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(54) _ Zplsgodb greparativni izolace /methyl-JH/ thyminu eludni
‘ vysokoidinnou kapalinovou chromatografii

/methyl-BH/ thymin je pouZivén jako
stopovaci ldtka v biologickém, biochemic-
kém a léka¥ském vyzkumu, ddle jako vycho-
zi 14tka pro syntézu slozit&jdich biologic-
ky aktivnich ldtek, tﬂ' /methyl=’H/ thya=-
dinu, resp. 5 =fosfdtl /methyl-3H/ thymidi-
nue Cileg Pedeni je zajistit vys3i vytdZky
/methyl-’H/ thyminu, zlepSit kvalitu vys-
ledného produktu a sniZit dasovou ndrocnost
geho preparativni izolace, p#i vyuZiti elu-

ni vysokoi&inné kapalinové chromatografie.
Uvedenym postupem bylo dosaZeno gadioaktiv-
niho vytézku 85 a% 90 % /methyl-SH/ thgminu,
vztaZeno ne radioektivitu vychozi reakéni
amési. Radiochemickd a chemickd Eistota
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Vyndlez se tyka zplsobu praparativni izolace /methyl-BH/ thyminu metodou
elugni vysokouginné kapalinové chromatografie.

Dosud znadmd metoda izolace uvedené slouceniny z reakéni smési po jeji
syntéze je metoda preparativni papirové chromatografie (Hais I.M., Macek K.

a kol. : Papirové chromatografie, NCSAV Praha 1959, str. 532 - 535). Zejména
pfi pripravé /methyl-3H/ thyminu o vysoké molové aktivité md tento zplsob
izolace Fadu nedostatki. Piedeviim dochdzi k izolagnim ztrétam (30 % hmotnost-
nich) a izolované slougenina neni chemicky ¢istd. Pfiprava /methyl-BH/ thyminu
a dosud pouzivand metods jeho izolace je popsdna v AD 192 238. Nizky stupen
chemické Cistoty preparatt izolovanych preparativni papirovou chromatografii
je zapticinén piitomnosti vyluhl z chromatografickéhb papiru, piipadné nedis-
toty z rozpoustédel. Pfi pfipadné aplikaci /methyl-BH/ thyminu, obsahujici
chemické netistoty, na pr. pro enzymatickou syniézu /methyl-BH/ thymidinu,
/methyl—BH/ thymidin monofosfatu a /methyl—BH/ thymidin trifosfatu nelze vy-
lougit uplnou zirdtu katalytické uginnosti enzyﬁovych preparatt (Vyzkumna
zpréva UVWWR, Ing.J.Filip, Ing.L.Bohddek, 1979). Daldi nedostatek papirové
chromatografie‘spadé do oblasti bezpecnosti prace s radiocaktivnimi latkami.
Manipulace s radioaktivnimi sloufeninami pifi nandSeni na chromatograficke
papiry vlastni chromatografie, autoradiografie a eluce zvySuji moznost kon-
taminace prostiedi i osab.

Dosud pouzivany technologicky zpisob izolace /methyI*SH/ thyminu z reak-
¢ni smési se provede metodou papirové chromatografie na chromatografickeém
papiru Whatmann-3 v soustavé butanol - propanol - amoniak - voda (7:5:7:2),
‘rozdélovaci koeficient RF thyminu v této soustavé je 0,45. Identifikace radio-
aktivnich sloufenin na chromatogramech se provede jejich porovnanim s neaktiv-
nimi standardy. Pruh odpovidajici radioaktivnimu thyminu se vystiihne a eluuje
redestilovanou vodou. Protoze se nedossahne pozadované radiochemické Cistoty,
je tteba papirovou chromatografii zopakovat v jiné vyvijejici soustavé, ¢imz
se ddle zvysuji ztrdty izolovaného prepardtu. '

VySe uvedené nedostatky nend zplsob preparativni izolace /methyl—3H/
thyminu metodou vysokouginné kapalinové chromatografie, jehoZ podstata Spo-
¢ivéd v tom, Ze se smés sloutenin, vznikajicich pfi pfipravé radioaktivniho
/methyl-BH/ thyminu déli na sloupci hydrofobniho sférickeho sorbentu za pou-
#iti vodného roztoku gistého etanolu o objemové koncentraci 1,%% Jako eluentu.
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Povrch silikagelu (kyselina tetrahydrokfemicita H45i04) je pokryt oktadecylo-

vymi skupinami a zbytkové silanoly jsou blokovdny methylovymi skupinami. Elu-

ovany radioaktivni /methyl-3H/ thymin se po dozimetrii a stanoveni radioche-

mické Zistoty nafedi na expediténi koncentraci a pfimo expeduje, respektive

se pouZije pro dalsi chemické syniézy.

Vyhody nového postupu spocivaji v tom, Ze vytéZek radioaktivniho produk-
tu je v dlouhodobém praméru o 20% vy3si neZ pri izolaci vy3e uvadénym zplsobem
preparativni papirové chromatografie.

Pfinosem vyndlezu je nalezeni takového postupu, ktery umoznuje ziskat
produkt o vysoké radiochemické tistot& (minimdlné 97%) a bez piitomnosti
chemickych ne¢istot. K piinosu vyndlezu patfi i to, Ze vychozi substréty pfi
ptipravé /methyl-3H/ thyminu chemickou syntézou (na pi. formyluracil) se zis-
kavaji zpét bez chemické kontaminace. Déleni kapalinovou chromatografii pro-
bihd v kapalném prostfedi v uzavieném poloautomatizovaném systému. Odpadd
autoradiografie a sudeni chromatografickych papir(, pfi nichZz snadno miZe
dojit ke kontaminaci radioaktivitou, tim se podstatn& zvysSuje bezpetnost
prace pi'i pTipravé /methyl-SH/ thyminu.

Kde neni v textu uvedena blizsi specifikace u vyrazu %, jednd se o radio-
chemickou ¢istotu. Radiochemicka &istota je vyjadrena pomérnym vztahem mezi
skutetnym a teoretickym obsahem stanovované latky.

Ptiklad :

Jednd se o izolaci /methyl—BH/‘thyminu z reakéni smési po hydrogenaci
neaktivniho 5 mg formyluracilu v prostifedi 0,4 ml 0,1 M HCl, plynnym tritiem.
Jako katalyzatoru se pouzivé 10% Pd na aktivnim uhli (AD 192 238). Kromé uve-
denych litek obsahuje reakéni smés jesté vznikly hydroxymethyluracil. Po che-
mické syntéze se z reakéni smési odstiredi katalyzdtor s aktivnim uhlim. K reak-
¢ni smési se pfidd 0,1 M NaOH pro upravu pH na hodnotu 6 - 7. Takto upravené
reakéni smés v objemu 5 ml se vnasecim zafizenim vnese na kolonu 15 x 450 mm.
Kolona je plnéna tuzemskym sorbentem SEPARON SIX-C-18. Po vneseni vzorku se
kolona promyva vodnym roztokem ¢istého etanolu v objemové koncentraci 1,5%

a prutoku 100 ml/hod. PFEi takto nastaveném pritoku se po 50 - 52 minutach
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od zatatku promyvdni za&ina eluovat neaktivni formyluracil. Tato 13tka se

eluuje 7 minut v objemu 14 ml. Po 60 minutéch od zatdtku promyvani se eluuje

neaktivni hydroxymethyluracil, ktery se uluuge téZ 7 minut v objemu 14 ml.

Po 102 minutéch se zaéing eluovat /methyl- H/ thymin. Jeho doba eluce &ini

14 minut. Radioaktivni /methyl- H/ thymin se eluuje v objemu 28 ml. Radio-

chemickd ¢istota takto ziskaného /methyl—BH/ thyminu je 98%. Na kolonu byla

nanesena reakcéni smes 0 radioaktivité 15 760 MBg. Z kolony bylo ziskdno

14 170 MBg /methyl-- H/ thyminu, coZ piedstavuje vytééek 89,9%

Zptisob preparativni izolace /methyl—3H/ thyminu eluéni vysokou&innou

kapalinovou chromatografii s etanolem jako rozpoustédlem, vyznageny tim,

Ze se smés slougenin vznikajicich pii pripravé radioaktivniho /methyl—BH/

thyminu déli na sloupci porézniho hydrofobniho iontoménice na bazi silika- .
gelu, jehoz povrch je pokryt oktadecylovymi skupinami, pfi Cemz se eluce

provadi za pouziti vodhého roztoku ¢istého etanolu v objemové koncentraci

1,5
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