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(54) Zpusob ptipravy D-glukosaminu znadeného radioisotopem

Podstata navrfeného ¥efeni spolivé
v tom, %e zna&end l-amino-l-deoxy-D-
~fruktosa nebo 1-N-alkyl/nebo aryl/amino-
-1-deoxy-D-fruktosa se uvede v reakci
s kapalnym amoniakem nebo metanolickym
amoniakem nebo etanolickym amoniakem,
s vyhodou p¥i teplot& 18 aZ 25 °C po
dobu 4 a¥ 24 dnd v uzav¥eném systému
v p¥itomnosti chloridu amonného v mnoZstvi
0,5 a% 3 moly na 1 mol vychozi ldtky
a/nebo alespoii jednoho katalysétoru
ze skupiny zahrnujfci kyselinu jantarovou,
kyselinu glutarovou, kyselinu benzoovou,
kyselinu gallovou, vyhodné v mnoZstvi
3 a¥ 8 mold na 1 mol vychozi 1l&tky.
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Vyndlez ¥e${ zplisob p¥ipravy D-glukosaminu znaeného radioisotopem “°C z l-amino-l-deoxy-

~-D-fruktosy nebo jejich N-substituovangych deriviti.

D-Glukosamin je mimo¥&dn& vyznamny p¥irodnf aminosacharid jeho% vyskyt charakteristicky
predevi{m pro riizné typy polysacharidt, lipopolysacharidl a glykoproteind. Vyzkum litek
obsahujfcich D-glukosamin patff{ z hlediska biochemie ke st&Zejnim. D-Glukosamin je sledovén
zejména jako souddst skeletu muramové a neuraminové kyseliny, biologicky velmi vyznamnych,

a ve form& znadené isotopem uhliku 16 ma v tomto sméru neocenitelny vyznam

Zpisob pY¥ipravy D-glukosaminu znadeného radioisoteopem 14C z D-fruktosy jako vychozi
14tky je pfedm&tem AO 231 498. D-Fruktosa, znalend isotopy uhliku je v8ak obtiZn&ji dostupnéd
ne? ekonomicky vyhodn&jsi zna&end D-glukosa, ze které se znalenid D-fruktosa také b&iné&
zisk4véd /isomerizac{ katalysovanou enzymy aj./. Bylo by proto vyhodné vyuZit{ k p¥ipravé
znadeného D-glukosaminu p¥imo D-glukosu.

V oblasti neznadenych sloudenin jsou b&Znym zdrojem D-glukosaminu p¥irodni 1l4tky,
pfedev&im chitin /Stacey M., Webber J.M.: Methods in Carbohyd. Chem. 1, 228 /1962//.
V jediném dostupném literérnim zdroji je uvddéna p¥iprava D-glukosaminu reakc{ D-glukosy
s amoniakem p¥i 100 ©c /Patent US 2,884.441/.

Reakén{ podminky jsou viak pffli¥ energické pro prdci s D-glukosou znalenou isotopy
uhliku a dochdzi k velkym ztr&tdm radioaktivity v rozkladnych produktech, pfedstavujicich
kolem 80 %, pfedem? vyt&fky znaleného D-glukosaminu jsou nizké.

VyuZitim Amadoriho p¥esmyku lze z D-glukosy pripravit l-amino-l-deoxy-D-fruktosu
/XKuhn R., Haas H.J.: Liebig s Ann. Chem, 600, 148 /1956/, Druey J., Huber G.: Helv. Chim.
Acta 40, 342 /1957//, kterd reakci s amoniakem poskytuje D-glukosamin /Patent US 2,918.462/.

Vznik D~glukosaminu p#i této rekaci, kterd nebyla teoreticky studovéna, by patrné
bylo moZno vystdtlit mechanismem Heynsova pfesmyku /Heyns K., Koch W.: Z. Naturforsch.
7b, 486 /1952/, Heyns K., Meinecke K.H.: Chem. Ber. 86, 1453 /1953/, The Carbohydrates
/Pigman W., Horton D., Eds./, Academic Press, New York 1980, s 905/ a to za p¥edpokladu,
%Ye aminoskupina l-amino~l-deoxy-D-fruktosy I by se p¥i reakci chovala analogicky, jako
hydroxylov4 skupina v poloze C-1 D-fruktosy /kterd p¥i reakci s amoniakem poskytuje D-glukos-
amin, viz nap¥. Heyns K., Paulsen H., Eichstedt R., Rolle M.: Chem. Ber. 90, 2 039 /1957/
a v oblasti zna&enych sloudenin AO 231 498/.

Reakcf derivdtu I s amoniakem vznik& l-amino-l-deoxy-D-fruktosylamin II, poskytujfct
ddle endiamin III, z n&ho¥ vznik& tautomerni{ aldimin IV, snadno hydrolysovatelny na D-

-glukosamin V:
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Na z&klad® analogického schematu by bylo moZno olekdvat, %e také N-substituované
derivaty l-amino-l-deoxy-D-fruktosy, tj. 1-N-alkyl /nebo aryl/amino-l-deoxy~D-fruktosa
IV /pro R = primdrni alkyl nebo aryl/ by reakci s amoniakem mohla cestou Heynsova p¥esmyku
/viz uvedeny pfesmyk derivdtu II na aldimin IV/ poskytovat N-substituovany aldimin VII,
opé&t hydrolysovatelny na D-glukosamin V:

HOCH,
o SH2NHR oOH CH=NR .
HO NH3 H30
HO OH _—D HO ___—_——"*f> v
OH NH,
Vi VII

Tento typ rakci dosud nebyl v dostupné literatufe popsén.

Vychozi derivdty jsou dostupné z D-glukosy a vhodnych typl amind s vyu¥itfm Amadoriho
pfesmyku pfechodn& vznikajicich N-substituovanych D-glukosylaminti /Hodge J.E., Fisher
B.E.: Methods Carbohyd. Chem. 2, 99 /1963/, Weygand r.: Chem. Ber. 73, 1 259 /1940/, Micheel
F., Hagemann G.: Chem. Ber. 93, 2 381 /1960// a to i ve formé znadené radioisotopem L4g
/Sk&la L.: Kandiddtskd disertace, PY¥F University Karlovy, Praha 1984, s. 36/.

Vznik D-glukosaminu p#i reakcich derivédtlh IV s amoniakem a hydrolyse odpovidajfcich
aldiminl VII byl prokdzdn a ov&fen na latkdch znadenych radioisotopem 14C i na latkdch

neznacenych.

Na uvedeném reakénim principu je zaloZen navrhovany zplisob p¥ipravy. D-glukosaminu

Lo jehoZ podstata spo&ivd v tom, Ze l-amino-l-deoxy-D-fruktosa

znafeného radioisotopem
nebo 1-N-alkyl/nebo aryl/amino-1l-deoxy-D-fruktosa se uvede v reakci s kapalnym amoniakem
nebo metanolickym amoniakem nebo etanolickym amoniakem, s vyhodou p¥i teplot& 18 a¥ 25 °¢c
po dobu 4 aZ 24 dnl, v uzavieném systému v p¥itomnosti chloridu amonného v mnoZ#stvi 0,5 a¥
3 moly na 1 mol vychozi{ liatky a/nebo alespon jednoho katalys&toru ze skupiny zahrnujici
kyselinu jantarovou, kyselinu glutarovou, kyselinu benzoovou, kyselinou gallovou, vfhodn&

v mnoZstvi 3 aZ 8 mol vychozi 1lAatky.

Reakce miZe byt provddéna s kapalnym amoniakem po dobu 5 a% 8 dni v p¥itomnosti chloridu
amonného v mnoZstvi 1 aZ 3 moly na 1 mol vychozi l4tky nebo po dobu 4 a% 10 dnG v p¥itomnosti
chloridu amonného v mnoZstvi 1 a% 2 mol vychozi latky a/nebo alespon jednoho katalysétoru
ze skupiny zahrﬁujici kyselinu jantarovou, kyselinu glutarovou, kyselinu benzoovou a” kyselinu
gallovou v mnoZstvi 4 af 8 mold na 1 mol:!:vychozi latky.

Reakci s kapalnym amoniakem je moZno té%Z provddét po dobu 4 a% 6 dnd v pY¥{tomnosti
chloridu amonného v mnoZstvi 0,5 aZ 2 moly na 1 mol vychozi ldtky, poté odstranit kapalny
amoniak, pfidat metanol nebo etanol nasyceny p¥i 0 ¢ plynnym amoniakem a alespoii jeden
katalysdtor ze skupiny zahrnujici kyselinu jantarovou, kyselinu glutarovou, kyselinu benzoovou
a kyselinu gallovou v mnoZstvi 4 aZ 6 mold na 1 mol vychozi 1l4tky a reakci nechat probihat
po dobu dalSfich 10 a% 12 dndu.

Reakce miZe byt provddéna také s metanolickym nebo etanolickym amoniakem, pY¥ipravenym
nasycenim p¥islu$ného alkoholu pfi 0°¢ plynnym amoniakem, a to po dobu 20 aZ 24 dnd v pfitom-
nosti chloridu amonného v mno¥stvi 1 a% 2 moly na 1 mol vychozi latky a/nebo alespon jedno-
ho katalysdtoru ze skupiny zahrnujic{ kyselinu jantarovou, kyselinu glutarovou, kyselinu
benzoovou a kyselinu gallovou v mnoZstvi 3 a% 6 mold 1 mol vychozi 1l4tky. Katalysdtor

ze skupiny kyselin mGZe byt p¥idén do reakéni sm&si aZ po 8 a% 12 dnech od po&dtku reakce.

Ve v8ech uvedenych pripadech se po ukondeni reakce odstrani amoniak z reakdni smési
a provede se hydrolysa vzniklych aldimint, vyhodn& z¥edénou kyselinou chlorovodikovou,
na D-glukosamin, ktery se isoluje ve formé& soli, vyhodné jako hydrochlorid.
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V§hoda tohoto zpisobu p¥ipravy D-~glukosaminu znaleného radioisotopem 14C spodivd
v tom, Ze

- D~glukosamin se p¥ipravuje z dostupného a ekonomicky vyhodného zdroje, tj. D-glukosy,

- D~glukosu lze p¥ev4ddé&t na vychozi l&tky reakcemi s aminy s vyuZit{m Amadoriho p¥esmyku
ve vytéZfcich aZ pres 80 &,

- lze regenerovat vychozi l&tky, takZe je celkové vyuZito a? pfes 70 % vychozi radio-
aktivity,

- reakce l1-N~alkyl/nebo aryl/amino~l-deoxy-D=-fruktosy s amoniakem p¥edstavuji novy
obecny typ reakcf, umoZnujici volbu l~N-substituentu.

Zpisob podle vyndlezu je dédle objasnén v nédsledujicich p¥ikladech provedeni.
P¥{klad 1

1—Amino-1-deoxy—D—/U—14C/fruktosa /ve form& acetdtu/ /40 MBg; mé&rnd aktivita vychozi
D—/U-14C/fruktosy 9,2 GBq.mmol-l, coZ plati i ddle pro p¥iklady 2 a% 6/, 1 ml kapalného
amoniaku a 0,6 mg chloridu amonného se nechd reagovat po dobu 5 dnl p¥i teplot& 20 a%
22 °C v zatavené sklendné ampuli. Amoniak se odpa¥{, p¥idd se 0,5 ml 0,5 M kyseliny chloro-
vodfkové a roztok se zah#ivd po dobu 5 a% 10 min na 50 a% 60 °c.

D-/U-14C/Glukosamin ve formé& hydrochloridu lze isolovat nap¥. preparativni papirovou
chromatografi{ v soustavé l-butanol - etanol - voda 52:33:15. Toté%Z platf i dédle pro p¥iklady
2 a¥ 6. Radiochemicky vyt&Zek hydrochloridu D~/U-14C/glukosaminu je 44 %.

P¥{klad 2

1-N—Benzylamino—1—deoxy—D-/U-l4C/fruktosa /ve formé& hydrochloridu/ /61 MBq/, 1,5 ml
kapalného amoniaku, 1 mg chloridu amonného a 3,5 mg kyseliny glutarové se nechd reagovat
po dobu 8 dnll v autokldvu pf¥i teploté& 23 a% 25 °c. Amoniak se odpa¥{, p¥idaji se 2 ml
0,5M kyseliny chlorovodikové a roztok se zah¥ivd po dobu 15 a% 20 min na 60 °c. Radiochemicky
vytéZek hydrochloridu D-/U—14C/glukosaminu je 22 %.

P¥iklad 3

l-N—Cyklohexylamino—1-deoxy-D—/U-14C/fruktosa /ve formé& hydrochloridu/ /83 MBq/,
1,5 ml kapalného amoniaku a 0,5 mg chloridu amonného se nechd reagovat v zatavené ampuli
po dobu 6 dnt.

Amoniak se odpa¥i, ptidd se 2,5 mg kyseliny jantarové, 2,7 mg kyseliny benzoové a
1,5 ml bezvodého etanolu, nasyceného p¥i 0°c plynnym amoniakem a nechd se reagovat v zatavené
ampuli p¥i teploté stejné jako v prvni fézi reakce, tj. 20 aZ 25 ®c. Roztok se vakuovd
odpa¥i, nade? se provede hydrolysa kyselinou chlorovodikovou jako v p¥fkladu 2. Radiochemicky
vytéZek hydrochloridu D—/U-14C/glukosaminu je 19 8.
P¥{iklad 4

1—N-Fenylamino-1-deoxy—D-/U;14C/fruktosa /ve form& hydrochloridu/ /48 MBg/, 4 ml
bezvodého metanolu, nasyceného p¥i 0°c plynnym amoniakem, 0,5 mg chloridu amonného a 7,8 mg
kyseliny gallové se nechd reagovat v dobf¥e ut&sn&né bance pf¥i teplot& 22 a%Z 25 e po dobu
22 dnu.

Roztok se vakuové odpafi, prid4 se 2,5 ml 0,5M kyseliny chlorovodikové a roztok se
zah¥1ivd po dobu 25 min na 65 YC. Radiochemicky vyt&¥ek hydrochloridu D—/U-14C/glukosaminu
je 29 %.
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P¥i{iklad 5

1-N-p-Tolylamino—l-deoxy-D—/U—14C/fruktosa /ve formé& hydrochloridu /64 MBg/, 4 ml
metanolu, nasyceného p¥i 0 °C'plynn§m amoniakem, a 0,6 mg chloridu amonného se nechd reagovat
v dobfe ut&snéné bafice p¥i teplotd 20 a¥ 25 °C po dobu 10 dnd.

Poté se do reakini smési p¥idd roztok 4,3 mg kyseliny jantarové v 0,3 ml metanolu
a reak®ni sm&s se nechd stdt p¥i stejné teploté po dobu daldich 11 dnd. Roztok se vakuové
odpa¥{ a provede se hydrolysa kyselinou chlorovodikovou jako v p¥ikladu 4. Radiochemicky
vytéZek hydrochloridu D—/U—14C/glukosaminu je 33 %.

P¥i{iklad 6

l-N—p-Tolylamino-1~deoxy-D-/U-14C/fruktosa /ve formé& hydrochloridu/ /39 MBgq/, 1,5 ml
kapalného amoniaku, 2,8 mg kyseliny jantarové a 2,1 mg kyseliny glutarové se nechd reagovat
v zastavenéampuli p¥i teplot& 22 a% 25 °c po dobu 8 dnt.

Amoniak se odpa¥i a provede se hydrolysa kyselinou chlorovodikovou jako v p¥ikladu 4.

’

Radiochemicky vyt&Zek hydrochloridu D-/U-14C/glukosaminu je 15,5 %.

PREDMET VYNALEGZU

1. Zplsob p¥ipravy D-glukosaminu znaleného radioisotopem 14 vyznaleny tim, Ze znafend
l-amino~-l-deoxy-D~fruktosa nebo 1-N-alkyl/nebo aryl/amino-l-deoxy~D-fruktosa se uvede
v reakci s kapalnym amoniakem nebo/a metanolickym amoniakem nebo/a etanolickym amoniakem
s vyhodou p¥i teplot& 18 aZ% 25 °c po dobu 4 a¥ 24 dnd v uzav¥eném systému v p¥itomnosti
chloridu amonného v mnofstvi 0,5 aZ 3 moly na 1 mol vychozi l&tky a/nebo alesponh jednoho
katalysdtoru ze skupiny zahrnujici kyselinu jantarovou, kyselinu glutarovou, kyselinu
benzoovou a kyselinu gallovou, vyhodné v mnoZstvi 3 aZ 8 moll na 1 mol vychozi 1l4tky.

2. Zptsob podle bodu 1 vyznaeny tim, Ze reakce s kapalnym amoniakem se provadi po
dobu 4 aZ 6 dnG v p¥itomnosti chloridu amonného v mnoZstvi 0,5 aZ 2 moly na 1 mol vychozi
l4tky, poté se kapalny amoniak odstrani a ptrid4 metanol nebo etanol nasyceny p¥i 0 °c
plynnym amoniakem a alespon jeden katalysdtor ze skupiny zahrnujici kyselinu jantarovou,
kyselinu glutarovou, kyselinu benzoovou a kyselinu gallovou, v mnoZstvi 4 aZ 6 moll na
1 mol vychozi latky a smé&s se nechd reagovat po dobu daldich 10 aZ 12 dnd.

3. Zpusob podle bodu 1 vyznaeny tim, Ze reakce se provddi s metanolickym nebo etanolickym
amoniakem, pEfipravenym nasycenim p¥isluSného alkoholu p¥i 0 °C plynnym amoniakem, po dobu
20 a? 24 dni, v pritomnosti chloridu amonného v mnoZstvi 1 aZ 2 moly na 1 mol vychozi
1l4tky a/nebo alespon jednoho katalysétoru ze skupiny zahrnujfci kyselinu jantarovou, kyselinu
glutarovou, kyselinu benzoovou a kyselinu gallovou, v mnoZstvi 3 aZ 6 mold na 1 mol vychozi
1atky.

4. zZpusob podle bodu 1 vyznaleny tim, %e katalysdtor ze skupiny kyselin se p¥id4
do reakdni smési aZ po 8 aZ 10 dnech od po&étku reakce.
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V popisu vynélezu k autorskému osvédcéeni ¢. 252 230
na titulni strané nenf dotiStén nézev vynélezu.

Spréavné méa byt:

Zplsob pripravy D-glukosaminu znaéeného
radioisotopem 140

Ufad pro vynédlezy a objevy
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