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Způsob přípravy cytosinu a jeho deri-
14 váti značených C z výchozího uracilu 

a jeho derivátů značených 1^G,,jehož pod-
stata spo6ívó v tom, že se uracil a jeho 
deriváty značené '4C převedou působením 
sirníku fosforečného v roztoku dioxanu, 
(obsahujícím 0,1 - 0,3 % vody) při teplotě 
370 - 373 K na odpovídající 4C značený 
thiouracil a jeho deriváty, na které se 
působí dále bez isolace hydroxidem amonným 
ve směsi s dio^ansm při teplotě 370 - 373 K. 
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Předmětей vynálezu je způsob přípravy cytosinu a jeho derivátů značených uhlíkem '^C. 

Dosud známé metody přípravy cytosinu a jeho derivátů spočívají jednak v přímé syntéze, 
jednak v konversi 2-thiouracilu na 2,4-dithiouracil a následující selektivní aoinaci a de-
sulfuraci (ZORBACH W. W., TIPSON R. S., eds.: Synthetic Procedures in Nucleic Acid Chemistry, 
Vol. 1., Wiley & Sons, N. Y. 1968). 

[.1 ,3-15nJ Cytosin byl připraven kondensaeí diethylacetalu kyanacetaldehydu s f 1,3-1 ̂ Nj 
močovinou (BENDICH A., Getler H., BROWN G. В.: J. Biol. Chem., ),77. 565 (1949). Tento 
postup pro syntézu cytosinu a jeho derivátů značených v různých polohách je málo vhod-
ný. 

Příprava [U-UcJ cytosinu biosyntetickými metodami je ekonomicky nevýhodná pro nízké 
chemické a radiocheaické výtěžky (NEJBULÍ Z., FILIP J.: Radioisotopy 142) (1965). 

Podstatně příznivější situace je při přípravě uracilu a jeho derivátů značených isoto-
pem '4C. Jsou známy metody umožňující zavedení radioisotopu do různých poloh molekuly. 
(FILIP ií.: Radioisotopy 12,, 225 (1978) ). Kromě velmi dobrých radiochemických a chemických 
výtěžků jsou popsány i postupy pro syntézu uracilu a thyainu. 

Řešení problémů základního i aplikovaného výzkumu na molekulární úrovni vyžaduje cyto-
sin a jeho deriváty značené v různých polohách radioisotopem '^C, přičemž se často klade 
důraz na vysoké molové aktivity. 

Tyto sloučeniny jsou dosud obtížně dostupné nebo nedostupné vůbec. Tuto nevýhodu odstra-
ňuje předmětný vynález způsobu přípravy cytosiu a jeho derivátů značených spočívající 
v tom, že se uracil (resp. jeho deriváty) značený ^C převede v dioxanu (s obsahem 0,1 - 0,3 9! 
hmot. vody) působením sirníku fosforečného na odpovídající 4-thiouracil značený '^C, kte-
rý pak bez izolace v roztoku dioxanu a vodného hydroxidu amonného při zvýSení teplotě po-
skytne požadovaný cytosin (resp. jeho deriváty) značený radioisotopem 

Přínosem vynálezu je nalezení takového postupu, který umožňuje z dostupných sloučenin 
uracilu a jeho derivátů značených '̂ C připravit odpovídajícím způsobem '^C značený cytosin 
(resp. jeho deriváty). 

Tyto sloučeniny byly připraveny dříve s podstatně nižäím radiochemickým výtěžkem 
nebo dosud jejich příprava nebyla popsána vůbec. 

Nalezení optimálních podmínek a provedení celé reakce bez izolace meziproduktů umožňu-
je zpracovat s malými ztrátami i v mikroaěřítku. Produkt reakční směsi je izolován prepa-
rativní papírovou chromatografií nebo metodou HPLC. Radiochemická čistota je vyôäí než 98 %, 
což je důležité pro dalěí aplikace. 

Využití postupu podle vynálezu umožňuje připravit 
cytosin, £2,4,5- CJcytosin, 

[и-'^C^cytosin, 5-methyl-cytosin a dalěí deriváty o vysokých molových aktivitách 
(nad 1,85 GBq na miliatom ^C) s vysokým chemickým a radiochemickým výtěžkem. 

14 
Hadiochemické čistota získaného cytosinu i jeho derivátů značených radioisotopem С 

je vhodná pro enzymovou 3yntézu dalších biologicky aktivních látek (např. 2 -deoxycytidinu) 
odpovídajícím způsobem značených '^C, 

P ř í k l a d 1 

185 MBq [2-,4cj 
Uracilu (0,09 mmol) se odpaří v reačtaí bance a přidá se 5,0 ml dioxa-

nu (s obsahem 0,1 - 0,3 % vody) a 33 mg sirníku fosforečného. Během jedné hodiny varu pod 
zpětným chladičem reakční směs obsahuje 90 - 95 % 2-^C 4-thiouracilu. Reakční směs se pře-
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pipetuje do aapule, přidá se 5 ml 35% vodného hydroxidu amonného. Ampule se zataví a umís-
ti do ochranného kontaineru, který se zahřívá 20 hodin na 363 - 373 K. Z reakční směsi se 
preparativnl papírovou chroaatografií v soustavě 1-butanol — kyselina octová - voda 
(4 : 1 ! 5) izoluje 2-^C cytosin. Radiochemická čistota produktu je nad 98 % radiochemic-
ký výtěžek 60 - 80 

P ř í k l a d 2 

165 MQq [u- Uc] Uracilu (0,023 mmol) se odpaří v reakční baňce, přidá se 1 al dioxa-
nu (s ebsahem 0,1 - 0,3 % vody) а б mg sirnlku fosforečného a vaří se pod zpětným chla-
dičem. 

Během 45 minut reakční звёа zežleutne (kontrolní ohromatofíram TLC Silufol, soustava: 
1-by|anol - kyselina octová - voda (4 : 1 : 5). Reakční eaěs obsahuje více než 90 3> 
[u- c]j4-thioracilu a přepipetuje se kvantitativně do aapule. 

Po přidání 1 al 25% vodnéh» hydroxidu aaoimého se aapule zataví a umístí do ochranného 
kontaineru. Zahřívá se 23 hodin při 368 K. Kreparativní chroaatografií na papíře Whataanň č. 3 
v soustavě 1-butanol - kyselina octová - voda (4:1 : 5) se isoluje aalé množství (9 - 18 MBq 
nerreagovaného Ju-'4cJ uracilu (5 - 10 Jí) a 101 - 138 MBq [V-14Cj cytosinu. Radlochemická 
čistota [u-,4cJcytosinu je vyôôl než 98 %, molová aktivita je 8,0 GBq.mmol"'. 

P ř í k l a d 3 

Příprava 5-['*c]methylcytosinu 
74 MBq|methyl-,4c]Thyminu (0,038 mmol) se odpaří v reakční baňce a přidá se 1,6 ml 

diozanu (s obsahem vody 0,1 - 0,3 a 10 mg sirnlku fosforečného. Reakční směs se zahří-
vá k varu pod zpětným chladičem po dobu 60 - 80 minut. 

Kontrolní chromatogram (Silufol; 1-butanol - kyselina octová - voda (4 : 1 : 5) ) po 
ukončeni reakce ukazuje jen malé množství (5 - 16 %) nezreagovaného výchozího [methyl-'4cf 
thymlnu. 

Reakční směs se ochladí a převede do ampulc. Přidá se 1,7 ml koncentrovaného vodného 
'hydroxidu amonného a aapule se zataví. V ochranném kontaineru se zahřívá 24 hodin při 
368 - 373 K. 5-^'^cjlíethylcytosin se isoluje preparativnl papírovou chroaatografií v 
soustavě 1-butanol - kyselina octová - voda (4 : 1 : 5). Získá se 37 - 44 MBq 
methylcytosinu (tjv 50 - 70 % vztaženo na výchozí jmethyl-'^cjthyainu. Radiochemická 
čistota je lepěí než 98 %. 

P Ř E D M Ě T V Y N Á L E Z U 

Způsob přípravy cytosinu a jeho derivátů značených uhlíkem z výchozího urecilu 
a jeho derivátů značených uhlíkem vyznačující se tím, že se uracil a jeho deriváty 
značené uhlíkem převedou působením sirnlku fosforečného v dioxanovém roztoku obsahujícím 
0j1 až 0,3 * haot. vody při teplotě 370 až 373 K na odpovídající uhlíkem ,4C značený 
4-thiouracil a jeho deriváty, na které se působí dále bez isolace hydroxidem amonným ve smě-
si s dioxanem při teplotě 370 až 373 K. 


