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(51) Způsob přípravy nukleotidů [5-^H ] uraoilu o vysoké molové aktivitě 

Předmětem vynalezu je způnob přípravy nukleotidů [5-3H] uracilu obecného vzorce I, 

(X) 

kde R jo /3-D-ribofuranosyl-5-monofosfát nebo fi -D-ribofuranosyl-5-trii'osf át o vysoké 
molové aktivitě katalytickou redukční dehalogenací plynným tritiem bez nosiče. 

•Í 

Dosud známé metody přípravy [5-^hJ uridin-5'-monofosfátu a [5-3H ] uridin-5tri-
foafátu používají katalytické dehalogenace 5-jod.uracilu pro přípravu uracilu 
/FILIP J., VYŠATA P. , PAKKAŠ J.: 6B. patent S. 137984} EVANS E. A.: Tritium and its 
Compounds, Butterworths, London 1974/, který je pak pomocí enzymového preparátu z Bre-
vibacteria ammoniagenes CCEB 364 převeden na C5-3H3 uridin- 5 '-monofosfát /FILIP J. , 
I30HÄČEK L.: Radioizotopy 12, 343 /1971//. [5-3H]Uridin-5monofosfát je-v dalším 
stupni částečně purifikovaným enzymovým preparátem z Escherichia coli B převeden 
na [5-3H] uridin-5'-trifosfét /CAMELLAKIS E. S., GOTTESMAN H. E., KAMEN H. 0.: 
Biochim. Biophys. Acta 22., 82 /1968//. Ve srovnání s obvyklými postupy chemické 
syntézy je použití enzymové syntézy pro přípravu organických sloučenin radioizotopy 
obecně výhodné, nebot chemické syntézy jsou v mikroměřítku obtížně proveditelné 
a poskytují nižší výtěžky /PILIP J., BOHÄČEK L., VESELÍ J., ClHÄK A.: J. Labelled . 
Compounds 10, 439 /1974//. Při přípravě nukleotidů uracilu značených tritiem o vy-
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soké molové aktivitě však představují nutnost dalších reakčních stupňů. Separace z re-
akčních směBÍ je spojena se ztrátou radioaktivních meziproduktů a produktů. 

Byly proto hledány možnosti nové efektivní přípravy [5-^H ] uridin-5 '-monofosfátu 
a [5-H] uridin-5' -trifosfátu. Při přípravě pyrimidiriových bází a nukleotidů zna-
čených tritiem byla použita již dříve katalytická redukční dehalogenace. V neaktiv-
ních pokusech a pokusech s nízkými aktivitami -vodíku byla studována kataly-
tická redukční delialogenace 5-bromuridin-5 '-monofosfátu a 5'-bromuridin-5 '-trifosfátu. 
Nalezené reakční podmínky umožňují přípravu 3uridin-5'-monofosfátu a [ 5-^HJ 
uridin-5'-trifosfátu o vysoké molové aktivitě. Pro dosažení vysoké molové aktivity 
O'370 GBq/mmol) je nezbytné, aby redukční dehalogenace probíhala rychle a izotopo-
vá výměna vodíku s prostředím byla omezena. Vzhledem k nízké chemické stabilitě je 
dále nutno použít reakční prostředí, ve kterém neprobíhá degradace uridin-5'-trifos-
fátu na odpovídající di-', resp, monofosfát. Oba požadavky splňuj", 0,1 H vodný hydro-
xid draselný. V tomto prostředí za katalýzy 5 'A palladia na síranu barnatém byl re-
dukční dehalogenací plynným tritiem bez nosi,če připraven [5-^H J uridin-5 '-monofos-
fát a [5-3H ] uridin-5'-trifosfst o molové aktivitě nad 370 GBq. 

Radioaktivní nukleotidy uracilu jsou používány pro řešení rostoucího počtu pro-
blémů základního biochemického a biologického výzkumu. Charakterizují primární 
strukturu ribonukleové kyseliny, jejíž jsou specifickou komponentou. Studium pro-
blémů na molekulární úrovni je umožněno použitím nukleotidů [5-^H ] uracilu o vy-
soké molové aktivitě. 

Přínosem vynálezu je nalezení takového postupu, který umožňuje efektivně při-
pravit v mikroraěřítku [5-^H ] uridin-5 '-monofosfát a [ 5 - % ] uridin-5 '-trifo'sfát 
v jediném reakčním stupni s vyšším chemickým a radiochemickým výtěžkem. Po odstra-
nění tritia z labilních vazeb se n reakčních směsí produkty izolují s výhodou 
preparativní papírovou chromatografií. 

Vyšší účinek podle vynálezu ve srovnání se známými postupy přípravy nukleotidů 
[ 5 - % Juracilu je dosažen nalezením postupu umožňujícího zavedení tritia do mole-
kuly odpovídajícího hromovaného nukleotidu .katalytickou redukční dehalogenací. Cel-
kový radiochemický výtěžek ve srovnání a enzymovými postupy se významně zvýší. 
Vyšší účinek je dosažen i zvýšením produktivity práce. 

Využití postupu podle vynálezu umožňuje připravit C5-^HJuridin-5'-monofosfát 
a [5-3H] uridin-5'-trifosfát o molové aktivitě 370 - 740 GBq/mmol a radiochemické 
čistotě lepší než 95 %. 

Příklad 1: 
Bo reakční baňky objemu 1,2 ml se umístí 60 mg 5-bromuridin-5'-monofosfátu • 

(0,149 ramolu), 70 -mg 5 % palladia na síranu barnatém a 0,6 ml 1 N hydroxidu dra-
selného. Reakční ,baňka se připojí k tritiační aparatuře /FILIP J., ŠŤASTNÍ J. , 
VEÍMIŘOVSKÍ J. i Jaderná energie 12., • 432 /1967// a po odplynění reakční směsi se 
ze zásobníku převede 185 GBq tritia bez nosiče. Reakční směs se míchá elektromag-
neticky při teplotě místnosti. Reakce se přeruší po 120 minutách a nezreagované 
tritium se převede do zásobníku. Z reakční směsi se odstraní rozpouštědlo odpaře-
ním za vakua v uzavřeném systému. Odparek se rozpustí v 1 až 2 ml vody a voda se 
odBtrani mrazovou sublimací. Tento postup se opakuje celkem třikrát. [5-^H] Uridin-' 
-5'-monofosfát se izoluje preparativní papírovou chromatografií v soustavě 1-buta-
nol-kyselina ootová-voda (5 1 2 : 3). 
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Výtěžek: 15,4 mg [5-3H] uridin-5 '-monof osfátu (t j. 53,6 %) o celkové aktivitě 
27,54 GBq (tj. 14,6 % na použité tritium). 

Molova aktivita [5-3HJ urídin-5.'-monofosfátu jej $"66,1 GBq/mmol a radiochsmic-
ká čistota je lefrší než 9.5 %. 

Příklad 2: 
Do reakční baňky objemu 1,1 ani se umís.tí 25'má. lithné soli 5-bromuridin-5'-trifos-

fátu, 50 mg 5 % palladia na siíranu .bafnatém a 0,5'ml 0,1 N hydroxidu draualneho, Baňka 
se připojí k tritiační aparatuře a pc> odplynení reakční fém3si se do baňky převede 
185 GBq tritia. Reakce se přeruší po 180 miíiutách a áezreagované tritium se. převede 
do zásobníku tritia. Zpracování reakční směsi se provede stejným postupem jako 
v příkladě 1, [5-3H J Uridin-5 '-trifosfát se z reakční,směsi izoluje.'papírovou 
chromatografií v soustavě kyselina isomáselná - 25 55 vodny hydroxid amonný - voda 
(66 : 1,5 : 33). 

Výtěžek: 15,8 mg [5- 3H] uridin-5'-trifosfátu (íj.; 76,5 CJ>) o célkové aktivitě 
23,89 GBq (tj. 12,7 % na použité tritium). 

Molova aktivita [ 5-3H] uridin -5'-trifosfátu jé 725 GBq/mAol a radiochemická 
čistota je lepší než 95 %» 
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Způsob přípravy nukleotidů £5-3HJ uracilu obecného vzorce X, 
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HN-^ " 3JJ (X) 

H 

R 
kde R je A -D-ribofuranosyl-5-monofosfát nebo /3 -D-rib'.furanosyl-5-trifcsfát o vysoké 

molové aktivitě vyznačený tím, že se na výchozí bromcfeřivát nukleotidů uracilu obec-
ného vzorce II, 

H B ^ Y 

'«". ( I D 

•R 
kde R je fi -D-ribofuranosylT5-monofoë:fát nebo /3 -D-ribofuranosyl-5-trifosfát rozpuštěný 
v 0,1 H až 1,0 H vodném hydroxidu dražfeJLr.ém, působí plynným' tritieta bez nosiče, 
za přítomnosti palladia na nosiči, s ̂ ŕhodoa.palladi»" íía síranu, bairnatám při teplo-
tě místnosti. 
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