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(54) Zplisob pripravy kyseliny D-glukuronové znadené radioisotopem

1q.c nebo stabilnim isotopem 130

Vynélez se tyka zpisobu pifipravy kysee
1liny D-glukuronové, znadené radioisotopem
146 nebo stabilnim isotopem 13¢,

Podstata navrZeného iefSeni spodiva v
tom, %e piislusnym isopopem znaleny
& -D-glukan, isolovany s vyhodou z foto-
autotrofnich organismi nebo/a methyl-

- ~D-glukopyranosid se oxiduji n‘é odpo-
videjici 6-karboxyderivaty, které se
bydrolysuji kyselinou trifluoroctovou,

I 8 vyhodou o 25 aZ 45 % koncentraci.
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Vynédlez ¥e3f{ zplsob pripravy kyseliny D-glukuronové, znalené
radioisotopen 14C nebo stabilnim isotopem 130. '

Kyselina D-glukuronovéd je po biochemické i fysiologické stirénce
velmi ddle?itd prirodnf l4tka. Ve form& znalené isotopy uhliku 14
nebo 13C_jevefektivné vyuZitelnd p¥i studiu metabolisml, zejména pri
sledovéni vyludovdni pro organismus neZddoucich ldtek a pri lékarské
diagnostice metabolickych poruch, nebo p¥i sledovénd metabolismu
polysacharidl, zejména pochdzejfcich z bun&énych sté&n mikroorganismd.

P¥{rodnim zdrojem kyseliny D-glukuronové jsou polysacharidy -
a proteiny, ze kterych ji lze ziskat, pomérn& s obtifemi, hydrolysou
/Stan&k J., Cerny M., Kocourek J., Pacdk J.: Monosacharidy, NCSAV,
Praha 1960, s. 409/. K synthetické pripravé kyseliny D-glukuronové
. se vyuZivd oxidace primdrn{ hydroxylové skupiny v molekule D-glukosy,
pficemZ je soulasné& treba éhrénit Jjind, oxidace schopné mista v mole-
. kule, pFedevdim anomerni hydroxylovou skupinu, pripadn& i sekunddrni
hydroxylové skupiny, zejména v polohdéch C-2 a C-4,
Vhodnymi vychozimi derivéty D-glukosy jsou D-glukosidy, pfedeviim
methyl=-o-D-glukopyranosid /Patentové spisy USA 2 592 249 a 2 592 266,
Britsky patentovy spis 670 929/ a rizné acetaly /Japonské patentové
spisy 376/52 a 6282/53 /. Podminku soudasného chrén&ni hydroxylovych
skupin v polohdch C-1 a C-4 splnuji polysacharidy obsahujici D-gluko-
su, které jsou rovn&%¥ vyuZivény k priprav¥d kyseliny D-glukufonové,
jako &krob /Japonské patentové spisy 6321/58 a 179 069, Patentovy spis
USA 2 472 590/ a celulosa /McGee P.A., Fowler W.F., Unruh C.C., Kenyon
W.0.: J. Amer. Chem. Soc. 70, 2700 /1948/ /.
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Jako ox1dééni ¢inidla se pou¥ivaji /viz té% shora citované paten-
tové spisy/ kyslik nebo vzduch /Heyns K., Heinemann R.: Ann. 558, 187
/1947/ /, mangenistan draselny /Stacey M.: J. Chem. Soc. 1939, 1529/,
plynny nebo kapalny oxid dusility /Kerr R.W.: J. Amer. Chem. Soc. 72,
816 /1950/ /, kyselina dusiénd /Heyns K., Graefe G.: Chem. Ber. 86,

646 /1953/ /, helogeny /Farley F.F., Hixon R.M.: Ind. Enge Chem. 34,
677 /1942/ /, pPipadn&-i jind, mén& vyznemnd,

Kyselina D-glukuronové se po oxidaci z prisludnych 6- karboxylovych
derivdtd uvolnuje hydrolytickou cestou pou¥itim minerdlnich kyselin
/sirové, chlorovodikové/, organickych kyselin /mraventd, octové/ nebo
enzymovd /vidy viz u? vySe uvedené citace/. Prévé tento. stupen pripra-
vy kyseliny D-glukuronové je zdrojem nejv&tSich problémd, pfedevélm |
pii pou¥iti polysacharidd jako vychozich ldtek. Vyté&Zky kyseliny
D-glukuronové se v disledku obti¥né hydrolysy sni%uji do té miry, ¥e
obvykle nedosahuji ani 10 % /viz napi. shora citované patentové spisy/.

7a podmfnek, kdy teprve dochdzf k hydrolyse, nastévd ji% i znaény

rozklad kyseliny D-glukuronové @ to zejména p¥i pouZiti minerdlnich
kyselin /Heyns K., Graefe G.: Chem. Ber. 86, 646 /1953/, Stendk J.,
Serny M., Kocourek J., Pacdk J.: Monosacharidy, N8SAV, Praha 1960,

g. 413/. Pouzitt mirnéaéich ginidel je zase mdlo uUdinné a probihd

s nizkymi vyt&%ky /Hardegger E., Spitz D.: Helv. Chim. Acta }_, 2165
/1949/, jako je tomu u kyseliny mraventi nebo enzymové hydrolysy
amylézovyei nebo diastézovymi preparéty /Kerr L.M.H., Grahem A.F.,
Levvy G.A.: Biochem. J. 42, 191/1948/. /. S podobnymi obtiZemi se
getkdvd i zphsob pripravy kysellny D—/U- C/-glukuronové /Bilik V.,
Zemek J., Tihldrik X., Sandtnerové R.: PV 6160-79/, pou¥ivajici zmin&-
nou hydrolysu kyselinou mravenci.

P¥i pripravé znacené kysellny D-glukuronové, kdy se jedné navic
o préci s mno¥stvim vychozi létky cca 103krét ni%%{m, ne% je obvyklé
p¥i préci s neradloaktlvnim meteridlem v laboratornich podminkéch,
vedou obvyklé zplsoby hydrolysy jak kyselin polyglukuronovych, tak
i uronosidd k daldfmu sni¥eni vyt&Zikd.

Vy$e uvedené nedostatky odstranuje zpisob pripravy kyseliny
D-glukuronové, znalené radioisotopem 140 nebo staebilnim isotopem
jeho? podstata spo&ivd v tom, Ze prisluénym isotopem znaleny o~-D=-glu-
kan, isolovany s vyhodou z fotoautotrofnich organismd nebo/a
methyl- er-glukopyran051d se oxidujf na odpovidajici 6~ karboxyderlvéty,
které se hydrolysujf kyselinou trifluoroctovou, s vyhodou o 25 aZ 45%
‘koncentraci. '

13C
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- Hydrolysa se provédi za normdlniho tlaku, vyhodn& p#i teplotéch

80 a% 100 °C po dobu 12 a¥ 22 hodin.

Hydrolysu je té%Z moZno provddét v uzavieném systému /tj. pri
zvySeném tlaku/, s vyhodou pri teplotéch 90 a% 120 C po dobu 8 a¥
‘14 hodin.

Vyhoda tohoto zpisobu pripravy kyseliny D-glukuronové, znactené
radioisotopem 14C nebo stabilnim isotopem 130 spodivd v pouZiti
kyseliny trifluoroctové k hydrolyse meziproduktd, vznikajicich
oxidac{ znad¢eného g~D-glukanu nebo methyl-o~D-glukopyranosidu vyhodné&
kapalnym oxidem dusiditym. Takto provéddénd hydrolysa
- probihd snadnéji, za mirn&j¥ich podminek a dochdzi k mendim ztrdtdm

rozkladem produktu ne? pri pouZiti minerdlnich kyselin,

- probfhd snadné&ji, uplné€ji a bez nutnosti dodateéné hydrolysy esterd,
vznikajicich jako védlejéi produkty neZ pri pouZiti Jjinych organic-
kych kyselin,

- probihd dpln&ji a rychleji, ne? pri enzymové hydrolyse,

- umoZnuje odstranéni hydrolysuaiciho ¢inidla pouhym vakuovym odpare-
nim,

- vede k vy33im vyt&Zkim produktu.

Zpisob podle vyndlezu je bliZe objasn&n v nédsledujicich pi{kladech
provedeni,

P¥{iklad 1

o-D-/U-14C/-Glukan /370 MBq/, isoloveny z #asy Chlorelle vulgaris
Beijerinck, se vysu3i vymrazenim in vacuo a p¥i teplotd O °C se pfe-
vrstvi 5 ml kapalného oxidu dusicitého. Reakéni sm&s se nechd stat
pri teploté 0 aZ 5 °C po dobu 120 hodin. Oxid dusidéity se vakuové
. odstrani a oxidovany produkt se hydrolysuje 40% kyselinou trifluor=-
octovou /8 ml/ za varu pod zpétnym chladifem po dobu 16 hodine
Vznikly roztok se vakuové odpari k suchu, odparek rozpusti ve vhod-
ném objemu vody a kyselina D-/U-14C/-glukuronové Jjednak volnd, jednak
ve formé laktonu, se kterym vytvdri rovnovédZné sm&si, se isoluje
preparativni papirovou chromstografii na papife Whatman 3 v soustavsd
n-butanol - ethanol =~ voda /4:1:1/. |

Radiochemicky vyt&Zek kyseliny D—/U—l4C/—glukuronové /véetné
laktonu/ 95 MBq, tJj. 26 %.
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0=D~/U-14C/-Gluken /88 MBq/, isolovany z Pasy Chlorella vulga-
ris Beijerinck, se vysu3{ vymrazenim in vacuo & pfi teplot& O °C
se prevrstvi 2 ml kapalného oxidu dusiditého. Reakéni smé&s se nechd
stét pii teplotd O a% 5 °C po dobu 80 hodin. Oxid dusiéity se vaku-
ové odstrani a oxidovany produkt se hydrolysuje 25% kyselinou tri-
fluoroctovou /4 ml/ v autokldvu pZi teploté& 115 a%Z 120 og po dobu
9 hodin. Reakdni sm¥s se ddle zpracuje & produkt isoluje Jjeak Jje
uvedeno v prikladu 1. '
Radiochemicky vytéZek kysel1ny D-/U—14C/-glukuronové /véetnd
laktonu/ 15,8 MBg, tj. 18 %.

Prikled 3

~ Methyl-o-D-glukopyrenosid /10 mg/ se p¥idd ke 2 ml vodnélio
roztoku methyl-o—D-/U—l40/—glukopyranosidu /60 MBq/, roztok se veku=-
ové odpa¥i k suchu a vysu3i vymrazenim. Odparek se prevrstvi 4 ml
kapalného oxidu dusiditého p¥i teplot® O aZ 5 °C a nechd pri téZe
teploté stéq po dobu 100 hodin. Oxid dusidity se vakuov& odstrani
a oxidovany produkt se hydrolysuje 45% kyselinou trifluoroctovou
/4,5 ml/ v zatavené sklen&né ampuli pri 95 a¥ 100 °C po dobu 8 hodin.
Reakdn! sm&s se ddle zpracuje a produkt 1solu3e jek je uvedeno
v prikladu 1l. '

Rediochemicky vyt&Zek kyseliny D~/U-14C/ glukuronové /vietné

laktonu/ 27 MBq, tj. 45 %.

Pr{iklad 4

Methyl-d&D-/U~14C/-glukopyranosid /203 MBq/ se vysu3i vymraze-
nim in vacuo a pi’i teplot& O °C se prevrstvi 3 ml kapalného oxidu
dusiditého. Reak®ni sm&s se nechéd pPi teplotd 0 a% 59 stdt po dobu
124 hodin. Oxid dusidity se vakuové odstrani a oxidovany produkt se
hydrolysuje 35% kyselinou trifluoroctovou /5 ml/ za varu pod zp&t-
nym chladidem po dobu 6 hodin a poté po pi¥fdavku dalfich 3 ml
35% kyseliny trifluoroctové jedt& 8 hodin. Reakéni sm&s se ddle
zpracuje a produkt isoluje jak je uvedeno v piikladu 1. '

Radiochemicky vytd%fek kyseliny D-/U=- 4C/ -glukuronové /vietnd
laktonu/ 71 MBq, tj. 35 %.
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Zptsob p¥ipravy kyseliny D-glukuronové, znaené radioisoto-
pem 4C nebo stabilnim isotopem 130 vyznaéeny tim, Ze

pF{sludnym isotopem znadeny o~D-glukan, isolovany s vyhodou

z fotbautotrofnich,ofganismﬁ nebo/a methyl-ok-D-glukopyranosid
se oxidujl na odpovidajici 6-karboxyderivdty, které se hydro-
lysuji kyselinou trlfluoroctovou, s vyhodou o 25 aZ% 45%
koncentraci,

Zpisob podle bodu 1 vyznadeny tim, fe hydrolysa se provéd{
za normdlniho tlaku, vyhodn& p¥i teplotdch 80 a¥ 100 °C po
dobu 12 a% 22 hodin.

Zplsob podle bodu 1 vyznaleny tim, Ze hydrolysa se provédi
v uzavieném systému, s vyhodou pii teplotdch 90 aZ 120 °C
po dobu 8 a¥ 14 hodin.
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