semnies| POPIS VYN ALEZU |206 986
“®> | K AUTORSKEMU OSVEDCENI [ . ®
R G

(23) Vystavni priorita 3
(22) PrihlaSeno 24 10 79 (51) Int.C12 B 01 D 15/04

(21) PV 7173-79

URAD PRO VYNALEZY
(40) Zvefejnéno 15 09 80
A OBIEVY (45) Vydéno 01 11 83
(75)
Autor vynilezu ~ SVOBODA VRATISLAV ing. CSc., KLEINMANN IMRICH ing. CSc. & KOLINA JOSEF ing.
CSc., PRAHA

(54)  Zpieob preparativnfho d¥leni difosfdtl a trifosfdtd ribonukleosidl e deoxyribo-
nukleosidd

1

Vyndlez se tykd preparativniho d8lent smési difosfdtd & trifosfdtd ribonukleosidd
s deoxyribonukleosidd piipravovanych z biologického materidlu, znalenych radioizotopy
140, 32p pevo 3H 8 vysokou specifickou aktivitou.

Dosud se tyto létky zpravidla d&lily metodou preparativni papirové chromatografie.
I kdy¥ 1lze vhodnou kombinaci rozpoudtédlovych soustav rozdélit i sloZitou smés ne jed-
notlivé slo¥ky, mé tato metoda zjevné nedostatky. Predev3im jsou to izolaldni zitrdty
a ni¥si stupen chemické distoty sloudenin, ktéré se d811 touto metodou. P¥i dnednich
pozadaveich na vysoké molové aktivity znedenych sloudenin jsou ztrdty prevySujiel
10 g 2z ekonomického hlediske nezenedbatelné, NiZ¥{ stupen chemické distoty prepardtd
phipravovanych pepirovou preparativni chromatografii je zap¥i8inén zejméne vyluhy
z chromatografického papiru, coZ je opét rozhodujici p¥i d¥leni sloudenin s vysokou
molovou sktivitou. Daldi nedostetek preparativni papirové chromatografie spadd do oblas-
ti bezpednosti prdce s radioaktivnimi 14tkemi., Menipulace s radiosktivnimi sloudeninami
p¥i nendSeni na chrometografické papiry, vlastni chromatografie, autoradiogrefie a elu-
ce podstatnd zvysuji moZnost konteminace prost¥edi i osob. Nutno jest& konstatovat, Ze

preparativni papirovéd chromatografie je gasové nirodnou metodou.

Pro ilustreci uvddime dosud pouiivany zpisob pro separaci p¥i vyrob& ribonukleo-
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§1d=5 -trifosfdti=14c (U).

Enzymatickd smés se nanese na chromatogreficky papir Whatmen 3 a seatupné se vy~
viji v soustavd kyselina izomdselnd : vod; t konoontrovnnv amoniak (66 : 33 : 1,5)
po dobu 20 hodin. Po skoneném d¥leni se papiry susf v pioudu vzduchu, Identifikece
se provede na zdkledd soubdind provéd¥né chromatografie standardd. Radioaktivnf tri-
fosfdt se na pepiru promyje soustavou butanol nesyceny vodou, 8im¥ se odstrani zby-
tek kyseliny izomdselné. Eluce z papiru se pek provddi smés{ 96 % etanol - 1,5 N
amoniak (1 ¢ 1)s ProtoZe se obvykle nedosdhne poZadovené &istoty, je tieba papirovou
chromatografii i nékolikrdt opakovat, 3imZ vzrostou ddle ztrdty prepardtu. Sulen{
pepird 8 nenasycenymi redioektivnimi preperdty méd ze ndsledek vysoké riziko kontemi-
nece pracovniki i ovzdusi, ' '

Podstata zplsobu prepaprativniho ddleni difosfdtd a trifosfdtd ribonukleosidd
a deoxyribonukleoaidﬁ znedenyoch redioizotopy se specifickou aktivitou vyssi ne¥
3,7 GBq/mmol eludni vysokotlekou kepelinovou chrometografif podle vyndlezu spodivd
v toﬁ, Ze se sm&s ldtek vznikajicich p¥i p¥{ipravd raediosktivnich difosfditd a trifos-
£4t4 deoxyribonukleosidd a ribonukleosidd d8li ne sloupei porézniho hydrofilnfho
iontoménicde na bdzi ethylenglykolmetekryldtového kopolymeru s diethylaminoethylovymi
vyménnymi skupinami ze poufiti eluentu tvoFeného kyselinou mravendi, mravensanem
amonnym, ethylalkoholem & vodou, pFidemZ koncentrace kyseliny mravendi v eluentu
gini 0,01 M a% 4,5 M, koncentrace mravendanu amonného 0,01 M a% 1,3 M, koncentrace
ethanolu 1 aZ 80 % objemovych, piidemf takto ziskané frekce eluentd, obsahujic{ nue
kleotidy, pPipadn¥ nukleosidy nebo bdze se ddle zbavuji netdkevych sloZek eluentu
ne sloupci porézniho hydrofilntho iontomdnide ne bdzi ethylenglykolmethakryldtového
kopolymeru s fosfdtovymi, kerboxylovimi nebo sulfdtovymi skupinami za pouZiti eluen-
tu tvo¥eného ethenolem, kyselinou octovou, kyselinou mreven3{ & vodou, p¥ilem¥ kon=
centrace kyseliny v elusentu &inf 0,05a8%5 M & koncentrace ethanolu t a¥ 80 % obje-

movyoh.

Vyhody nového postupu spolivaji v tom, Ze vytdZek radioaktivnfho produkiu je
p¥ibliZnd o 20 a% 30 % vy&¥i neZ p¥i d¥len{ dosud b&Znym zplasobem pepirové chromato-
grafie, nebol ztréty zpisobené ne ionexech jsou ve srovnéni s chromatografickym
pepirem zanedbatelnd. Vzhledem k tomu, Ze wWiinnost dslen{ a tudiZ i distote prepard-
td je velmi vysokd, vznikeji jestd dald{ dspory tim, Ze ziskdvime éisté dals{ radio=~
‘ aktivni 1ldtky a ddle tim, #e pouZity donor lze znovu pouZit,

D&leni kapalinovou chromatograefii v podstaté probihd v kapalném prostfed{ v uzave
feném poloautomatizovaném systému. Odpadd autoradiografie & suSeni chromatografickych
papird, p#i nichf snadno mife dojit ke kontaminsci obsluhy radiosktivitou. Tim se
podstatné zvyduje také bezpednost préce.

Pro objésnéni je ddle uveden p¥{kled postupu izolace radicektivniho 5 guanosine
trifosfdtu z reakdn{ enzymatioké sm¥si, kterd obsshuje donor 5 adenosintrifosfit
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av men¥im mno¥stvi produkty rozkladu uvedenfch trifosfdtd tj. difoafdty, monofosfdty,

nukleosidy a béze. Krom$ uvedenjch létek obsahuje vychozi smés Jest§ znadend mnoéstvi
SOlio

Asi 15 ml d8lené smési se vnese na kolonu 15 x 400 mm a a promyvéd nejprveAO,OE M
mravendenem amonnym pH = 8,1 v 10 % obj. ethanolu. Po eluci nukleosidd a bdzi se pro-
mjvé 0,1 M mravénéanem emonnym pH = 7,2 & po eluci monofosfdtd 0,5 M mravenianem amone
nym pH = 6,3 v 30 % obJ. ethenolu. Po eluci 5 ‘adenosindifosfitu se bfepns ne eluent
1M mravenéan_amonnj pH = 6,3 v 50 % ethanolu & tak se rozd¥li zbylé komponenty vy-
_choz{ sm¥si, tj. 5 guanosindifosfdt, 5 edenosintrifosfit & 5 ‘guenosintrifosfét.
Jednotlivé frekce rozdslené z pivodni sm¥si ldtek se ddle odsoli na koloné 38 x 500 mm

- pln¥né katexem na bdzi ethylenglykolmethakryldtového kopolymeru se sulfdtovyimi viméne
nymi, skupiﬁami, promfveném roztokem 1,5 M kyseliny mraventi v 5 % ethanolu. Odsolené
frakce se odpa¥i do sucha na vekuové odperce, a tim se zigkaji éisté kyseliny mono-

mérd nukleotidd, které se pak mohou neutralizovet a uchovdvat v mrazicim boxu.

Predmé&t vyndlezu

Zplsob preparativnfho d¥leni difosfdtld a trifosfdtd ribonukleosidl a deoxyribo-
nukleosidd znadenyeh radioizotopy se specifickou aktivitou vy3si nef 3,7 GBq/mmol
eludni vysokotlakou kepalinovou sloupcovou chromatografii, vyznadujiol se tim, Ze se
smés 14tek vznikajicfoh pii pfiprav&v rediosktivaich difosfdtd a trifosfdtl deoxy-
ribonukleosidd & ribonukleosidd d8li na sloupci porézniho hydrofilniho iontoménile
na bdzi ethylenglykolmetaekryldtového kopolymeru s diethylaminoethylovimi vyménmymi
skupinami ze pouZiti eluentu tvoienéhq kyselinou mravend{, mravenSanem amonnym,
ethylalkoholem a vodouw, piidemZ koncentrace kysellny mravensi v eluentu $in{

0,01 M a¥ 4,5 M, koncentrace mravendenu amonného 0,01 M a¥ 1,3 M, koncentrace
ethanolu 1 a¥ 80 % objemovych, piidemZ tekio éiskané frakce eluentd, obsahujici
mikleotidy, piipadné nukleosidy nebo bdze se ddle zbavuji net&kavych sloZek eluen-
tu na sloupel pofézniho hydrofilniho iontoménide ne bdzi ethylenglykolmetakryldto=
vého kopolymeru s fosfdtovymi, karboxylovymi nebo sulfdtovymi skupinami ze pouZiti
eluentu tvorensho ethanolem, kyselinou octovou, kyselinou mravendi a vodou, pF¥ifem
koncentrace kyseliny v eluentu &ini 0,05 a% 5 M e koncentrace ethanolu 1 aZ 80 %
objemovyoch,
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