derivédtld resorufinu obeecnych vzorcl IIa/IIb
s bifunkdnimi sloudeninemi obecného vzorce IV v jednom nebo v nékolika stupnich, napii-
klad pPes slouleniny obecného vzorce VII, lze znézornit obecnymi vzorci VIIIa a VIIID

Baext (vIITa)

Moxt ()

ve ktexych

Rl, R2, R3, % a RS majd{ vyeznemy uvedeny pod obecnymi vzorci Ia a Ib a
M a X4 maj{d vyznemy uvedené pod obecnym vzorcem IV a
X13 znemend funkénf skupinu, kierd vznikd reaked skupin X a X3.

Funkénimi skupinami xk3 mohou byt vEechny v dvehu piichdzejfct! skupiny, ktexré
vznikaj{ reskci reaktivnich skupin uvedenych ve vyznamu substituentd xt a X3 navzdjem.
Vyhodnymi skupinami xt3 Jsou amidy, thioethery, ethery, sekundérni nebo tercidrn{ ami-
ny, ureidoskupiny & thioureidoskupiny atd.

Znemené~li substituent xt v obecnych vzorcich IIa/ITb, popiipadd v obecném vzorci
VII funkei karboxylové kyseliny, popi{ipadd od ni odvozenou reaktivni skupinu a piedste-
vujf-1i resktivni substituenty ligandu, popFipedd snalogonu ligendu eminoskupiny,
hydroxylové skupiny nebo merksptoskupiny, pak se voli \ideln& mezimistek X3—M~X4, pii-
Cemi x3 znamend eminogkupinu a X° znamend funkei karboxylevé kyseliny, popifpad€ je~
jiho reaktivntho derivéiu, Termindlni aminoskupina se miZe vézat na funkei karboxylové
kyseliny sloudenin obecnych vzoxcl ITa/IIb, pop¥fpadd obecného vzorce VII, a termindl-
ni karboxyskupina se miZe vézat na ligand nebo analogon ligandu X2~A, Predstavuji~1i
viak jak Xl, tak i X? vidy funkei kerboxylové kyseliny, popifipadé od ni odvozeny
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aktivoveny derivdt, pak se jako mezimistek vol{ diaminy.

Reakce derivdtld resorufinu obecného vzorce IIa a IIb s bifunkénim mezimistkem obec-
ného vzorce IV a ligandem, pop¥ipadé anologonem ligandu se provédi vyhodné ve dvou stup-
nich, Nejd¥ive se mohou spojit sloufeniny obecnych vzored IIa/IIb, pop¥{pad® po piedcho-
zim pFeveden{ na sktivni slou¥eniny obecného vzorce VII, s mezimistikem obecného vzorce
IV, Z této reskce vzniklé derivdty se pak mohou ve druhém stupni uvddét v reekei s ligen-
dem, pop¥ipadé s enalogonem ligendu obecného vzorce III, Je samozfejmé moiné volit i
obrdcené po¥adi, tj. védzat v prvnim stupni mezimistek obecného vzorce IV nm ligand,
pop¥{padé na analogon ligandu obecného vzorce III a ziskany produkt potom ve druhém
stupni nechat reagovet s derivdtem resorufinu obecného vzorce IIe/IIb, pop¥ipad? s ak-
tivovanou sloudeninou obecného vzorce VII,

Jako aminokarboxylové kyseliny se pouZfivaji vyhodné eminokarboxylové kyseliny. Ja-
ko zv1ld3t& vyhodné se ukézaly glycin, alanin, sarkosin a piperidin-4-kerboxylovd kyseli-
na, Kopulace derivédtid resorufinu obecnych vzorch IXa/IIb, popifpadd VII s aminokarboxy-
lovymi kyselinami za vzniku emidické vazby se provédi podle metod, které jéou kaZdému
cdbornikovi b&Zné. Zcela zvlAité vyhodné je pro tyto udely pouZiti methylesterd nebo
terc.butylesterl odpovidejicich aminokyselin. Po vzniku emidické vazby se popiipadé
0d8t&pf pFedtim zavedené chrénicf skupiny 2 to selektivnd podle obvyklych metod. Nechd-
1i gse reagovst napiikled ektivoveny derivét obecného vzorce VII s aminokarboxylovou ky-
seiinou, kterd mé chrénénou karboxyskupinu, pak je zapotfebi selektivnd hydrolyzovat'ou
a N-acylové skupiny dihydroresorufinového skeletu, leukobarvivo opét oxidovat na resoru-
finovy systém a potom odstdpit za obvyklych podminek chrénici skupinu karboxyskupiny vé-
Zenou na aminokarboxylovou kyselinu, vyhodn¥ plisobenim trifluoroctové kyseliny. Volnd
kérboxylové kyselina se potom miZe aktivovat za iifelem konjugace ligendu nebo analogonu
iigandu obecného vzorce III p¥isludnym zpisobem, jek popséno pro derivdiy resorufinu
tbeenych vzored ITa a IIb. Tato konjugace sama se provéd{ analogicky, jak je uvedeno
pro pifmou konjugsei ligandd nebo analog ligend na derivdty resorufinu obeengch vzorct
IIa a IIb.

V p¥{ipadd ligandl obsshujicich karboxylové skupiny nebo enalogd ligandd obsahuji-
cich karboxylové skupiny je u¥elné pPevédst derivéty resorufinu obecnych vzorch IIa/IIb,
popiipadé obecného vzorce VII na‘slouéeniny, které obsshuj{ aminoskupiny, které potom
lze uvddét v reakei s ligandy, které obsehujf kerboxylové skupiny, popiipadé s snalogy
ligend, které obsahujf karboxylové skupiny, za vzniku amidické vazby. Pro tento tilel se
jako zvld¥t¥ jednoduchd a vyhodnd ukézala reskce sloudenin obecnych vzored IIa/IIb,
pop¥{padé obecného vzorce VII s diaminy (obecny vzorec IV s eminoskupinou ve vyznamu
X3 8 X4). Vyhodnymi diaminy v tomto smyslu jsou nap¥{kled piperazin, 1,2-diaminoethan
nebo 1, 3-diaminopropane.

Prevedeni derivdtl resorufinu obecnych vzorcd IIa/IIb, popifpedé obecného vzorce
VII s diaminy na derivédty s volnou aminoskupinou se provéd{ podle metod, které jsou kaz-
dému odbornikovi b&Zné. Aby se dosdhlo zvld3t® vysokych vyitéZkd monosubstituovanych
diaminy, uvdddji se do reakce tskové disminy, které meji pouze jednu reaktivni aminosku~
pinu a jejichZ druhd funkénf skupina je blokovéna chrénicif skupinou. Zdsadn¥® jsou pouZi-
telné v¥echny obvyklé chrénici skupiny aminoskupiny, které se mohou znovu oddtépit bez
nep¥{znivého vlivu na smidickou vazbu, Jako zvidst® vyhodné se ukdzelo pouZit{ terc. bu-
toxykarbonylové chrénicf skupiny nebo benzoyloxykearbonylové chrédnicf skupiny.

Po reakei diamind s jednou chréndnou aminoskupinou s derivéty resorufinu obeenych
vzored ITa/IIb, popifpadd VII se pf{padnd zavedené chrénic{ skupiny znovu od¥tépi a
pop¥ipads se leukobarvivo vzniklé jJeko meziprodukt oxiduje na resorufinovy systém. Od3té-
peni chrénici skupiny sminoskupihy z navézeného dieminu se pFitom provéddi za obvyklych
podminek, vyhodnd plsobenim trifluoroctové kyseliny.
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Takto z{skend derivéiy resorufinu obsahujfci aminoskupiny se mohou konjugovet ob-
vyklym zplsobem s ligandy nebo s analogy ligendl obecného vzorce IIX, které obsshujd
jako reaktivn{ skupiny X2 karboxylové skupiny. Vyhodné se maji tyto kerboxylové skupi-
ny aktivovat. Tato ektivace se mlZe provdddt shore popsenym zplisobem. Vyhodné je pouZi-
t{ ligendl popPipadé analogl ligendd obecného vzorce III, ve kterdm Xg znamend aktivo-
vend esterové skupiny.

Jako zv1A8té& vyhodné se ukdzely piredeviim N-hydroxysukcinimidestery. Konjugece
sama se provad{ zdsadnd enalogicky podle zplisobu, ktery byl popsén pro pfimou konjuge-
ci derivétld resorufinu s ligendy nebo s analogy ligandl a p¥ihlédnutim k zeménénym
Ylohém Tunkénich skupin.

Dal¥i reakce produktll, kieré se zfskaj{ po kopulaci derivdtdy resorufinu obecnych
vzorel ITa/IIb, popfipadd obecného vzoxrce VII s mezlmistkem obecnédho vzorce IV, tj.
X3~M-X4, s nizkomolekuldrnfmi ligendy XZ—A, napifklad s hapteny, se provddi vyhodné ve
smési vody nebo pufru a rozpoudiidla rozpustného ve vodé, jako napiikled 1,4-dioxanu,
methenolu nebo ethanolu., Vyhodn& se pouZivé smdsi 0,1M roztoku kaliumfosfédtového pufru
o pH 8,5 a 1,4~dioxsnem v pomdru l:1., Je rovndZ mo¥né sledovat prib3h reskce chroma-
tografif na tenké vrsivd.Reakce miZe trvat mezi 1 a 24 hodinemi, vEt8inou je vdsk jiZ
po 1 a% 18 hodindch zcela ukondens.

Pro reskeil derivéid resorufinu abecnych vzored Ila/IIb, popifpedé obecného vzorce
VII nebo obeenych vzored VIIIa/NIIIb, s vysokomolekuldrnimi ligandy obecného vzorce
III, se jako zvld3td vyhodné ukézaly N-hydroxysukcinimidestery. Tek postadf nepiiklad
pPi kopulaci na krdlidf IgG jiZ 6 mol derivétu resorufinu na 1 mol IgG, sby se doséhl
stupen znafeni 3 molekul resorufinu na 1 mol IgG. Fluorescendni berviva, kterd byla
dosud obvykld pro tento udel, a kiterd majf meximélni vlinovou délku absorpce
JL max > 470 nm, obsshujfe{ jeko reaktivni skupinu isothiokyandtovy zbyiek nebo zbytek
chloridu sulfonové kyseliny, jako napfiklad fluoresceinisothiokyenét nebo texesskd Cer-
ven, se musi za Gdelem kopulace na krdlidf IgG pouZivet v podsiatnd vy&3fm nadbytku ber-
viva, aby se dosdhlo stejného stupné znaleni.

Eonjugace vysokomolekuldrnich sloudenin obecného vzorce III, jako nsp¥fklad b{l-
kovin, se provéd{ v pufru, zv14d3id vyhodnd v 0,1M roztoku keliumfosfdtového pufru o pH
8,0 a% 9,0, jestliZe reaktivnf skupinou Xl nebo X2 je N-hydroxysukecinimidester.
Reskéni teplota wd vidy &init 10 e% 35 °C. Vyhodnd se reakee provédi pii teplotd mist-
nosti.,

Na zdkledd zvi4&td pPiznivych spektrdlnich vlastnosti se piedloZeny vynélez rovnéi
tykd pouZitf{ sloudenin obecného vzorce Ia a Ib p¥i anelytickych postupech, pFfi kterych
se zjigiuje popfipadé m&%{ fluorescendni vlastnost sloudenin obecného vzoxce Ia/Ib,
pop¥ipadé produkid plemény tiechio sloulenin v zévislosti na pou#itém zpusobu pIipravy.

PPi heterogennich imunoenaljzéch je zapotiPebf rozdélenf ligendh vézangch na proti-
14tky e volnych ligendd srédZfenim vhodnymi ldtkemi nebo pouZitifim protilédiek vézenych na
pevné noside d¥{ve nef se stenovuje bud koncentrsce volnych 1ligandl nebo koncentrace vé-
zenyeh ligendl. PYi homogennfch imunosnalyzéch se stenoveni komplexm{ vazby protilétke-
~ligend ve vzorku provddi bez tgkového rozd&lovéni. K metoddm homogenni imunoenalyzy
poditéme napF{klad fluorescendni imunoenalyzy & Ifzenym zastevenim reakce, fluorescend-
ni imunoanalyzy s poufitfim pomocnych prosiledkd, jekoZ i fluorescenéni polarisaéni me-
tody, p¥i nichZ se pouZ{véd jako znadkovacfch prostiedkid fluoresceninich létek, Zv1Astd
posléze uvedend metoda postréddé dosud vzhledem k nevyhodém pouifvanych upotfebitelnych
fluorescendnich znadkovacich prost¥edkd, které byly popsény v dvehu, vhodné znalkovaci
prostiedky. Vzhledem k tomu, Ze.sloudeniny obeenych vzorel Ia nebo Ib majf{ absorpéni
maxime a emisn{ mexime, kterd lef{ vysoce nad maximy biclogického materidlu, kterd
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pisobi rudivé v t&€lnich tekutindch v disledku své vliastni fluorescence, jsou zvldsts
vhodné pro pouZitl pPi fluorescen&ni polerisadn{ imunoanalyze. Dals{ vyhoda sloudenin
vyrdb&nych postupem podle vyndlezu spodivd v tom, Ze p¥i vhodné subsiituci majf zvlds-
t& vysoky Stokestv posun a% do asi 70 nm.

Fluorescentnf polerizs¥ni imunocanslyza je zdsadné zaloZene pa principu obvyklé
fluorescendni imunoenalyzy. . /

JestliZe se vhodné fluorescendn# znadend ligandy aktivujf za tdelem fluorescen-
ce linedrn& polerisovanym sviétlem, pak molekula miZe vzhledem k nepatrnému &asovému
gpomaleni mezi sktivecl a emisf -~ d¥{ve ne# zadne emitovet zd¥eni - rotovat. Tim se
pootodf rovina linedrnd polarisovaného sv&tla rovnd% o uréity uhel. U Pady molekul
miZe b¥hem tohoto krétkého Sasového intervalu dochdzet rotadnf difusf k ur&ité depo-
larisaci fluorescen&ni emise. Pro polarisaci emitovené fluorescence pleti, fe je o to
vy$8L, ol v8i3{ je molekula, a v dlsledku toho &im pomalejdi- je rotace, Tento vzdjem-
ny vztah lze vyuZiit pro mEFeni vazby ligendd na protildtky, protoZe volné, znalené
ligendy maj{ men3f objem molekuly neZ komplexy znadenych ligandd navézanych na proti-
l4tky. Obrécend je pak polarizace proporciondinf vi¢i koncentraci ligandld, kterd se
stenovyje a kterd je p¥{tomna ve vzorku.

- Koncentrace znafenjch ligandii nebo anslogont-ligendd a prot;létky, které je 78—

potFebf pro tekovéto imunologické postupy, se $£df podle pouZitého mé¥ictho zeffzent,

jako% i podle pifsluinych charakteristickych vlaestinosti pouZitého znafeného ligendu
nebo znadeného snalogonu ligandu a samoiné protildtky. Zdsadnd zdévisf tyto koneentre-

.ce prirozend teké na koncentraci urdovendho ligendu a musf se tudf? empiricky zjiZfo-
.vat. Tato zjistdni miZe kaZdy odboxnfk provést jednoduchou optimalizeei. )

Koncentrace ligendu, kterd se méd uréit, kolfsé obecn& od asi 1072 a do asi
10"13 M. Je vyhodné, jestliZe se pro m¥¥en{ upravi koncentrace ligendu ve stanovove-

.ném vzorku od asi 1073 do asi 10712 M, zvlé3t& vyhodnd od asi 1074 do asi 16'10 M.

Vy&3L koncentrace ligendu se mohou mé#it po z¥edéni plivodnfiho vzorku,

M&¥en{ se provdd{ pii urditych hodnotéch pH, které mohou dosehovet od asi 3 ai
do asi 12. Obvykle se pohybuji v rozmezi od asi 5 af do asi 10, vyhodn¥ v rozsehu pH
ad asi 6 do asi 9. K dosa¥eni a udrfovdni hodnoty pH b&hem m&¥eni se mohou pouZivat
rizné pufry, jako napi{fklad bordtovy pufr, fosfdtovy pufr, karbondtovy pufr nebo
Tris-pufr. Pro p¥edlofeny vynélez neni rozhodujfei jekf pufr se pocuZije. Vybér se I{-
df predeviim poulitou protildtkou, podle ligendu, kiery se mé stenovovat, jako% i po-
dle pou%itého fluorescendntho znalkovactho prostledku.

Fluorescendéni polariaaéni imunoenalyzy se provéddjf vyhodn& p¥i konstentni teplo-
t&, Obvykle lze volit teplotu v rozsahu od asi 0 do 50 °C, vyhodné v rozsahu od asi 10
. 0
do asi 40 “C.

Phesny vzdjemny vzteh mezi polarisaci a konceniresci ligendu nebo snalogonu ligan-
du, ktery se stanovuje, lze vidy odedist z kalibra¥nif k¥ivky. Takové kiivky se ziskaji
t{m, Ze se zm¥¥i hodnoty polarisace roztokd létek a rozdilnymi aviak znémymi koncentre-
cemi. Nezndmé koncentrace ligendd ve zkoumendm vzorku se pak mohou p¥i znelosti polari-
sace zjistit z takovychto kalibra&nfch kiivek.

Sirokou oblast pouZitf sloudenin obeenych vzorcl Ia a Ib, kterd se vyrdbdjl
postupem podle vyndlezu, nutno spatfovat v jejich obecné pouZitelnosti jakoZto fluores-
cen&nfho znadkovacfho prostiedku. Tak se mohou napffkled pro imunofluorescenéni
mikroskopii udinit viditelnymi pomocf fluorescenénd zna¥nych protilétek jekoZto enti-
geny bflkoviny nebo celé bunky.s Odpovidejicim zplisobem lze rovn¥# pfimo pozorovat roz-
d&lenf heptenu nebo antigenu v buice, jestliZe se do bunky p¥ivede pF{sluné fluores-
éenénd znafend sloudenina, a sleduje se nap¥ifklad pod mikroskopem. P¥itom se --
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na rozdf{l od shora popsanych fluorescendnich imunoenalyz ~ neméni fluorescenini vlasi-
nosti derivéil resorufinu.

Znémymi barvivy, kterd byla dosud pouifvéna jeko fluorescenéni znalkovaci{ prostifed-
ky, jsou nap¥fklad fluoresceiny, jako fluoresceinisothiokyandt nebo rhodsminovad barviva,
jeko texasskd Serven. Jak ji¥ bylo d¥{ve uvedeno, maj{ v3ak fluoresceiny tu nevyhodu,
fe fluoreskujf pid relativnd nizkfch vlinovych dédlkéch. Kromé toho je vyidZnost kopulad-
n{ reakece podle zkuenosti na p¥isludny nosi¥ v&tdinou nizké a navic je barevnd stdlost
kopulaénich produkid Zpaind, TotéZ platf i pro rhodaminovd barviva.

Prévé s ohledem na tyto produkiy vykazuji sloudeniny podle vynsleau obecnych vzor-
¢l Ia a Ib zietelné vyhody oproti fluorescenénim znalkovacim prostiedkim, které jsou
zndmé ze stevu techniky. Fluoreskuji v rozsshu dlouhych vin pii dobré barevné stédlos-
ti a dajf se vyréb&i v dobrém vyidZku ze sloufenin obecnfch vzored IIa nebo IIb a od-
povidajicich kopuladnich sloZek.

Sloudeniny obecného vzorse Ila nebo IIb, které se piipravuji postupem podle vynd-
lezu, se daji pPirozend pouZivet také ke znalen{ létek pIi jinyech nebo uvedenych fluo-
regcendnich imunologickyeh postupech. Tak je pomocf tdchto lédtek moZné také znadeni
sloZky jiného komplexotvorného systému za pouZitf{ t&chto reaktivnich derivail resoru-
finu. Pod komplexotvornymi systémy se p¥itom mohou rozum&t v3echny ty kombinace létek,
které jsou na zékladd specifického vyménného u¥inku schopny tvolit komplexy. Znémymi
kombinecemi jsou nepi{kled kombinace hoxrmonu a specifického receptoru, kombinace bio-
tinu a avidinu, kombinace derivdtu glycidu a lectinu atd. Jeko p¥fkled je moZno uvést
b{lkoviny znalené biotinem, lkteré lze stenovit pomoef kopuladnfho produkiu avidinu a
reaktivn{ sloudeniny obecného vzorce IIa nebo IIb. Dali{ vyhodné pouZitelnosit sloule-
nin obecného vzorce Ia a Ib, vyrédbinych poatupem podle vyndlezu, spo¥ivd ve stenove-
nfch slofky systému lectin/dexrivéi glycidu.

e ti#{d¥n{ bundk v "Fluorescent Activated Cell Sortex" se pouifvé fluorescenéné
znatenych Gdstic latexu. Takovéto &dstice se mohou rovnéZ velmi dobfe fluorescentnd
zna&it, napPfklad reske{ &dstic latexu obsehujfefch hydroxylové skupiny, merkaptosku-
piny, aminogkupiny nebo také karboxylové skupiny nebo sulfoskupiny, s reaktivaimi deri-
véty resorufinu obeenych vzorel ITa mebo IIb,

Sloudeniny obecnych vzorch Ia a2 Ib se dajf rovndZ vyhodné pouffvat ke stanovovdni
enzymi. Za tim iSelem se miiZe vdzet derivéi resorufinu obecného vzorece Ila nebo IIb na
substrdt, kiery lze 3tdpit pomocf stenovovaného enzymu. Také tento kopulaini produkt
je pFedstavovdn slouleninou obecného vzorce Ia a Ib, pFipravovenou postupem podle vy-
nélezu, Po reakeci substrdiu, kiery je znaden resorufinem, s enzymem & po odd&leni St&p~
nych produkid e nezreagoveného substrédtu, lze urdit aktivitu enzymu, Tek nep¥fkled lze
vézet reaktivnt derivdt resorufinu obecného vzorce ITa nebo IIb na glykopeptid a tak-
to ziskany kopuladnf produkt lze potom pouZft jako subsirdt pro dikesz Ulinnosti endo-
glukosidézy. Ke stanoveni endoglukosidéz je zndmé znalenf pomoci derivdtld dansylu
{svov. Iwase a daldf, Anael, Biochem. 113, 93-95 (1981)). Derivéty resorufinu se ve
srovnéni 8 témito sloueninemi vyznadujfl zvld3td svou vy3s{ citlivost;.

Nésledujief p¥{fklady slouZf k objasndni vyndlezu., Tyto p#{kledy, které rozsah vy-
ndlezu v’ Z4dném sméru neomezujil, meji ukdzat zdsadni moZnost znalent nizkomolekuldr-
nich a vysocemolekuldrnich sloudenin a jejich pouZitdf.
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Piiklad 1
/3~ (1-difenylhydantoinyl)ethylkerbonyl/piperazid resorufin-4-karboxylové kyseliny
a) Resorufin-4-kerboxylovéd kyselina

16 g nitrosoresorcinw, 15,5 g 2,6-dihydroxybenzoové kyseliny s 8,6 g oxidu man-
geniditého (burelu) se suspenzuje ve 200 ml methanolu a pak se suspenze ochladf na
0 °C. K tekto ochlazend suspenzi se p¥ikspe 10,6 ml koncentrované kyseliny sirové a

- reakéni smés se michd potom jest& 2 hodiny pii teplotd mistnosti. Vylou¥end &ervend

resazurin-4-karboxylovéd kyselina se odfiltruje, promyje se methanolem a vysuli se,

Derivat resazurinu se rozpnsti ve 200 ml vody & 50 ml 25% roztoku amoniaku a
z2{skany roztok se zfiltruje. K nodrému Filtrétu se p¥idd za chlazen{ ledem po ¥fs~
tech 50 g prdfkového zinku a sm¥s se nechd zah¥ét na teplotu mistnosti. Pribih re-
dukce se d4 snadno sledovat chromatografif na tenké vrstvé (rozpoustddlovy syatém:
sm&s methenolu a ethylacetdtu v pom¥ru 1l:1; silikegelové desky pro chromatografii
na tenké vrstvé). Reakdni roztok se zfiltruje, filtrdt se potom okyself ledovou ky-
selinou octovou & malym mnoZstvim koncentrované chlorovodikové kyseliny. Vyloudend
resorui‘:x.n-:i—karbomlové kyselina se odfiltruje a vysu§i se ve vakuu oxidem fosforeé-
nym. . . - . e - - - :

Vy’téiek: 16,33 g

Rf {silikagel; rozpoustédlovy systém: smés n-butenolu, ledové kyseliny octové 2 vo-
dy v poméru 4:1:1)
= 0,4,

b) N,0, O—triacetyldihydroresoruf:;n-4-karboxy10vé kyaelina

12,9 g resorufin-4-karboxylové kyseliny se rozpusti ve 30 ml ledové kyseliny oc-
tové a 30 ml acetenhydridu, p¥idéd se 27,6 g chloridu cinatého a sm¥s se mfchd 1 hodi-
nu p#i teplotd 80 °C, Smd¥s se vylije do 600 ml ledové vody, pek se michd po dobu L ho-
diny a sraZenina se odfiltruje., Po vysuSeni se pevnéd lédtke vyjme 500 ml acetonu. Roz-
tok se zfiltruje a filtrét se odpa’f. Po vysudeni se zfskd 11,3 g produktu,

1 om spektrum (perdeuterovany dimethylsulfoxid):

d = 2,24, 2,26 & 2,29 (vidy s, 9H):
6,94 (dvojity 4, J = 8,5 a 2,2 Hz, 1H);
6,98 (4, § = 2,2 Hz, 1H);
7,04 (&, = 9 Hz, 1H);
7,61 (4, K = 8,5 Hz, 1H);
7,67 ppm (4, J = 9 Hz, 1H).

~ Hodnota Ry = 0,46

/silikagel, rozpoudt¥dlovy systém:
smés chloroformu, methanolu & ledové kyseliny octové v pomdru 9:1:0,1/,

¢) Chlorid N,O,O-triacetyldihydroresorufin~4-karboxylové kyseliny

38,5 g triacetdtu popsaného v pifkladu 1lb) se smisf s p¥fdavkem 54 ml oxalylchlo-
ridu a sm&s se ochladf na teplotu O %C, K této smési se p¥idd n&kolik kepek dimethyl-
formamidu a sm&s se nechd zahiét na teplotu mistnosti. Edukt se pFfitom rozpousti za
vyvinu plynu, Sm&s se odpa¥{ za sni{Zeného tleku k suchu, zbytek se vyjme vZdy t¥ikrat
200 ml absolutnfho methylenchloridu a methylenchloridovy roztok se znovu odpaif k suchu.

Vytézek: 41 g.
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d) N-tere butoxykarbonylpiperazin

12,61 g N-benhydrylpiperazinu se rozpustf{ ve 100 ml sm&si 1,4-dioxanu a vody
v pom&ru 3:1l. K tomuto roztoku se piikspe rosztok 12,0 g di-~terc.butyldiksrbondtu roz-
puit&ného v 50 ml 1,4~dloxenu. Po 1/2 hodind michdni{ se ke sm&gi plikepe 50 ml vody,
sm&s se zfiltruje a sraZenina ge vysudi.

Vtdtek: 16,2 g N-terc.butoxykarbonyl-N‘-benzhydrylpiperazinu
Hodnota Rf = 0,92

(silikegel, rozpoudtidlovy systém:
smés chloroformu, methsnolu a ledové kyseliny octové v pomdru $:1:0,1).

7 g N-terc.butoxykarbonyl-lN ~-benzhydrylpiperazinu se rozpust{ ve 100 ml ethylace-
t4tu a 5 ml ledové kyseliny octové. PFidd se 0,3 g paladia na aktivnim uhlf{ a provede
se hydrogenace, Potom se katalyzdtor odfiltruje a filtrdt se odparf. Ke zbytkuw se p¥i-
déd 100 ml vody & 20 ml 1N roztoku chlorovodfkové kyseliny & smés se zfiltruje. Filtrat
se dvekrdt extrahuje ethylacetdtem a potom se vodnd fdze zalkalizuje hydroxidem sodnyum.
Produkt, ktery se vylouZf v olejovité form&, se extrshuje dichlormethanem. Po vysuSendi
si{ranem sodnym & po odpa¥eni se ziskd 3,2 g N-iexrc.butosxykerbonyl-piperazinu ve formé
oleje, ktery po nékolika dnech Upln& wykrystaluje.

Hodnoty R, = 0,05

{silikagel, rozpoudtddlovy systém:
sm&s chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v pom&ru 9:1:0,1).
P¥i pouZiti ninhydrinu vznikéd modré zbarveni.

e) N'-terc.butoxykarbonylpiperazid N,0,O-trincetyl-dihydroresorufin-4-karboxylové
kyseliny

X 25 g chloridu kyseliny, ktery je pepsén v pPikladu 1 ¢), a 17,3 g triethylami-
nu ve 450 ml dichlormethanu se p¥i teplotd O %¢ prikepe roziok 13,8 g N-terc.butoxy-
karbonylpiperazinu v 50 ml dichlormethanu, Reskéni smé&s se miché bez chlazeni po dobu
1 hodiny, t¥ikrét ge exirshuje vodou a organickd féze se odpa¥i.,

VitéZek: 36,0 g.
Hodnota Rp = 0,64

(ailikagel, rozpoultédlovy systém:
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v poméru 9:1:0,1).

f) N'-terc-butoxykarbonylpiperazin N-scetyldibydroresorufin-4-karboxylové kyseliny

34,3 g triscetdtiu, ktery je popsén v pP{kladu le) a 17,1 g sifiitenu sodného se
michd 1 hodinu p¥i teplotd 60 °¢ v 500 ml smdsi 1,4~dioxanu a vody v poméru 1l:l. Po~
tom se reakdni smds odpa?{, zbyiek se vyjme ethylacetédiem, ethylacetdtovy roztok se
zfiltruje za uUlelem odstrandni nerozpustnych soll & chromatografuje se na 2 litrech
siliksgelu (eludni &inidlo: sm¥s ethylacetédiu a dichlormethsnu v poméru 4:1, jekmile
se zoéne vymyvet produkt pPemdni se na disty ethylacetdt).

Vitdiek: 14 g.

Hodnota Rp = 0,28 (silikagel, rozpoudtédlovy systém:
smés ethylacetdtu a dichlormethanu v pomdru 4:1),

2
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g) N’~terc.butoxykarbonylpiperazid resorufin-4-karboxylové kyseliny

5 g N-acetylderivétu popsaného v pifkladu 1f) se rozpusti ve 200 ml methanolu a
600 ml vody. K ziskanému roztoku se pFidd 1,8 g natriumhydrogenuhliéitanu sodného a
10,7 ml IN roztoku hydroxidu sodného a potom 14 g hexskyenofelezitsnu draselného. Po
1/2 hodind michdnf p¥i teplotd mistnosti se hodnota pH upravi na 5. Prmodukt se vylou-
&{ a odfiltruje se.
Vytdzek: 2,72 g.
Hodnota R, = 0,28 (silikagel, rozpoudiddlovy systém:
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v pomdru
9:1:0,1).

h) Trifluoracetdt resorufinf44karboxylové kyseliny

1 g terc.butoxykarbonylderivdtu popsandho v p¥ikladu lg) se ponechd stédt 15 mi-
nut ve 20 ml trifluoroctové kyseliny. Roztok se odpaii, zbytek se digeruje s ethe-~
rem a produkt se odfiltruje..

VytdZeks: 0,96 g.

Hodnota Rp = 0,92 (silikagel, rozpoudtddlovy systém:
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v poméru
9:1:0,1).

i) Kopulace piperazidu resorufin-4-kerboxylové kyseliny s N-hydroxysukcinimideste-
rem 3-(l-difenylhydantoinyl)-propionové kyseliny

191 mg trifluoracetétu piperazidu popsaného v p¥{ikledu 1h) a 210 mg N-hydroxy-
sukcinimidesteru 3-(l-difenylhydentoinyl)propionové kyseliny (pFipraveného ze sodné
soli difenylhydantoinu a ethylesteru 3-brompropionové kyseliny analogicky podle
postupu, ktery popsal Cooc a daldf, Res, Communicastions in Chemical Pathology and
Pharmacology 5 (1973), str. 767) se michéd po dobu 15 hodin ve 20 ml dioxanu a 20 ml
0,1M roztoku keliumfosfédtového pufru o pH 8,5. Vyloudeny produkt se odfiltruje,
filtrdt se odpaff a odparek se chromdtogrefuje na silikagelu (RP18) za pouZiti isopro-
pylalkoholu jeko eludnfho &inidle, pridemZ se ziskd daldf &dst produkiu. Produkt se
prekrystaluje ze smdsi ethylacetdtu a methanolu a zfské se celkem 250 mg kopula&nfho
produktu.

Hodnota Rp = 0,61 (silikagel, rozpoudtddlovy systéms
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v poméru
9:1:0,1).

lar spektrum (perdeuterovany dimethylsulfoxid):
"S- 2,6-2,8 (m, 25); 3,0 - 3,8 (m, 10H);
6,74 (4, J = 2,2 Hz, 1H);
6,82 (a, J = 9,5 Hz, 1H);
6,91 (dvojity 4, = 9,5°a 2,2 Hz);
7,25 -~ 7,33 (m, 1OH);
7,55 a 7,66 ppm (vidy 4, J = 9,5 Hz, 2H),

WAIS (0,1M keliumfosfdtovy pufr pH 7,5):

- . A mex

Fluorescendni emise: = 592 nm,
JL nex -

576,8 nm.
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Pr{klad 2

Kopulace piperazidu resorufin-4-karboxylové kyseliny s N-hydroxysukcinimidoesterem
3-(1-difenvlhydantoinyl) octové kyseliny

Analogickym postupem jeko je popsén v pPikladu 1i) se z 365 mg trifluoracetdiu
piperazidu resorufin-4-karboxylové kyseliny a 339 mg N-hydroxysukcinimidesteru 3~ (1-
~difenylhydantoinyljoctové kyseliny ziskd 210 mg Zéddaného produktiu,

Hodnota Rf = 0,82 (silikagel, rozpoudtidlovy systém:
smés n-butanclu, ledové kyseliny octové & vody v pomdru 4:1:1).

lH-NMR spektrum (perdeuteroveny dimethylsulfoxid):
JELL2—4J {m, 10H); 6,60 (4, T = 2,4 Hz, 1H); 6,71 (&, J = 9,5 Hz, 1H);
6,80 (dvojity 4, J = 9,05 a 2,4 Hz, 1H); 7,39 ("s", 1CH);
7,52 (&, J = 9,5 Hz, 1H); 7,61 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 9,65 ppm (s, 1H).

WAIS (0,1M roziok kaliumfosfdtového pufru, pH 8,0):
= 575,4 nm

A, mex

Fluorescendni emise: = 592 nm,

;L, nex

Pi{kled 3

Kopulace piperszidu resorufin-4-karboxylové kyseliny s N~-hydroxysukecinimidesterem
N~terc.butoxykarbonyl-I~thyroxinu

Analogickym postupem jeko je popsén v pPifkledu 1i) se z 212 mg trifluoracetétu
piperezidu resorufin-4~karboxylové kyseliny a 419 mg N-hydroxysukcinimidesteru N-terc.
butoxykarbonyl-I-thyrosinu ziskéd 320 mg produktiu.

Hodnota Ry = 0,58 (silikagel, rozpou¥tddlovy systém:
smés chloroformu, methanolu & ledové kyseliny octové v pomdru 9:1:0,1).

N-Hydroxysukcinimidester N-tere,butoxykarbonyl-thyroxinu se ziskdéd ndsledu-
jicim zplsobenm:

a) N-terc.butoxykarbonylthyroxin

Roztok 10 g (12,5 mmol) monohydrdiu sodné soli I-thyroxinu ve smé&si 300 ml dio-
xanu 8 vody v poméru 2:1 a 15 ml 1IN roztoku hydroxidu sodného se smisf s p¥idavkem 3 g
(13,75 mmol) di-terc.butyldikerbondtu (BOC),0 a smés se michd pri teplotd mistnosti za
vylouleni svétla,

Priddnim 2M rozioku hydrogensirenu draselného se hodnote pH upravi na 2, provede
se extrakce ethylaceidtem, ethylacetdtovy extrekt se promyje vodou, wysus{ se sirenem
sodnym a odpeP{ se. Pevny zbyiek se rozetfe a petroletherem, suspenze se zfiliruje a
produkt se vysudi v exsilkdtoru.

VytdZeks 9,45 g = 86 % teorie,
Hodnota R. = 0,6 (silikagel, rozpoudtédlovy oystém:

‘ smés chloroformu, ligroinu a octové kyseliny v poméru 6:3:1).
b) N-hydroxysukeinimidester N-BOC-thyroxinu

K roztoku 8,8 g I~-BOC~thyroxinu ve 200 ml ethylenglykoldimethyletheru se p¥idéd
1,2 g (9,5 mmol) N-hydroxysukcinimidu. Roztok se ochladf na 10 % g potom se k nému pii-
kape roziok 2,3 g (9,9 mmol) dicyklohexylkerbodiimidu ve 40 ml ethylenglykoldimethyl-
etheru. Po 2 hodindéch michdn{ p¥i teploté mistnosii se*vy;buéené dicyklohexylmo&ovina
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odfiltruje a filtrdt se odpePf zs anfZeného tlaku p¥i teplotd 40 ¢, Zbytek se roztird
8 iaopr9pyla1koholem a suspenze se zfiltruje. Produkt se vysud{ v exsikdtoru p¥i teplo-
t& nistnosti,

VytéZek: 9,19 g = 94 % teorie (celkovy vytdiek, vztaZeno na tyroxin = 81 %).».
Hodnota R, = 0,6
{vysocet&inné kapalinové chromatografie HPTLC-RP 18; rozpoustdlovy systém.

smés acetonitrilu a vody v pomdru 8:2).

Ig MR séektrum (pe:cdetiterovany dimethylsulfoxid):
§=1,36 (s, H); 2,81 (s, 4H); 2,9 - 3,2 (m, 2H); 4,5 - 4,9 (m, 1H);
7,03 (s, 2H); 7,63 (a, § = 9 Hz, 1H); 7,90 (s, 2H);_ 9,2 (s, 1H).

P¥{klad 4

Eopulace piperazidu. resoruf:.n-tl—karboxylové kyseliny 8 3-0-/3- (N-sukcim.mdoo:qkerbonyl)
propyl/estradiolem

Analogickym postupem jako je popsén v pi‘ikladu 1i). se z 212 mg trifluoracetdtu re-

_sorufin-4-kerboxylové kyseliny a 220 mg 3-0-[3— (N-sukcinim:.dyloxykarbony)propyl]estra-

diolu zfskd 295 mg produktu.

Hodnota Rf = 0,58 (silikagel, rozpoudt&dlovy systém:
smés chloroformu, methenolu a ledové kyseliny octové v poméru 9:1:0,1).
3-0-/3-(N-sukeinimidoxykarbonyl)propyl/~estradiol se ziské obvyklym zpisobem z 3-0O-
-kerboxypropylestradiolu (z estradiolu a bromméselné kyseliny anelogicky podle postupu,
ktery popsali Libke a dalsf v Immunologische Teste flr niedermolekulare Wirkstoffe, G.
Thiewe Verlag, Stuttgart, str. 94) a N-hydroxysukcimmidu v piftomnosti dlcyklohe:qlkarbo-
diimidu. :

Pi"iklad 5

Kopulace piperazidu resoruf:.n—ai—-karbo:qlové kyseliny 8 N-/3- (N-sukcimm:.doxykarbonyl)
propyl/fenobarbitalem - . o , .

Anslogickym postupem jako je popsén v p¥ikledu 1i) se z 212 mg trifluoracetdtu
p:.pez;az:.du resorufin-4-karboxylovéd kyseliny a 205 mg N—[B(N—aukc:.mm:.do:qkarbonyl)pro-
pyl/fenobarbitalu ziskd 220 mg produkiu.

Hodnota Rf = 0,45 (silikagel, rozpouﬁtédlovy gystém:
smds chloroformu, methenolu a ledové kyseliny octové v pom&ru 9:1:0,1).

N-/3- (N-eukc:.n:.mido:wkarbonyl)propyl]-fenobarb:.tal se zigkd obvyk;lym zplisobem’
z fenobarbital-l-mdselné kyseliny (T, Nistikewa a daldf, Clin. Chim, Acta 91 (1979),
str, 59) e N-hydroxysukeinimidu v p¥ftomnosti dicyklohexylkarbodiimidu.

Pi#f{klad 6

Kopulace piperazidu resorufin-4-kerboxylové kyseliny s N—hydro:qsukcina.midesterem theo~
£ylin-T-propionové Iqrselmy -
Z 212 ng tnfluoracetétu piperazidu reaoruf:.n-zi-karbonwlové kysel:my a 175 mg

N~hydroxysukeinimidesteru theofylm—?-prop:.onové kysel:.ny se zigkd analogiclwm postupem
jeko je popsén v pffkladu 1i) 200 mg produktu, -
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Hodnota R, = 0,44 (silikegel, rozpoust&dlovy systém:
smé&s chloroformu, methenolu a ledové kyseliny octové v pomdru
9:1:0,1).
N~Hydroxysukecinimidester theofylin-T-propionové kyseliny se zfskd obvyklym zpl-
soben z theofylin-T7-propionové kyseliny (T, Nistikowa & del¥f. Chem. Pharm. Bull. 27
(1979) str. 893) a N-hydroxysukeinimidu v pHftomnosti dicyklohexylkarbodiimidu.

Pr{klad 7

Kopulace N’~hydroxysukeinimidesteru N-(4-resorufinylkarbonyl)sarkosinu s 1~ (2-amino-
ethyl)difenylhydantoinem

a) (terc.butoxykarbonylmethyl)methylemid X,0,0-triacetyldihydroresorufin-4-karboxy-
lové kyseliny

10 g chloridu kyseliny, kiery je popsdn v pPfkledu lc), se nechd reagovet ana-
logickym zphsobem jeko v pFfkladu le) s terc. butylesterem sarkosinu.

VitéZek: 7,5 go

Hodnota R, = 0,77 (silikegel, rozpoudt¥dlovy systém:
smés chloroformu, methenolu a ledové kyseliny octové v pomdru
9:1:0,1)0

b) (terc,butoxykarbonylmethyl)methylamid N-acetyldihydroresorufin-4-karboxylové kyse-
liny
7,5 g produkiu, ktexry je popsén v p¥ikladu Ta), se anslogickym postupem jako je
popsén v p¥{kladu 1 £) deacetyluje.
Vitézek: 5,2 g.

Hodnota R, = 0,56 (silikagel, rozpoudt&dlovy systém:
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v poméru
9:1:0,1),

e) (terc.butoxykerbonylmethyl)methylemid resorufin-4-kerboxylové kyseliny

4,5 g produkiu popseného v pf{kiadu 7b) se nechd reagovai snalogiclkym postiupenm
Jeko je popsén v pifkledu lg).
VytsZek: 2,6 g.
Hodnota Re = 0,64 (eilikegel, rozpoudt&dlovy sysiém:

sm&s chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v pomdru
9:1:0,1)-

d) (kxarboxymethyl)methylemid resorufin-4-karboxylové kyseliny

0,55 g produktu popseného v p¥fkladu 7 c) se ponechd stdt v klidu 1 hodinu pii
teplotd mistnosti v 6 ml trifluoroctové kyseliny. Potom se reakéni smés odpe?{ k suchu,
zbytek se rozif{rd s etherem a produki se odfiliruje.

Vytszek: 0,45 g.

Hodnota R, = 0,11 (silikagel, rozmpoudtédlovy systém: )
smé&s chloroformu, methanolu & ledové kyseliny octové v poméru
9:1:0,1).

e) N'-hydroxysukeinimidester N-(4~resorufinylksrbonyl)sarkosinu

\

200 mg produktu z pifkledu Td) se michd s 72 mg N-hydroxysukcinimidu a 138 mg
dicyklohexylkarbodiimidu 14 hodin ve 40 ml tetrshydrofuranu, Vyloudend modovina se
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odfiltruje, filtrét se odpaif a odparek se chromatografuje na silikegelu (RP 18) za po-
uZit{ sm¥si nitromethanu a ethenolu v poméru 4:1 jeko eluéniho &inidla. '

VytéZek: 150 mg
‘Hodnota Ry = 0,79 (silikagel RP-18, rozpoudtsdlovy systém:
smés nitromethenu a ethenolu v poméru 4:1).
£) Kopulace N’-hydroxysukcinimidesteru N~ (4-resorufinylkarbonyl)ssrkosinu s l-(2~amino-
ethyl)difenylhydentoinem

125 mg N-hydroxysukeinimidesteru z p¥fkladu Te) se michd 1 hodinu s 90 mg 1-(2-
-aminoethyl)-difenylhydentoinem ve 40 ml smési dioxsnu a kaliumfosfétového pufru o pH
8,5 v pomdru 1l:1l, Dioxan se Uplnd odpa¥f, k odparku se p¥idd aZ do \plné barevné ple-
mény amoniak, smds se zfiltruje a z filtrdtu se pridénim chlorovodikové kyseliny vylou-
&{ produkt.

VytéZek: 110 mg.

Hodnota Ry = 0,78 (silikegel, rozpoustédlovy systém:
smés n-butanolu, ledové kyseliny octové a vody v poméru 4:1:1).

WAIS (0,1 moldrni roztok kaliumfosfdtového pufru, pH 8,0):

\R/ nax = 575 Iil'ﬂo

JL,max

L

Fluorescendéni emise: 592 nm.

Pi{klad 8

Kopulace piperazidu 6-methylresorufin-4-karboxylové kyseliny & N-hydroxysukeinimides—
terem /2-(l-difenylhydentoinyl)/octové kyseliny

a) 2-methyl-4-nitrosoresorcin

19,8 g 2-methylresorecinu a 13,4 g hydroxidu draselného se rozpusti ve 120 ml
ethenolu a roztok se ochladf na teplotu 5 °C, K tekto ochlazenému roztoku se piikape
24 ml isopentylnitritu, smds se michéd 3 hodiny a sraZenina se odfiltruje. Z1utéd pevnd
14tka se vmichéd do 200 ml 5N roztoku kyseliny sirové. Pritom se vyloud{ sviétle Zluty
produkt. :

Vytdsek: 22 g.

Hodnota Rf = 0,53 (silikegel, rozpoudtédlovy systém:
sm¥s chloroformu, methenolu a ledové kyseliny octové v poméru
9:1:0,1).

b) 6-methylresazurin-4-karboxylovd kyselina

15,3 g 2-methyl-4—nitpoéoresorcinu, 15,4 g 2,6-dihydroxybenzoové kyseliny, 8,8 g
burelu a 11 ml koncentrované kyseliny sirové se nechd reaegoval analogickym postupem
jako je popsén v p¥ikladu la),

Vyt8Zek: 28,7 g.

Hodnota Ry = 0,15 (silikagel, rozpouitddlovy systém:
sm¥s chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v pomdru
9:1:0,1).
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e) N,0,0-triacetyl-6-methyldihydroresorufin-4-karboxylovd kyselina

Z 10 g 6~-methylresaszurin-4-karboxylové kyseliny, 19,8 g chloridu cinatého, 20 ml
acetenhydridu a 150 ml ledové kyseliny octové se zlské analogiclgm postupem jako je
popsén v pifkladu 1b) pifmo triacetylovend leukosloudenina. Surovy produki se &igti
vyveienim v acetionu.

VytézZek: 7,3 &g

Hodnota R, = 0,51 (silikagel, rozpou¥tddlovy sysiém:
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v pomdru
9:1:0,1).

lH-NMR spektrum (perdeuterovany dimethylsulfoxid:
= 2,10, 2,25, 2,29, 2,33 (vidy s, 12H), 7,00, 7,09, 7,50 & 7,74
ppm (vZdy d, J = 8,8 Hz, 4H).

d) N’-butoxykarbonylpiperazid N, 0,0-triacetyl-6-methyldihydroresorufin-4-karboxylové
kyseliny

Analogickym postupem jako je popsén v pifkladech 1d) a%Z le) se z 5 g N,0,0-tri~
acetyl-6-methyldihydroresorufin~-4-karboxylové kyseliny, 10,7 ml oxalylchloridu a 2 g
N-butoxykerbonylpiperazinu ziskd 3 g produkiu.

Hodnota Rp = 0,57 (silikagel, rozpou$tddlovy systém:
ethylacetdt).
e) Trifluoracetét piperazidu 6-methylresorufin-4-karboxylové kyseliny
1 g triacetylderivdtu, kiery je popsén v pifkladu 8d) se nechd reagovat snalo-

gickym zpusobem jako je popsédn v pifkladech lg) a% 1h),
Vytezek: 0,43 g.
) Kopulace N~hydroxysukeinimidesteru 2—(l—difenylhydantoiﬁyl)octové kyseliny s

piperazidem 6-~-methylresorufin-4-karboxylové kyseliny

222 mg sloudeniny ziskané v pPikladu 8e) se nechd reagovat a 200 mg N-hydroxy-
sukcinimidesteru 2-(1l-difenylhydantoinyl)octové kyseliny.,

Vytéiek: 250 mg.
WAIS (0,1 moldrni kaliumfosfdtovy pufr, pH 8,0):

Pi{klad 9

Kopulace piperazidu 9-hydroxy-5-benzo/a/fenoxazon-8-karboxylové kyseliny s N-hydroxy-
sukeinimidesterems2- (1-difenylhydantoinyl)/octové kyseliny

a) l2-oxid 9-hydroxy-5-benzo/a/fenoxazon-8-karboxylové kyseliny

2,84 g l,3—ﬁihydroxy~4mnitrosonaftalenu, 2,31 g 2,6~dihydroxybenzoové kyseliny,
1,29 g burelu a 1,6 ml koncentrované kyseliny sirové se nechd reagovat znalogickym
postupem jako je popsén v pPikladu la).
VitéZek: 2,8 g.

Hodnota R = 0,63 (silikagel, rozpouZtédlovy systém: ;
smés’ n—butanolu, 1edové kysellny octové a vody v poméru 4:1:1).



Cs 273630 B2 ’ 24

b) l2.acetyl-5,9-diacetoxybenzol/a/fenoxazon-8-karboxylovd kyselina’

Analoglckym postupen aakb Je popsén v pifkladu 8e¢) se z 2,4 g 12- oxidu S-hydroxy-
—5—benzo[i]fenoxazon—B-karboxylové kyseliny ziskd 1,8 g triacetylovend dlhydroslouéenlny.

Hodnota Rp = 0,31 (silikagel, rozpou¥tddlovy systéms
smés chloroformu, methenolu a ledové kyseliny octové v pomeru
9:1:0,1).

¢) N’'-butoxykaerbonylpiperazid l2-acetyl-5,9-diacetoxybenzo/a/fenoxazin-8-karboxylové
kyseliny
‘1,6 g triacet&lderivétu popseného v pifikladu 9b) se nechd reagovat analogickym
postupem jako je popsén v pifkladu 8d4) s oxalylchloridem a N-butoxykarbonylpiperazinem.

VytéZek: 1,2 g.

loom spektrum (deuterochloroform)
= 1,49 (s, 9H), 2,12, 2,27, 2,46 (védy s, 12H), 3,0 - 3,9 (m, 8H),
7,03 (d, J = 9 HZ, lH), 7,16 - 7’94 ppm (m, 6H>o

d) N’-~butoxykarbonylpiperazid 9-hydroxy-5-benzo/a/-fenoxazon-8-karboxylové kyseliny

Anslogickym postupem jako je popsén v pifkladu 1f) se z 0,93 g trlacetylderlvétu
z prikladu 9¢) zi{skd 0,51 g produkiuv,

Hodnota R, = 0,69 (silikagel, rozpoustddlovy systém:
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v pomdru
9:1:0, 1).

e) Trifluoracetdt piperszidu 9-hydroxy-6-benzo/a/-fenoxazon~8-karboxylové kyseliny

Z 0,5 g butoxykerbonyl-chrédn&né sloudeniny popsené v pifkladu 9d) se analogickym
postupen jeko je popsén v pifkladu 1h) ziskd 0,5 g produkiu.

Hodnota Rf = 0,02 (silikagel, rozpou¥tddlovy systém:
smés chloroformu, methenolu a ledové kyseliny octové v poméru
9:1:0,1).

f) Fopulace piperazidu 9-hydroxy-5-benzo/a/fenoxazon-8-karboxylové kyseliny s N-hydro-
xysukecinimidesterenm 2~ (1~difenylhydentoinyl)octové kyseliny

Z 50 mg piperazidu, ktery byl pFipraven podle p¥fkladu 9e) a 150 mg N-hydroxy-
sukeinimidesteru 2-(l-difenylhydentoinyl)octové kyseliny se analogickym postupem jako
je popsén v p¥fkladu 1i) ziskd 70 mg produktu,

Hodnota R, = 0,57 (silikagel, rozpoudtddlovy systém:
smés chloroformu, methsnolu a ledové kyseliny octové v poméru
9:1:0,1).

WAHNIS (0,1 molédrni roztok kaliumfosfétového pufru, pH 8,0):
= 560 nm

Jl, mex

Fluorescenén{ emise: = 615 nu,
A max

Iy wm spektrum (perdeuterovany dimethylsulfoxid):
4= 3,0 - 4,5 (m, 10H), 6,37 (s, 1H), 6,80 (d, J = 8 Haz, 1H),
7,2 = 7,35 (m, L0H), 7,35 - 8,0 (m, 3H), 8,10 (dvojity 4,
J=8a 2 Hz, 1H), 8,56 (dvojity d, § =8a 2 Hz, 1H),
9,60 ppu (s, 1H),
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Priklad 10

(1~-difenylhydantoinylmethylkarbonyl)piperazid 8-ethylresorufin-4-karboxylové kyseliny
a) 6-ethyl-4-nitrosoresorcin

Analogickym postupem jako v p¥fkladu 8a) se z 7,5 g 4-ethylresorcinu, 4,5 g hydro-
xidu draselného a 8 ml isopentylnitritu zfské ve formd Z1luté pevné ldtky 6-ethyl-4-nit-
rosoresorcin,

Vytdiek: 7,5 g
Hodnote R, = 0,37 (silikagel, rozpoustddlovy systém:
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v poméru
8:1:0,1).
b) 8-ethylresorufin-4-karboxylovéd kyselina
Analogickym postupem jako je popsdn v pifkladu la) se z 7,4 g 6-ethyl-4-nitroso-
resorcinu, 6,8 g 2,6-dihydroxybenzoové kyseliny, 3,9 g oxidu menganilitého a 5 ml
koncentrované kyseliny sirové po redukci 8 g préSkového zinku ziské 9,5 g produkiu.
Hodnota Ry = 0,05 (silikagel, rozpoudtddlovy systém:
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v poméru
9:1:0,1).
¢) N -butosykarbonylpiperazid ii,0,0-triacetyl-8-ethyldihydroresorufin-4-karboxylové
kyseliny
Analogickym postupem jako je popsén v pPfkladu 1d) se z 7,7 g B-ethylresorufin-
~4~karboxylové kyseliny, 15,4 g chloridu cinatého, 30 ml ledové kyseliny octové a
15,3 ol acetanhydridu ziskd N, 0, O-triacetyl-8-ethylresorufin~4-karboxylové kyselina,
kterd se jako surovy produkt enalogickym postupem jako je popsén v pfikladu le) piimo
déle zpracovévé na chlorid kyseliny e enalogickym postupem jsko je popsén v p¥ifkladu
le) se pP¥imo déle zpracovévd na butoxykarbonylpiperazid.

VytéZzek: 4 g

Hodnota Rp = 0,86 (silikagel, rozmpoudt&dlovy sysiém:
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v poméru
9:1:0,1).

d) ¥ - butoxykarbonylpiperazid 8-ethylresorufin-4~-karboxylové kyseliny

4 g N -butoxykarbonylpiperazidu N, 0, O-triacetyl-8-ethyldihydroresorufin-4-kanr-
boxylové kyseliny se zfskd enalogickym postupenm jako je popsdn v p¥{ldadu 1f) a lg)
odpovidajfel N ‘~butoxykerbonylpiperazid karboxylové kyseliny.

VytéZek: 0,5 g

Hodnota Rp = 0,67 (silikagel, rozpoudtddlovy systém:
smés chloroformu a methanolu v pomdru 4:1).

e)Irifluoracetdt piperazidu 8-ethylresorufin-4-kerboxylové kyseliny

330 mg odpovidajicino butoxykarbonylpiperazidu se nechd v ktidu 1,5 hodiny ve
35 ml smbsi dichlormethenu a trifluoroctové kyseliny v poméru 6:1. Po odpafeni se zby-
tek digeruje s etherem, produki se odfiliruje a vysudi.

ViyteZek: 350 mg.
Hodnota Ry = 0,33 (silikagel, rozpoudtédlovy systém:
smds butanolw, ledové kyseliny octové a vody v pom&ru 4:1:1).

£) Reakce s N-hydroxysukcinimidesterem 2-(l-difenylhydantoinyl)octové kyseliny:
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Analogickym postupem jeko je popsén v pifkladu 1i) se z 325 mg trifluoracetdtu
piperazidu 8-ethylresorufin-4-karboxylové kyseliny a 435 mg N-hydroxysuke¢inimidesteru
2~ (1~difenylhydentoinyl)octové kyseliny zfské 120 mg produktu,

Hodnota Ry = 0,43 (silikegel, rozpoust&dlovy systém:
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v poméru
9:1:0,1).

g omr (perdeuteroveny dimethylsulfoxid):
= l,%5 (t, §=17,2 Hz, 3H), 2,52 (g, 7 =17,2 Hz, 2H), 3,1 - 4,0
(m8H), 4,25 - 4,45 (m, 2H), 6,42 (s, &iroky, 1H), 6,94 (4, J =
= 9,0 Hz, 1H), 7,3 - 7,5 (m, 11H), 7,68 (a4, J = 9,0 Hz, 1H),
9,54 (s, 1H), 11,2 ppm (s, Siroky, 1H).

WAIS (0,1 moldrnf roztok keliumfosfdtového pufru, pH = 8,0):
= 575 nm,
Jb max

Fluorescentni emige: ' = 598 nm,

Pifklad 11

(1~-difenylhydantoinylmethylkerbonyl)piperazid 8-chlorresorufin-4-karboxylové kyseliny
a) 8-chlorresazurin-4{-karboxylovéd kyselina

217,3 g 4~chlor46-nitrosoresorcinu (pFipraveného podle Plempina a Cains,
J. Med. Chem. 6, 247 (1963)), 15,4 g 2,6-dihydroxybenzoové kyseliny, 8,6 g oxidu

mangani&itého a 10,7 ml koncentrovené kyseliny sfrové se zi{skd analogickym postupem
jako je popsdn v p¥fkladu la) 8-chlorresazurin-4-karboxylovéd kyselina, '

Vyt8Zek: 17,1 g.

Hodnota Rp = 0,58 (silikagel, rozpoustddlovy systém:
smés butanolu, ledové kyseliny octové a vody v pomdru 4:1:1),

b) N,0,0»triacepyl—s-chlordihydroresorufinkarboxylové kyselina

16,3 g 8-chlorresazurin-4-kerboxylové kyseliny a 18,9 g chloridu ecinatého se
zah¥{véd 1/2 hodiny ve 100 ml sm8si ledové kyseliny octové a acetenhydridu v pomdru
1:1 na teplotu 80 %G a potom se smés vylije do 500 ml vody ochlazené ledem., Reakdnif
smés se miché 2 hodiny, potom se zfiltruje za udlelem odstrendni sraZeniny a vysudi se
pomoei prostiedku "SicapentR". Pevnd 1étke se vyjme 500 ml acetonu a nerozpustné zbyt-
ky se odfiltruji., Filtrdt se odpaii a po vysulen{ se zfskd 12,3 g produktu.

Hodnota R, = 0,39 (silikagel, rozpoudtddlovy sysiém:
sm&s chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v poméru
9:1:0,1).

ly-nuR spektrum (perdeuteroveny dimethylsulfoxid):
= 2,25 (s, 3H), 2,33 ("s", 6H), 7,16 (4, J = 8,8 Hz, 1H), 7,30
(s, 1H), 7,76 (4, J = 8,8 Hz, 1H), 7,90 ppm (s, 1H).

¢) N’-butoxykarbonylpiperazid 8-chlorresorufin-4-karboxylové kyseliny

Analogickym postupem jeko v p¥fkladu 1b), ¢) a e) aZ g) se zlskd 2z 5 g N,0,0-
-triacetyl~8-chlordihydroresorufin-4-karboxylové kyseliny 0,8 g produktu,

Hodnota Rp = 0,7 (silikagel, rozpoudtddlovy systém:
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v pom&ru
9:1:0,1),
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d) Trifluoracetdt piperszidu 8-chlorregsorufin-~d4-karboxylové kyseliny

Z 0,8 g butoxykarbonyl-chrénéné sloudeniny z pP{kladu lle) se zi{skd 0,81 g pro-
duktu anzlogickym postupem jako je popsdn v pifkladu 1h).

Hodnota R, = 0,07 (silikegel, rozpoudtddlovy systém:
smds chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v pom&ru 9:1:0,1).
e) Kopulace piperazidu 8-chlorresorufin-4-karboxylové kyseliny s N-hydroxysukcinimideste-
rem 2-(l-difenylhydantoinyl)octové kyseliny

Anzlogickym postupem jako je popsdn v piikladu 1i) se z 400 mg trifluoracetdtu
piperazidu 8-chlorresorufin-4-karboxylové kyseliny a 410 mg N-hydroxysukcinimidesteru
2-(1-difenylhydantoinyl)-octové kyseliny zdskd Zddany produkt.

Vytééeks: 150 mg.

Hodnota Rf = 0,38 (silikagel, rozpoudtddlovy systém:
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v pomdru 9:1:0,1).

WAIS (0,1M roztok kaeliumfosfdtového pufru pH 8,0):
581 nm

]

]

597 nm.
Fluorescendni emise: Jl, max

PPiklad 12

Eopulace piperazidu B-chlorresorufin-l-kerboxylové kyseliny s (2-aminocethyl)amidem
theofylin-T7-propionové kyseliny

a) 8-chlorresorufin-l-kerboxylové kyselina

8,7 g 4-~chlor-6-nitrosoresorcinu a 7,71 g 3,5-dihydroxybenzoové kyseliny se roz-
pusti ve 200 ml methenolu, k ziskanému roztoku se p¥i teplot& O e pridéd 4,8 g oxidu
manganilitého a po &dstech 5,3 ml koncentrované kyseliny sirové. Reakdni smés se michd
2 hodiny pPri teplotd mistnosti, potom se zfiltruje a aZ do barevného pPechodu na modrou
barvu se pPidé amoniak a 200 ml vody. Ziskany roztok se zfiltruje, k filtrdtu se piidd
25 ml koncentrovaného amoniaku a 20 g préSkového zinku pPi chlazeni ledem a potom se
smés bez daliiho chlazeni michd dalifch asi 15 minut, Ke smési se piidd 200 mg sktivni-
ho uhl{, sm&s se zfiltruje, Tfiltrét se okyself na pH 2 a vyloudeny derivét resorufinu
se odstPedf.

VytéZek: 3,9 g-

Hodnote Ry = 0,88 (silikagel, rozpoudtddlovy systém:
smés n~butenolu, ledové kyseliny octové a vody v poméru 4:1:1),

b) N,0,0-~triacetyl~8-chlordihydroresorufin-l~karboxylovd kyselina
Z 3,5 g B-chlorresorufin-l-karboxylové kyseliny se analogickym postupem jeko je
popsdn v piikladu 1b) zfskd 3,2 g produlkiu,
Hodnota R, = 0,43 (silikagel, rozpoustddlovy systém:
smés chloroformu, methanolu a ledové kyseliny octové v poméru
9:1:0,1).
c) Trifluoracetdt piperszidu 8-chlorresorufin-l-karboxylové kyseliny

7 3 g triascetylderivédtu, ktery byl piipraven jako v pPikladu 10b) se ziské ena-
logickym postupem, jako se popisuje v p¥ikladech lc) a# 1h) 1,4 g produktu.
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Hodnota R, = 0,08 (silikagel, rozpoudt¥dlovy systém:
sm&s chloroformu, methenolu, ledové kyseliny octové v poméru 9:1:0,1).
d) Eopulace piperazidu 8-chlorresorufin-l-karboxylové kyseliny s (2-aminoethyl)smidem
theofylin~T-propionové kyseliny
Z 420 mg piperazidu N,0,0-triacetyl-8-chlordihydroresorufin-l-karboxylové kyseli-
ny a 300 mg (2-aminoethyl)emidu theofylin-T-propionové kyseliny se zfské 190 mg produk-
tu,

Pi{klad 13

Znageni imunoglobulinu G pomoct N’-hydroxysukcinimidesteru N- (4-resorufinylkerbonyl)sar-
kosinu .

100 mg 1idského imunoglobulinu G (IgG) se rozpustf v 10 ml O,1M kalimfosfétového
pufru o pH 8,0 a k ziskenému roztoku se p¥idd 5 mg.N'-hydroxysukcinimidesteru N~ (4~re-
sorufinkarbonyl)sarkosinu (srov. p¥fklad Te). SmSs se ponechd v klidu 12 hodin p#i tep-
lotd mistnosti a potom se chromatografuje na sorbentu Ultrogel ACA 2002 (LKB). Znadend
biflkovina se pfitom vymyvé pied volnym nizkomolekuldrnfm resorufinem. Stupen znaden{
se zjisfuje mE¥enim extinkce.AGini hodnotu 3, tzn., Ze na molekulu imunoglobulinu G
jsou vézény 3 molekuly derivétu resorufinu,

Pi{klad 14

Znadent imunoglobulinu G pomoci N’-hydroxysukeinimidesteru N- (4-resorufinylkerbonyl)pi-
peridin-4-karboxylové kyseliny

a) N-(4~resorufinylkarbonyl)piperidin-4-karboxylova kyseline

2,0 g chloridu N,0Q,O-triacetyldihydroresorufin-4-karboxylové kyseliny, ktery je
popsén v p¥fkladu lc), se nechd reagovat analogickym postﬁpem jeko je popsén v pifkladu
le) a 0,9 g hydrochloridu methylesteru piperidin-4-karboxylové kyseliny, anslogickym
postupem jako je popsén v p¥ikladu 1f) a lg) se produkt deacetyluje a oxiduje a zmydelni
se plsobenim hydroxidu sodného na N- (4-resorufinylkarbonyl)piperidin-4-kerboxylovou kyse-
linu,

VytéZek: 0,9 g.

Hodnota Rp = 0,44 (silikagel RP-18, rozpouitddlovy systém:
smés nitromethanu a ethylalkoholu v poméru 4:1),

WMHNIS (0,1M roztok kaliumfosfdtového pufru, pH 8,5):

= 576,2 nm -
JL mex )

b) N'—hydroxysukcinimidester N- (4~-resorufinylkarbonyl)piperidin-4~karboxylové kyseliny

7 200 mg N-(4-resorufinylkerbonyl)piperidin~4-karboxylové kyseliny, 240 mg N-hydro-
xysukeinimidu a 468 mg dicyklohexylkarbodiimidu se ziské enalogickym postupem jako je
popsén v pPikladu Te) 190 mg produktu.

Hodnota Rf = 0,7 (silikagel RP-18, rozpoudtédlovy systém:
smds nitromethanu a ethanolu v poméru 4:1).

I8 spektrum (technika KBr):
3415 (m, Siroky), 1814 (w), 1773 (m), 1734 (s, 1626 (m), 1214 (m) cum T,

¢) Znadeni krdliéfho imunoglobulinu G pomoct N ’~hydroxysukeinimidesteru N-(4-resorufi-
nylkarbonyl)piperidin-4-karboxylové kyseliny
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X 10 mg krdlidiho imunoglobulinu G rozpuiténdho v 1 ml 0,1M roztoku kaliumfosfé-
tového pufru o pH 8,5 se pFidéd 100 /ul roztoku 1,9 mg N-hydroxysukcinimidesteru Ne (4-
-resorufinylkarbonyl)piperidin-4~karboxylové kyseliny v 1 ml 1,4-dioxsnu a smés se po-
neché stét 2 hodiny p¥i teplot¥® misinosti. To odpovidd poméru 6,4 mol derivétu resoru-
finu na 1 mol krdlidiho imunoglobulinu G.

Po chromatografii na ACA 202 za pouZiti O,1M rozitoku kaliumfosfétového pufru
o pH 8,5 jako eludnfho &inidla se z{skd frakce bilkoviny, kterd mad absorpéni pomdr
A578/A280 = 0,97, coZ odpovidd stupni zatfZfenif 3,4 mol resorufinu na 1 mol imunoglobu-
linu G.

Piidé-1i se pPi analogickém pokusu k 10 mg krdlidfho imunoglobulinu G 20 /ul 0z~
toku aktivovaného resorufinu, pak se ziskd pri 1,05 mol nabifdnutého barviva na 1 mol
imunoglobulinu G stupen za¥{fenf 0,8.

Absorpén{ maximum imunoglobulinu G znadeného resorufinem &éin{ 578 nm. Roztok
fluoreskuje intenzivnd svétle Servenou barvu.

Vystavi-1i se roziok imunoglobulinu G znadeného resorufinem po dobu jednoho mési-
ce dennfmu svétlu, klesne hodnota fluorescence na 59 % pivodni hodnoty, zatimco u ana-
logicky vyrobeného imunoglobulinu G znadeného fluoresceinisothiokyendtem na 16 % a
u imunoglobulinu G znadeného texasskou &ervend na 12 %,

Priklad 15

Stanoven{ difenylhydantoinu v lidském séru pomoeci FPIA

K 1850 /ul 0,1M roztoku natriumfosfédtového pufru (pH 7,8) se pPidd 5 /ul vzorku(l),
25 /ul roztoku protildtky (2) a 25 ,ul roztokudifenylhydantoin- resorufinu 3), Po 5-mi-
nutové inkubaci pPi teploté 37 OC se md¥f fluorescendnf polarisace, (gxcitadni vlnova
délka: 575 nm, emisgn{ vlinovd délka 594 nm, wdfic{ pPistroj: fluorescenini spekiromeir
650-108, Hitachi).

(1) Vzorek: lidské sérum od ddrce se zndmym mnoZstvim difenylhydantoinu. Ke zhotoveni
kalibradni k¥ivky se pouZije sérum lidského ddrece, které obgshuje difenyl~
hydantoin v koncentraci

a) 2,5 /ug/ml
b) 5 /ug/ml
¢) 10 /ug/ml
d) 20 /ug/ml
e) 40 /ug/ml.

(2) roztok protilétky:

450 P protildtky/ml 0,1 roztoku natriumfosfétového pufru (pH 7,8)

Protildtky se ziskajf imunisac{ ovel difenylhydantoinem, ktery je vézén na albu-
min hov&ziho géra, podle obvyklych metod.

Antisérum se &ist{ srdZenim siranem smonnym a chromatografif na celulose DEAE,

(3) 6

roztok difenylhydantoinresorufinu (107~ M):

konjugét difenylhydantoin-resorufin z p¥ikladu 1i) v 0,1M roztoku natriumfosfdtové-
ho pufru {pH 7,8).

Nam@Penéd vysledky, které byly ziskdny pomoci roztokd difenylhydantoinu la), 1b),
le), 14) a le), jsou znézorndny na pPipojeném vykresu. Na tomto vykresu jsou vyneseny
koncentrace difenylhydentoinu vzored (/ug/ml) va&i namd¥enym.hodnotém polarisace (mP). ..~
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Pomoci tekové kelibraéni ki¥ivky lze také stenovovat koncentraci difenylhydentoi-
nu ve vzorcich 8 neznémym obsshem difenylhydantoinu.

Srovnatelnd kalibra¥nf k¥ivka se rovndi ziskd v p¥{pad&, %e se misto shora pouff-
vaného konjugdtu difenylhydentoinu z p¥fkladu 1li) pouZije vZdy konjugdtu difenylhyden-
toinu z pifklaedd 2, 7 nebo 9f).

Pi{klad 16

Stanoveni aktivity endoglykoéidézy pomoci resorufin-(vyssi)glykopeptidu na bézi manno-

sy

Poznémka: v dals{ &dsti textu bude pouffvéno vyrazu "(vyss{) mennossglykopeptid" z di-
vodu Jjednodu¥ifho vyjdd¥eni vlaesinfho vyznamu tohoto slove, kterym je vy3s{
glykopeptid, ve kterém je &4st{ cukru mannoss.

a) Znadenf (vy$s{)mannosaglykopeptidu N’-hydroxysukeinimidesterem N- (4-resorufinyl-
karbonyl)-sarkosinu )

50 mg (vy$sf)mennosaglykopeptidu (vyrobeného podle Huanga a daldich, Carbohydre-
te Res. 13, 127-137 (1970) se smisf{ s p¥fdavkem 10 ml 0,1M roztoku keliumfosfdtového
pufru o pH 8;0. Roztok se dodatedn& upravi na pH 8,0, Potom se p¥idd 25 mg N’-hydroxy-
sukeinimidesteru N(4~resorufinylkarbonyl)sarkosinu rozpou¥téného ve 3 ml dioxanu, po
jedné hodin¥ se znovu p¥idd stejné mnoZstvfi N-hydroxysukcinimidesteru barviva ve 3 ml
dioxanu, Sm&s se michd 14 hodin p¥i teploté mistnosti, potom se odpa¥f ve vakuu dioxen
a zbytek se z¥edi vodou na obsah 70 ml & potom pufrem A (= 0,02M roztok TRIS-HCl, 2 mM
chloridu ho¥elnatého, 2 mM chloridu mengenatého, 2 mM chloridu vépenatého, pH 7,2) na
objem 140 ml., Hodnota pH se dodatednd upravi vodnym amoniskem na 7,2. Pfitom vznikld
srazenina Se odst¥edf, Supernatsnt se pfenese na sloupec Con A-Sepherose (1.x15 cm).
Pufrem A se vymyvd volné barvivo. Jakmile protékajfci kepalina jiZ nenf Servend, vymy-
vé se 1. frakce'resorufin—(vy§§i)mannosaglykopeptidu pomoct 2% methylmannosidu v pufru
4 jakoZto eludnim &inidlem (asi 100 ml)., Potom se vymyvé 2., frakce 2% vodnym methyl-
mennosidem. Ob& frakece se dialyzujf{ proti vodé a lyofilizuj{ se. Ob& frakce jsou vhod-
né ke stenovovéni aktivity endoglykosiddzy, které je popsfno v odstavei b) déle.

b) Stenovenf aktivity endoglykosidédzy

Resorufin- (vy§$i)mennosaglykopeptid se inkubuje ve vhodném pufru s endoglykosi-
ddzou, nepffklad endoglykosiddéza H a citrdtovy pufr pH 5,5 (= vzorek 1). Paralelnd
k tomuto pokusu se sou¥asn& provédi pokus se vzorkem, ktery neobsahuje éndoglykosiddzu,
ale jinak je shodny (= vzorek 2). Po inkubaci se k obdma vzorkim p¥idé Con A-Sepharose
a smés se protiepdvd, aby se vdzal resorufin-(vy3sif)mennosaglykopeptid. Peptid znadeny
resorufinem, u n&hoZ byla &dst cukru v disledku sktivity enzymu odstdpena, se nevdie,
Po 15 minutdch se Con A-Sepharose odstiedf, supernatant se upravi na pH 7,5 a zmd¥{ se
fluorescence (excitace nep¥fklad 550 nm, emise A, oo = 595 nm), Rozd{l mezi vzorkem 1
a nulovou hodnotou (= vzorek 2) udévé mn¥stvi EtEpeného resorufin-(vys3{)mennosegly-
kopeptidu a je tudfZ mirou aktivity enzymu, .
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PREDMET VINALEZTU

1. Zphsob vyroby derivétill resorufinu obecnych vzorel Ia a Ib

R5
4 1
R N R
\
Z ,' A (13)
HO 0 o/
‘ R2 n
B
R .
4
R i
e _
z A (Iv)
l /
/
0 0 OH
\ \ 2 / N
2 o

ve kterych

Rl, R2, R3, R4 a RB, které mohouw byt vZdy stejné nebo navzdjem rozdflné, znemenaj{ atom
vodfku, atom halogenu, karboxyskupinu, kerboxamidoskupinu, alkoxy-
karbonylovou skupinu s 1 aZ 5 atomy uhl{kn v alkoxylové &asti,
kyenoskupinu, nitroskupinu, alkylovou skupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku
nebo alkoxyskupinu s 1 aZ 5 stomy uhliku, kieré jsou popiipadd
substituovény karboxyskupinow, karboxamidoskupinou, alkoxykarbony-
lovou skupinou s 1 aZ 5 atomy uhliku v alkoxylové &désti, kysnosku-
pinou nebo nitroskupinou,
pricemi R4 a R5 mohou spolednd predstavovat anelovany aromaticky
vhlovod{k se 6 aZ 10 atomy uhliku, ktery je popiipadé substituovén
jednou nebo ndkolika substituenty zvolenymi ze skupiny, kterd je
tvoPena sulfoskupinou, karboxyskupinou a alkoxyskupinou s 1 aZ 5
atomy uhlfku,

Z znamend mistkovy &len vytvoleny ze zbytkl Xl, X2 X3, X4 a M, pii-
’ b

Cemi Xl, X2, X3,>X4‘a M maji déle uvedené vyznemy,

§
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A znamend zbytek heptenu, entigenu, protildtky, substrdtu &i noside a
n znemens celéd &fslo od 1 do 200,

vyznatujict se tim, Ze se na slouleniny obecnych vzored IIa a IIb

(IIa)

T.
Ls

ve kterych .
Rl, R2, R3, R4 a R5 maji vyznsmy uvedené pod obecnym vzorcem Ia a Ib, &

Xl znemend reaktivni skupinu, jeko skupinu -COOH, -COOT, -COOCOZTI,

-NCO, -NCS,

N

_ / ——--\\
-NH N, -HC=CH-CO-, ~CHO, -SO,CL,

N—
Cl
-COCH,-Hal, —(CHz)m-N32 nebo

-CO-N 007,
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. pPicemz
T znamend alkylovou skupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku nebo elektronega-
tivovany zbytek esteru, jako napi{fklad zbytek N-hydroxysukcinimid-
esteru,
Tl znamend alkylovou skupinu s 1 a% 5 atomy uhliku a
m znamend celé &fslo od O do 3, a
Hal znamend atom halogenu,

a v pPffpadé skupin obsahujfcich primdrni aminoskupinu znemend rowmd# sku-
pinu s odpovidajfcf sekundédrni sminoskupinou, nebo mé vyznam ddle uvedené-
ho substituentu Xz s tim, Ze vyznam substituenid X+ a x° je stejny nebo
navzédjem razny,

plsob{ disminem, dikerboxylovou kyselinou nebo jejim derivdtiem, dialdehydem nebo amino-
karboxylovou kyselinou obecného vzorce IV

x3 - M- x4 (v)
ve kterém
%3 a X4 znamenajl reaktivni skupiny a
M znamend zbytek bifunkini sloudeniny s 1 a% 5 atomy uhliku,
a ligandem obecného vzorce III
y G (III)
ve kterém
X2 znamend reaktivni skupinu, jako skupinu -NHZ, ~3H, ~OH, ~-COOH nebo
sekundédrni sminoskupinu odpovidajici skupind mNHz, nebo mé& vyznam shora
uvedeného substituentu X* s tim, Ze pPi téZe reakci je vyznam substituentld
Xl a X2 steJny nebo navzdjem rlzny, =
A mé shora uvedeny vyznam,

ptidenZ se popiipadd pii Jednotlivych reskdnich stupnich zavedou chrdnici skupiny a
potom se opét oddtép{ a jednotlivé reaktivni skupiny Xl, ’2, %3 et se pop¥ipadé preve-
dou na jiné reaktivni skupiny.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznalujici se tim, Ze se jako bifunkéni slouleniny
s 1 aZ 5 atomy uhlfku pouZivéd piperazinu, 1,2-ethylendiaminu, glyecinu, sarkosinu,
ﬁ -glaninu nebo piperidin-4-karboxylové kyseliny.
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