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1

PFedmétem vynalezu je zpiisob p¥ipravy
adeninovych derivatd s reaktivnimi funkce-
mi a tim ziskanych produktd. Podrobnéji u-
vedeno se predloZeny vyndlez tyka zplsobu
pFipravy adeninovych derivatl s reaktivni-
mi funkcemi majicich v poloze 8 postranni
Fet8zec omega-karboxylové kyseliny, pii kte-
rém se vychazi ze slou€enin, které obsahuji
adeninové jaddro s halogenovym atomem v
této poloze. Vychozi 14tky pro tento zpiisob
se mohou ziskat bé&Znymi postupy, haloge-
novanim sloulenin obsahujicich adeninovy
cyklus nap¥. amidu kyseliny nikotinové, di-
nukleotidu adeninu (NADT'), fosforecnanu
dinukleotidu nikotinoylamidadeninu
(NADPt), trifosfatu adenosinu (ATP), di-
fosfatu adenosinu (ADP), monofosfatu ade-
nosinu (AMP), adenosinu.

VétSina t8chto sloufenin ma dalezity vy-
znam v biochemii a jejich funkcionalizace
rozSiruje jejich aplikacni oblast.

Tak napfiklad v pfipadé NAD®', pii¢emz
v3ak budiZ poznamendno, Ze tyto vyvody se
také dobfe hodi pro ostatni ¢&leny, jeho
funkcionalizované derivdty se mohou uZi-
vat po spojeni kovalentni vazbou s makro-
molekulami, které jsou bud ve vod& roz-
pustné nebo nerozpustné, jako nedifundu-
jici koenzymy nebo v afinitni chromatogra-
fii. V pripadé navdzdni na vodorozpustné
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makromolekuldrni latky mohou byt vzniklé
produkty pouZity jako nedifundovatelné vo-
dorozpustné makromolekularizované koen-
zndmych enzymatickych systémi, ve kte-
rych je enzym fyzicky zabudovdn v neroz-
pustnych poréznich strukturéach, jako jsou
vldkna, polyakrylamidovy gel, mikrokaps-
le apod., které jsou nepriichodné pro mak-
romoelekuly. Dlsledkem fyzického zabudo-
vani vodorozpustného makromolekularizo-
vaného koenzymu do enzymu nebo polyen-
zymatického systému je ve skutecnosti to,
Ze jak enzym, tak koenzym zdstdvaji v tés-
ném kontaktu a je znemoZnéno rozptyleni
kocenzymu ven z uzaviené struktury. Tento
jev neni u pFirodniho koenzymu moZny
vzhledem Kk jeho nizké molekulové hmot-
nosti. V pFipadé navdzani na vodorozpustné
makromolekuldrni slouceniny lze produkth
pouZit v afinitni chromatografii nebo pro
enzymatické reakce v heterogenni fazi, pfi-
¢emZ je moZno regenerovat koenzym. :
PFfedmétem vyndlezu je zplsob pfFipravy
funkcionalizovanych derivdti adeninu, kte-
ry spodivd v tom, Ze sloufenina ze skupiny
dinukleotidu nikotinoylamidadeninu, fosfa-
tu dinukleotidu nikotinoylamidadeninu, ade-
nosinmonofosfdtu, cyklického adenosinmo-
nofosfdtu, adenosintrifosfdatu, adenosinu a
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adeninu, jejiZ adeninové jadro je v poloze
8 substituovdno halogenem, se nechd v pro-
st¥edi polarniho aprotického rozpoustédla
pFi teploté 20 aZ 60 °C reagovat se slouce-
ninou cbecného vzorce

M+~S—(CHz),—CO0~M*,
kde

M je ion alkalického kovu a

n je celé dislo 2 aZ 4.

Jako aprotického poldrniho rozpoustédla
lze pouZit napfiklad hexamethyltriamidu ky-
seliny fosforetné, dimethylsulfoxidu a di-
methylformamidu. Reakce se provadi za
bezvodych podminek a s vyhodou pii tep-
lot& mistnosti. ’

P¥i reakci dochdzi k substituci halogenu
v poloze 8 adeninového jadra podle toho-
to schématu:

NH,

Nujk‘LN\} X+ M*+-S=(CH, },~CO0"M*—>
SN

N
l

R

NH,
N, - X
NZ‘I S §=(CHyJn-COO M M+X
NN
|

R
kde

n a M* maji tyZ vyznam, jak je uvede-
no nahofe,

X znamend halogen a

R je neadeninovy zbytek sloudeniny.

Sil takto ziskaného karboxylového deri-
vétu se potom pievede v prib&hu zpracova-
ni na prisludnou volnou kyselinu.

Zplsob je zcela obecny av3ak v dalsi Cés-
ti popisu se bude uvadét reakce dvojsodné
soli kyseliny 3-merkaptopropionové s de-
" rivaty NAD* a NADP*, které byly bromo-
“vény na uhliku v poloze 8 adeninového jad-
ra adenosinu, a to za Ufelem osvétleni zpi-
sobil, jichZ je zapotfebi pro provadéni zmi-
né&ného postupu.

Pfi studiu daldiho popisu bude v3ak vidy
jasné, Ze kaZdy odbornik mfiZe ziskat funk-
cionalizované adeninové derivaty, popsané
nahote, vychdzeje z jakéhokoli adeninového
~ zékladniho skeletu substituovaného haloge-
““nem v poloze 8, prostym pfizplisobenim pra-
~¢éovnich podminek povaze vychozi sloule-
‘niny a aniZ p¥ekroli rozsah tohoto vynale-
zu,

P¥iklad 1
P¥iprava 8-(2-karboxyethylthio)adenosinu

K roztoku 380 mg (1,1 mmol) 8-bromade-
nosinu v 8 ml bezvodého hexamethyltri-

" amidu kyseliny fosfore&né se pfidd za mi-

chéani pfi teplot& mistnosti a bezvodé atmo-
sféfe (dusik) 633 mg (4,2 mmol) dvojsodné
soli kyseliny 3-merkaptopropionové (pfipra-
vené z merkaptokyseliny pfiddnim stechio-
metrického mnoZstvi hydridu sodného pfi
teplotd mistnosti v bezvodém tetrahydrofu-
ranu a odstran&nim rozpoustddla za sniZe-
ného tlaku).

Po 16tihodinovém michéni pfFi teplot&
mistnosti se smés zfiltruje a filtrat se dopl-
ni 15 ml vody a extrahuje né&kolikrat chlo-
roformem, aZ se zbavi hexamethyltriamidu
kyseliny fosforecné.

Vodny roztok se upravi pfidanim zredé-
né kyseliny chlorovodikové na pH 8,5 a chro-
matografuje se na DOWEX—1 (HCOO~) za
eluovani gradientem kyseliny mravené&i ve
vod8. Frakce s An.x 282 mm se spoji, mra-
zové su$i o poskytnou 327 mg 8-(2-karbo-
xyethylthio)-adenosinu.

P#i analyze v tenké vrstvé (silikagel s
fluorescentnim indikdatorem; eluéni ¢inidlo
isopropanol—voda—32% amoniak v obje-
movém pomé&ru 7:2:1;vizualizace skvrny
UF zdrojem pii 254 nm; Rf = 0,56) se pro-
dukt jevi jako C&isty a také p¥i vysokovol-
tové elektroforéze (Whatmandv papir 3MM
11 x 57 cm; elektrolyt 0,02 M octan amon-
ny pH 5,0, potencidl 5000 V béhem 40 mi-
nut, vizualizace skvrny UF zdrojem pfi 254
nm; pohyb produktu smérem k anod& se
shoduje s pfitomnosti karboxylové skupiny,
zatimco adenosin migruje smérem ke Kka-
todé). '

UF spektrum v 0,1 M NaOH mé& vrcholo-
vou absorpci pfi 282 nm zatimco 8-brom-
adenosin ji mé pFi 263 nm.

1H NMR v NaO?H vykazuje mimo signéaly
vztahujici se k adenosinu s vylou€enim pro-
tonového z polohy 8 ty, které pfipadaji na
vrub protonfi postranniho retézce: 2,88 (2H,
t; CH2C00) a 3,86 (2H, t; CH2S).

Také hmotnostni spektrum potvrzuje
strukturu prisuzovanou produktu (m/e 239,
221, 192, 167).

Priklad?2

Priprava dinukleotidu nikotinoylamid-8-
-(2-karboxyethylthio)-adenosinu.

K 118 mg (160 mmol) dinukleotidu niko-
tinoylamid-8-bromadeninu rozpust&éného v
2 ml bezvodého dimethylsulfoxidu se pii-
d4 za michédni pfi teplot® mistnosti pod bez-
vodou atmosférou (dusik) 98,4 mg (656
mmol) dvojsodné soli kyseliny 3-merkapto-
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propionové (piipravené podle p¥ikladu 1).
Po 16tihodinovém michéani pii teplot& mist-

nosti se smds zfiltruje a k filtratu se p¥i-

da desetindsobek jeho objemu acetonu.

Ziskand sraZenina oddélend odstfedénim
a promytd acetonem se suSi za sniZeného
tlaku a rozpusti v 15 ml 0,1 M HCI. Roztok
se upravi na pH 7,5 zfedénou sodou a chro-
matografuje se na DOWEX—1 (HCOO~) e-
luovdanim gradientem kyseliny mravenci ve
vodé.

Chromatografické frakce s Ama.x 276,5 se
spoji a po mrazovém vysuSeni daji 90 mili-
grami dinukleotidu nikotinoylamid-8-(2-
-karboxyethylthio)-adeninu. Pfi tenkovrstvé
chromatografii na silikagelu s fluorescenc-
nim indikdtorem se ukazuje, Ze produkt je
disty; eluéni prostifedek: isoméselnd kyse-
lina—voda—32% amoniak v objemovém po-
méru 66:33:1,7; vizualizace skvrny UF
zdrojem pii 254 nm; Rf 0,31 [a pfi vyso-
kovoltové elektroforéze s 3MM Whatman
papirem 11 x 57 cm; elektrolyt: 0,02 M oc-
tan amonny, pH 5,0, potencial 5000 V b&hem
30 minut; vizualizace skvrny UF zdrojem pfi
254 nm; pohyblivost smérem k anodé neZ
u NAD* v souhlasu s pFitomnosti karboxy-
lové skupiny).

Ultrafialové spektrum v roztoku pyrofos-
fatového tstojného roztoku o pH 8,7 ma ma-
ximum p#i 276,5 nm, které p¥i enzymatické
redukci alkohol—dehydrogendzou z Kkvas-
nic pFechdzi na 282 nm za vzniku nového
vrcholu pii 340 nm, ktery je charakteris-
ticky pro redukované nikotinoylamidové jad-
ro.
1H NMR v 2HO vykazuje mimo signdly
vztahujici se k NAD?* s vyloufenim proto-
nového od uhliku v poloze 8 adeninového

jddra ty, které pFipadaji na vrub protont
postranniho fetézce: delta 2,88 (2H, t;
CH2C00]) a 3,86 (2H, t; CH2S). Také hmot-
nostni spektrum potvrzuje strukturu p¥Fisu-
zovanou produktu (m/e 221, 192, 167).

P¥iklad 3

Priprava fosfdtu dinukleotidu nikotinoyl-
amid-8-(2-karboxyethylthio)adeninu.

K 50 miligramim (57,6 mikromol) fos-
fatu dinukleotidu nikotinoylamid-8-bromade-
ninu rozpu$téného v 1 ml bezvodého dime-
thylsulfoxidu se pFidd za michani pifi tep-
loté mistnosti a pod bezvodou atmosférou
{dusik) 36 miligramt (240  mikromol) dvoj-
sodné soli kyseliny 3-merkaptopropionové
(pFipravené jak bylo popséano v ptikladé 1).

Po 16tihodinovém michéni p¥i teploté mist-
nosti se smds zfiltruje a k filtrdtu se pfida
10 objemi@i acetonu. Ziskand sraZenina se
oddsli odstfedénim, promyje acetonem, susi
za sniZeného tlaku a rozpusti v 10 ml 0,1
M HCL.

Ziedénou sodou se upravi pH roztoku na
7,5 a chromatografuje se na DOWEX—1
(C17) eluovanim gradientem CaClz ve vodé
okyseleného na pH 3 p¥idavkem HCI. Chro-
matografické reakce obsahujici ofekavany
produkt se spoji, zkoncentruji na maly ob-
jem a zbavi soli gelovou filtraci na Sepha-
dexu G—10 eluovanim produktu vodou.

Charakterizace fosfatu dinukleotidu niko-
tinoylamid-8-{2-karboxyethylthio)-adeninu
se provddi podobng, jak bylo popsédno v pri-
kladu 2 pro pfislusny derivdt NAD* (pro
enzymatickou redukci se pouZila glukdzo-
-6-fostfatdehydrogendza).

PREDMET VYNALEZU

Zptsob pripravy funkcionalizovanjych de-
rivatli adeninu, vyznadujici se tim, Ze slou-
Senina ze skupiny dinukleotidu nikotinoyl-
amidadeninu, fosfatu dinukleotidu nikoti-
noylamidadeninu, adenosinmonofosfétu, cyk-
lického adenosinmonofosfitu, adenosintri-
fosfatu, adenosinu a adeninu, jejiZ adeni-
nové jadro je v poloze 8 substituovano ha-
logenem, se nechd v prostfedi polarniho
aprotického rozpoustédla pfi teploté 20 aZ

60 °C reagovat se sloufeninou obecného
vzorce

M*-S—(CHz2),—CO0O~"MH,
kde

M je ion alkalického kovu a
n je celé ¢islo 2 azZ 4.

Severogralia, n. p., sévod 7, Most
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