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Zplsob vyroby glykosidd derivét

resorufinu

(57)Zpﬂsob vyroby glykosidG derivédtt resoru- °
finu gbecného vzorce Ia nebo Ib, kde Rl = H,

R2, R3 a RS je nezdvisle H, halogen neto
C1-Cs alkyl, R4 a R6 je nezédvisle H, halo-
gen, kyano, alkyl, alkoxy, karboxy, alkoxy-
karbonyl, karboxyalkyl nebo alkoxykarbonyl-
alkyl, kde v3echny alkyly a alkoxyly obsa-
huji 1 aZ 5 C-atomd nebo karboxamidoskupinu
poptipadé jednoduse nebo dvojndscbng sub-
stituovanou alkylovou alkoxyalkylovou, kar-
boxyalkylovou nebo alkoxykarbonylalkylovou
skupinu, kde alkyl- a alkoxyskupiny obsahu-
Ji vidy 1 - 5 C-atomt, pfigemz v piipadé
dvou substituentd mohou byt tyto spojeny

za vzniku kruhu popfipad# pferuseného téz
0, N nebo § nebo skupinu -C00-(CH2CH20)p-
-R7, kde R7 = H, C1-Cs5 alkyl an =1 - 4

a ddle Rg je sulfonyl nebo nitro- a Y = N
nebo N — 0 reakc{ derivdtd resorufinu tau-
tomernich vzorct Ila a IIb s mono- nebo
oligosacharidem s 2 aZ 10 moncsacharidovymi
jednotkami nebo jeho halogenderivdtem, kde
viechny OH skupiny jsou chrénény a od3ts-
penim ochrannych skupin ze vzniklych per-0-
-substituovanych glikosidd. Sloueniny
obecného vzorce Ia a Ib se obzvld3té hodi
jako chromogenni a fluorogenni substréty
pro urfovadni aktivity odpovidajicich glyko-
siddz nebo enzym& Stépicich oligosacharidy.
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Vyndlez se tykd zplsobu vyroby glykosidd derivdtd resorufinu, které nalézaji pouziti
pfi stanoveni aktivity glykosiddz.

Gykosiddzy splnuji v lidském a zvifecim organismu mnohondsobné fyziologické funkce.
Tak napfiklad /3 -D-galaktosiddza hraje ddleZitou roli pfi lédtkové vym&né€ uhlohydrétd,
ponévadz jejim pisobenim dochdzi k hydrolyze laktozy. Kromé toho pfedstavuje /3-D-gala-
ktosiddza klifovy enzym pEFi odbourdvdni glykolipidd, mukopolysacharidd a glykoproteind.
Jako dal3i fyziologicky vyznamné glykosiddzy je tfeba uvést of-0-gil Ytosif fza, o0-0-
a [ -D-glukosiddzu, jakoZ i o/-D-mannosidézu.

Kromé& toho, Ze maji fyziologicky vyznam, nabyvaji glykosidézy v poslednich letech
na vyznamu v oboru diagnostiky a biotechnologii. Tak se napfiklad t&chto enzymd v rostou-
ci mife pouZivd jako-tzv. indikdtorovych enzymi pfi enzymatickych imunostanovenich (enzy-
mimmunoassay). Zvld3tni pfednost se v této souvislosti ddvd A -D-galaktosiddze (viz na-
pfiklad Annals of Clinical Biochemistry 16, 221 az 240 (1979).

Urceni aktivity glykosiddz hraje ndsledkem toho nartstajici ®dlohu jak v klinické
chemii, tak i v diagnostice. Pfitom se zcela obecn& postupuje tak, Ze se vzorek obsahuji-
ci glykosiddzu smisi s vhodnym substrédtem. Substrdt se ptsobenim enzymu roz5t&pi. Pak se
vhodnym zpisobem stanovi jeden z produktl &t&peni. MiZe se stanovovat bud pliscbenim enzy-
mu uvelnény glykon, neba aglykon; Ipravidla se stanovuje aglykon.

Jako substrdty se Easto hodi pffrodni substrdty dokazovanych enzymG. ObzvldStn{ pfed-
nost se v8ak ddvd pouziti takovych glykosidd, ve kterych pfedstavuje aglykon spektrosko-
picky snadno stanevitelny zbytek.

Je zndma fada substrdtd pro glykosiddzy, u Ktechh je moZno po roz&tépenf glykosidé-
zou stanovit aglykon spektroskopicky ve viditelné nebo ultrafialové oblasti spektra nebo
fluocrometricky.

Tak jsou jako substrdty (b -D-galaktosiddzy popsdny v Biochem. Z. 333, 209 (1960)
fenyl- 3 -0-galaktosid a n&které jeho dalsi, na aromatickém kruhu substituované, derivdty
(napfiklad o-nitrofenyl a p-nitrofenyl-/# -D-galaktosid). Fenoly uvolngné hydrolyzou se
stanovi fotometricky v ultrafialové oblasti nebo v pPipadé nitrofenolt v krédtkovinné vidi-
telné oblasti vlnovych délek spektra. Jako indikdtorovéd reakce se muZe pFipojit oxidaéni
kopulace a aminoantipyrinem (Analytical Biochem. 40, 281 (1971).

Pro histochemické zkousky se pouZivd naftyl-@ -D-galaktosidu, tak napfiklad pouZitf
l-naftylsloufeniny je popsdnov Histochemie 35, 199 (1973), pouZit{ 6-brom-2-naftylderivé-
tu v J. Biol. Chem. 195, 239 (1952) a pouziti naftol-p -D-galaktosidu v Histochemie 317, 89
(1973). Pro vizualizaci se pfitom nechdvajl vzniklé naftoly reagovat s riznymi diazoniovy-
mi solemi na azobarviva.

Urgeni aktivity enzymu pomoci fluorogennich substrdtd je Siroce rozdifené, pondvadz
oproti fotometrickym metoddm je citlivost fluorometrickych stanoveni vy33i o ngkolik de-
setinnych £ddd. V mnohych pfipadech se mus{ pracovat s fluorogennimi substrdty, nap¥iklad
pEi stanovovdni enzymatické aktivity v bunkdch pomoci automatickych zafizeni za ddelem
rozliSeni bundk (cytofluorometrie) a pfi analyze immobilizaevanych enzymd priétokovou mikro-
fluorometrif. V jinych p¥ipadech, napfiklad pfi ur&ovdni enzymatického znadeni zkouSenych
systémd (enzymatickd imunostanoveni), se multiplika&ni efekt enzymatické katalyzy za pou-
Ziti fluorogennich substrdtt zmadné zesiluje.

AZ dosud zndmé fluorogenni substrdty prao /4 -D-galaktosiddzu a jiné glykosiddzy obsa-
huji jako fluorofory derivdty fluoresceinu, indoxylu nebo methylumbelliferonu. Pro kine-
tickou analyzu sloZitych systémt vykazuji vsak tyto slouZeniny zdvaZné nevyhody. Disubsti-
tuované derivdty fluoresceinu se pfi vicestupnové Fadé reakci hydrolyzuji. Monosubstituo-
vané fluorescein-glykosidy jiz samotné fluoreskuji. Indoxylové derivdty podléhaji{ po svém
enzymatickém rozstépeni Fadé chemickych reakci, které rovn#z komplikuji kinetickou analyzu.
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Derivaty methylumbelliferonu se mus{ excitovat ultrafialovym zéfenim. Pritom miZe rusit
vlastni fluorescence biologickych nebo syntetickych ldtek. Krom& toho je ultrafialovd
excitace, zejména v pfipadé laserové optiky, ndkladnd. Vétsina fluorogennich subsirdtua
poskytuje reak&éni produkty, které vykazuji pouze nizkou rozpustnost, takZe nejsou vhodné
pro kinetickou analyzu aktivity enzymu, kde je préve potfebnd dobréd rozpustnost substrétu
a produktu.

Nad4dle proto existuje potfeba substrétt, pomoci kierych by bylo moZno jednoduse,
rychle a spolehlivé stanovit glykosiddzy, pfifemZ takové substréty by, pokud moZno, mély
byt pouzitelné jak pro fotometrické, tak pro fluorometrické metody stanoveni. Ukolem vynd-
lezu bylo uspokojit shora uvedenou poptévku. '

Ukol je vyFeden novymi glykosidy derivdtd resorufinu, kieré se pomoci glykosidéz
§tépi na cukerny zbytek a derivdt resorufinu. Posledn# uvedené ldtky jsou slouteniny
s dobrou rozpustnosti ve vod&, které vykazuji dobfe m&Fitelnou absorpci ve viditelne ob-
lasti spekira a 1ze je kromé toho snadno excitovat pro fluorescenci.

Predméten pfedloZeného vyndlezu je zplsob vyroby glykosidl deriv4td resorufinu obec-
ného vzorce Ia, popfipadé Ib '

Glykosid-0 07 Y

&t RO
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2 Y R
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0 : 0 © T0-glykosid

kde glykosid je glykosidovy zbytek monosacharidu nebo oligosacharidu obsahujici 2 aZ 10
mqno;acharidovych jednotek, Rl je vodik, kazdy ze symbold RZ, R3 a RB, které jsou stejné
nebo rtzné, je vodik, halogen nebo alkylskupina s 1 aZ 5 atomy uhlfku, kazdy ze symbold

R4 a R6, kter? jsou stejné nebo rtzné, je vodik, halogen, kyanoskupina, alkylskupina s 1
az 5 atomy uhliku, alkoxyskupina s 1 az 5 atomy uhliku, karboxyskupina, alkoxykarbonyl,
karboxyalkyl- nebo alkoxykarbonylalkdskupina, pfifemZ v posledn& uvedenych tfech skupindch
obsahujf alkylové a alkoxylové zbytky vidy 1 az 5 atoml uhliku, nebo karboxamidoskupina,
popiipadé jednoduse nebo dvojndsobné substituovand prostfednictvim alkylovych, alkoxyal-
kylovych, karboxyalkylovych nebo alkoxykarbonylalkylovych zbytkt, v nichZ alkylové a alko-
xylové skupiny obsahuji vidy 1 a% 5 atomd uhlfku, pfidem? v pfipadé pfitomnosti dvou sub-
stituentd, mohou byt spolu spojeny za vzniku kruhu, ktery je popifipadé pféruéeﬁ 16z kysli-
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kem, dusikem nebo sirou, nebo skupina ohecného vzorce
7
- Coo - (CHZ-CHZO)rl - RY,
kde R7 zna&i vodik nebo alkylskupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku a n znaéi celé &islo 1 az 4,
pficemZ navic RG znaci sulfonyl- nebo nitroskupinu a Y zna&i dusik nebo skupinu N-O,

Glykosidy derivdtd resorufinu obecného vzorce Ia, popfipadé& Ib jsou nové sloudeniny.
Podle vyndlezu se mohou pEipravit tak, Ze se derivdty resorufinu obecnych tautomernich
vzorct Ifa a IIb

=6
R5
(IIa)
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- (IIb)
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23 4

1 az R6 a Y maji vyznam uvedeny shora,

kde R
nechaji reagovat s mono- nebo oligosacharidem obsahujfcim 2 a7 10 monosacharidovych jedno-
tek nebo jeho l-halogenderivdtem, pfifemZ vSechny hydroxyskupiny jsou vidy substituoviny
ochrannymi skupinami, obvyklymi v chemii uhlohydrétd, za vzniku per-0-substituavanych
glykosidit, ze kterych se ziskajf glykosidy derivdtd resorufinu obecného vzorce I o sohé

zndmym zplsobem odZt&penim ochrannych skupin. d

Reakce slougenin obecného vzorce II s per-0-substituovanymi l-halogensacharidy se
pfednostné provddi v pFfitomnosti ldtek vdzajicfch kyseliny, jako je hydroxid nebo uhligi-
tan alkalického kovu ve vodném acetonu nebo (za podminek mezifdzového pFfestupu) ve smési
voda/benzen nebo voda/chloroform.

Kromg& toho se miZe tento postup providét tak, Ze se nejpr&e derivdty reSorufinu obec-
ného vzorce II pfevedou prestfednictvim hydroxidu nebo alkoxidu alkalického kovu na alka-
lické soli nebo prostfednictvim popfipad& substituovaného aminu na amoniové soli a tyto
se potom nechaji reagovat s per-0-substituovanymi l-halogensacharidy v dipolidrnim aprotic-
kém rozpouStédle, napf. acetonu, dimethylsulfoxidu, dichlormethanu, tetrahydrofuranu nebo
dimethylformamidu.

PE£i syntéze per-0-substituovanych glykosidd z derivdtd resorufinu obecného vzorce II
a per-0-substituovanych l-halogensacharidd se dé%e osvédEily pEisady jednotlivych soli

strfibra nebo smési soli stfibra (oxidu stfibrného, uhligitanu stfibrného, uhliditanu stii-
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brného na Celitu, trifldtu stfibrného, salicyldtu stfibrného) a/nebo jednotlivych soli
rtuti nebo smési soli rtuti (bromidu rtufnatého, kyanidu rtuifnatého, octanu rtutnaténho,
oxidu rtufnatého), popfipadé za pouziti suSidel, jako chloridu védpenatého, molekuldrniho
sita nebo Drieritu, v rozpoustédlech, jako methylenchloridu, chloroformu, benzenu, tolue-
nu nebo dioxanu. PEi syntéze glykosidl vézanych v o-poloze se dEeln& postupuje tak, Ze
se slougenina obecného vzorce II roztavi se sacharidem, jehoZ hydroxyskupiny jsou substi-
tuovdny ochrannymi skupinami, s vyhodou acetylskupinami, v pfitomnosti Lewisovy kyseliny,
napffklad chloridu cini&natého, chloridu hlinitého a pfednostn& chloridu zineé&natého (srov-
nej Chem. Ber. 66, 378 aZ 383 (1933) a Methods in Carbohydr. Chem, 2, 345 a% 347 (1967)).
Teplota se pfitom.voli v rozmezi od 80 do 150 OC, ptednostné v rozmezi od 110 do 130 °c.

Takto ziskané per-0-substituované glykosidy derivdtd resorufinu obecného vzorce II
jsou rovnéZ nové slouCeniny.

Odstépovéni ochrannych skupin s per-0-substituovanych glykosidd za vzniku glykosidi
obecného viorce I se provddi metodami, které jsou b&Zné v chemii uhlohydrdtu (viz napfi-
klad Advances Carbohydrate Chem. 12, 157 (1975)), v pfipad& acylovych skupin napfiklad
pomoci methoxidu sodného nebo methoxidu barnatého, nebo pomoci-amoniaku v methanolu.

1

Pod pojmem "halogen" se v definici R™ aZ R7 rozum{ fluor, chlor, brom a jod, pfed-

nostné chlor a brom.

Alkylskupina v definici R' az R® obsahuje pEednostng 1 az 3 atomy uhliku, piidems
obzvld§tni prednost se ddvéd methylskupindm.

Alkoxyskupina v definici R4 a R6 obsahuje s vyhodou 1 a% 3 atomy uhliku, pfidemZ nej-
vét51 prfednost se ddvd methoxyskupindm.

Alkoxylové nebo alkylové zbytky aikoxykarbonylskupin, karboxyalkylskupin a alkoxy-
karbonylalkylskupin v definici substituentd R4 az R® obsahujif rovné&Z s vyhodou 1 aZ 3
atomy uhliku, pEiemz zvldsin{i pfednost se ddvd methoxyskupindm nebo methylenovému zbytku.

Jako ochrannd skupina, kterd je obvykld v chemii uhlohydrétt se hodi pfedev&im acetyl-,
benzoyl-, benzyl- nebo trimethylsilylskupina.

Alkyl-, alkoxXyalkyl-, karboxyalkyl- a alkoxykarbonylalkylskupiny, pfichdzejici v Gva-
hu jako substituenty karboxamidoskupiny, obsahujicf s vyhodou 1 a% 3 atomy uhliku.

Jako glykosidicky zbytek, ktery je pifipojen k derivatdm resorufinu obecného vzorce
IT za vzniku glykosidG obecného vzorce I, se hodi jakykoliv mono- a oligosacharid obsahu-
jici 2 az 10 monosacharidovych jednotek, ktery lze odpovidajici glykosiddzou opét odste-
pit od zékladni kostry resorufinu. Jako pfiklady glykosidl, kterych lze pouift podle vy~
ndlezu, je moZno uvést f4 -D-galaktopyranosid, o,-D-galaktopyranosid, /G-D-glukopyra-
nosid, o -D-glukopyranosid a o -D-mannopyranosid.

Jako glykosidické zbytky jsou mJj. vhodné oligosacharidové Fetdzce, které lze enzy-
my Stépicimi sacharidové fetdzce odbourat a# na stupen mono- nebo oligosacharidd, které
pak lze pomoci odpovidajicich glykosiddz od3t#pit od zdkladni kostry resorudinu. Jako ty-
to oligosacharidové fetézce se pfedev3im rozuméji Fet&zce vybudované ze 2 az 10 a piedno-
stné 2 aZ 7 monosacharidovych jednotek.

Do rozsahu slougenin opgggéhg“gquqgVII>§gadaji slouteniny obecnych tautomernich
vzorcld II'a a II'b ) R 56 Rt it A

(11°b)
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kde RL” az RE” maji stejny vyznam jako substituenty Rl az R6, pficdem# RL* az RE” nepfed-

stavuii vSechny souasng& atomy vodiku a Y md shora uvedeny vyznam.

Tyto sloudeniny jsou nové a hodi se zejména jako meziprodukty pro vyrobu glykesidl
resorufinovych derivdtd podle vyndlezu obecného vzorce I.

Sloueniny obecného vzorce II° se mohou pfipravit analogickym zplsobem, jako je zpt-
sob, ktery se hodi pro vyrobu znidmého resorufinu (slouenina obecného vzorce II, ve kters
viechny substituenty Rl az R6 znaéi atomy vodiku).

Slouceniny obecného vzaorce II° se vyhodn& vyrdb&ji reakci derivdtu nitroresorcinu
obecného vzorce IIIL

R

\\\\ RO

(III)J

kde Rl' az R3' maji shora uvedeny vyznam, s derivdtem resorcinu obecného vzorce IV

Rs'

H R

(IV)}

HO OH

rY
4o . o6- - PR

kde R az R° maj{ shora uvedeny vyznam,

v pFitomnosti burelu a kyseliny sirové pfi nizkych teplotdch. PFitom vznikaji nejprve
slougeniny obecnéhs vzorce II°, ve kterych Y zna&i skupinu N — 0. Tyto ldtky je-moZno
snadno pfevést na sloudeniny obecného vzorce I1°, ve kterych Y znai dusik, pusobenim zin-
kového prachu v pFfitomnosti amoniaku.

Reakce slouenin obecného vzorce III se sloudeninami obecnéhao vzorce IV se cbvykle
provddi pfi teploté v rozmezi od -10 do 50 °C, s vyhodou od 0 do 30 9c. obzvlast setrns
probihd reakce tehdy, kdyZ se slou&eniny obecného vzorce III a IV smisf pEi teploté asi
0 °C a reakéni smis se potom nechd ohf4t na teplotu mistnosti. Koncenirace burelu by méla
Géelnd leZet v rozmez{ od asi 0,5.do asi 5, s vyhodu od asi 1 do asi 2 mol/l. Koncentrace
kyseliny sirové by mé&la leZet v rézmezi od 0,5 do 5, s vyhodou od 1 do 3 mol/l.

Redukce slouenin obecného vzorce II , ve kterych Y znadf skupinu N —> 0, na sloude-
niny obecného vzorce II”, ve kterych Y zna&i dusik, se provddi pfednostng& zinkovym pra-
chem v amoniakdlnim roztoku (srovnéj Nietzki a dalsi, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 22, 3020
(1889)). Jako rozpoustddla se (deln& pouzivé smési vody a alkoholu, pfednostné smési 1 di-
lu vody s 0 aZ & dily methanolu. Na 1 mol redukované ldtky se po E&dstech ptiddvd 1 az 20,
pfednostnd 1 a% 5 mold zinkového prachu. Teplota reakéniho roztoku se pEitom udrZuje v roz-
mezi od -10 do +35 °C, pfednostné od +5 do +10 %. Pro jednozna&ny pribéh reakce je tfeba

o

&
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pfesné dodrZovat shora uvedené teplotnf rozmezi. Bez chlazeni vede exothermickd reakce ke
vzniku vedlej8ich produktd, které se obtfZn& odd&luji.

Za zvolenych mirnych podminek probfhéd reakce mezi sloudeninou obecného vzorce III
a sloudeninou obecného vzorce IV jednozna&né v dobrém vyté&zku. Zvoleny zplisob syntézy je
mozno obm&novat. To otevird &etnéd moZnosti syntézy zejména s ohledem na pfipravu nesyme-
tricky substituovanych derivdtl resorufinu, popfipad& téZ resazurinu.

Derivdty resorufinu obecného vzorce II°, ve kterych RY“a/nebo R®* znagi nizsi alkoxy-
karbonylskupinu, karboxamidoskupinu, kterd je popiipadé jednodufe nebo dvojndsobné substi-
tuovand, nebo skupinu obecného vzorce

7
- CQU - (CH2 - CHZO)n - RY,

kde R7 a n maji shora uvedeny vyznam, se pfednostné plipravuji pfes triacylované dihydro-
resorufiny'obecného vzorce V

0
64
I r R5
0 0
- ! v
o7 RTn
R4ll .
1 2 L3 S . P 4, bu s Tn <
kde R™, R®, R a R” maji shora uvedeny vyznam, R aR znati karboxyskupinu a R znagi

vodik nebo niZ5{ alkylskupinu.

Funkéni skupina karboxylové kyseliny se zplsobem zndmym z literatury, napfiklad pomo-
ci sm&si oxalylchlorid/DMF nebo thionylchlorid/DMF pfevede na chlorid kyseliny ze kterého
se reakci s libovolnymi alkoholy a aminy ziskaji odpovidajicim zplisobem substituované este-
ry karboxylové kyseliny nebo karboxamidy.

Zpracovénim takto ziskanych acetylovanych derivdtd obecného vzorce III louhem, pfed-
nostng& 0,1 az 5 M hydroxidem sodnym nebo draselnym nebo 1 a% 15 M amoniakem.(vodnyAroztok)
a oxida&nim Sinidlem, pfednostn& hexakyanofelezitanem draselnym, za pfidavku ve vod& roz-
pustnych organickych rozpoust&del jako 1,4-dioxanu nebo methanolu se ziskaji odpovidajici
derivdty resorufinu cbecného vzorce II.

Alkoholickd sloZka miZe byt principidlnd tvofena jakymkoliv alkoholem. Obzvld&tni
prednost se divd diethylenglykolmonoethyletheru, triethylenglykolmonoethyletheru, triethy-
lenglykolmonoethyletheru nebo jednoduchym alkoholtm, jako methanolu nebo ethanolu. Rovnd?
aminovou sloZku je moZno volit z libovolnych amind. Obzvl&stni pfednost se ddvé aminim
obsahujicim poldrni skupinu, jako je napiiklad morfolin, methoxyethylamin nebo glycinamid
nebo amoniaku a primdrnim a sekunddrnim nizsim alkylaminim. Ddle se miZe pouZ?it aminokarbo-
xylovych kyselin, jejichZ karboxyskupina je obvyklym zpisobem chrdnéna, jako napfiklad
terc.- butylesteru glycinu, benzylesteru glycinu nebo methylesteru N «&-BOC-lysinu. Po od-
§tépeni ochrannych skupin se ziskaj{ resorufiny obecného vzorce II nebo glykosidy resoru-
finu obecného vzorce I s alifaticky vdzanou funk&ni skupinou karboxylové kyseliny.
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Acetylované dihydrorescrufiny obecného vzorce V se ziskajf z odpovidajicfho resorufi-
nu nebo resazurinu reakci se silnym reduk&énim &inidlem, jako napfiklad chloridem cinatym
nebo octanem chromnatym nebo elektrochemickou redukci a ndsledujfici acetylaci. PEi redukci
se resorufin nebo resazurin po dobu 10 minut aZ jedné hodiny zahfivd se 2 aZ 10, pfednost-
n& 2 az 6 ekvivalenty chloridu cinatého v 5 aZ 35% vodné kyseling chlorovodikové. Po ochla-
zenf se dihydroslouSenina vysrd%{. Acetylace se prov&di obvyklym zpisobem pomoc; acetanhy-
dridu. Pfednostn& se slougeniny obecného vzorce V pfipravuji jednostuﬁﬁovym postupem, re-
duktivnf acetylacf. Odpovidajici resorufin nebo resazurin se zahfivd se 2 aZ 6 ekvivalenty
chloridu cinatého po dobu 5 minut aZ 5 hodin, pfednostn 10 minut aZ 3 hodiny, v acetan-
hydridu za varu pod zp&tnym chladifem nebo se sm&s michd pfi teplot& mistnosti po dobu 4
aZ 16 hodin.

PFi syntéze glykoSidd derivédtd resorufinu obecného vzorce II vznikaj{ nefluoreskujici
sloudeniny, ze kterych se uvolni fluoreskujici derivdty resorufinu enzymatickym Stépenim
pomac{ odpuvldajicich glykosiddz. Fluorogenni derivéty resorufinu podle vyndlezu vykazuji
ve srovnani s a# dosud zndmymi glykosidy z jinych chromogennich nebo fluorogennich skupin
velmi vyhodné vlastnosti. Jako monosubstituované derivdty vykazujf kinetiku enzymatické
hydrolyzy, kterou lze velmi jednoduSe popsat Michaelis-Mentonovym vztahem. Pro resorufin-
(4 -D-galaktopyranosid plati napfiklad Michaelisova Konstanta KM = 0,38 mmol/l. Potlade-
ni hydrolyzy pfirodnim substrdtem laktozou je konkuren&ni, takZe pro ur&ité zkoudky je .
moZno definovat a reversibilng ménit specifickou pFfem&nu glykesidd derivdtt resorufinu
pfidavkem pfirednich glykosidl, jako laktozy v pfipadé p-D-galaKtosiddzy

Glykosidy derivdtd resorufinu podle vynéleiu jsou ve vodném roztoku pfi teploté +4 o¢
prakticky neomezen# stdlé. JiZ rozpustnost glykosidd resorufinu se zékladni kostrou je
pro v&tsinu kinetickych d&eld dpstateZnd. Zavedenim esterd karboxylové kyseliny a derivé-
td karboxylové kyseliny s poldrnimi skupinami nebo sulfoskupinami se rozpusinast odpovida-
jlcich glykosidd jest& podstatné zlep$i.

Excitace a emise produktd podle vyndlezu leif ve viditelné oblasti spektra pfi dosta-
tedném kvantovém vyt&Zku. Maximdlni intenzity fluorescence resorufinu se dosshuje pfi
hodnotdch pH nad 7 a intenzita fluorescence klesd se sniZujicim se pH jen pozvolna. Gly-
kosidy resorufinu jsou ve vodném roztoku vE&tSinou Zluté zbarveny ( ﬂ-max.pii asi 470 nm).
Po enzymatické reakci jsou produkty vE&t3inou zbarveny Eerveng ( A‘max pti asi 570 nm),
takZe se tyto 14tky rovn&Z vyborn& hod{ pro fotometrickd stanoveni a pro neinstrumentdlni
vizudlni zkousky.

Nové glykosidy derivdtd resorufinu obecného vzorce I je moZno pouZit pro uréovéani
aktivity odpovidajfcich glykosid4z, napfiklad ®=D- a pA-D-glukosiddzy, a /-D-galaktosi-
ddzy a o-D-mannosidédzy.

Derivdty resorufinu obecného vzorce I, ve kterych je glykosidicky zbytek tvofen Fe-
t&zcem oligosacharidu, se hodf zejména také pro dikaz pfitomnosti enzymi §tépicich sacha-
ridové feiszce, napfiklad «-amyldzy. PFitom se feté&zec oligosacharidu dokazovanym enzy-
mem charakteristickym zplsobem rozstEpi, pFednostn& aZ-do stupné monosadharidu, pticemz
se mohou pouZit, pokud je to zapotfebi, dals{ pffdavné enzymy. Ziskany produkt se potom
ptsobenim odpovidajic{ glykosiddzy shora uvedenym zplsobem rozité&pi na zékladni kostru
resorufinu a monosacharid.

PouZiti glykosidt derivdtt resorufinu obecného vzorce I jako substrédtd pro glykosi-
ddzy vede k vyrazné citliv&j&im zkuZebnim systémim ve srovndni s a dosud zndmymi systémy.
Nové substrdty se mohou pouZivat pro stanoveni aktivity glykosiddz, s vyhodou jak v bio-
chemickém a biotechnologickém, tak i v klinicko-chemickém oboru. Jsou citlivéj${ a v du-
sledku toho poskytuji cetné vyhody:

a) Mohou se mé&fit niz3i aktivity enzymu.

b) Jako vzorky se mohou pouZivat men${ mnoZstvi ldtek.

y
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c) Urteni aktivity probéhne za znaéné krat$l dobu.

d) PouZitf malého vzorku a pfiznivd vlinovd délka méfeni sniZujf kromé& toho néchyl-
nost jinych sloZek vzorku pro rudeni metody.

e) Mize se m&fit pfem&na v nosnych matricich s immobilizovanym enzymem.

Ukdzalo se, Ze substrdty podle vyndlezu se hod{ pro urdovdni aktivity glykosiddz libo-
volného plGvodu., Diagnostické prostifedky podle vyndlezu obsahujici substrdty obecného vzor-
ce I reaguji mnohem citlivéji neZ aZ dosud znédmé zkusebni prastfedky.

Glykosidy derivédtu resorufinu obecného vzorce I se rovnéZ hodi pro imunologickd sta-
noveni, pfi kterych se glykosidédz pouZivéd jako indikdtorovych enzymd, jejichz aktivitu
po provedeni imunologické reakce je t¥eba ur&it. Tyto imunologické metody stanoveni za
pouziti enzymatickych indikdtorovych reakci byvajf oznaZovdny odbornym termfnem enzymi-
mmunoassay (ddle a shora Gesky enzymatickd imunostanoveni). Tyto metody slouZ{ pro urdo-
véni koncentrace proteinii, polysacharidd, hormond, 1é&iv a jinych nizkomolekulédrnich 1l&-
tek pfitomnych v koncentraci v rozmezi od 107° do 10712 mol/l. Podle poZadavk( na separa-
ci £4z1 se rozlisuje mezi homogennim a heterogennim provedenim zkou$ky. Dal¥{ rozdZleni
zkoudek je podle toho, zda probihaji nma konkurenénim nebo nekonkuren&énim principu.

VSechny zkuSebnf principy v8ak pracuji s konjugdty enzym-antigen nebo enzym-proti-
ldtka. Enzymatickd indikdtorovd reakce.je viem enzymatickym imunostanovenim spole&nd. Pro
tyto G8ely jsou vhodnymi indikdtorovymi enzymy napf¥iklad glykosidédzy, zejména p-D-gala-
ktosiddza. Stanoveni glykosiddz pfi t&chto enzymatickych imunostanovenich se provéddi ob-
vyklym zplisobem tak, %e se pfidd vhodny substrdt, ktery se enzymaticky rozitépf a potom
b&Zznym zplsobem fotometricky nebo fluorometricky zm&fi.

) ZlepSeni zkuebnich systéml pro glykosiddzy vede v dtsledku toho rovnéz k podstatnym
vyhodém dosahovanym pfi t&chto enzymatickych imunostanovenich:

1. Vy8&f citlivost umoZnuje i zde dosdhnout daliho sniZeni hranice dokazatelnosti,
dile umoznuje zkritit reakdni dobu a zmen3it mnoZstvi vzorku a tim rovn&# dosshnout men-
giho ruseni metody jinymi souddstmi vzorku.

2, PFiznivéjs81 vlnovd délka sniZuje p¥i ur&itych provedenich reakce ndchylnost k rtu-
Sen{ metody nerozpustnymi sloZkami, napffiklad zékaly.

Diagnosticky prostfedek obsahuje vedle jednoho nebo vice substrétd obecného vzorce I
vhodny tlumici systém a popfipad® dalsi pfisady obvykle pouZivané v takovych diagnostickych
prostfedcich, jako jsou napfiklad sméedla, stabilizédtory, atd. diagnosticky prostfedek
miZze mit formu roztoku, lyofilizdtu, prédskové smé&si, reagendni tablety nebo zkusebniho
prouZku, ve kterém jsou ldtky naneseny v savém nosidi.

Diagnosticky prostfedek ve formé& roztoku obsahuje ptfednosin& vsechny reakénf sloiky
potfebné pro zkousku. Jako rozpoustédlo pfichézi v dvahu voda nebo smési vody s organicky-
mi rozpouit&dly rozpustnymi ve vod&, jako je nap¥iklad methanol, ethanol, aceton nebo di-
methylformamid. Z divodu skladovatielnosti miZs byt vyhodné rozd&lit reakéni sloiky potieb-
né pro provedeni zkousky do dvou nebo vice roztokd, které se spolu smis{ teprve pfi vlast-
nim provéddéni zkousky.

Pro vyrobu diagnostického prostfedku ve form& lyofilizdtu o celkové hmotnosti vidy
5 az 20 mg, pfednostnd asi 10 mg, se vysu3{ roztok, ktery vedle v&ech reakénich sloZek
potfebnych pro provedeni zkousky obsahuje té% obvyklé nosi&e, nap¥iklad polyvinylpyrroli-
don, a popfipadé daldf noside, jako je mannit, sorbit nebo xylit.

Diagnosticky prostfedek ve formé& préskovité sm&si nebo reagendni tablety se muZe pfi-
pravit tak, e se sloZky potfebné pro provedeni zkoudky smisi s obvyklymi galenickymi pfi-
sadami a smés se granuluje. Pff{sadami tohote typu jsou napfiklad alkoholické cukry, jako
mannit, sorbit nebo xylit nebo jiné rozpustné inertni sloudeniny, jako polyethylenglykoly
nebo polyvinylpyrrolidon. PrdSkovité smési nebo reagenéni tablety vykazuji obvykle konec-
nou hmotnost asi 30 aZ asi 200 mg, pfednostn® 50 aZ 80 mg.
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PEi vyrob& diagnostického prostfedku ve form& zkuZebnfho proufku se savy nosid, pfed-
nostng filtraéni papfr, celuloza nebo rouno ze syntetickych vldken, napusti roztokem poza-
dovanych, pro vyrobu zkuSebnich prouZkt obvykle pouZivanych reak&nich sloZek ve snadno té&-
kavém rozpouStédle, napfiklad vod&, methanolu, ethanolu nebo acetonu. Napouiténi se maZe
provddét jednostuprovd, Sasto je viak d&elné provddét napoust&ni ve vice stupnich, pfitemZ
se pouZivd roztokd, které obsahuji vidy 84st sloZek diagnostického prostfedku. Tak se na-
pfiklad miZe v prvnim stupni provdd&t napousténi pomoci vodného roztoku obsahujiciho tlu-
mi¢ a jiné ve vod& rozpusiné pfisady a ve druhém stupni se napoudtl roztokem obsahujicim
glykosiddzovy subsirdt. Hotovych zkuZebnich popirkd se miZe pouzivat jako takovych nebo
se mohou zndmym zpdsobem vlepit do drédZfek nebo se mohou s vyhodou vlepit mezi plastickou
hmotu a jemnou sifovinu, jak je to popsédno v DE patentu &. 2 118 455,

Ndsledujici pfiklady ukazuji nékolik z &etnych variant postupu, které vedou k synté-
ze slougenin podle vyndlezu. Pffklady majf pouze ilustrativni charakter a rozsah vyndlezu
v Zddném sméru neomezuji.

Pf{klad 1
Resorufin-() -D-galaktopyranosid
a) Pfiprava resorufinu

Resorufin se pfipravi ze svého oxidaénfho produktu, resazurinu, ktery lze ziskat
na trhu v dobré Cistot®, zpisobem, ktery je analogicky zplsobu popsanému v Nietzki a dal-
51, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 22 (1889), str. 3020 aZ 3038. V k4dince se 10 g (43 mmolu)
resazurinu (Fluka, Bucha, Svycarsko) po dobu 30 minut zahfivé na vrouci 14zni s 50 ml
25% vodného roztoku amoniaku, 25 ml 37% vedného roztoku natriumhydrogensulfitu a 50 ml
vody. Potom se pfidd je&t& 20 ml roztoku amoniaku, 7 ml roztoku-hydrogensulfitu a 20 ml
vody a smés se jeS§té& dalSich 30 minut zahf{vd. Priab&h reakce je moZno sledovat na zdklads
barevné zmé&ny z modré do Servené barvy nebo chromatografif na tenké vrstvé. Po Gplném pro-
bghnutf reakce se pFidd 10 ml 32% kyseliny chlorovodikové, &imZ se pH upravi na 5. Reakd-
ni roztok se nechd jeden den stdt v lednici. béle se odsaje hn&dd usazenina, kterd se pro-
myje ledem vychlazenym roztokem kyseliny_chlnrovodikové o pH &4 a pfi 110 ¢ vysusi, Vyté-
Zek je 7,8 g (36,7 mmolu; 85 % theorie).

b) Glykasylace resorufinu na resorufin- A-D-galaktopyranosid

Glykosylace fenolické hydroxyskupiny pfes intermedidlni tetraacetdt se provddi n4-
sledujicim postupem: 2,13 g (10 mmold) jemnd préékovitého resorufinu, 4,12 g (10 mmold)
acetobrom-i -D-galaktozy (Sigma, Mnichov), 1,16 g (5 mmold) oxidu st¥ibrného (Fluka, Bu-
cha, Svycarsko), 5 g siranu vépenatéio semihydratu (83504.1/2 H,0, Drierit), n&kolik
zrnigek jodu a 50 ml /ul chinolinu se po dobu 40 hodin mighé pfi teploté mistnu;ti v 50 ml
methylenchloridu. Pfitom se 40 % resorufinu pfevede na resorufin- 4 -D-galaktopyranosid-
tetraacetdt. Sledovdni reakce se i v tomto pfipadé muZe provddét chromatografif na tenké
vestvé. Po odd&lenf pevné sloZky na sklddaném filtru a odstfedénf se v rota&nim odpafovéa-
ku odtdhne methylenchlorid. Resorufin-/ -D-galaktopyranosidtetraacetdt se ziskd jako hnsdo-
Zluty sirupovity zbytek. Vyté&Zek asi 2 g (35 % theorie).

2 g resorufin-/ -D-galaktopyranosidtetraacetdtu se bez dalsiho &istsn{ vyjmou do
80 ml suchého methanolu. Ve 20 ml suchého methanolu se v ledové 1ldzni rozpusti po malych
kouscich 0,5 g sodfku. Za michdnf v ledové.ldzni se 6 a% 8 ml roztoku methoxidu pfidd
v pribéhu 30 minut po 1 ml ddvkdch k roztoku resorufin- 4 -D-galaktopyranosidtetraacetédtu
a deacetylace se sleduje chromatografif na tenké vrstv&. VysrdZeny oranzové zbarveny re-
sorufin-f -D-galktopyranosid se odsaje a promyje malym mnoZstvim ledové chladného methano-
lu. Vyt&Zek je asi 1 g surové ldtky (70 % teorie). PFekrystalovénim z methanolu a ndsledu-
jicim vysu3enim pfi teplot® nepfesahujfcf 60 9¢ se zfsk4 0,2 g tistého produktu. Vsechny
zkousSky chromatografif na tenké vrstvE, provadd&né za dEelem sledovéni pribg&hu reakce, mo-
hou prebihat za pouzitf silikagelu 60 (Merck, Darmstadt) a sm&si methylenchlorid/methancl
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(9/1) jako eluéniho Binidla. Pro tento systém plati- ndsledujici hodnoty Rf:
resorufin 0,4
resazurin 0,35

resorufin- f} -D-galaktopyranosid-

tetraacetdt - 0,9
resorufin- 4 -D-galktopyranosid 0,1
P¥iklad 2

Resorufin- A -D-glukosid

2,13 g (10 mmold) resorufinu (vyrobeného podle pfikladu la), 4,11 g (10 mmoll) aceto-
brom- b -D-glukdzy a 3,64 g (10 mmolt) hexadecylirimethylamoniumbromidu se 4 hodiny vafi
pod zpe&tnym chladidem ve smési 11,5 ml 1 N hydroxidu sodného a 50 ml chloroformu. Pak se
smés odpaf{ dosucha a digeruje ethylacetdtem. Ethylacetdtovy roztok se znovu odpafi do su-
cha. Zbytek se vyjme 20 ml ethanolu. Tetraacetylresorufin-/ -D-glukosid se pF¥ekrystaluje
z methanolu za piidéni aktivniho uhl{.

Na deacetylaci se shora uvedeny produkt vyjme do 10 ml methanolu, Po dvou hodinéch
michdni pfi teploté mistnosti se vysrdZeny produkt odsaje a vysusi., VytéZek: 50 mg.

Yy_nmR ([p] ;-DMs0): d 3,15 az 3,80 (m, éH), 4,5 aZ 6,5 (Biroky, &H), 5,12 (d, J =
= 6,9 Hz, 1H), 6,29 (d, 3 = 2,0 Hz, 1H), 6,80 (dd, J = 9,6 a 2,0 Hz, 1H), 7,12 (dd, J
8,5 a 2,0 Hz, 1H), 7,16 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,55 (d, I = 9,6 Hz, 1H), 7,80 (d, J = 8,5
Hz, 1H). :

Priklad 3
Methylester resorufin-l-karboxylové kyseliny

V 500 ml methanolu se rozpusti &1 suspenduje 50 g nitroresorcinu, 53,3 g 3,5-dihydro-
xybenzodtu methylnatého a 28,0 g burelu. Za chlazeni ledem se pfikape pfi 5 az 10 ¢
34,4 ml koncentrované kyseliny sirové. Po odstaveni ledové 14zn& se smé&s jeS5t& dvé hodiny
ddle mich4. Pak se za chlazen{ pfidéd 200 ml vodného roztoku amoniaku. VysrdZend usazenina
se odfiltruje pfes filtr ze sklenénych vldken. K filtrédtu se po &4stech pifidd pfi 5 a2
10 °c 10 g zinkového prachu. Smé&s se michd p¥i teplot® mistnosti tak dlouho, dokud nepro-
b&hne redukce do konce (reakce se sleduje chromatografif na tenké vrstvé za pouZiti smé-
si ethylacetdt/methanol 4 : 1, jako elu&niho &inidla, reak&ni doba je asi 1,5 hodiny).
Reakéni smés se pfi'teploté 25 O (teplota 14zn&) odpafi v rota&nim odpafovéku na 1/3 své-
ho objemu. PoZadovany produkt se vysrdZ{ po okyseleni koncentrovanou kyselinou chlorovodi-
kovou za chlazeni aZ do prob&hnuti ‘barevné zm&ny. Po promyt{ zfed&nou kyselinou chlorovo-
dikovou a vysu3eni za vakua nad chloridem vépenatym se ziskd methylester resorufin-l-kar-
boxylové kyseliny. VytéZek: 30,9 g (36 % teorie).

L4-NMR: ([0], oms0): & 3,98 (s, 3H), 6,47 (d, I = 2,2 Hz, 1H), 6,85 a% 6,96 (m, 2H),
7,09 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,60 (d, 3 = 9,6 Hz, 1H),

Fluorescence: absorbce A’max = 570 nm

emise Alnax = 588 nm.

Analogickym postupem se ziskéd z

a) 3,5-dihydroxybenzoové kyseliny a nitrosoresorcinu pPfes resazurin-l-karoxylovou
kyselinu resorufin-l-karboxylovd kyselina UV/VIS (0,1 M kaliumfosfdtovy tlumi&, pH 7,5:

A ax = 569 nm,
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b) methylesteru 4-0-methylgallové kyseliny a nitrosoresordinu pfes methylester 4-me-
thoxyresazurin-l-karboxylové kyseliny methylester-4-methoxyresorufin-l-karboxylové kyseli-
ny UV/VIS (0,1 M kaliumfosfdtovy tlumi&, pH 7,5): A’max = 592 nm,

c) methylesteru 3,5-dihydroxybenzoové kyseliny a 4-chlor-é-nitrosoresorcinu pfes me-
thylester B-chlorresazurin-l-karboxylové Kyseliny methylester 8-chlor-resorufin-l-karboxy-
lové kyseliny.

d) methylesteru 4-0-methylgallové kyseliny a 4-brom-é-nitrosoresorcinu pfes methylester
B-brom-4-methoxyresazurin-1l-karboxylové kyseliny methylester 8-brom-4-methoxyresorufin-1-
-karboxylové kyseliny. -

e) 5-nitroresorcinu a nitrosoresorcinu pfes l-nitroresazurin l-nitroresorufin a

f) resorcin-5-sulfonové Kyseliny a nitrosoresorcinu pfes resazurin-l-sulfonovou kyse-
linu resorufin-1-sulfonovd kyselina.

PEfklad 4
Reasazurin-4-karboxylovd kyselina

1,60 g (10,5 mmolu) nitrosoresorcinu, 1,55 g (10 mmolu) 2,6-dihydroxybenzoové kyseli-
ny a 0,86 g (10 mmold burelu se vyjme do 200 ml methanolu a sm&s se ochladf na 0 oc. Kg
sm&si se pfikape 1,06 ml koncentrované kyseliny sirové a vznikld sm@s se dals{ dv& hodiny
michd bez chlazeni. VysrdZeny Gerveny produkt se odfiltruje, promyje methanolem a vysu$i.
VytéZek 2,3 g (85 % teorie).

Uv/vis(0,1 M kaliumfosfdtovy tlumi&, pH 7,5):

2

-1
A na mol™ "),

po okyselenf A .. =522 nm (E = 32 cm? mo1™d).

x = 614 nm ( E-=48 cm

Pfiklad 5
Resorufin-4-karboxylovd kyselina

2,3 g resazurin-4-karboxylové kyseliny (pFipravené podle pfikladu 4) se rozpusti ve
20 ml vody a 5 ml 25% roztoku amoniaku. K modrému roztoku se za michdni a chlazeni ledem
ptidd 5 g zinkovéha prachu. Potom se ledovd 1l4zen odstav{ a roztok se nechd pozvolna ohfat
na teplotu mistnosti. Prob&hnuti redukce lze razeznat na zdklad& barevné zmény z modrého
do tmavofialového odstinu. Pro sledovdnf reakce se miZe rovn&Z pouzit chromatografie na
tenké vrstvé (eludni.&inidlo methanol/ethylacetst 1 : 1). Prebyte&ny zinkovy prach se od-
filtruje. Reak&ni roztok se okyself 5 ml ledové kyseliny octové a koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou. VysréZeny produkt se odfiltruje, promyje- zFed&nou kyselinou chlorovodiko--
vou a za vakua vysu3{ nad chloridem vépenatym. VytsZek: 1,8 g (82 % teorie).

Uv/vis: (0,1 kaliumfosfdtovy tlumi&, pH 7,5):

Jlmax = 579,4 nm (E = 48,6 cm? mol'l),

po okyselenf: A __ = 485,9 nm (E = 34,7 om® mol™l).
Fluorescence: absorbce: A max - 579 nm

emise: a’max = 593 nm.
PEiklad 6 '

l-methylresorufin-4-karboxylovd kyselina

840 mg 2,6-dihydroxy-4-methylbenzoové kyseliny, 760 mg nitrosoresorcinu, 430 mg bure-
lu a 0,53 ml kyseliny sirové se spolu nechd reagovat zpGsobem popsanym v pifikladu 4 na
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l-methylresazurin-4-karboxylovou kyselinu., Vyt&Zek: 0,8 g. Takio ziskand l-methylresazu-
rin-4-karboxylovd kyselina se redukuje analogicky jako v pfikladu 5 na l-methylresorufin-
-4~karboxylovou kyselinu,

Vytézek: 0,4 g, )

Uv/vis (0,1 M kaliumfosfétovy tlumid, pH 7,5)

Amax = 571 nm,

Pi{klad 7
Morfolid resorufin-4-karboxylové kyseliny

1) N,0,0-triacetyldihydroresorufin-4-karboxylovd kyselina

“

Varianta a)

5 g (19,4 mmolu) resorufin-4-karboxylové kyseliny nebo 5,3 g (19,4 mmolu) resazurin-
-4-karboxylové kyseliny se ve 100 ml 10% kyseliny chlorovodikové 0,5 hodiny vaf{ pod zpét-
nym chladigem v p¥{tomnosti 7 g (38 mmoll) chloridu cinatého. PFfitom se roztok zabarvi
do zelena. Smé&s se nechd zchladnout a vysréZend dihydroresorufin-4-karboxylovd kyselina
se odfiltruje pod dusikovou atmosférou a vysu$l za vakua nad oxidem fosforednym. Takto
ziskany surovy produkt se 30 minut vaf{ pod zp&tnym chladiem s 30 ml acetanhydridu a’20 mg
octanu sodného. Reak&nf smés se nalije do 200 ml ledové vody a smé&s se michd po dobu 14 ho-
din. Usazenina se pfekrystaluje ze sm&si ethanol/voda. Ziské se 4,8 g (65 %) poZadované
slou&eniny. '

Teplota téni: 197 az 199 °C.

Cﬁromatografie na tenké vrstvé (silikagel, eluéni ginidlo chloroform/methanol/ledovda ky-
selina octovd 9 : 1 : 0,1).

Ry = 0,33,

Varianta b)

5,1 g (20 mmold) resorufin-4-karboxylové kyseliny se ve 20 ml acetanhydridu 1 hodinu
michd pfi 80 °C s 11 g (60 mmold) chloridu cinatého. Smés-se vlije do 230 ml ledové vody,
1 hodinu se mich4, pfefiltruje a zpracuje analogicky jakoc p¥i variant& a).

Vytézek: 5,4 g (71 %).

2) N,0,0-triacetyldihydroresorufin-4-karbonylchlorid

3,85 g (10 mmold) N,0,0-triacetyldihydroresorufin-4-karboxylové kyseliny se smisi
s 5,4 ml (60 mmolt) oxalylchloridu a smés se vychladi na -10 Oc . Potom se ke smési pfidd
Jedna kapka dimethylformamidu a reaké&éni sm&s se za michidni ohfeje na teplotu mistnosti.
Pfitom se adukt rozpusti za vyvoje plynu. Po skonfeni vyvoje plynu se smés michd jesté
1/2 hodiny, odpaFi se a vyjme se do 3 x 20 ml suchéha methylenchloridu, na&eZ se methy-
lenchlorid odpaff do sucha. Ziskaji se 4 g surového produktu, ktery se bez dal%iho &i3téni
pouZije na zpracovéni.

Chromatografie na tenké vrstvé: (silikagel, eludni &inidlo: chloroform/methanol/ledovd ky-
selina octovd 9 : 1 : 0,1. ’

Re = 0,42,

bezbarvd skvrna, kterd se po n&kolika hodindch zbarvi do &ervena.

3) Morfolid N, O, 0-triscetyldihydroresorufin-4-karboxylové kyseliny

11,3 g (31,4 mmolu) surového chloridu kyseliny se rozpusti ve 150 ml suchého methy-
lenchloridu. K roztoku se pfikape 8,7 ml (63 mmold) triethylaminu a pak 3,3 ml (37,7 mmolu)
morfolinu. Smés se je3t& dv& hodiny michd, roztok se promyje 1% kyselinou citronovou, roz-
tokem hydrogenuhliditanu sodného a vodou, organickd fdze se vysu3i nad sfranem hofednatym
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a odpaff. Zbytek se pfekrystaluje z ethanolu. -
Vyt&Zek: 8,1 g (63 %), teplots ténf: 133 a% 135 °C (za rozkladu).

4) Morfolid resorufin-4-karboxylové kyseliny

3,7 g (9 mmold) morfolidu triacetyldihydroresorufin~4-karboxylové kyseliny se vyjme do
250 ml methanolu a 250 ml vody. K roztoku se pfid4 36 ml 1 N hydroxidu sodnéhe a 6,0 g
(18 mmolt) hexakyanoZelezitanu draselného a smds se michd 14 hodin pfi teplot& mistnosti.
Po okyseleni kyselinou chlorovodikavou na pH 3 se sm&s odpaf{ do sucha a digeruje aceto-
nem. Roztok barviva se pfefiltruje pfes 500 ml silikagelu za puZitf acetonu, jake elu&niho
€inidla. Po odpafeni eludtu obsahujfcfho barvivo se zisk4 2,3 g (80 %) produktu.
UV/VIS (0,1 M kaliumfosfdtovy tlumi&, pH 7,5):

Am

Chromatografie na tenké vrstvd (eludnf &inidlo stejné, jako ve stupni 2).
Rf = 0,52.

ax = 575 m E = 55 000 cn? mol”l.

LH-NMR ([b]4 -0MS0): & = 3,3 a2 3,8 (m, 8H), 6,50 (d, J = 2 Hz, 1H), 6,64 (d, J = 10 Hz,
1H), 6,76 (dd, 3 = 10 a 2 Hz, 1H), 7,44 a 7,51 (vidy d, J = Hz, 2H).

PEiklad 8

(# -D-galaktopyranosid methylesteru tetraacetylresorufin-1-karboxylové kyseliny a /3-D-
-galaktopyranosid methylesteru tetraacetylresorufin-9-karboxylové kyseliny

6,8 methylesteru resorufin-l-karboxylové kyseliny (vyrobeného podle p¥ikladu 3),
5,75 g oxidu stFibrného, 6,75 g uhligitanu stFibrného, 15 g molekulového sita 4 R a 10 g
ol —bromtetraacetylgaiaktézy ve 250 ml absolutniho chlercformu se & hodiny michd pi te-
plot& mistnosti. Po pfiddnf daliich 5 g o -bromtetraacetylgalaktozy se smés ddle michs
pfes noc. Reakini sm&s se pfefiltruje ptes filtr ze sklen&nych vldken a filtrit se odpafii.
Olejovity surovy produkt se chromatografuje na 2 1 silikagelu za pouZit{ smési chloroform/
ethylacetdt 2 : 1, jako eludnfho &inidla. Eluuje se 2,5 g #luté frakce s Rf = 0,28 (HPILC
silikagel, stejné eludni &inidlo). Po smichdnf v methanolu se ziskd /3-D-galaktopyranosid
methylesteru tetraacetylhesorufin—9-karboxylové kyseliny ve form& oranZové zbarvenych kry-
stall.
Vytézek: 1,5 g.

Lhinmr ({0l g-0Ms0): S = 1,95, 2,03, 2,06 a 2,14 (vidy s, 12 H), 3,88 (s, 3H), 4,11
(d, J = 7 Hz, 2H), 4,51 (t, 7 Hz, 2H), 5,24 (m, 2H), 5,36 (m, 1H), 5,69 (m, 1H), 6,31
(d, 3 = 2 Hz, 1H), 6,97 (d, 2 Hz, 1H), 7,04 (dd, J = 8,8 a 2,4 Hz, 1H), 7,14 (d, J =
2,4 Hz, 1H), 7,78 (dd, J = 8,8 Hz, 1H). '

[SS ]
"

(]
H

"

Potom se eluuje 1,6 g rovn&? 7luté frakce s hodnotu Rf = 0,24. Z methanolu vykrysta-
luje [ -D-galaktopyranosid methylesteru tetraacetylresorufin-l-karboxylové kyseliny ve
formé ZlutooranZovych krystald.

VytéZek: 1,2 g.

Lh-NMR ([D]é-IJMSU): §= 1,95, 2,02, 2,04 a 2,14 (vidy s, 12H), 3,90 (s, 2H), 4,09
(m, 2H), 4,51 (m, 1H), 5,24 (d, 3 = Hz, 1H), 5,25 (m, 1H), 5,36 (m, 1H), 5,71 (m, 1H),
6.50 (d, J = 2 Hz, 1H), 6,83 (dd, J = 10 Hz, a 2 Hz, 1H), 7,20 a 7,24 (vidy d, J = 2 Hz,
2H), 7,47 (d, J = 10 Hz, 1H).

Mezi Eistymi produkty je rovn&Z moZno eluovat smésnou frakci, ze které se po pfekrys-
talovdni z methanolu zfskd 2,5 g krystalt smési obou isomernich slougenin.
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Analogickym zpstobem se z o -bromtetraacetylgalaktozy a

a) methylesteru 4-methoxyresorufin-l-karboxylové kyseliny ziskd /4 -D-galaktopyranosid
methylesteru tetraacetyl-4-methoxyresorufin-1l-karboxylové kyseliny a (4 ~D-galaktopyrano-
sid methylesteru tetraacetyl-6-methoxyresorufin-9-karboxylové kyseliny,

b) methylesteru [ -chlorresorufin-l-karboxylové kyseliny z{ské /3-D-galaktopyrano-
sid methylesteru tetraacetyl-8-chlorresorufin-l-karboxylové kyseliny a /4 -D-galaktopyra-
nosid methylesteru tetraacetyl-2-chlorresorufin-9-karboxylové kyseliny.

P¥iklad 9

/4 ~galaktopyranosid morfolidu - tetraacetylresorufin-4-karboxylové kyseliny a /-galakto
pyranosid morfolidu tetraacetylresorufin-é-karboxylové kyseliny

3,26 g (10 mmold) moifolidu resorufin-4-karboxylové kyseliny se galaktosiduje zptso-
bem popsanym v pfikladu 8. Surovy produki se chromatografuje na 1 litru silikagelu za po-
uzitf smési ethylacetdt/aceton, jako eluiniho tinidla. Ziskd se tak 0,9 g /% -D-galakto-
pyranosidu morfolidu tetraacetylresorufin-é-karboxylové kyseliny.

Chromatografie na tenké vrstvé (silikagel, eludni 8inidlo viz piiklad 7).

R; = 0,71. ' ,

Kromg toho se ziskd 0,4 g /4 -D-galaktopyranosidu morfolidu tetraacetylresorufin-4-karbo-
_ xylové kyseliny.

Chromatografie na tenké vrstvé (silikagel, stejné elu&ni &inidlo).
Rf = 0,76. :

Rovn&Z se ziskd 1,2 g smésné frakce obou isomernich sloudéenin.

Pfiklad 10
A -D-galaktopyranosid methylesteru resorufin-l-karboxylové kyseliny

1,2 g p-D-galaktopyranosidu methylesteru tetraacetylresorufin-9—karbokylové kyseli-
ny se deacetyluje methoxidem sodnym v methanolu zptisobem popsanym v pfikladu 2.
Vytézek: 0,8 g.

Uv/vIis (0,1 M kaliumfosfatovy tlumi&, pH 7,5):

A . =464 n (E = 21,8 cm? mol™l).

Po &tEpenf (?-gadsktosiddzou se zfskd anion methylesteru resorufin-1l-karboxylové ky-

seliny
A x = 572 nm (E = 65,3 cm? -1y,

na mol

Lhonmr ([D]G-DMSU): 'S 3,20 a% 3,80 (m, 6H), 3,91 (s, 3H), 5,09 (d, J = 7,5 Hz, 1H),
6,30 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 6,81 (dd, J = 9,8 a 2,1 Hz, 1H), 7,30 (m, 2H), 7,51 (d, 3 =
= 9,8 Hz, 1H), OH protony velmi 3iroky pfi 5.

Analogickym zplisobem se deacetylaci odpovidajfcich tetraacetdtu ziskéji_tyto 14tky:

a) (b-D-galaktopyranosid methylesteru resorufin-l-karboxylové kyseliny

1H—NMR (ﬂﬂ6DMSD): 613,4 az 3,7 (m, 6H), 5,09 (d, 3 = 7,5 Hz, 1H), 6,34 (d, J =
2 Hz, 1H), 6,97 (d, J = 2 Hz, 1H), 7,08 a% 7,17 (m, 2H), 7,75 (d, J = 10 Hz, 1H), OH:
velmi Siroky p¥i 5 ppm.

b) A -D-galaktopyranosid methylesteru 4-methoxyresorufin-l-karboxylové kyseliny,

¢) p -D-galaktopyranosid methylesteru é-methoxyresorufin-9-karboxylové kyseliny,
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d) [ -D-galakiopyranosid methylesteru B-chlorresorufin-l-karboxylové kyseliny,
e) fp -D-galaktopyranosid methylesteru 2-chlorresorufin-9-karboxylové kyseliny,

£) [ -D-galaktopyranosid morfolidu resorufin-é-karboxylové kyseliny, Rf = 0,3
(ethylacetdt/isopropylalkchol/voda 9 : & : 2).

Po 5tépeni [}-galaktosidédzou:
uv/vis (0,1 M kaliumfosfdtovy tlumi&, pH 7,5):

R ooy = 574,6 nm

Fluorescence emise ‘amax = 593 nm a

g) (A-D-galaktopyranosid morfolidu resorufin-4-karboxylové kyseliny, Rf = 0,3 (ethyl-
acetdt/isopropylalkechol/veda 9 : & : 2).

Po 3t&peni )-galaktosiddzou:
UV/VIS (0,1 M kaliumfosfatovy pufe, pH 7,5):

A’max = 574,6 nm

Fluorescence emise: A max ° 223 nm.

Pfiklad 11 )
Triethylamoniowdstl [d-D-galaktopyranosidu resorufin-9-karboxylové kyseliny

266 mg {3-D-galaktnpyranusidU'me%hylesteru.resorufin-9-karboxylové kyseliny se vyjme
do 50 ml vody a 20 ml 1l,4-dioxanu. K roztoku se pfid4 po ddvkdch 0,5 ml celkem 5 ml 0,1 N
hydroxidu sodného, pfiemZ hodnota pH roztoku pfitom nemd stpupnout nad 12,5. Reakéni smés
se nanese na 6 ml DEAE-Sephadexu v karbondtové formé&. Sloupec se promyje 180 ml vody.

Ddle se produkt eluuje 0,1 M triethylamoniumkarbondtovym tlumifem o pH 7,5. Eludt se
za vakua odpaff{ a potom se n&kolikrdt odpafi s ethanolem.
VytéZek: 110 mg triethylamoniové soli /3-D-gaIaktopyranosidu resorufin-9-karboxylové ky-
seliny.

uv/vis (0,1 M kaliumfosfdtovy tlumi&, pH 7,5):

afmax = 465 nm

Po roz&tdpenf [} -galaktosidézou:

Amax = 570 nm.

P¥{klad 12
Resazurin-/3-D-galaktopyranosid

12,6 g sodné soli resazurinu se rozpustf{ v 65 ml 1 N hydroxidu socdného a 80 ml vody.
K roztoku se pfidd 20,6 g acetobrom-l,-D-galakt6zy a 18,2 g hexadecyltrimethylamonium-
bromidu ve 150 ml chloreformu. Smés se 3 hodiny vaf{ pod zp&tnym chladitem, pak se odpafi
do sucha a zbyiek se digeruje ethylacetdtem. Ethylacetdtovy roztok se znovu zahusti a chro-
matografuje se na 500 ml silikagelu (eludni &inidlo: methylenchlorid/ethylacetdt 3 : 1).
Ziskd se 2,13 g tetraacetylresazurin- 4 -D-galaktopyranosidu s hodnotou Rf = 0,5 (HPTLC
na silikagelu, stejné eluéni &inidlo).

Deacetylace se provddi tak, Ze se 2,13 g tetraacetylderivdtu michd 1 hodinu pfi teplo-
t& mistnosti s 0,1 g methoxidu sodného ve 100 ml absolutniho methanolu. VysrdZeny produkt
se odsaje a za vakua vysu${ nad chloridem vépenatym.
Vytgiek: 1,0 g.
Rf = 0,62 (HPTLC na silikagelu za pouZit{ elugnfho &inidla ethylacetdt/isopropylalkohol/
/voda 9 : & : 2).
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LyonMR ([D]G-DMSO): & 3,30 az 3,90 (m, 6H), 4,54 (Siroky, d, J = 4,4 Hz, 1H), 4,67
(%iroky t, J = 4,4 Hz, 1H), 5,07 (d, J = 7 Hz, 1H), 5,27 (Biroky d, J = &,4 Hz, 1H),
6,15 (d, 3 = 2 Hz, 1H), 6,63 (dd, J = 9,6 a 2 Hz, 1H), 7,10 (dd, J = 9 a 2 Hz, 1H), 7,2
(m, 2H), 7,96 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 8,07 (d, J = 9 Hz, 1H).

PFiklad 13
8-chlorresazurin-4-karboxylovd kyselina

4,3 g (30 mmoldu) 4-chlorresorcinu se rozpusti ve 20 ml ethanolu. K roztoku se pfids
2,4 g hydroxidu draselného a smé&s se ochladi na 5 Oc. Za chlazenf se k této smési ptikape
2,81 ml isopentylnitritu a potom se sm&s déle pfes noc michd pfi teplot® mistnosti. Usa-
zenina se odfiltruje,. rozpusti ve vod& a roztok se okyseli. Zlutd usazenina se znovu od-
filtruje a vysusf za vakua pfi 40 °C.
Vytgzek: 2,5 g (48 %) 4-chlor -6-nitrosoresorcinu

Rf = 0,28 (HPTLC na silikagelu, elu&ni &inidlo methanol/ethylacetdt 1 : 3).

1,83 g 4~-chlor-6-nitrosoresorcinu, 1,55 g 2,6-dihydroxybenzoové kyseliny, 0,86 bure-
lu a 1,06 ml kyseliny sirové se pfidd ke 20 ml methanolu a vznikld smés se michd 2 hodiny
pfi 0 °C a 14 hodin pfi teplot& mistnosti. Ziskd se Eervend usazenina, kterd se odfiltru-
je a vysusi. )

Vytézek: 2,45 g (80 %) B-chlorresazurin¥4-karboxylové kyseliny.

Uv/vIis (0,1 M kaliumfosfdtovy tlumig, pH 7,5):

A ax = 621,5 nm.

Analogickym zptsobem se

a) z 2-methylresorcinu pfes 2-methyl-é-nitrosoresorcin ziskd é-methylresazurin-4-
~karboxylovd kyselina,

b) z 4 methylresorcinu pfes 4-methyl-6-nitrosoresorcin zisk% B-methylresazurin-4-
-karboxylovd kyselina a

c) z 4-bromresorcinu pfes 4—brom-6—nitrosor¢sorcin ziskd B—bromresazurin-u—karboxylo-
vé kyselina.

Pfiklad 14
8-chlorresorufin-4-karboxylovd kyselina

2 g 8-chlorresazurin-4-karboxylové kyseliny (vyrobené podle pfikladu 10) se rozpus-
ti ve 20.ml vody a 5 ml 25% roztoku amoniaku. Za chlazeni ledem se k roztoku priddvé zin-
kovy prach tak dlouho, dokud nedojde k (plné barevné zmén& do &ervenofialového odstinu.
Ptebytetny zinek se odfiltruje, filtrét se okyself, vysré¥eny produkt se odfiltruje a za
vakua vysu3i nad chloridem vépenatym pfi 40 °c.

VytéZek: 1,5 g (79 .%) B-chlorresorufin-4-karboxylové kysetiny.

Uv/vis (0,1 M kaliumfosfdtovy tlumi&, pH 7,5):

A max > 87,5 nm

Analogickym zplsobem se

a) z 6-methylresazurin-4-karboxylové kyseliny ziskd 6-methylresorufin-4-karboxylovd
kyselina,

b) z 8-methylresazurin-4-karboxylové kyseliny se zisk§ 8-methylresorufin-4-karboxylo-
vd kyselina a

c) z B-bromresazurin-4-karboxylové kyseliny se zisk4 8-bromresorufin-4-karboxylové
kyselina.
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PEiklad 15
ts-D-galaktopyranasid methylesteru resorufin-9-karboxylové kyseliny

3,2 g pentaacetylgalaktézy se smisi s 0,1 g bezvodého chloridu zine&natého a smés se
smis{ s 0,1 g bezvodého chloridu zine&natého a smés se zahfeje na 125 °C, naez se 20 mi-
nut michd za tlaku 1,33 kPa., K taveniné se pfidd 1 g methylesteru resorufin-l-karboxylové
kyseliny. Sm&s se 1 hodinu michd pfi 41 oc a pak: se chromatografuje zplsobem popsanym
v pfikladu 7 na silikagelu za pouzitf sm&si chloroform/ethylacetdt 2 : 1, jako elugniho
tinidla.

VytéZek: 25 mg o, -D-galaktopyranosidu methylesteru tefraacetylresorufin—9-karboxylové
kyseliny (Zluty olej).

Rf = 0,22 (HPTLC na silikagelu, stejné eluéni &inidlo).

Deacetylace na ¢,-D-galaktopyranosid methylesteru resorufin-9-karboxylové kyseliny
se provddi zplsobem popsanym v pFikladu 10. -

Pfiklad 16
A -D-galaktopyranosid 3,6-dioxaoktylesteru reserufin-9-karboxylové kyseliny

0,6 g /» -D-galaktopyranosidu methylesteru tetraacetylresorufin-9-karboxylové kyseli-
ny se smisfi a 50 ml diethylenglykolmonoethyletheru a na 3pi&ku &pachtle natriumhydridu
a8 sm&s se 15 minut michd pfi teploté mistnosti. Pak se pfid4 100 ml acetonu. VysrdZend
usazenina se odfiltruje a vysu3i.

VytéZzek: 56 mg /b -D-galaktopyranosidu3,é-dioxaoktylesteru resorufin-9-karboxylové kyseliny.

Rf = 0,54 (HPTLC na silikagelu za pou%it{ smi&si ethylacetdt/isopropylalkohol 9 : &, jako
eluénfha &inidla).

P£fklad 17
Maltoheptosid resorufinu

Amyldza (E.C.2.4.1.19), napfiklad amyldza ziskand pomoc{ Bacillus macerans, vykazuje
vedle hydrolytického a cyklizaZnfho d&inku také glykosyl-transferové vlastnosti, kterych
Je moZno vyuZit pfi syntéze oligosacharidd a jejich derivdtt (Methods in Carbohydrate Che-
mistry II, 347).

680 mg amyldzy ziskané pomoc{ Bacillus macerans DSM 24
(Liofilizdt; 0,46 U/mg navdZky; obsah proteind v navdZce 28,5 %).

500 mg resorufinglukosidu,
3,59 o-cyklodextrinu a
70 ml Soerensenocva fosfdtového tlumiZe (pH 6,2, 0,01 M),

se spolu smi{sl a ndsada se po dobu 24 hodin inkubuje p¥i 37 O¢. za deelem pfedisteni se
nejprve odd#l{ - a vznikly /A -cyklodexirin pfes tetrachlorethylenovou adign{ sloueni-
nu. Po chromatografii na zasftovaném dextranu (Sephadex LH 20) se ziskd 50 mg lyofilizdtu
resorufinylmaltoheptosidu, ktery pfi testu s amyldzou vykazuje vysokou aktivitu.

PEiklad 19
a) Peracetyl-p -D-maltopentosid

100 g (0,12 mol) maltipentosy a 81,8 g (1,0 mol) bezvodélo octanu sodného se suspen-
duje v 1,1 litru (11,7 mol) acetanhydridu a sm&s se pomalu za vyloueni vlhkosti zahfiv4
a? do zaddtku reakce (asi 110 °C). Potom se smss chladi ledovou vodou a# do odezndni re-
akce a pro dokongen{ reakce se je3t& 1 hodinu vaf{ pod zpétnym chladidem. Reak&ni smés
se ochladf na asi 70 °C a nalije se do 4 litrt ledové vody. Po 60 minutdch michdni se
supernatant slije a zbytek se rozpust{ v 500 ml dichlormethanu. Dichlormethanovd fize se
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postupné protfepe s vodou, nasycenym roztokem hydrogenuhliéitanu sodného a vodou a vysu$i

se siranem sodnym. Po oddestilovdni rozpou$tédla za sniZeného tlaku se zbytek plekrysta-

luje z 1,5 litru smési ethanol-isopropylalkohol(l : 1) za pfidédni aktivnfho uhlf.

Vytézek: 166,2 g (89,8 % teorie) ve form& bezbarvych krystalt o teploté& téni 120 aZ 125 °C,

o 20 = 4123,5°,

Chromatografie na tenké vrstvé: silikagelové desky Kieselgel 60 F254 (Merck) toluen/aceton

(7 : 4).

Rf = 0,52,

LH-NMR (DMSO-d): 1,8 a% 2,2 (s, 5IH, COOCHs),
3,8 az 5,5 (m, 35H, H-1, -H-6).

Literaturaa
Herzfeld, Chem. Ber. 13 (1880), 267.
Ndsledujici peracetyl- p -D-maltosidy se sintetizuji shora uvedenym zplsobem, pficemZ

se misto maltopentosy pouZije stejného mnoZstvi maltosy, maltotiriosy, maltotetrosy, malto-
hexosy a maltoheptosy.

cukr . teplota - vytszek ng(CHCI3) Ry (Kieselgel 60
tént °c % ) taluen/aceton, 7/4
maltosa 159 az 160 90 .+ 62,5 ) 0,64
maltotriosa - 85 + 100,3 i 0,59
maltotetrosa - - 88 + 109,7 0,56
maltopentosa 120 az 125 90 + 123,5 0,52
maltohexosa 140 az 145 91 + 130,0 0,49
maltoheptosa 160 82 - 0,46

b) Hydroxy-w D-peracetylmaltopentosid

150 g (0,096 mol) peracetyl- 4 -D-maltopentosidu se rozpusti ve 200 ml absolutniho
tetrahydrofuranu. K roztoku se za michdni p#idd 33 ml (0,3 mol) benzylaminu a smés se
2 hodiny michd pii teploté& mistnosti za vyloudeni vlhkosti. Potom se sm&s za vakua odpafi
do sucha, zbytek se rozpusti ve 400 ml dichlormethanu a dichlormethanovd f4ze se postupné
promyje vidy 400 ml 5N kyseliny chlorovodikové, vody, nasyceného roztoku hydrogenuhligita-
nu sodného a vody. Organickd fdze se vysu3i siranem sodnym a zah¥eje s pFisadou aktivniho
uhl{ k varu pod zp&tnym chladiéem. Po odfiltrovédni aktivniho uhl{i se filtrdt za sniZeného
tlaku odpaff do sucha. Produkt se miZe bez dalifho &i%téni pouZit v ndsledujicim stupni.
Vytézek: 140 g (97 % teorie) ‘

Chromatografie na tenké vrstvé: silikagel 60 Fossy (Merck) toluen/aceton (7/4).

Ry = 0,42
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Ly-nMr (DMS0-d,): 1,8 az 2,2 (s, 4BH, CODHy)
3,8 a% 5,5 (m, 354, H-1, -H-6)
5,7 (s, 1H, OH).

Literatura:

Helferich B., Portz W., Chem. Ber. 86 (1953), 604

Analogickym zpisobem se syntetizuji ndsledujici maltosidy:

cukr vytézek Rf (Kieselgel 60,
toluen/aceton (7 : &)

maltosa 96 % 0,45

maltotriosa 96 % 0,40

c) Peracetylmaltopentosyl- o -D-trichloracetimid4t

75 g (0,05 mol) hydroxy-o -D-peracetylmaltopentosidu a 25 ml (0,25 mol) trichlor-
acetonitrilu se rozpustf ve 150 ml absolutniho dichlormethanu. Roztok se ochladf na 0 °C,
za michdni se po Gdstech pfidd 1,5 g (0,055 mol) natriumhydridu a smés se 2 hodiny michd
pEi teplot& mistnosti za vyloudeni vlhkosti. PEebytek natriumhydridu se odd&li na sklen&né
frite, filirdt se pfefiltruje pfes sloupec silikagelu (Kieselgel 60, Merck, asi 200 ml, @
6 cm) a sloupec se promyje 2 litry ethylacetdtu. Filtr4t se s pfisadou aktivniho uhl{ za-
hfeje k varu pod zp&tnym chladigem. Aktivni uhl{ se odfiltruje a filtrét se za vakua od-
pafi do sucha.

VytéZek: 72 g (87,5 % teorie), bezbarvého pénovitého produktu
Chromatografie na tenké vrstvé: silikagel Kieselgal 60 F254 (Merck).
Rf = 0,58.

T (DMSO-d.): 1,8 a2 2,2 (s, 48H, CODHy),
3,8 a2 5,5 (m, 35H, H-1, -H-6),
6,3 (s, 1H, NH).

Literatura:

Schmidt R., Stumpp M., Liebigs Ann. Chem. 1983, 1249 aZ 1256.

Analogicky se vyrobi je5té peracetyl-maltotriosatrichloracetimid4t:
Vytézek: 93 %
Rf = 0,45,

d) Resorufinyl-f -D-maltopentosid

72,0 g (0,044 mol) peracetylmaltopentosyl- &-D-trichloracetimiddtu a 4,4 g (0,02 mol)
resorufinu se suspenduje v 1 litru absolutniho dimethylformamidu, K suspenzi se pfikape
pfi teplot mistnosti 6,3 ml (0,05 mol) etherdtu fluoridu boritého (BF3.0Et2) a smés se
po dobu 8 hodin mich4 pfi 60 °C vylougeni vihkosti. Po ochlazeni na teplotu mistnosti se
smés pfefiltruje pfes oxid hlinity (asi 500 ml) a ten se dodate&ns promyje 5 litry ethyl-
acetdtu. Filtrdt se za sniZeného tlaku odpaf{ dosucha, zbytek se rozpust{ ve 100 ml abso-
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lutniho methanolu a deacetyluje pomoci 2 g methoxidu sodného v ‘pribéhu 3 hodin pfi teplo-
té mistnosti za vylouceni vlhkosti. Suspenze se za vakua zahusti dosucha, zbytek se vyjme
do 100 ml vody, pH roztoku se nastavi 2N kyselinou chlorovodikovou na 6 a potom se roztok
natdhne na sloupec Diaionu (asi 500 ml @ 8 cm). Eluce se provdd{i nejprve 4 litry vody

a pak 3 litry 20% roztoku isopropylalkoholu. Eludt se zahustf na asi 40 ml a pak chroma-
tografuje nd RP-18-Flasch-sloupci (f = 4 cm, h = 39 cm) pomoci 15% isopropylalkoholu jako
eluéniho &inidla v 50 ml ddvkédch. Frakce obsahujici resorufinmaltopentosid se spoj{, za-
hust{ na asi 20 ml za sniZeného tlaku a chromatografuji na sloupci RP-18-MPLC v 10 ml
ddvkdch za pouZit{ 15% isopropylalkoholu jako eluéniho &inidla. Frakce obsahujici produkt
se spoji, za vakua zahusti a potom lyofilizuji.
Vyt&zek: 2,8 g (14 % teorie) oranZového lyofilizdtu
HPLC: RP-18-sloupec, 1 ml/min., 17% isopropanol,

Rf = 2,95 min,

Obsah resorufin-Gs: 97 %.

1H-NMR (DMSU—dG): 3,0 aZ 6,0 (m, 51H, OH, H-1 -H-6)
6,2 az 8,0 (m, 6H, ArH)

Literatura:

Schmidt R., Grundler G., Synthesis 1981, 885 aZ 887.

Pfiklad 20
a) Br-o -D-maltosid:

25 mmol peracetylovaného cukru se rozpusti v 50 ml ledové kyseliny octové. K roztoku
se pfikape 50 ml kyseliny bromovodikové (30 %) v ledové kyseling octové a smds se miché
pii teplot? mistnosti za vyloudeni vlhkosti. Pak se pfid4 300 ml dichlormethanu a smés se
vlije do 1 litru ledové vody. Organickd fdze se oddél{ a postupn& protfepe s vodou, nasy-
cenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a vodou. Organickd fdze se vysu3i siranem sodnym
a déle se za sniZeného tlaku odpaf{ dosucha. Produkt se miZe bez dal3fho pfedisténi pouzit
pfi nédsledujici reakci.

cukr vytézek R; (Kieselgel 60,
toluen/aceton, (7 : &)
maltosa 88 % 0,72
maltotriosa 88 % . 0,65
maltotetrosa 93 % 0,61
maltopentosa 91 % 0,57
maltohexosa 93 % 0,53
maltoheptosa 95 % 0,50
Literatura:

Brauns, J., Am. Chem. Soc. 51 (1929), 1830.

R A e L S e o T R i
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b) Resorifin-/ ~-D-maltosid:

50 mmol resorufinu a 25 mmol oxidu stFibrného se suspenduje v 800 ml absolutniho ace-
tonitrilu spolu s molekulovym sitem (3A) a sm&s se po dobu & hodin vafi pod zp&tnym chladi-
gem za vyloudeni vlhkosti. PFidd se 62,5 mmol Br--D-peracetylmaltosidu ve 200 ml absolut-
niho acetonitrilu a sm&s se nechd 6 hodin vafit pod zp&tnym chladiiem. Potom se smés dal-
&ich 18 hodin michd pfi teplotd mistnosti, pFid4 se 10 g aktivniho uhli a sm&s se jest&
krdtce va®{ pod zp&tnym chladifem, Sm&s se pfefiltruje pfes 100 g oxidu hlinitého (o stu-
pni aktivity III/N) a ten se dodatedn# promyje 5 litry ethylacetdtu. Filtrdt se za sniZe-
ného tlaku odpafi dosucha, zbytek se rozpustf v 1 litru absolutniho ethanolu a 18 hodin
michd spolu s 5 g methoxidu sodného za vylougeni vlhkosti. Suspenze se za sniZeného tlaku
odpaff dosucha, zbytek se rozpusti ve 200 ml vody, pH roztoku se nastavi na 7 a roztok
se nanese na 500 ml Diaion-HP-20-sloupec. Sloupec se promyje 15 litry vody a potom se
provddi eluce 10 litry 15% roztoku isopropylalkoholu. Eludt se za sniZeného tlaku zahusti
na 100 ml a ddle se tak jako pFi imid4tové metod& chromatografuje na RP-18-MPLC-sloupci
za pouZiti roztoku isopropylalkoholu a nakonec se lyofilizuje.

cukr vytézek " HPLC Rf (silikagel)
% Rt/% iso- butanol/led.kys.octovd)
propanolu voda 50/15/25
maltotriosa ) 15 3,52 min/17 % 0,32
maltotetrosa 16 3,27 min/1l7 % 0,29
méltopentosa 14 2,95 min/17 % -
maltoheptosa 10 2,60 min/17 % -
naltosa 27 15 - 6,39

a) P#i eluci resorufinyl-/d-D-maltotriosy z diaionavého sloupce se pouZzivd 25% isopropa-
nolu a pfi chromatografii na RP-1B8-sloupci 25% isopropanolu.

b) PFi eluci resorufinyl-/b—D-maltosidu z diaionového sloupce se pouZivd 40% isopropanolu.
Produkt se za sniZeného tlaku odpafi dosucha, potom se rozpustf v dimethylformamidu
a vysrdz{ vodou. Usazenina se odsaje a za vakua vysuSi.

Lh-nMR (DMSD-d,):

Maltosa: 3,1 a% 3,9 (m, 11H, OH, H-6), 4,4 aZ 5,7 (m, 1OH, H-1 - H-5), 6,2 a% 8,0 (m, 6H-
AtH),

Maltotriosa: 3,0 aZ 5,9 (m, 32H, OH, H-1 - H-6), 6,2 a% 8,0 (m, &H, ArH).

1)
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PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob vyroby glykosidd derivéil resorufinu obecného vzorce Ia nebo Ib
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kde

glykosid zna&i glykosidovy zbytek monosacharidu nebo oligosacharidu obsahujicfho 2 a% 10
monosacharidovych jednotek, R1 znadil vodik, kaZdy ze symbold R2, R3 a Rs, které jsou stej-
né nebo rtzné, zna&f{ vodik, halogen nebo alkylskupinu s 1 a% 5 atomy uhliku, kaZdy ze sym-
bolt R* a R6, které jsou stejné nebo rdzné, zna&f vodik; halogen; kyanoskupinu; alkyl sku-
pinu s 1 az 5 atomy uhliku; alkoxyskupinu s 1 a% § atomy uhliku; karboxyskupinu; alkoxy-
karbonyl~, karboxyalkyl- nebo alkoxykarbonylalkylskupiriu; pFi&emZ v posledn& uvedenych
trech skupindch obsahuji alkylové aalkexylové zbytky vidy 1 a%Z 5 atom& uhliku; nebo karbox-
amidoskupinu, popfipad& jednodude nebo dvojnédsobn& substituovanou prostfednictvim alkylo-
vych, alkoxyalkylovych, karboxyalkylovych nebo alkoxykarbonylalkylovych zbytkt, v nichz
alkylové a alkoxylové skupiny obsahujf vidy 1 a% 5 atomd uhliku, pi¥iéemZ v pfipadé pfitom-
nosti dvous substituentd, mohou byt spolu spojeny za vzniku kruhu, ktery je popfipadé pie-
rusen také kyslikem, dusfikem nebo sirou; nebo skupinou obecného vzorce

7
- €00 - (CH2 - CHZU)n - R ®
kde R7 zna&l vodik nebo alkylskupinu s 1 a% 5 atomy uhliku a n zna&{ celé &islo 1 az &,

pticem? navic R6 zna&i sulfonyl- nebo nitroskupinu a Y zna&f dusik nebo skupinu N — 0,
vyznadujici se tim, %e se derivdty resorufinu obecnych tautomernich vzorcat IIa a IIb
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~ it
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kde Rl az R6 a Y majf shora uvedeny vyznam,

nechaji reagovat s mono- nebo oligosacharidem obsahujfcim 2 a% 10 monosacharidovych jed-
notek nebo jeho halogenderivdiem, pFfiSemZ vSechny hydroxyskupiny jsou vidy substituavény
ochrannymi skupinami, obvyklymi v chemii uhlohydrdtt, za vzniku per-O-substituevanych gly-
kosidd, ze ktery se ziskajf glykosidy derivdtl resorufinu obecného vzorce Ia nebo Ib od-
Stépenim ochrannych skupin.

n
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