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Sposob wytwarzania trojfosforanowych zwigzkow organicznych
znaczonych izotopem P w pozycji alfa
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Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarzania
tr6jfosforanowych zwigzkéw organicznych znaczo-
nych izotopem ®¥P w pozycji alfa, o ogblnym wzo-
rze 1, w ktéorym R oznacza ugrupowanie o wzorze
2 pochodzace od adenozyny lub ugrupowanie o wzo-
rze 3 pochodzace od guanozyny, majacych zastoso-
wanie do badan nad kwasami nukleinowymi i do o-
znaczania aktywno$ci cyklazy adenylowej i fosfo-
dwuesterazy cyklicznych nukleotydéw, przy regula-
cji hormonalnej oraz przy dzialaniu niektérych en-
zym6éw w organizmach zywych.

Znany spos6b otrzymywania tych zwigzkéw jest
opisany przez W. E. Wehrli, D. L. M. Verheyden,
J. G. Moffat w Journal of the American Chemical
Society 87,2265 (1965) i polega na fosforylacj: 2',3"-o-
-izopropylideno-adenozyny lub guanozyny za pomo-
c3 2-cyjanoetylo-/®*P/-fosforanu, prowadzacej do o-
trzymania adenozyno- lub guanozyno-5-monofosfo-
ranu znaczonego izotopem ¥P, a nastepnie usuwaniu
grupy izopropylidenowej i zamienieniu w morfolidat,
a po tym na kondensowaniu otrzymanego zwigzku
z pirofosforanem w bezwodnym dwumetylosulfo-
-tlenku.

Niedogodno$¢ tego sposobu stanowi duze Zzanie-
czyszczenie produktu w iloSei 10,5% nieprzereago-
wanym 2-cyjanometylo-/32P/-fosforanem i dwume-
tylosulfotlenkiem.

Inny znany sposéb jest opisany przez R. H. Sy-
monsa w Biochimica et Biophysica Acta 155, 609
(1968) i polega na dzialaniu kwasem ortofosforowym
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znaczonym izotopem P na adenozyno- lub guano-
zyno-5-monofosforan i zadaniu catosci 2',3’-0-izopro-
pylidenoadenozyng lub guanozyng w érodowisku
acetonitrylu lub tr6jetyloaminy albo tez tréjchloro-
acetonitrylu lub dwumetyloformamidu. Usuwanie
grupy izopropylidenowej nastepuje poprzez dziala-
nie na otrzymany zwigzek dwumolowym kwasem
octowym w temperaturze 100°C przez 40 minut, co
doprowadza nastepnie do cze$ciowego odczepienié
izotopu ®P i pozostania w masie reakcyjnej czescio-
WO mnieprzereagowanego zwigzku wyjSciowego.

Niedogodnos$cia tego sposobu jest to, Ze otrzymu-
je sie produkt zanieczyszczony izotopem 32P,

Poza tym znany jeszcze spos6b opisany przez R. H.

‘Symonsa' w Biochimica et Biophysica Acta 320, 535

(1973), polega na sprzeganiu kwasu ortofosforowego
znaczonego izotopem 3P z 40—50-krotnym nadmia-
rem 2’,3’-0-izopropylidenoadenozyny, przy uzyciu
tréjchloroacetonitrylu jako czynnika kondensujace-
go w obecnoéci rozpuszczalnika tréjetyloaminy lub
dwumetylenosulfotlenku. Mase reakcyjng nastepnie
ogrzewa sie, zadaje wodorotlenkiem sodowym, po
czym otrzymuje sie krystaliczny produkt adenozy-
no-5-monofosforanu znaczonego izotopem ¥P, Tak
samo sie otrzymuje guanozyno-5'-monofosforan.
NiedogodnoS$ciq tego procesu jest zanieczyszczenie
produktu nieprzereagowanym kwasem ortofosforo-
wym znaczonym izotopem %P, oraz wolng lub 2,3’-0-
-izopropylidenoadenozyng albo guanozyns.
Wszystkie te sposoby charakteryzuja sie¢ skompli-
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kowanym i diugotrwalym procesem wytwarzania
zwigzkéw radioaktywnych, wymagajacym najpierw
przylaczenia do grup hydroksylowych grupy izo-
propylidenowej, a nastepnie wyodrebnienia pélpro-
duktu .przejSciowego, po czym droga odrebnej syn-
tezy przy udziale kwasu ortofosforowego znaczone-
go izotopem P otrzymuje sie drugi pélprodukt
przejsciowy i z nich dopiero sie tworzy trzeci p6l-
produkt z ktérego po usunieciu grupy cyjanoetylo-
wej przez zadanie wodorotlenkiem sodowym otrzy-
muje sie tréjfosforanowy produkt finalny. Poza tym
we wszystkich rodzajach syntezy wystepuja odpady
radioaktywne, nieprzydatne do przerobu i klopotli-
we W niszczeniu.

Celem sposobu wedlug wynalazku jest usuniecie
niedogodnosci znanych rozwigzan, poprzez skrécenie
i uproszczenie procesu wytwarzania wskutek bezpo-
Sredniego napromieniowywania zwigzku wyjSciowe-
go. Istota jego polega na tym, ze s61 wapniowg ade-
nozyno-5- lub guanozyno-5’-monofosforanu poddaje
sie bezposredniemu napromieniowaniu wigzka neu-
tronéw w temperaturze nizszej lub r6éwnej 180°C.
Nastepnie na otrzymany jeden ze zwigzkéw dziala
si¢ solg cykloheksyloamoniowa-2-cyjanoetylopirofo-
sfoimidazolu, po czym z otrzymanego zwigzku usu-
wa sie¢ w znany sposéb grupe cyjanoetylowg przez
ogrzewanie z dwumetyloformamidem, a nastepnie
zaleje sig cato$é wodorotlenkiem sodu w temp. 0°C.

Zaleta sposobu wedlug wynalazku jest skrécony
i uproszczony cykl wytwarzania przy zachowaniu
zawsze tej samej grupy fosforanowej, wskutek bez-
posSredniego napromieniowania wiazka neutronéw
zwigzk6w nukleozydo-5-monofosforowych, z ktérych
sie otrzymuje inne zwigzki nukleozydo-5’-tr6jfosfo-
ranowe znaczone izotopem P w pozycji alfa. Poza
tym proces przebiega bez wystepowania odpadéw
radioaktywnych.

Sposéb wediug wynalazku jest opisany w przy-
kladach wykonania, a wzory chemiczne przedsta-
wiajgce zwigzki otrzymane tym sposobem s3 uwi-
docznione na rysunku.

Przyklad I 694 czeSci wagowych kwasu lub
soli wapniowej adenozyno-5'-monofosforowej suszy
sie w 105°C do stalej masy celem unikniecia radio-
lizy wody. Nastepnie kwas lub s61 wprowadza sie
do ampultki kwarcowej, ktérg po zatopieniu umiesz-
cza sie w zasobniku, a ten z kolei w kanale reak-
cyjnym reaktora jadrowego. Calo$é sie poddaje na-
promieniowaniu wigzka neutronéw najkorzystniej o
gestodci 102~10% n/cm®S w temperaturze 160—
180°C, najlepiej w spos6b ciagly przez 20—21 dni.

Do otrzymanego znaczonego izotopem ¥P kwasu
1ub soli adenozyno-6'-monofosforowej przylqcza sie
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reszte pirofosforanowa dodajac 10—15 mikromoli
soli cykloheksyloamoniowej-2-cyjanoetylopirofosfo-
imidazolu i po wymieszaniu calo$¢ suszy sie przez
dodanie porcjami acetanitrylu, a nastepnie mase
reakcyjng poddaje si¢ odparowaniu pod préznia. Do
calosci dodaje si¢ w znany spos6b suchego dwume-
tyloformamidu i w szczelnym naczyniu poddaje sie
ja ogrzewaniu w temperaturze 37°C w czasie 4 go-
dzin. Po usunigciu pod préznig rozpuszczalnika, do
catosci sie dodaje dwumolowego roztworu wodoro-
tlenku sodowego i ja sie utrzymuje w temperaturze
0°C przez 50—70 minut celem usuniecia grupy cy-
janoetylowej. Po tym do masy reakcyjnej dodaje sie
wegla aktywowanego i calo$é poddaje sie oczyszcze-
niu w kolumnie chromatograficznej.

Otrzymany krystaliczny proszek adenozyno-5’/-tr6j-
fosforanu znaczonego izotopem ¥P w pozycji alfa ma
aktywno$é wlasciwg 2,5—3,5 mCi/mikromol.

Wydajnoéé procesu wynosi 75—80%.

Przyktad IL 720 czeSci wagowych suchego
kwasu lub soli wapniowej guanozyno-5"-monofosfo-
rowej napromieniowuje si¢ wigzka neutronéw o do-
wolnej gesto$ci w przedziale 102—10% n/ecm2S w
temperaturze dowolnej miedzy 160—180°C, najlepiej
w sposbb ciggly dowolnie przez 20—21 dni. Calosé
poddaje sie dzialaniu dowolnej iloéci w przedziale
10—15 mikromili soli cykloheksyloamoniowej 2-cyja-
noetylopirofosfoimidazolu. Nastepnie suszenie masy
oraz jej inkubowanie i oczyszezenie odbywa sie wed-
tug przykiadu I.

Otrzymany krystaliczny proszek guanozyno-5"-tréj-
fosforanu znaczonego izotopem 2P w pozycji alfa
ma aktywno$¢ wiasciwa 2,7—2,7 mCi/mikromol.

Wydajno§é procesu wynosi 70—175%.

Zastrzezenie patentowe

Spos6b wytwarzania tréjfosforanowych zwigzkéw
organicznych znaczonych izotopem #P w pozycji al-
fa, o ogélnym wzorze 1, w ktérym R oznacza ugru-
powanie o wzorze 2 pochodzace od adenozyny lub
ugrupowanie o wzorze 3 pochodzace od guanozyny,
znamienny tym, ze. s6l wapniowa adenozyno-5- lub
guanozyno-5’-monofosforanu poddaje sie bezpo$red-
niemu napromieniowaniu wigzka neutronéw w tem-
peraturze nizszej lub réwnej 180°C i na otrzymane
zwigzki dziala sie solg cykloheksyloamoniowg-2-cy-
janoetylopirofosfoimidazolu, po czym z otrzymane-
g0 zwigzku usuwa sie w znany sposéb grupe cyja-
noetylowq przez ogrzewanie z dwumetyloformami-
dem, a nastepnie przez zadanie calo$ci wodorotlen-
kiem sodowym w temperaturze 0°C.
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