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Zpisob pfipravy decivati pyrimidinu, znacenych
universalné radioisotopem 1C
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Pfedmétem vynalezu je zpusob pfipravy dc-
rivath pyrimidinu, universilné znadenych ra-
dioisotopem 14C obecného vzorce I:
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ve kterém

Ri znamenda atom vodiku nebo methyl-11C
skupinu

R2 znamena atom vodiku, methyl-HC skupi-
"nu, nebo karboxyl-14C skupinu, priemz zna-
mend-li Ri methyl-¥C skupinu, je Rz vodik,
kondensaci sodnych soli etylesterlt beta-keto-
kyselin z2nafecnych radioisotopem athliku C
o mol. aktivité vétsi nez 40 mCi/miliatom 4C
obecného vzorce II:
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Rs je atom vodiku nebo methyl-HC skupina
-nebo karbethoxy-MC skupina v bezvodém
ethanolu s thiomocovinou-14C o molové akti-
vité v&tsi ncZ 40 mCi/mMol v ckvimolarnim
poméru, a ndsledujici desulfuraci.

Dosud zndmé mctody pEipravy téchto latek
pouzivaji jednak organickou syntézu, jednak
kultivaci mikroorganismu za autotrofnich pod-
minek v atmosféic MMCQq, popfipadé kultivaci
mikroorganisma na prisluSnych  substrdtech;
extrakci bunécného materidlu se pak ziskaji
nuklcové kyseliny, znaCené nespecificky radio-
isotopem C, zc kterych se za pouZiti zndmych
biochemickych postupt isoluji nespecificky C
znadené derivaty pyrimidinu, na ptiklad ura-
cil-YC(U) a thymin-1C(U). Vzhledem k nizké-
mu obsahu téchto latek v mikroorganismech
jc biochemicka priprava zakladnich pyrimidi-
novych bazi nespecificky znafenych C ne-
ckonomicka.

Pro uspésné rcdeni rostouciho poltu pro-
blémi biochemického a biologického vyzkumu
nuklcovych kyselin je mezbytné pouziti nu-
kleotid® (resp. mnuklcosidd) pyrimidinovych
baz{, ma pfiklad uracilu a thyminu, znafenych
radicisotopem 14C s vysokou molovou akti-
vitou.

ProtoZe jsou znamy metody enzymové syn-
tézy radioaktivnich mukleosidi i nukleotida,
Které vychazeji zc¢ zdkladnich pyrimidinovych
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bdzi a poskutuji velmi uspokojivé wvysledky
(vytézky nad 60 %), byla zamé&fena pozornost
na vypracovani zplisobu pfimé syntézy vycho-
zich pyrimidinovych bazi s vysokou molovou
aktivitou. '

Byla poblikovana syntéza uracilu-1C(U) s
radiochemickym vytéazkem 10 % (EHREN-
SVART G., LILJEKVIST J.: Acta chem. scand.
13, 2070/1959/). Popsany postup je zdlouhavy,
md 9 reakénich stupnt a je obtizné reprodu-
kovatelny.

BENNETT (BENNETT L. L. Jr.: J. Am
Chem, Soc. 74, 2432 /1952f) pFipravil uracil-
-2-14C kondensaci sodné soli formyloctanu c-
thylnatého s thiomocovinou-14C za piitomnos-
ti ethyldtu sodného a desulfuraci vzniki¢ho 2-
-thiouracilu-2-14C. Nahrada ctylitu sodného
jako kondenzaéniho ¢inidla nékolikandsobnym
prebytkem sodné soli formyloctanu cthylnaté-
ho vedla k wvyznamnému zvySceni vytézku 2-
-thiouracilu-2-14C (JEZDIC V., ROZUMENIC
N., SKAKUN M., ALBAHARI 5., ODAVIC-
-JOSIC J.: J. Labelled Comp., 6, 88 /1970/).
Pouziti vclkého prebytku sodné soli formyl-
octanu cthylnatého -1,2,3-MC pFi syntéze 2-
-thiouracilu-4C(U) by bylo ncckonomické,
protoze jcho priprava je narocnd a ccna vy-
soka.

Prinosem pfedlozeného vyndlezu je nalezeni
takovych recakénich podminek, pFi kterych
kondensace sodné soli ethylestert beta-keta-
kyselin (vzorec II) o molové aktivité vt nes
40 mCi/miliatom C s thiomod&ovinou-11C o
molové aktivité vétsi nez 40 mCi/miliatom
MC probiha v prostiedi bezvodého cthanolu
v molarnim poméru 1 : 1 ve vytézku 40 az
50%. Sodné soli cthylesterti beta-ketokyselin
UC (vzorec 1) se pripravi Claiscnovou kon-
densaci z pEisluSnych ethylesterti kyselin zna-
c¢enych radiouhlikem s molovou aktivitou
vétsi ncz 40 mCi/miliatom 1C v prostiedi
bezvodého ethanolu za katalyzy hydridu sod-
ného. Pouziti vakuového systému umoznuje
bezpefnou praci v mikroméfitku, 2-thiouracil-
-HC(U) lze desulfurovat popsanym postupem
v literatufe (WHEELER L. H., LIDDLE M. L.:
Am. Chem. J. 40, 547 [/1908/).

Vys§s§iho a€inku podle vynalczu ve srovni-
ni se znamymi zpUsoby pripravy derivata py-
rimidinu-14C(U) je dosazeno nalezenim -opti-
malnich reakdénich podminek, Zatimco biosyn-
thetické postupy umoZiuji ziskat uracil-14C(U)
(respcktive jeho derivaty) o radiochemickém
vytézku kolem 1 %, je dosahovano pfi che-
mické syntéze vytézka kolem 10 %. PFi po-
uziti reakénich podminck podle vynilezu jsou
radiochemické vytézky nad 20 %.

6-methyluracil-MC(U) 1ze zndmym postupem
(KWANG-JUEN ZEE-CHENG, C, C. CHANG:
J. Heterocykl. Chem (4, 163 /1967/, C.
HEIDELBERGER, R. B. HURLBERT: J. Am.
Chem. Soc. 72 4704 /1950/) ipFevést na kyscli-
nu orotovou-14C(U), jejiz pfiprava dosud ne-
byla popsana.

Vyuziti postupu podle vyndlezu umoziujc
pfipravit derivaty pyrimidinu-14C(U) s wvyso-
kou molekulovou aktivitou. Téchto latek se
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pouziva pfimo ncbe jako vychozich sioucenin
pro cnzymové syntézy. Timto zpdsobem lzc
Ziskat §iroky sortiment pozadovanych derivata
znacenych nespecificky vhlikem MC v jyrimi-
dinové bazi.

Priklad 1 LT

i

Uracil-11C(U) - wod

S0 mCi (1 mMol} cthylesleru kyseliny
octové-1,2-4C 7 40 mCi (1mMol) ethylcsteru
kyseliny mravenci-MC se predestiluje za vakua
do reakéni banky, obsahujici 27 mg Nall ve
3. ml bezvodc¢ho ctheru. Reakéni smés se mi-
cha 48 hodin za tcploty mistnosti. SraZenina
sodné soli formyloctanu cthylnatého-1,2,3-1C
sc oddéli od ctherického roztoku odstredeénim,
rozpusti ve 3 ml absolutniho cthanolu, prida
20,5 mCi (0,5 mMol) thiomocoviny-1C a za-
hiiva 3!/, hodiny za bezvodych podminek k
varu. Potom sc cthanol oddestiluje, odparck
rozpusti  ve 3 ml vody a okyseli 2 ml HCI
(1t : 2). Vypadla srazenina  2-thiouracilu-
-MC(U) sc odsiredi, rozpusti ve 2 mi ‘konc.
amoniaku a prcéisti preparativoni papirovou
chromatografii v rozpoustcdlovém systému 1-
-butanol-kys. oclovi-voda {4 : 1 : 5). K odpar-
ku 2-thiouracilu-"C(U) s¢ pridd roztok 25 mg
kyseliny monochlcroctové ve 4 ml vody a za-
hiiva pod zpétnym chladiéem 2!/ hodiny na

" ldzni 130 -- 140 °C teplé.

-Uracil-14C(U} se z rcakéni smdési isoluje pre-
parativni papirovou chromatografii v rozpous-
tédlovém systému 1-butanol-kysclina octova-
-voda (4 : 1 : 5).

Vytézek: 36 mCi uracilu-MC(U), tj. 25,8 %
(vztaZzeno na pouzit¢ meziprodukty) o molové
aktivité 161 mCi/mMaol.

Priklad 2
6-methyluracil-11C(U)

160 mCi (2,0 mMolu) cthylesteru kyseliny
oclevE-1,2-14C se predestiluje do reakéni bai-
ky obsahujici 2 mMoly trifenylmethylnatria
v 16 ml bezvodcho ctheru. Reakéni smés sc
micha 48 hodin za teploty mistnosti. Sraze-
sodné soli acctooctanu cthylnatého-
-1,2,3,4-11C sc oddéli od ectherického rozloku
odstred€nim, rozpusti v 5 ml absolutniho e-
thanolu, prida 30 mCi (0,75 mMolu) thio-
mocoviny-1C a zahfiva 4 hodiny za bezvo-
dych podminck k varu. Potom sc cthanol od-
destiluje, odparek rozpusti v 5 ml vody a o-
kyscli 2 m! kyseliny solné (1 : 2}, Vypadla
sraZenina 2-thjo-6-methyluracilu-1MC(U) se od-
stfedi, rozpusti ve 2 mlkonc. hydroxidu amon-
ného a preCisti preparativni papirovou chro-
matografii v rozpoustédlovém systému 1-bu-
tanol-kyselina octova-voda (¢ : 1 : 5). K od-
parku 2-thio-6-mecthyluracilu-11C(U) sc pfida
roztok 250 mg ‘kys. monochloroctové ve 4 ml
vody a reakéni smés sc zahFiva pod zpétnym
chladiéem 2,5 hodiny na lazni 130 — 140 °C
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teplé. 6-methyluracil-MC(U) se z reakeni smési
isoluje preparativni papirovou chromatogra-
fii v rozpoustédlovém systému 1-butanol-kys.
octova-voda (4 : 1 : 5).

Vyteézek: 41 mCi 6-methyluracilu-14G(U) o mo-
lové aktivité 200 mCi/mMol tj. 21 % (vzta-
Zeno na pouzité meziprodukty).

Priklad 3
Orotova kyselina-11C(U)

80 mCi (1t mMaol) cthylesteru kyscliny Sta-
velove-1,2-14C a 80 mCi (1 mMol) cthylesteru
kyseliny octové-1,2-1C sc predestiluje za va-
kua do recakéni banky obsahujici 27 mg Nal
v 5 ml bezvodého ctheru. Reakéni smes sc za-
hiiva na vodni ldzni teplé 40 °C 2 hodiny:
Srazenina sodné  soli  oxaloctové  kyscliny-

PREDMET
Zpusob pripravy derivatt pyrimidinu, zna-

denych universalné radioisotopem MC obecené-
ho vzorce [

ve kterém

R1 znamena atom vodiku necbo methyl-HC
skupinu
Rz znamcnd atom vodiku, mcthyl-MC skupi-
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-1,2,3,4-14C sc oddéli od ctherick¢ho roztoku
odstfedénim, rozpusti v 5 ml absolutniho e-
thanolu, prida 20,5 mCi (0,5 mMal) thiomo-
¢oviny ¥C a zahfivd 3's hodiny za bezvo-
dych podminek k varu. Po vychladnuti se pFi-
da 0,4 g NaOH ve 4 ml 50% cthanolu a :z=a-
hfeje 45 minut k varu. Potom sc¢ cthanol od-
destiluje, k odparku sc pfida roztok 250 mg
kyseliny monochloroctové ve 4 ml vody a re-
akéni smés s¢ zahfiva pod zpétnym chladicem
3 hodiny na lizni 150 — 140 °C teplé. Kyse-
lina orotova-1C(U) sc z rcakéni smesi isoluje
preparativni papirovou chromatografii v roz-
poustédlovém systému 2-propanol-amoniak-
~-voda (7 : 1 : 2).

Vytézek: 41 mCi Kkyscliny orotové-UC(U), tj.
21,7 % (poditino na cclkovou aktivitu vsech
pouzitych sloZzek) a mol. aktivite 205 mCif
/mMol.

VYNALEZU
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nu, nebo karbonyl-UC skupinu, pFicemz zna-
mend-li Ri methyl-C skupinu, je Re vodik,
kondensaci latky obeencho vzoree 11

R3—MC=1CH—1COOCyH35
|
ONa
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R3 je atom vodiku ncbo methyl-14C skupina
nebo  karbethoxy-1C skupina, s thiomoecovi-
nou-1C a nasledujici desulfuraci, vyznaceny
tim, ze sc kondensacc provadi v bezvodém
ethanolu a pri ckvimolarnim pomdéru konden-
sujicich latck.

Severografia, n, p., provozovna 32, Most



