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(54) Zpasob izolace /?-BH/uridinu z reakéni smési

(57) /S-3H/uridin je pouZivdn jako stopovac{
l4tka v biochemickém, biologickém a lékafs-
kém vyzkumu. Vyrdbi se dehalogemacf 5-joduri-
dinu. Cilem fedeni bylo zvy3it vytéZek vyse
uvedeného prepardtu pii separaci z reakén{
smési, zkrdtit separaéni cyklus a zlep3it
kvalitu vyrobku. Vy33f{ d€inek vyndlezu ve
srovndni se zndmymi postupy spolivd ve vy-
uZit{ elu¢ni vysokou¢inné kapalinové chro-
matografie, coZ umoZnuje ziskat radiochemic-
ky 8isty uridin o vy33im vytéZku v kratdim
separadnim cyklu. Uvedenym postupem bylo
dosa¥eno a? 95 % vytéZku radiocaktivniho
uridinu o radiochemické tistot& vy8s{ neZ
97 %. D&leni probfihd na silikagelu s okta-
decylovymi skupinami vodnym roztokem kyse-
liny mraven&i s pfisadou metanolu.
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Vyndlez se tykd preparativni izolace /5—3H/uridinu metodou eluéni vysokou&inné kapali-
nové chromatografie.

Dosud znémd metoda izolace uvedené sloudeniny z reakéni smési do dehalogenaci 5-joduri-
dinu je metoda preparativni papirové chromatografie /Hais, I. M.; Macek K. a kol.: Papiro-
véd chromatografie, NCSAV Praha 1959, str. 532 az 535/. Tento zplsob izolace m& Fadu nedostat-
kt. PredevSim dochdzi k izola&nim ztrétdm /az 30 %/, postup je &asov& ndro&ny a velmi prac-
ny a izolovand slougenina neni chemicky &ist4. Je to zptisobeno pr¥itomnosti vyluhd& z chroma-
tografického papiru, pripadn& nedistotami z rozpou$tédel. Tyto nedistoty vadi p¥i aplikaci
prepardtd v biochemickém, biologickém a lékaifském vyzkumu. Dald{ nedostatek papirové chroma-
tografie spadd do oblasti bezpe&nosti prdce s radioaktivnimi ldtkami. Manipulace s radioaktiv-
nimi sloudeninami pii nandsenf na chromatografické papiry, vlastni chromatografie, autora-
diochromatografie a eluce zvy3ujf mofnost kontaminace prostfedi i osob. Dosud pouZivany tech-
nologicky postup izolace /S-ZH/uridinu z reakdni smé&si se provddi metodou papirové chroma-
tografie na’ chromatografickém papiru Whatman 3 v soustavé butanol - kyselina octovd - voda
/4 : 1 : 5/, rozdé&lovaci koeficient RF uridinu v této soustavé je 0,38. Identifikace radio-
aktivnfch sloufenin na chromatogramech se provddl porovndnim s Jejich neaktivnimi standardy.
Pruh, odpovidajic{ radiocaktivnimu uridinu, se vystffhne a eluuje redestilovanou vodou. Pro-
toZe se nedosdhne po¥adované radiochemické gistoty, je tfeba papfrovou chromatografii zopa-
kovat v jiné vyvijec{ soustavé (napf. butanol - voda), &imZ se déle zvy3uji ztrdty izolova-
ného preparédtu.

Vy8e uvedené nedostatky nemd zplisob preparativni izolace /5-3H/ uridinu metodou eludni
vysokoléinné kapalinavé chromatografie podle vyndlezu, jehoZ podstata spofivéd v tom, Ze se
smés sloufenin, vznikajicich pfi‘E§IBFEV§ radioaktivniho /5-"H/uridinu, d&l{ na sloupci
hydrofobniho sférického sorbentu /podstatou Je kyselina tetrahydroktemi&itd, povrch silika-
gelu je pokryt oktadecylovymi skupinami /za'pou2iti eluentu vodného roztoku kyseliny mra-
vent{ o koncentraci 0,2 a% 0,7 mol/1 a 0,9 aZ 1,5 % metanolu. S vyhodou lze pou?it tuzemsky
sorbent Separon SGX Cl8. Z eluovaného radioaktivniho /S-BH/uridinu se odpatl kyselina mra-
vent{ na vakuové odparce a uridin se pfevede do 2 % etanolu a po dozimetrickém méfeni aktivi-
ty a stanoven! radiochemické Cistoty se nafed{ na expedi&ni koncentraci a sterilizovany se
expeduje.

Vyhody nového postupu spoéivaji v tom,, Ze vyté&Zek radioaktivniho uridinu dosshuje aZ
90 % a zna&n& se tedy snizi ztrédty, ke kterym dochdz{ pti izolaci shora uvedenym zplsobem
preparativni papirové chromatografie. Z&sadni vyhodou izolace /S—3H/uridinu eluénf vysogko-
G&innou kapalinovou chromatografif je moZnost ziskédni produktu o‘Vysoké radiochemické ¢isto-
té /97 a% 98 %/ a bez pritomnosti chemickych nefistot. Daldf vyhodou je zkrécen{ doby separa-
ce, misto 40 pouze 8 hodin. D&leni kapalinovou chromatografif probihd v kapalném prostfedi
v uzavifeném poloautomatizovaném systému. Odpadd autoradiografie a sufeni chromatografickych
papird, kdy snadno miZe dojit ke kontaminaci. Tim se podstatn& zvySuje bezpe&nost préce pti
p¥ipravé /5->H/uridinu.

ﬁZIE“HE”dVéHEﬁ-BfIkIEB”IE&IEEE_TS:}H/uridinu o molové aktivité 0,6 a% 1,0 TBg/mmol
z reakéni sm&si po katalytické dehalogenaci S5-joduridinu /Filip J.; Havli&ek J.: Jadernd
energiévls, 388 /1969/. /5-3H/uridin Je z reakéni smé&si po neutralizaci na pH = 7 kyselinou
chlorovodikovou a mrazové sublimaci rozpou¥t&dla zbaven tritia v labilnich polohdch. Prid4
se 1 ml destilované vody, reakn{ sm&s se rozpusti zahf4tim a znovu se podrobl mrazové sub-
limaci. Postup se opakuje celkem tfikrat. /S-3H/uridin zbaveny tritia v labilnich polohéch
se vnd3i na kolonu z korozivzdorné oceli /250 mm x 8 mm/ naplnénou Separonem SGX Cl18. Reaké&ni
sm&s o objemu mensim, neZ 5 ml obsahuje S5-joduridin v mnofstvi do 5 mg, KCL a KI celkem do
0,5 mg a malé mnoZstvi rozpadovych 1dtek /napt. /5~}H/uracil/. Déleni probihéd pfi laborator-
ni teplot&, za tlaku 1,0 MPa a pratoku 60 ml/hod 0,5 M kyseliny mravent{ s 1 % metanolu.
Eluéni gas je 15 minut. /5-3H/uridin se eluuje v objemu cca 12 ml. Na kolonu byla vnesena
reak&ni smés o sloleni 90,3 % uridinu a 2,4 % uracilu v mnoZstvi 26 032 MBq. Bylo ziskdno
22 257 MBq /5-’H/uridinu o &istots vatsf neZ 97 %, co? odpovidd 95 % vytéiku.
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PREDMET VYNALEZU

IZptsob izolace /S~3H/uridinu z reakéni sm&si vznikajici pii katgl§tické dehalogenaci
5-joduridinu, obsahujici jako vedlej3{ pfim&si 5-joduridin, chlorid draselny, jodid dra-
selny a rozpadové 1létky jako /5-3H/uracil elugni vysokod&innou kapalinovou chromatografii,
vyznacdujic{ se tim, Ze se uvedend smés sloudenin d&li na sloupci porézniho hydrofobnfho
iontoméni&e na bézi silikagelu, jeho¥ povrch je pokryt oktadecylovymi skupinami za pouZiti
eluentu vodného roztoku kyseliny mraven&i o koncentraci 0,2 a% 0,7 mol/l s 0,9 a% 1,5 %
metanolu.
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