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(564) Zpusob pHpravy cytosinu a jeho derivatd znatenych uhlikem'C

Zplisodb piipravy cytosinu a jeho deri=-
védtld znadenych 140 z vychoziho uracilu

a jeho derivdtd znaZenych 1“(},.;]ehc'z pod-
stata spodivé v tom, %e se uracil a jeho

derivdty znalené 4o pFevedou plsobenim
sirntku fosfore¥ného v roztoku dioxaru,
{obsahujicim 0,1 - 0,3 % vody) pPi teplotsd
370 - 373 K na odpovidajfei 4C znaleny
thiouracil a jeho derivaty, na které se
plsobf ddle hez isolace hydroxidem amonnym
ve smési s dioxanzm p¥i teplot& 370 - 373 K.
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Predmétem vyndlezu je zpisob p¥ipravy cytosinu a jeho deritétd znalenych uhlikem 140.

Dosud zndmé metody pPripravy cytosinu a jeho derivéid spolivajl jednak v piimé syntéze,
Jjednak v konversi 2-thiouracilu ne 2,4-~dithiourscil a nédsledujici selektivni aminaci a de~
sulfuraci (ZORBACH W. W., TIPSON R. S., eds.: Synthetic Procedures in Nucleic Acid Chemistry,
Vol. 1., Wiley & Sons, N. Y. 1968).

[1,3-1N] cytosin byl p¥ipreven kondensaci diethylacetslu kyenacetaldehydu s [1,3-'°x7
mo¥ovinou (BENDICH A., Getler H., BROWN G, B.: J. Biol, Chem., JZZ, 565 (1949). Tento
postup pro syntézu cytosinu a Jeho derivdtl znalenych 4o rdznych polohdch je mélo vhod-
ny.

Priprava [U—14CJ cytosinu biosyntetickymi metodemi je ekonomicky nevyhodnd pro nizké
chemické a radiochemické vyisiky (NEJEILY 2., FILIP J.: Radioisotopy 6, 142) (1965).

Podstatnd piiznivéjsl situace je pfi pripravd uracilu a jeho derivéild znelenych isoto-
pem '40. Jsou zndmy metody umoinujici zavedeni radioisotopu do rdznych poloh molekuly.
(FILIP J,: Raedioisotopy 19, 225 (1978) ). Krom& velmi dobrych rediochemickych a chemickych
vytéZkd jsou popsdny i postupy pro syntézu [U—MC] uracilu a [U-‘ C]thyuinu.

Resient problémd zékladniho i aplikovaného vyzkumu na molekuldrni drovni vyZaduje cyto-
8in a jeho derivdty znaZené v rdznych polohdch radioisotopem 140, pri¥em? se fasto klede
diraz na vysoké molové aktivity.

Tyto slou¥eniny jsou dosud obtiZn# dostupné nebo nedostiupné vibec. Tuto nevyhodu odstra-
nuje predmétny vyndlez zpisobu pfipravy cytosiu a ?eho derivdtl znadenych 144 spodivajiel
v tom, %e se uracil (resp. jeho derivédty) zneleny 4 p¥evede v dioxesnu (s obsehem 0,1 - 0,3 %
Imot. vody) plsobenim sirniku fosfore¥ného na odpovidajici 4~ihiouracil znaleny 14C, kte~
ry pek hez izolace v roztoku dioxanu a vodného hydroxidu smonného pii zvyZeni teploté po-
skytne poZadovany cytosin (resp. jeho derivdty) znadeny radioisotopem ' "C.

P¥inosem vyndlezu je nalezeni takového postupu, ktery umofnuje z dostupnych slou&enin
uracilu a jeho derivdth znafenych ‘40 pfipravit odpovidajfcim zplsobem C znaXeny cytosin
(resp. jeho derivéty).

Tyto slouleniny byly p¥ipraveny d¥ive s podstatn¥ nifsim radiochemickym vyt¥Zkem
nebo dosud jejich p¥iprava nebyla popsédna vibec.

Nalezeni optimdlnich podminek a provedeni celé reskce bez izolace meziproduktd umo#nu~
je zpracoval s melymi ztirdtemi i v mikrom&¥itku. Produkt reakén{ smisi je izolovén prepa-
rativni papirovou chromatografil nebo metodou HPLC. Rediochemickd ¥istota je vys3L neZ 98 %,
coZ je dlleZité pro dalsdi aplikace.

Vyu¥iti postupu podle vyndlezu umoiﬁuje pfipravit [2-‘401 cytosin, [2,4,5-14C_Icytosin,
[U-‘4C']cytosin, [U-‘4CJ S-methyl-cytosin a daldi derivédty o vysokych molovych ektivitéch
(nad 1,85 GBq na miliatom 'C) s vysokym chemickym a radiochemickym vytdZkem.

Radiochemickd &istota ziskaného cytosinu i jeho derivédtd znadenych radioisotopem 140

Je vhodné pro enzymovou syntézu daldfich biologicky aktivnich ldtek (napf.,2’-deoxycytidinu)
odpovidajicim zplisobem znadenych ' 'C,

P¥r{iklad 1 B
185 lBq [2-14C] Uracilu (0,09 mmol) se odpa¥i v readkni bance a pbidd se 5,0 ml dioxa-

nu (s obsahem 0,1 - 0,3 % vody) a 33 mg sirnfku fosforeZného. Bihem jedné hodiny varu pod
zp&tnym chladidem resk¥ni smés obsahuje 90 - 95 % 2-140 4-thiouracilu, Reak&ni smds se pie~
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pipetuje do ampule, pridd se 5 ml 35% vodného hydroxidu amonného. Ampule se zatavi a umis-
t{ do ochranného kontaineru, ktery se zahfivé 20 hodin na 363 - 373 K. Z resk¥nl sm¥si se
preparativni papirovou chromatografii v soustavd 1-butanol -~ kyselina octovéd - voda

(4 : 1 :5) izoluje 2-TzC cytosin. Radiochemickd #istota produktu je nad 98 % radiochemic-
ky vitdZek 60 - 80 %.

Priklad 2

185 Mdq [y-'4c] Uracilu (0,023 mmol) se odpa®i v reakéni bance, p¥idd se | ml dioxa-
nu (s obsahem 0,1 - 0,3 % vody) a 6 mg sirnfku fosforeiného a vef{ se pod zpdtnym chla-
diZem.

Béhem 45 ainut reakinf sm&s zeZloutne (kontrolnf chromatogram TILC Silufol, soustava:
1-bytanol - kyselina octovéd - veda (4 : 1 z 5). Reakdni smds obsahuje vice nef 90 %
[?- 8]4-thiorac11u a plepipetuje se kvantitativnd do ampule.

Po pfiddnt 1 ml 25% vodnéhg hydroxidu esmonného se empule zatavi a umfstf do ochranného
kontaineru. Zahfivé se 23 hedin pri 368 K. Rreparativni chromatografil na papife Whetmenn ¥. 3
v soustavd 1-butensel - kyselina octovéd - voda (4 : 1 : 5) se isoluje malé mno¥stvi ($ - 18 MBq
nerreagovaného [U-MCJ urscilu (5 -~ 10 %) a 101 - 138 MBq [U—”’CJ cytosinu. Radiochemickd
Sistota [U—'4c]cytosinu Je vys51 nef 98 %, molovd aktivita je 8,0 GBq.mmol .

Pfiklad 3

Priprava 5-[‘4q]nethylcytosinu
4 MBq[_mthyl-l q]Thyninu {0,038 mmol) se odpeff v reak&ni bafice a piidé se 1,6 ml
dioxenu (s obsshem vody 0,1 - 0,3 %) a 10 mg sirniku fosforedného. Reak¥ni sm¥s se zah¥i-

vé k varu pod zpdtnym chladifem po dobu 60 - BO minut.

Kontrolnt chronatograi (Silufol; 1~butanel - kyselina octové - voda (4 : 1 : 5) ) po
ukondeni reekce ukazuje jen melé mnoistvi (5 - 16 %) nezreagovaného vichoziho [hethyl-]4é]

thyminu.

Reak®ri{ sm&s se ochladf a pfevede‘do smpule. Prid4 se 1,7 ml koncentrovaného vodného
‘hydroxidu smonného a empule se zatavi. V ochranném kontaineru se zah¥ivé 24 hodin pii
368 - 373 K. 5-[‘4CJMethylcytosin se isoluje preparativani papirovou chrometografii v
soustevd 1-butanol - kyselina octovéd - voda (4 : 1 : 5). Ziskd se 37 - 44 NBq 5-L'4C
methyleytosinu (tde 50 -« 70 % vztafeno na vychozi [hethyl-"?]thyminu. Radiochemickd
Zistote je lepdf nei 98 %.

PREDMET VYNALEZU

Zplsob pripravy cytosinu a jeho derivdtd znedenych uhlikem MC 2z vychoziho urecilu
a Jeho derivdtd znalenych uhlikem C, vyzna¥ujici se tim, %e se uracil a jeho derivdiy
znalené uhlikem 1‘0 pfcvodoﬁ pisobenim sirnfku fosforedného v dioxanovém roztoku obsahujicim
0;1 a% 0,3 % hmot. vody pri teploid 370 a% 373 K na odpovidajici uhlikem 4o znadeny
4-thiouracil a Jjeho derivédty, na které se pisobi ddle bez isolace hydroxidem amonnym ve sm&-
si s dioxanem pri teplotd 370 aZ 373 K.



