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ReSeni se tyk& zpisobu vyroby novych
sloudenin typu akryloylaminobarviv zejména
obecnych vzorci I a II, ve kterych alespon

jeden ze zbytkd Rl je akryloylovy zbytek.
Zplsob spolivd v tom, Z%e se barvivo, které

nese skupinu @th a alespon jeden ze zbytka
2 Yy

R1 je vodik, nechd zreagovat s akrylchlo-
ridem.
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Vyndlez se tyka zplhsobu vyroby novych sloulenin typu akryloylaminobarviv.

Izolace jednotlivych genid nebo souboru stejnych genl v opakovaném uspofddéni z genomu
eukaryotickych bun&k nemd pouze &istd& védecky vyznam, nybri i velky prakticky vyznam
z hlediska genové technologie. AZ dosud byly moZné izolace jen tehdy, jestlile se sloZen{
bdz{ genu nebo genové skupiny svymi spacery, tj. akupinami s molekuldrni hmotnostf aZ
asi 4 000, pisobicich prostorovy odstup, 1i8ilo alespon o 6 az 7 % od prum&rného sloZeni
bdzi celkového genomu.

Jako d&lfic{ zptsob se v&t¥inou pouiivalo yradientové odst¥edovéni na zéklad® hustoty
_iontl cesia s pfisadami l4tek specifickych k bdzim desoxyribonukleovych kyselin (DNA),

jako nap¥iklad s p¥isadami ionth stf¥ibra, rtuti nebo platiny nebo aktinomycinu nebo bkarviva
Hoechst, coZ je 2—/4-hydroxyfenyl/—5-[5-/N-metyl-N‘-piperazinyl/-L,3/—benzodiazol—2—
—ylj-/1,3/—benzodial. Tyto zplsoby maji jenom omezenou kapacitu, jsou drahé a narodné

na &as,

Vyvoj materidld pro afinitni chromatografii biopolymer( velice zjednodu$il v minulych
létech izolaci mnoha biopolymerd nebo vibec poprvé umoZnil jejich p¥ipravu v &istém stavu.
P¥i t&chto zplisobech se vychézi zpravidla z nosile, ktery se po chemické aktivaci uvadi
do reakce s l&tkou, kterd vdZe co nejspecifidt&ji bipolymer,‘ktery se md izolovat. Na
z4klad® této specifilnosti lze v idedlnim p¥fpadé hledany bipolymer selektivn& adsorbovat
ze smési podobnych sloufenin na chromatograficky materidl a potom jej za vhodnych podminek
desorbovat. Uvedeny zpisob je popsén ?. Cus ~ trecasasem a C. B. Anfinsenem, v Ann, Rev.
Biochem. 40 (1971), 259 aZ 278.

P¥es mnoZstvi p¥ikladd o tsp&8ném pouZiti tohoto zptsobu nepoda¥ilo se a¥ dosud vyvinout
pro mnoho biopolymerd 24dny chromatograficky materidl, ktery by umoZnil takové selektivni
a programovatelné d&lenf i pro sm&si nukleovych kyselin. Vysoce rozliZovaci frakcionace
sm&si{ nukleovych kyselin v gramovém m&¥ftku je ale p¥edpokladem pro poZadovanou izolaci
jednotlivych genl nebo v&tvi stejnych geni.

U dosavadnich zptsobd d&lenf nukleovych kyselin s nizkou molekulovou hmotnosti, nap¥i-
klad prenosovych ribonukleovych kyselin, se dosahuje d&leni v rdzné druhy na adsorpénich
&inidlech, které kombinuji vlasnosti iontom&nidd s lipofilnimi interakcemi. - viz
R. M. Kothari a V. Shankar, Journal of Chromatography 981(1974) 449 a% 475. P¥i tom se
v podstaté vyuZivd moZnostf{ interakc{ nosile se vzdcnymi bdzemi nukleovych kyselin,
které jsou k dispozici u rdznych p¥enosovych ribonukleovych kyselin v rozdilném mnoZstvi.

Protofe vySemolekuldrnl ribonukleové kyseliny a desoxyribonukleové kyseliny necbsa-
huji zpravidla %#4dné vzdcné bize, mohou zplsoby jejich déleni spo&ivat pouze v nésledujfi-
cfch rozdilnych znacich:

pom&éru jednotlivého provazce k dvojitému provazci
rozd{lu ve sloZfeni bdzi

rozdilu ve sledu bézi

rozdilu v molekulovych hmotnostech

rozdilu v tercidrnich strukturéch

Viech téchto znakl se skutelné vyuZivd dnes u obvyklych zplsobl frakcionace - viz
nap¥. R. M. Kothari, Chromatograf. Rev. 12 (1970) 127 a% 155.

U neji&inn&j¥fho zpisobu, frakcionace v solném gradientu na ultraodst¥edivce, vedou
rozdily ve sloZfenf{ b4z{, rozdily ve sledu bézi, a rozdily v molekulovych hmotnostech k
k rozdildm v hustotd vznosu pro jednotlivy druh desoxyribonukleové kyseliny, které lze
jedté zvétEit p¥ifdavkem latek, specifickych k bdzim, Ostrosti d&len{ ubyvd s ubyvajfci
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molekulovou hmotnostf, kapacity se vzristajfci molekulovou hmotnosti. P¥i absorpéni chro-
matografii na hydroxyapatitu dochdzf ke frakcionaci v podstatd podle pom&ri jednotlivého
provazce ke dvojitému provazci nukleovych a jenom v malé mi¥e podle rozd{lu ve sloZeni
bdzf, zatimco nukleové kyseliny bohat¥{ obsahem quaninu a cytozinu jsou desorbovdny jiZ
p¥i o n&co ni%%i koncentraci soli neZ sloZky bohat#i adeninem a thyminem viz W. Pakroppa
a W. Miller, Proc. Nat. Acad. Sci USA, 71 (3) (1974) 699 aZz 703.

Zcela analogicky lze dvojprovazcové kyseliny nukleové frakcionovat na specifickych
adsorpénich &inidlech proteink¥emelina, nap¥iklad metyl-sériovy albumin- kfemelina,
podle rozdflu ve slo¥eni bizi, p¥ifem? se op&t nejd¥ive eluuji druhy desoxyribonukleovych
kyselin bohat®{ quaninem a cytozinem viz J. D. Mandell a A. D. Hershey, Analytical Bio-
chemistry 1 (1960) 66 a% 77; N. Sueoka a Ts “ai =~ Ying Chang, J. Mol. Biol. 4 (1962)
161 a¥ 172. Vlastni mechanismus G&inku t&chto spi%é ndhodn& nalezenych adsorp&nich &inidel
nen{ zndm. Proto nemohla byt dodnes podstatné zlepSena mald ostrost déleni na téchto
materidlech.

Teprve v poslednich létech byly po systematickém studiu Setngch létek, které tvo¥i
komplexy s nukleovymi kyselinami, nalezeny slouleniny, které se zdély byt vhodnymi
k cilené syntéze materidlt pro afinitni chromatografii, viz W. Miller a D. M. Crothers,
Eur. J. Biochem. 54 (1975) 267 a% 277; W. Miller, H., Biinemann a N. Dattagupta, Eur. J. Bio-
chem. 54 (1975) 279 a% 291 a W. Miller a F. Gautier, Eur. J. Biochem. 54 (1975) 385 aZ
394.

Jaké vyhody p¥ind%i pouZiti takov{ych dobfe prostudovanych létek p¥i d&leni sm&si
nukleovych kyselin mohlo byt ji¥ ukézino na p¥fkladech kombinovanéhe pou¥iti hydroxyapatitu
a ethidiumbromidu ‘jako bazicky specifickych p¥idavanych ldtek pro d&leni superhelik&lnich
a helikdlnich desoxyribonukleovych kyselin - viz W. Pakroppa, W. Goebel a W. Miller,
Analytical Biochemistry 67 (1975) 372 aZ 383 a hydroxyapatitu v kémbinaci s derivéty fenyl-
neutrélnf Servend® jako komplexotvornych &inidel specifickych k bdzim p¥i déleni dvou-
provazcovych druhl desoxyribonukleovych kyselin viz - W. Pakroppa a W. Miller,

Proc. Nat. Acad, Sci.USA 71 (3) (1974) 699 aZ 703.

Rozli¥ovaci schopnost t&chto uvedenych zplisobll je srovnatelnd s preparativnim cesium-
chloridovym gradientem hustoty, tzn. lze vzdjemnd odd&lit frakce desoxyribonukleové kyseliny

s rozdilnym obsahem quaninu a cytosinu.

Pf¥es vysokou kapacitu je zpisob nevyhodny v tom, Ze se obtiZn& ziskdvajf smé&si deso-
xyribonukleové kyseliny se st¥edni molekulovou hmotnosti sloZek vy38{ ne% 20 x 106

a ¥e se dokonce musi p¥ipravovat specidlnf hydroxyapatit pouZivany jako absorvebs.

Del3{i dobu je zndmo, Ze sm&si nukleovych kyselin lze d&lit v systému polyetylen-
-glykol-dextran za urditych podminek jednak v jednoprovazcové desoxyribonukleové kyseliny
a jednak ve dvouprovazcové desoxyribonukleové kyseliny.

P¥itom v leh&{ polyetylenglykolové fézi se vidy obohacuje dvouprovazcovd desoxyribo-
nukleovd kyselina, coZ znamend, %e mé vy%3i rozd&lovaci koeficient neZ jednoprovazcové
nukleové kyseliny. Absolutnf hodnoty rozd&lovacich koeficientd lze m&nit p¥iddnim draselngch
a lithngch solf asi o 3 a%¥ 4 ¥&4dy, frakcionace podle slofenf b4z{ se vZak v tomto systému
neda¥{.

Je zn&m zpisob vyroby adsorp&nich &inidel, té&chife autord jako v p¥ipadé tohotolvyné—
lezu. T&mito adsorp®nimi Zinidly lze dosdhnout fazov& nebo strukturné specifického dé&leni
biopolymerd a zejména smé&si jednoprovazcovych a/nebo dvouprovazcovych nebo tzv. super-
coiled a/nebo linedrnich nukleovych kyselin, zejména sm&si dezoxyribonukleovych kyselin,
p¥i soudasné vysoké kapacité. )
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Afinitni specifidnosti se rozumi p¥edevZim strukturnf specifilnost a bazickd specifié-

nost. -

Shora zmin&né adsorpéni &inidlo obsahuje polymerni nosi&, na ktery je pfimo nebo
pfes dal¥f meziskupiny, zejména kovalentné vdz&n zbytek s afinitou k biopolymeru, pop¥ipadé&
bazicky a/nebo strukturné specifickd skupina.

Uvedené adsorp&ni &inidlo pro afinitnf specifické d&lenf makromolekuldrnich létek,
zejména biopolymerli, jako nukleovych kyselin se vyrob{ postupem, p¥i kterém se}nejdfivé
vytvo¥{ o sob& zndmym zplsobem polymerac{ nebo polykondenzaci alespon jednoho monomeru,
ktery obsahuje navic jednu funk&ni skupinu, p¥es kterou lze vézat p¥imo nebo p¥es skupinu
s molekuldrni hmotnostf a% asi 4 000, plsobici{ prostorovy odstup, zbytek s afinitou k
k nukleovym kyselindm, polymerni nosid, tento polymerni nosi& se pop¥fpadé& rozm&lni na
pofadovanou velikost &4stic a potom se naroubuje bud p¥imo nebo kopolymerac{ v p¥itomnosti
alespon jednoho dal¥fho monomeru jako kopolymeru, zbytek s afinitou k nukleovym kyseli-
ndm, nebo se o sob& zndmym zplisobem vyrdb&ji perlovou polymeraci{ &&stice pofadované ve-
likosti. ’

S vyhodou se p¥i vyrob¥& uvedeného adsorbentu na polymernf nosi& s malymi pbéry, a
malou stladitelnosti, naroubuje kopolymer alespoi ze dvou sm&sn& polymerovatelnych mono-
merd, z nich%Z jeden nese zbytek s afinitou k nukleovym kyselindm.

Jako zbytkt s afinitou k biopolymerdm lze pouZivat komplexotvorngch létek bazicky

a/nebo strukturnd specifickych, které jsou popsdny v citované literatu¥e. Zejména vhodné
jsou zbytky barviv, které nesou skupinu Ré. Jde o barviva obecného vzorce I a II.

Ry
X Ry
L]
J: I (1)
1 I
AIN v : NR3
Ry

£
@
NR}

RIN :
c 2

(11),

NR)
kde znamenaji
X skupinu CH- nebo atom dusiku,
Y atom kyslfiku, atom siry, skupinu NH- nebo skupinu obecného vzorce

>~—Q~/n1/2

nezdvisle na sob& atomy vodiku nebo metylové skupiny,
atom vod{ku nebo metylovou skupinu,
atom vodiku nebo metylovou skupinu,
atom vodiku nebo metylovou skupinu,

oW oW oW oW
0 & W N =

anion, nap¥{klad chloridovy anion, perchlordtovy anion nebo oxaldtovy anion.
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Zejména vyhodné na polymerni nosi& vAzané komplexotvorné latky a/nebo strukturné
specifické jsou zbytky nédsledujicich barviv:

1. Diaminofenylindol (DAPI)

NH,

2. p-dimetylaminofuchsondimetyliminové sl (Malachitova zelen)

2-

. 1/2 C204

C

O

/cn_-, N N/CH3/,

3. hexametyl-p-rosanilinchlorhydrit (krystalovéd violet)

N[CH3 [

. c1”
c

/c"'s/z’(@/ \©\Nf°"'3 l2

4. heptametyl-p-rosanilinchlorid (metylzelen)

NJCH3 |,

.2 ClO4

/dc \©\N[°“3 l2

JerglyR

5. bazické difenylmetanové barvivo (auramin)

NH

o,

[eHa/oN CHy [,

6. 2—/4-hydroxyfenyl/-5—[1—metylpiperazin-4-ylj-benzimidazol-2-y1-benzimidazol (barvivo

Hoechst 33 258)
7\ N N
N N
H N OH
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7. Di-terc. butylproflavin

[cH3[3C C/c”s 3

Hy
8. Di-terc.-butylakriflavin

[
CH3 [3

Cl10;

\Hz 4

A
HoN N N
jpeasy
HoN 'l" N
CH3

9. 3,7-diamino-10-fenyl-5-oxantracenovd sl

WL,

10. 3,7-~tetrametyldiamino~10-~fenyl-5~oxantracenovd sl

L,

11. 3,6-tetrametyldiamino-9-fenalakridinovd sil

0
sesy

12, sfl esteru 3-/10/-3,7~tetrametyldiamino/-5~oxaanthrylen/-propionové kyseliny

[eHz N CHs[,

/C'fs P CHz /s

CH,CH,COOR

Pensl

fc“slz

HzN ;: :NHZ

l
CHy

N[CH3 [

13, Aktiflavin
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HaN | 'f' “NH,

14. sGl 10-/propenyl/-proflavinu

15. 3,7-diamino-3-fenylfenazinovi sul

HoN - NH,
16. 3,7-tetrametyldiamino-5-fenylfenazinovd sul

. JeHa /N N/CHy/;
17. 2-metyl-3-amino-7-dimetylaminofenazinovd sul
CH
N
JoN H NH,

18. 2-metyl-3-amino-6-dimetylaminoakridinov4 sul

2

Jemg
S CHj

19. 2-metyl-3-~amino-7-dimetylaminofenothiazinovéd stil

JcH3 N

N
|CHg[N 3 NH,
20. Proflavin
X
W ©
HaN | NH,
H
21. 3,7-diamino-5~o0xaantracenovd sil
X
N @
HoN 0 NH,
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22. 3,7-diamino—5-thiaantracenova sl

23, 3,7—diaminofenazinova sil

24, 3,7—diaminofenoxazinové sdl

25. Thionin

26. 3,6-tetrametyldiaminoakridin

27. Pyronin G

28. Thiopyronin

JS OOt
®
N s NH,

Hyl

N
N
HaN o NH,
N
JEBSN
HaN 0 NH

Ns
HoN /O:oj:l" H?

(akridinova oran)

AN
&
MezN | NMez
H

G
N
Me,N 0 NMe,

:

M‘ezN NMe 2

29, 3,7-tetrametyldiaminofenazinové sl

MezN

30. 3,7—tetrametyldiaminofenoxazinové sl

SSSON

Me2N
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31. chlorid zine&nat¢,nebo chlorid dizine&naty 2,7-bis-/dimetylamino/~-fenthiazoniumhydro-

chlorid (metylenovd modf)
N
/@ \m '
S @
NMez

32. N-/3-metoxy~7-chlorchinolin-4-yl/-etylendiamin

MezN

NH ~CHy —CHy —NH,
OCH3

Cl

pfiemZ
Me ve vy¥e uvedenych vzorcich znamend metylovou skupinu

33. Ethidiumbromid

Vyhodné komplexotvorné latky bazicky a/nebo strukturné specifické, jsou predeviim

fenylovd neutrdlni &erven vzorce

[cHg[aN ,

a p-dimetylaminofuchsondimetyliminové sil (malachitové zelen)

N /cHg /01
O

N/CH3/,

Tato barviva jsou o sob& zndma a komer&n& dostupnd nebo je mo%né je p¥ipravovati zpl-
soby, které jsou odbornikovi b&%Zné a které jsou popsény ve vy3e uvedenych publikacich
W. Miiller a D. M. Crothers Eur. J. Biochem. 54 (1975) 267 a% 277, W. Miiller, H. Blinemann
a N. Dattagupta, Eur. J. Biochem. 54 (1975) 279 a% 291 a W. Miller a F. Gautier Eur.
J. Biochem. 54 (1975) 385 a% 394.

Tyto komplexotvorné latky bazicky a/nebo strukturné specifické, pop¥ipad& zbytky
barviv, lze vizat kovalentn® na nosi& zplsoby, znémymi odbornikovi, nap¥iklad esterifikaci
hydroxylovych skupin, pfftomnych na nosili p¥es karboxylovou skupinu zavedenou do molekuly
barviva, tvorbou amidu, tvorbou uretanu a rovné&Z kopolymeracf s v§hodou v p¥itomnosti
ale i v nepfitomnosti jinych kopolymerovatelnych monomerd p¥es kopolymerovatelné dvojné
vazby, které jsou zavedeny do molekuly barviva, nap¥iklad pfes akrylamidoskupinu, jako
je tomu v p¥fpadé& vyhodnych komplexotvornych latek v bazicky a/nebo strukturn& specifickych
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a to akrylfenylneutridlni &erven& a akrylmalachitové zelen&, ndsledujicich vzorcl. Uvedend

oznaden{ jsou trivi&lni ndzvy, p¥esny ndzev zni akryloylaminofenylneutrdlni &erveh a
akryloylmalachitovd zeleifi.

CH =CHy
co

NH

[cHg/oN o NH,
x,
. CH

N/CHg/,C1 ™

CH =CHy //{_—/é \
c|:o

Tyto komplexotvorné latky bazicky a/nebo strukturn® specifické lze vyréb&t zpisobem

odbornikovi o sob& zndmym, zavedenim akrylového zbytku do uvedenych molekul barviv. To
plati i pro molekuly v¢Ze uvedengch barviv.

N/CHy/,

Ozna&eni akrylovy zbytek je v uvedenych p¥ipadech ekvivalentni akryloylovému zbytku

~

P¥edm&tem vyndlezu je zpisob vyroby novych slou¥enin typu akryloylaminobarviv zejména

obecnych vzorcl I a II.
Ry
R
X 2
" ¥ 1 (I ’ ’
RIN NR}
R
3 ©

@
RIN. : ‘ NR}
’ c

(11),
2©
1
NRJ

kde znamenajfi
X
Y

skupinu CH- nebo atom dusiku,

atom kysliku, atom siry, skupinu NH- nebo skupinu obecného vzorce

>N—©"N/“1/z
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Rl nezévisle na sob& atomy vodfku nebo metylové skupiny,

R2 atom vodiku nebo metylovou skupinu,

R3 atom vodiku nebo metylovou skupinu,

Ae anion, napffklad chloridovy anion, perchlordtovy anion nebo oxaldtovy anion, p¥ilemZ

alespon jeden ze zbytki Rl znamen& akryloylovy zbytek,

Podstata zplisobu vyroby novych sloudenin typu akryloylaminobarviv, ve kterych alespon
jeden ze zbytkl r! je akryloylovy zbytek spodivd v tom, Ze se barvivo, které nese skupinu

6 1
NR2

a alespon jeden ze zbytk& R~ je vodik, nechi zreagovat s akrylchloridem.

vyndlez se tyk& zejména zplhsobu v§roby ndsledujicich novych barviv: akryloylamino-

malachitové zelen&, akryloylaminofenylneutrdlni &ervend, derivAtl akryloylaminoakridinu
a derivdtl akryloylaminofenantridinu. Vyroba se provddi o sob& zndmym zplisobem obvyklymi
acylaénimi metodami s akrylchloridem. Zptsob je blife vysvé&tlen ndsledujfcimi p¥iklady

provedeni.
P¥iklad 1
Vyroba akryloylaminomalachitové zelené

la) 15,1 g, co? odpovidad 0,1 molu 4-nitrobenzaldehydu a 36,3 g tj. 38 ml, coZ odpovidé
0,3 molu / N,N-dimetylanilinu a 40,5 g chloridu zine&natého bezvodého se smichd a reak&ni
sm&s se zah¥eje na teplotu l4azné& 100 c. Zpod4tku snadno pohyblivé smds ztuhne v priub&hu
reakce na pevnou zelenou hmotu, kterou nelze vice michat. Reak®nf sm&s se nechd po uplynuti
5 hodin ochladit. Produkt se vyjme do 150 ml acetonu, p¥idemZ po urdité dobé& se za mich4-
ni produkt rozpusti a vylouli se zinefnatd stl. Nerozpustnd sGl se odsaje, promyje acetonem
a k filtrdtu se p¥idd tolik vody, aZ nastane krystalizace. Krystaly se odsaji, promyji
vodou, isopropylalkoholem a éterem.

Vitd%ek: 28,7 g, co’ odpovid4 76,6 % teorie, teplota tanf: 168 °C, latka je citliva
na svétlo. }

e

1b) 3,75 g, coZ odpovida 0,01 molu, nitrosloudeniny ziskané zplsobem podle la), se
rozpusti ve 200 ml 99% ledové kyseliny octové a 20 ml vody. P¥idajf{ se 4 g chloridu zi- .
ne&natého. Potom se pfid4 po S4stech za michdni a chlazeni p¥i 20 a¥ 30 °C 20 g zinkového
prachu. 30 minut se michd p¥i teploté mistnosti, potom se p¥ebytelny zinek odsaje a pro-
myje ledovou kyselinou octovou. Filtrat se odpakf ve vakuu p¥i teplot& 50 UC, zbytek se
rozd&l{ mezi 150 ml chloroformu a 100 ml vody a odd&lfi, potom se chloroformovad féze
protfepe 80 ml 2N roztoku uhli&itanu sodného a 100 ml vody. Chldroformovéd féze se odd&lf
a vysu$i nad bezvodym siranem sodnym a zfiltruje, potom se roztok zkoncentruje ve vakuu
p¥i teplot& 50 °Cc asi na 100 ml a pouZije se p¥imo k dal8{ reakci. Roztok je slab& fialovy.

lc) 100 ml zfskaného chloroformového roztoku aminosloudeniny se z¥edf{ 50 ml metanolu.
Pfidé4 se 10 g uhliditanu sodného bezvodého a na 3piku 3pachtle 1,3-dinitrobenzenu a
potom za mich&ni a chlazeni ledem na O a% 5 °C se p¥ikape 1,81 g = 1,65 ml, co¥ odpovidad
dvojnédsobnému mno¥stvi, akryloylchloridu. Suspenze se michd p¥es noc p¥i teplot& mistnosti,
potom se uhliitan sodny odsaje a filtrit se odpa¥f ve vakuu p¥i teplotd 35 a% 40 °c.
Zbytek se vyjme do 100 ml chloroformu a 50 ml vody a prot¥epe, chloroformovd féze se od-
3811, znovu extrahuje 50 ml'Qody, vysu8i sfranem sodnym a odpa¥i ve vakuu p¥i teploté‘35 aZ
40 °c.. Olejovity nazelenaly odparek se rozetfe se 20 ml isopropylalkoholu a ochladi se
ke krystalizaci. Krystaly se odsaji, promyji isopropylalkoholem a éterem a vysu¥i v exi-
kdtoru, vyt&Zek pfes stupn& 1b) a lc): 2,9 g, co¥ odpovidd 72,7 % teorie, teplota tént:
175 °c.
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Analyza

Vypo&teno: C 78,2, H: 7,27, N: 10,52 %,

Nalezeno: € 75,9, H: 7,21, N: 9,99 %,

NﬁR—spektrum (hexadeuterodimetylsulfoxid) : CH3—/N-mety1/ s 2,83 PPM, =CH-/akryl/
Q 5,7 PPM, CH=/akryl/ P 6,3 PPM, aromatické protony mezi 6,5 aZ 7,5 PPM.

1d) 250 mg, coZ odpovid4d 0,001 molu chloranilu se rozpustf{ v 15 ml tetrahydrofuranu
a ptid4 se 0,4 g, co¥ odpovidd 0,001 molu akryloylslou&eniny, obdobn& jako v p¥ipadd 1c),
Roztok okamZit& zmodrd a asi po dvou hodindch sté&nf p¥i teplot& mistnosti p¥es noc, potom
se krystaly odsaji, promyj{ tetrahydrofuranem a éterem a vysu3{ se v exikdtoru. P¥i daliim
&i%t&ni se l&tka opét rozpustf{ ve vod&, neutralizuje se kyselinou chlorovodikovou a
potom se roztok vyt¥epe etylacetdtem. listy produkt se vysr&¥{ z vodného roztoku p¥i-
ddnim cloridu sodného. .

vytéZek: 0,335 g tj. 84,2 % teorie.

V NMR-spektru 1d) lze ve srovndnf s lc) pozorovat posun N-metylprotonového signdlu
na 3,3 PPM. .

P¥{klagd 2
P¥{prava akryloylaminofenylneutrdln{ &ervené&

la) 6,9 g = 0,05 molu 4-nitroanilinu se rozpustf ve sm&si tetrahydrofuran/chlaroform
1 : 1, p¥id4 se na Spi&ku Spachtle 1,3-dinitrobenzenu a 8 ml trietylaminu. Za michéni
se p¥i teplot& 10 aZ 20 ¢ pomalu p¥ikape 9 ml = 0,1 molu akryoylchloridu. Roztok se michd
p¥i teplot& mistnosti p¥fes noc, p¥iCemZ vykrystaluje hydrochlorid trietylaminu. Potom
se sm&s tetrahydrofuran/chloroformu odpa¥i p¥i teplot& 50 % ve vakuu, zbytek se rozmichi
ve vod&, odsaje a promyje vodou, isopropylalkoholem a éterem. Produkt se vysu¥{ ve vakuu
pEi teplot& 50 °c.

1b) 2,5 g akryloylslouleniny 2a) se rozpusti p¥i teplot& 50 °c za michini v 60 ml
tetrahydrofuranu a z¥edf{ 60 ml 99% kyseliny ledové octové a ochladi na teplotu 30 %c.
Potom se p¥idd po &4stech 10 g zinkového prachu, p¥ifemZ teplota za chlazeni ledem
vystoup{ na 35 aZ 40 °c.

Potom se michd je3t& daldich 10 minut p¥i teplot& mistnosti, p¥ebytelny zinek se
odsaje a promyje koncentrovanou kyselinou octovou. Filtr4t se odpa¥{i ve vakuu p¥i teplotd
45 °c, Olejovity odparek je prakticky chromatograficky &ist§y a poufije se tak do dalSfho
reakéniho stupné.

lc) K roztoku 4,2 g = 0,02 molu N,N-dimetyl-p-fenylendiamoniumchloridu a 2,88 g tj.
0,02 molu o-toluidiniumchloridu ve 400 ml vody se p¥id4 pomalu p¥i teploté& mistnosti a
za michdni roztok 12 g chromanu sodného tj. 0,04 molu ve 100 ml vody. Vyloufeny zeleny
produkt se po 15 minutich odsaje, promyje t¥ikrat vodou, p¥ilemZ promyvaci roztok zlstdvé
zeleny, sra%enina se potom ihned zpracuje ddle tak, Ze se suspenduje v malém mnoZstvi

vody a homogenizuje.

Homogenn{ suspenze se z¥edf{ vodou na objem 1,6 litru. Po p¥iddnf 1,5 x 0,02 molu
N-akryloyl-P-fenylendiamoneumacetdtu ve 100 ml vody se hodnota pH reak&ni smé&si nastavi 3 M
roztokem octanu sodného na 4,9. Potom se sm&s zah¥eje za michdni k varu. Roztok se p¥i=-
tom barvi nejprve mod¥e, potom za varu tmavé fialov&. K dokon&enf reakce se smés ponechd
po dobu 5 minut va¥it. Potom se vrouci horky roztok odsaje p¥es nu&, filtrdt, v mnoZstvi
asi 2 litry, se upravi p¥iddnim 240 g chloridu sodného na 2 M roztok a ponechd se stét

pfes noc v lednici.
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Vyloudené krystaly se odsaji a vysu¥f v exik&toru. Nesmi se promyvat vodou, protoZe
létka je dobfe rozpustnd ve vodé&.

v§té&Zek: 2,4 g surového produktu.

K dal¥imu &ist&ni se 1,3 surového produktu rozpusti ve 25 ml metanolu a 0,1 M chloridu
sodného v pom&ru 4 : 1 a nanese na sloupec silikagelu 60 (4 x 95 cm). Potom se eluuje
stejnym rozpoudt&dlem; objem frakci = 20 ml. Frakce 22 a%Z 25 se spoji a zahusti ve vakuu
asi na 45 ml. Krystaly se odsaji, promyjf malym mnoZstvim 0,1 M chloridu sodného a vysu3i
v exikétoru.

V¢téZiek: 0,665 g chromatograficky &istého barviva.
P¥iklad 3
P¥{prava 9-/akrylolylaminoetylamino/-3-chlor-7-metoxyakridinu

854 mg 3,9~dichlor~7-metoxyakridinu se zah¥ivd s 1 ml atylendiaminu a 7,7 g fenolu
po dobu 30 minut v olejové l4zni na teplotu 60 °c. Tavenina se vyime do 200 ml chloroformu
a 150 ml vody a pH reakdni sm&si se nastavi a ekvilibruje na hodnotu 4 p¥idénim kyseliny
octové, Organickd faze se znovu extrahuje 3 a% 4krét 0,1 M pufrem z octanu sodného a potom

se odstrani,

Vodné extrakty se upravi roztokem sody na hodnotu pH 9,5, extrahujf sm&€sfi chloroformu
a n-butanolu v pm&ru 20 : 1, organick& féze se zfiltruje pfes silikonovy papir a odpa¥i
ve vakuu. Odparek se rozpusti v 0,1 M pufru z octanu sodného, zbytky dimérnfho produktu
se odfiltruji a roztok se nastavi na hodnotu pH 10. SraZenina se po 1 hodin& stdni p¥i
teplot& mistnosti odfiltruje, promyje malym mnoistvim z¥edé&ného roztoku amoniaku p¥i
4 % a vysusi.

VytéZek: 50 aZ 80 % teorie.

206 mg ziskané aminoslouleniny se rozpusti za tepla ve 25 ml chloroformu a po
ochlazeni p¥id4 0,3 ml akryloylchloridu. Roztok okamZit& ztmavne. Po n&kolika minutdch
se vylu¥uje akryloylderivét. Po odpa¥eni a promyti malym mnoZstvim chloroformu se zisk4
122 mg = 50 % teorie /9-akryloylaminoetylamino/-3-chlor-7-metoxyakridinu v chromato-
graficky &isté form&.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob vyroby novych sloudenin typu akryloylaminobarviv zejména obecnych vzorct
Iall
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kde znamenaji

X Skupinu CH- nebo atom dusiku,
Y atom kysliku, atom sfry, skupinu NH- nebc skupihu obecnéhg.«wvzorce
~
N N[Rqf2
R1 nezdvisle na sob& atomy vodiku nebo metylové skupiny
R2 atom vodiku nebo metylovou skupinu,
R3 atom vodiku nebo metylovou skupinu,
R4 atom vodiku nebo metylovou skupinu a
a® anion, nap¥fklad chloridovy anion, perchlordtovy anion nebo oxaldtovy anion,

®

vyznatujfci se tim, %e se barvivo, které nese skupinu NR% a alespon jeden ze zbytkd

Rl znamend vodik, nechd zreagovat s akrylchloridem.

2. Zplsob vyroby akryloylaminomalachitové zelen& obecného vzorce

HN -CO -CH =CH,

feHglpn—( H—c Yoal

N/CHg/

vyznalujici se tim, Ze 4-nitrobenzaldehyd se uviddf{ do reakce s N,N-dimetylanilinem, nitro~
skupina vzniklého trifenylmetanového derivétu se redukuje a acyluje akrylchloridem,

3. Zpisob vyroby akryloylaminofenylneutrélni &ervend vzorce
CH =CH,
o
NH

S

(o]

e Oe

vyznadujic{ se tim, Ze N,N-dimetyl-p-fenylendiamin se uvddf do reakce s o-toluidinem a

NH,

CHy

ziskany reakdni produkt se uvddi{ do reakce s N-~akryloyl-p-fenylendiaminem.

4, Zpdsob vyroby derivatt akridinu vzorce

NH—CHy —CHy ~ NH — CO — CH =CH,
: OCHg
400
el ”

vyznadujici se tim, Ze 3,9-dichlor-6-metoxyakridin se uvdd{ do reakce s etylendiaminem
a ziskand 9-aminoetylaminosloudenina se acyluje akrylchloridem.
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5. ZpGsob vyroby derivatd akryoylfenantridinu obecného vzorce

Eadaals

N

O \CHZR

CHy=CH-C-NH

ve kterém znadi
R zna&f atom vodfku nebo metylovou skupinu,

vyznadujici{ se tim, %e fenantridinovy derivéit vzorce

_N\
Q CH,R

se acyluje akrylchloridem. NH,
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