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(59) zptisob piipravy nukleotidd [S—BH:]uracilu o vysoké molové aktivité
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Predmé tem vynalezu je zpitaob pFipravy nukleotidd [5-3H] uracilu obecného vzorce I,
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kde R je /A -D-ribofuranosyl~5-monofosfdt nebo & -D-ribofuranosyl-5-trifosfdt o vysoké
molové aktivité katalytickou redukéni dehalogenaci plynnym tritiem bez noside,
$

Dosud zndmé metody p¥ipravy [5—3HJ uridin-S'-monofosfétJ a [5-3H] wridin-5‘- tri-~
fosfdtu pouzivaji katalytické dehalogenace 5~joduracilu pro p¥ipravu [5- H] uracilu
/FILIP J,, VYS5ATA P., FARKAS J,: 8s. patent &, 137984; EVANS E, A.: Tritium and its
Compounds, Butterworths, London 1974/, ktery Je pak pomoci enzymového prepardtu z Bre-
vibacteria eammoniagenes CCEB 364 pfeveden na [5-3H] uridin- 5”-monofosfdt /FILIP J.,
BOHAJEK L.: Redioizotopy 12, 343 /1971//. [5~"H]Uridin~5°- monofosfit je v dalim
stupni ddstednd purifikovanym enzymovym prepardtem z Escherichia coli B preveden
na [5-21] uridin-5 “-trifosfdt /CANELLAKIS E. S,, GOTTHSMAN M. E., KAWMEN H. O.:
Biochim. Biophys. Acta 39, 82 /1968//. Ve srovndni s obvyklymi postupy chemické
syntézy je pouZiti enzymové syntézy pro p¥ipravu organickych sloudenin radioizotopy
obecné vyhodné, nebof chemiclké syntézy jsou v mikromEFitku obti¥né proveditelné
a poskytuji niZ3{i vytdiky /FILIP J,, BOHASEK L,, VESELY J., GIHEK A.: J, Labelled .
Compounds 10, 489 /1974//. PPi p¥ipravé nukleotidd uracilu znafenych tritiem o vy-
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goké molové ektivitd viak predstavuil nutnost daldich reakdnich stupni. Separace z re=
ektnich smési je spojenn se zitrdtou radiocaktivnich meziprodukil a produkti,

Byly proto hleddny moZnosti nové efektivni p¥ipravy [5-3H11uud1n—5 -monofosfitu
a [5 I{]uridin-S ~trifosfdtu, P¥i pF¥ipravé pyrimidinovich bdzi & nukleotidld zna-
Senych tritiem byla pou¥ita jiZ d¥ive katalJticka redukéni dehalogenace, V neaktiv~
nich pokusech a pokusech s nizkymi aktivitaﬁi [3H:]—vodiku byla studovdna kataly-
tickd redukdni deimlogenace S-bromuridin-$’-monofosfétu & 5-bromuridin-5” -trlfosfatu.
Nalezené reakdéni podminky uvmoZnuji prlr“avu [5-3H:]ur1din-5 -monofosfdtu a [ 5- HJ
uridin~5 ‘~trifosfétu o vysoké molové aktiv1te. Pro dosafeni vysoké molové aktivity
(> 370 GBq/mmol) je nezbytné, aby redukini dehalogenace probihala rychle a izotopo-
véd vyména vodiku s prost¥edim byla omezena, Vzhledem k nizké chemické stabilité je
ddle nutno poufit reakdni prostiedi, ve kterém neprob’hd degradace uridin-5 -trifos-
f4tu na odpovidajici di-, resp, monofosfét. Obe poZadavky splnuiz 0,1 ¥ voany hydro-
x1id draselny, V tomto prost¥edi za katalyzy 5 % palladia na sirenu barnatém byl re-
duk&nd dehalogenacl plymmym tritiem bez nosife p¥ipraven [5 3H]1nudin—5 -monofos=
fét a [5- H ]uridin-S ~-trifosfét o molové aktivité nad 370 GBq.

Radiosktivni nukleotidy uracilu jsou pouZivény pro YeSeni rostouciho po&tu pro-~
blémd zdkladniho blochemického a biologického vyzkumu, Charskterizuji primdrndi
strukturu ribonukleové kyseliny, jejiZ jsou specifickou komponentou. Studium pro-
blémd na molekuldrni Grovni je umo¥néno pouZitim nukleotidd [S-BH:]uracilu o vy~
soké molové ektivité.

P¥inosem vynalezu je nalezeni takového postupu, ktery umo¥nuje efektivnd pii-
pravit v mikrom&¥itku [S-jH:]uridin—S -monofosfét a [5 H:]urldin-S ~4rifostés
v jediném reakdnim stupni s vy3%im chemickym & radiochemickym vytéikem. Po odstra-
ndni tritia z labilnich vazeb se z reekdnich smési produkty izolwji s vihodou
preparativni papirovou chromatografii,

Vy3381 U&inek podle vyndlezu ve srovndni se zndmymi postupy p¥ipravy nuklectidl
[5—3H ]uracilu je dosa¥en nalezenim postupn umoZnujiciho zavedeni tritia do mole~
‘¥uly odpovidajiciho bromoveného nukleotidu katalytickou redukdni dehalogeneci, Cel-

kovy radiochemicky vytdZfek ve srovndni s enzymovymi postupy se vyznamnd avydi,
Vy881 G8inek je dosaZen i zvySenim produktivity préce.

Vyuziti postupu podle vynélezu umo#nuje p¥ipravit [S-BH}uridin-E -monofogfdt
% [5- H:]uridin—5 ~trifoafét o molové aktivitd 370 - 740 GBg/mmol a radiochemické
8istoté lepdf neZ 95 %,

P¥{klad 1:

Do reakdni badky objemu 1,2 ml se umisti 60 mg 5-bromuridin-5’-monofosfétu
(0,149 mmolu), 70 mg 5 % pelladia ne siranu barhatém a 0,6 ml 1 N hydroxidu dra=-
selného., Reakdni banka se p¥ipoii k tritiasdni aparatufe /PILIP Jey §TASTNY Jey
VERMIKOVSKY J.: Jadernd energie 13,432 /1967// & po odplyndni reakini smési se
ze zésobniku pPevede 185 GBq tritia bez nosi¥e. Reakdni sms se michd elektromag-
heticky'pii teplotd mistnosti. Reakce se pFerudi po 120 minutdch a nezreagované
tritium se pfevede do zdsobniku, Z reakdni smési se odsirani rozpoudtddlo odpafe~
nim za vekua v uzav¥endm systému, Odperek se rozpusti v 1 aZ 2 ml vedy a voda se
odstrani mrazovou sublimaci. Tento postup se opakuje celkem t¥ikrdt. [5- H:]Uridin—‘
~5”~monofosfdt se izoluje preparativni papirovou chromatograf11 v soustave 1-buta-~
nol-kyselina octovd-voda (5 3 2 : 3),
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VitéZek: 15,4 mg [_5—31{] uridin-5“-monofosfdtu (tj, 53,6 %) o celkové aktivité
27,54 GBq (tj. 14,6 % na pouZité tritium),

Molovd aktivita [S-BHJ uridin-5"~monofosfdtu je} §66,11GBq/nm101 a radiochemic-
k4 Bistota je 1lebsdi nei 95 %.

P¥ikled 2:

Do reekdni banky objemu 1,1 anl sp unissi 25 mg 1ithné goli S-bromuridin-5 ~trifos-
fdtu, 50 mg 5 % palladie. na siranu ba.rnatém a0 5 ml 0,1 N hydrexidu dragelného, Benka
se p¥ipoji k tritiegni aparatu¥e a pe odplynéni réakdni smési ge do ba.nky prevede
185 GBq tritia, Reakce se prerus:L po 180 mifutdch a nezreagované tritium se pfevede
do zdsobniku tritia. Zpracovam. reakdni smisi se proveue stejnym postupem jako
v pPiklads 1, [5-3H] Uridin~5°’-tTifosf4t se z reakdéni, smési izoluje.'papirovou
chromatografii v soustavé kyseling isomdselnd ~ 25 % vodny hydroxid amonnv - yoda
(66 : 1,5 : 33).

Vytszek: 15,8 mg [ 5-"H ] uridin-5"~trifosfatu ($§.! 76,5 %) o célkové ektivitd
23,89 0Bgq (tj. 12,7 % ne pouité tritium).

Molovéd aktivite [5-31{] uridin -5 “~trifosfitu Jé 725 GBg/mhol e rediochemickd
Cistota je lepdi neZ 95 %. 7
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Zpisob p¥ipravy nukleotidud [S-BH] uracilu obecného vzorce I,
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kde R je 4 -D~ribofurancsyl=5S-monocfosfdt nebo »/3 ~D-ribrfuranosyl-5~trifcsfét o vysoké
molové aktivité vyznadeny $im, Ze se na vichozi bromderivdt nukleotidd uracilu obec-
ného vzorce II,

(1D

kde R jJe ﬁ-D—ri'bofuranosyl-ﬁ-monofoﬂfat nebg P -D-ribofura.nosyl-S-trifoéfét rozpustény
v 0,1 N a% 1,0 N vodném hydroxidu dra¥elrfm, plsobi plynnymt tritiem bez noside,

ze p¥itomnosti paslladis na nosidi, s N}S?hodon palledis #a adranu. barnatém p¥i teplo=

t8 mistnosti,
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