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Zpisob enzymové syntézy radioaktivniho adenosinu, znafeného specificky &i nespeci-
ticky radioizotopem 14C nebo °H “ ‘

Predm&tem vynilegu je zpisod enzymové s;htézy radioaktivniho adenosinu, znadeného
radioizotopem 146 nevo 3K specificky &i nespecificky, vyuiivajici katalytickyeh viast-
nosti nepurifikovenyeh supernatantnich frekei homogendtd bakterii Escherichia coli B
kfrakce 105,000 x g)o Enzymy pritomné v nepurifikovahjcp Supernatantnichbfrakcich ka-
talyzuji pFenos ridosylové skupiny mezi radioaktivnim &i geradioaktivnim4adeninem

o d~-D-ribosa-1-fosfdtem, respektive radioaktivnimi &i neredioaktivnimi ribvonukleosidy.

Zpisobem dle pfedmdtného vyndlezu lze piipravit radioasktivni adenosin znaleny
radioizotopem 140 respektive,BH specificky &i nespecificky, ddle provést jeho znadeni
alternativnd bud v bdzi nebo ribosylovém zbytku, pFipedné nespecificky v celé molekule;

kromé toho se umo¥huje kombinované znedeni adenosinu ob&ma shore uvedenymi radioizotopy.

Zplisob enzymové syntézy radioaktivniho adenosinu dle pPedmétného vyndlezu vyuiivd
specifiokého sloZeni enzymd katalyzujiciho enzymového preperdtu & jeho Siroké substrd-
tové specificity, kterd dovoluje aplikovat rizné donor} ribosylovych skupin, napfikla&
radiosktivnfho &1 neradioaktivniho &=D-ribosa~1-fosfétu, guenosinu, inosinu, cytidinu
&1 uridinu, ‘ |

PFi enzymové syntéze radioaktivniho adenosinu zpisobem dle predm¥tného vyndlezu

se neprojevuje vliv degradativnich enzymi; ne¥ddouci adenosindeamindzovd sktivite
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v enzymovych prepardtech se eliminuje primérné zpisobem p¥ipravy supernatentnich frako{

bekteridlnich homogendtd, piipadnd sekundérnd parcidlni termickouw inaktiveoi.

Reakdni podminky enzymové syntézy radioa;tivniho ddenosinu zpdsobem dle pPedmétné-
ho vyndlezu lze zvolit tak, Ze stupen konverze radioaktivniho adeninu ne adenosin

zpravidla pfevysuje 90 %.

Studium biologické funkce nukleovych kyselin v Zivych organismech, zkowndnf che-
mické struktury t&chto polymerd a cest jejich vzniku v Zivé bunce je stdle stiedem
zéjmu Yady védnich diseiplin, Neoceniteinou pomoci pro vSechny oblasti vyzkumu nukleo-
vych kyselin je'aplikacé jejich zékladnich sloZek znadenych vhodnym radioizotopem.

K metodick& nejvyznamndj¥im sloZkém nukleovych kyselin pat¥#i nukleosidy a nukleotidy
adeninu..ﬂéinné zpisoby znaedeni t8chto sloudenin redioaktivnimi izotopy jsou proto
zdlefitosti vysoce asktudlni a jsou trvele sledovény.

Stévejioil zpisoby piipravy radiosktivniho adenosinu vychdzeji z obecnd zndmych
metodickych mo¥nosti organické syntézy a biosyntézy. Adenosin se zpravidla p¥ipravuje
znadeny radioizotopem ¢ nebo 3H nespecificky v celé molekule nebo specificky

v purinové bdzi.

Pro YeSeni Fady specifickjch problémd biosyntézy nukleovych kyselin je viek Zé-
doucf mit k dispozici i radiosktivn{ adenogin zmadeny alternativnd bud v purinové
bézi nebo ribosylovém zbytku, a to specificky i nespecificky; v dvehu piipadd i kome
binovany zpisob znadeni, nap¥iklad radioizotopem e v purinové bdzi e radioizotopem
3. v ribogylu. Zpisob dle predmdtného vyndlezu predstavuje universdlni médel enzymové
syntézy radiosktivniho adenosinu, ktery vyse zmindné zpisoby jeho znadenfi umoZnuje.
Svou podstatou je predmétny zpisob pFipravy redioaktivniho adenosinu specirickfﬁ
p¥ipedem pYenosu ribosylovyich skupin mezi purinovou bdzi & purinovymi &1 pyrimidino-
vymi nukleosidy, katalyzovaného enzymy ze skupiny glykosyliransferas.

Zatimco o existenci pPimého prenosu deoxyribosylovyoch skupin mezi ddzemi a deoxy-
ribonukleosidy reakcemi "transferdzového" typu se u n¥kterych druhd baktérii, nap¥i-
klad sp. Lactobacillus, se nepochybuje (MoNutt, We S., J. Biochem. 50, 384 /1952/;
Beck, W. S. & Levin, M., J. Biols Chem, 238, 702 /1963/) & u dal¥foh druhd baktérif,
napf{iklad sp. Escherichia coli, sé tento zpisodb pienosu deoxyribosyldvjoh skupin
elespon pPedpoklddd (Hoffmenn, C. E., Federation Proc. 11, 231 /19527), nebyly pro
existenci "transferdzového" typu pFenosu ribosylovych skupin u bakterii dosud shro-
mé%d¥ny presvdddivé ddkezy. Pouze Koch (Koch, A, L., J. Biol. Chem, 223, 535/1956/),
ktery zkoumal mechanismus ¥t&peni inosinu & guanosinu enzymy piitomnymi v nepyrifi-
kovanyeh bezbunddnych extraktech baekterii Escherichie coli B v piitomnosti potencisl-
nfch inhibitort &i stimuldtord reakce (mimo jiné purinovich & pyrimidinovych bdzi),
usoudil na p¥itomnost specifickych nukleoaidribosyltransferaa zprostredkovdvaejicich
pPenos ribosylovych skupin mezi ribonukleosidy & bézemi. Tyto bezesporu zsjimavé
zév¥ry viek nejsou quumentovény v potFebné miFe experimentdlnimi ndlezy; za pozoru~
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hodné v3ak lze povaZovat zjisténi, Ze bezbunddné bakteridini extrakty obsshuji viznam-

né mno¥stvi adenosindeamindzy, co¥ znemoZnuje aplikovet adenosin jako substrét.

Ve srovndni s nukleosidribosyltrensferdzami jsou informece o bekteridlnich nukleo-
sidfosforyldzdch rozsdhlé. To se tykd zejména puiin-nukleosidfosforylézy; o vyskytu
tohoto enzymu v ZivodiZnych i bakteridlnich tkdnich, jeho specifickych katalytickych
vlastnostech 1 mechanismu jim katalyzovanych enzymovych reakci, se poznatky zve¥ejnu-
ji das od dasu pfehledné (Friedkin, M, a Kalckar, H. v "The Enzymes", 2. vyd. /Boyer,
P, D., Lerdy, H. a Myrback, K., editors/ sy. 5, str. 237 /1961/ - Acad. Press, New
York; Parks, R. E., Jr, a Agarwal, R, P, v "The Enzymes" /Boyer, P, D., editor/ sv. 7,
str. 483 /1972/ - Acad. Press, New York). Purinpnukleosidfésforylézy z bekterii Sal-
monella typhimurium e Escherichias coli byly dokonce pripraveny v krystalické formd
jeko elektfo{oreticky homogenni prepardty (Jensen, K., ¥, a Nygaard, P., Eur. J, Bio-
chem, 51, 253 /1975/; Jensen, K. F., Eure. J, Biochem. 61, 377 /1976/). Tyto vysoce
purifikovené enzymy jsou makromolekuly o molekulové hmotnosti 138,000 + 10 % sestdw
vajici ze Besti podjednotek, piidem? jejich hexametrickd forme je enzymov® aktivni,

S obéme enzymy byly provedeny rozsdhlé kinetické studie reekei mezi purinovymi bé-
zemi & nukleosidy. Soudi se, Ze enzymy katalyzuji dva typy reakci:

e) Purin(deoxy)ribonukleosid + orthofosfdt==——=—="purin + (deoxy)ribosaglefosfdt

8

b) purin, + purin,~nukleosid =g ==purin, + purin,-nukleosid,
p¥ifem# purinovou sloZkou je edenin, guenin i hypoxenthin, : -

Néjen rekace typu a), ale i reakce typu b) vyZeduje pritomnost anorgenického fgg-
fitu, & to alespon v katalytickém mnoZstvi; p¥itom neexistuji #d4dné okolnosti, které
by mechanismus této reakce "itransferdzového" typu mohly vysvEtlit jinek neZ ne podkla=~
d8 sekvendniho pisobeni fosforolyzy a syntézy nukleosidl.

Ve v8t85iné studif zabyvajicich se Fedenim mechenismu pFenosu ribosylovich skupin
mezi bdzemi e ribonukleosidy se oviem aplikuji nukleosidfosforyldzy nikoli ve formé
homogennioh enzym o definované molekulové hmotnosti, ale bud ve formé nepurifikovenych
bekteridinfich extrektd nebo ve formd enzymovych preparitl o rfizném stupni purifikace,

Mechenismus pienosu ribosylovich skupin reakei typu "purin-purin® katalytickym
ddinem enzymi pFitomnfch v bezbund¥nych extrektech bakterii Escherichia coli B byl

modelové studovén ne reakei:

Adenin + inosin == == gdenosin + hypoxanthin,

a to v prost¥edi fosfdtového pufru p¥i fyziologické teplotd (Ott, J. L. a Werkman,

C. He, Arch. Biochem, Biophys. 48, 483 /1954/; Ott, J. L. & Werkman, C. H., Arch.
Biochem, Biophys. 69, 264 /1957/; Ott, J. L. a Werkmen, C, H.; Biochem, J. 65, 609
/1957/; Ott, Je L. & Werkman, C, H., v "Biochemistry of Nitrogen", Ann. Acad. Scient,
Fennicae A, II, 60, 174 /1955/). Zjistilo se, Ze bakterie Escherichia coli B obsashuji
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purin-nukleosidfosforyldzy, které Jsou sktivni vi¥i adenosimu a inosinu, .a Ze tyto
enzymy mohou katelyzovet pFenos ribosylové skupiny mezi adeninem a inosinem za tvorby

os=Deribosa-~1=fosfdtu jako meziproduktu ve dvoustupnové reakei:

a) Inosin + orthofosfdt = hypoxynthin + o =D=ribosa-l-fostit, a

b) edenin + .ol =D=ribosa-i-fosfdt == > gdenosin + orthofosfit

Bezbunééné extrakty byly eplikovdny v hepuririkované form8, bez dialyzy nebo dia-
l¥zované, v ndkterych pi¥ipadech po parcidlni purifikeci nasycenym roztokem aiianu
amonného. K zdsadnim zjisténim pat¥{ poznatek, Ze bezbunddné extrakty obsahuji enzymo~
vy systém, ktery katalyzuje jednak syntézu adenosinu z adeninu e inosinu, jednak deami-
naci vzniklého adenosinu na inosin, Uvddi se vi3ak pH prost¥edi optimdlni pro syntézu
adenosinu (pH = 6,5), p¥i ktefém zéroven stupen deaminace adenosinu je miniméini.,
zjisfuje se, Ze orthofosfdt se v mechanismu shore uvedenych reakei uplatnuje ji%

v katalytickém mnoZstvi. Poukazuje se na inhibidni &in dvojmoonyjeh kationtl, konsta-
tuje se viak, Ze piitomnosti fosfdtovych iontd se tento inhibidni 63in rusi,

Obecny model mechanismu p¥enosu ribosylovych skupin typu "purin-purin" byl vy
pracovén na zékladd vysledkd ziskanych aplikeci vysoce purifikovené purin-nukleosid-
fosforyldzy z bakterii Aerobacter oloacea (Tazuke, Y. 2 Yamade, H., Agr. Biol. Chem.
27, 625 /1963/); prepardt vykazuje vysokou ketalytickou aktivitu vi&i adenosinu, gua-
nosinu a inosinu a katalyzuje vzdjemny p¥enos ribosylu mezi purinovymi bdzemi & nu-
klebsidy, aviak je zcela inaktivni vidi uridinu a oytidinu,.

Pienos ribosylu typu "purin-pyrimidin® byl detailnd studovédn pomoci nukleosid-
foaforyldz izolovanyeh z bakterii Erwinile carotovota a Corynebacterium sepedonicunm,
které byly vybrédny z Birokého souboru testovanych bakteridlnich kultur vykezujicich
nukleosidfosforyiézovou aktivitu (Sakai, T., Tochikwra, T. & Ogatae, K., Agr. Biol,
Chem, 29, 742 (1965/; Sakai, T., Tochikure, T. & Ogata, K., Agr. Biol. Chem. 30,
245 /1966/). Aplikovdny byly Jednak bezbunddné extrakty bakterif, jednsk vysoce

purifikované enzymy. Modelovd byla studovdna reakce:

Hypoxanthin + uridin =< === yracil + inosin.

Byl udindn z4vsr, %e reakce probihd ve dvou stupnich:

a) Uridin + orthofosfdt =< == yracil + o ~Deribosa=-1-fosfdt, a
b) hypoxenthin + o =Deribosa=1-fosfdt =—=————=""tinosin + orthofosfdt

a je katalyzovdna kombinovanym déinem pyrimidin-nukleosidfosforylézy (reak;e a/)

a purin-nukleosidfosforyldzy (reekce b/), Reakce probihd dob¥e v prostfedl fosfdto-
vého pufru, je reversibiln{ e jeji rovnovdha je zFeteln¥ posunuta ve smdru tvorby
purinového nukleosidu. Prib&éh reakce je podmindn pFitomnosti orthofosfdtu & opti-
mélni syntéze inosinu je zdvisld na pH proafiedi. Jako purinové substrity mohou

fungovat adenin a hypoxanthin. Bezbunddné bakteridlni extrakty obsahuji vyrazné
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mnoZstvi adenosindeamindzy; v p¥ipad¥, ¥e je akceptorem ribosylu edenin, ziskd se shora

uvedenou reakci smés adenosinu a inosinu., Adenosindeaminizu lze z dialyzovanjcﬁ bezbu=
nd&nych extraktl bakterif Erwinie carotovora v podstatné mire odstranit srd¥enim kyse-
linou octovou. Vzhledem k vysokému obsahu oytidindeamindzy v nepurifikovanfeh bakteridl-
nich extraktech neni cytidin jako donor ribosylu funkdni, .

Vjdet shora uvedenych informaci, tykajicich se moZnosti enzymového p¥enosu ribosylu

mezi bdzemi nukleovych kyselin a nukleosidy v bakteriélnich kulturdch, lze shrnout nd-

gledovné,

P¥enos ribosylovych skupin mezi ribonukleosidy a volnymi bdzemi, vietnd pFenosu
ribosylové skupiny z ribonukleosidd na adenin, je u bakterii Sasto se vyskytujfoim
typem enzymové premény. Mechanismus enzymovych p¥emdn je zevrubng prozkoumdn; z Setnjch

studii vyplyvd, %e pienos ribosylu se uskutenuje dvéma typy reakei:

1) Réakci, kterd se zpravidla ozneduje jeko typ "fosforyldzovy" a kterd probihd ve dvou

stupnich:

Ba’ze1 + oy =D-ribosa~1-fosfdt a

a) BéZe,-ribosyl + orthofosfét

b) Béze2 + Jr=D=ribosa=~1-fosfit =E========E=ZBézea-ribosyl + orthofosfdt

B e e em e e e e e M ME SaE M e e e M e G e e mmm M et e Am e m e e e aem em e e s e e e

Souhrnné:

Béze1-ribosyl + Béze, =< “'Béze1 + Béze,~ribosyl.

2) Reakoi, kterou lze oznalit jako typ "transferdzovy" a kterd probihd v jediném
'stupni:

Béze,~ribosyl + Béze, =< == Bdze,; + Bdze,-ribosyl.

Prvy typ reakce je katalyzovdn nukleosidfosforyldzami, & sice purin-nukleosidfos-
foryldzou [3.0.2.4.2.1., Purin-nukleosid: orthofosfétribosyltransferasa] resp. pyri-
midin-nukleosidfosforyldzou [F.C.2.4.2.2., Pyrimidin~nukleosid: orthofosfdtribosyl-
transferéza]. Reakce druhého typu je katalyzovdna nukleosidribosyliransferdzou

[E.C.2.4.2.5., Nukleosids purin(pyrimidin)ribosyltransferéza].

Specificita katalytického tdinu shora uvedenych enzymi neni beze zbytku vyjasnéna,
takZe neni moZno s uréitosti tvrdit, ktery reakdéni typ je urdujici, &i do jaké miry se
oba reakini mechanizmy uplatnuji komplementdrn$., Zatim se vStSinou soudi, Ze prevlddd
"fosforyldzovy" typ reakce, tedy dvoustupnovy pFenos ribosylové skupiny, piipadnd se

r 4

ketalytickd Udinmost nukleosidfosforyldz roz3ifuje i na sféru reakei nippngferdzového"
typu.

Predmétny vyndlez uvddi novy zpisob enzymové syntézy radioaktivniho adenosinu,.:
Zékladem postupu je vyuZiti katelytickych vlastnosti enzymd pFitomnyfch v supernatant-
nich frakeich homogendtl bakterii Escherichia coli B, ziskanych odstPedénim bakteridl-

nich suspenzi p#i 105.000 x g a eplikovanyoh jako nepurifikoveny enzymovy preperdt.
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Bekterie Escherichia ¢oli B se kultivuj{ libovolnfm vhodnym zpidsobem, nejlépe

v &ist3 syntetickém mediu obsehujicim glukozu (Skoda J., Hess V. F, a Sorm F., Coll,
Czech. Chem, Commun, 22, 1130 /1957/); ?ivni roztok se inokuluje 2 % kultury Escherichie
coli B staré 24 hod., kultivace bakterif se provede staciondrnd pfi'teploté 3f0 X

a prerudi se v okam¥iku kondfci exponericidlni fédze rdstu kultury, Bakterie se promyji

pPi 277 K sziologickjmlroztokem & pak se suspenduli v ledovém 0,05 M Tris-HCl pufru

o pH 7,4, Bakteridlni suspenze se homogenizujf dezintegraci ultrazvukem pFi 275 a¥ 277 K.
Optimdlnf dobe a intenzita dezintegrace se urdi s ohledem na hustotu bakteridlnich sus«
penzi; zpravidle se bekterie ziskené kultivaci po dodu 16 hodin suspenduji ve 40 ml
pufru & homogenizuji ultrazvukem p¥i vyikonu dezintegrdtoru 1,5 ke po dobu 70 sekund,
Supernantantni frakce homogendtl, které se aplikuji jeko nepurifikované enzymové pre-
perédty, se v menéich porcich skladuji p¥i 253 K, Pred viastni aplikaci se v enzymovych
preperdtech zjisfuje pF¥{tomnost adenosindeaminizy. Enzymové preparéty, pFipravens shora .
uvedenym postupem, adenosindeamindzovou aktivitu zpravidle neobsahujf, PF¥ipadnd residudl-
ni mnoéstviAadenoaindeaminézy v prepardtech se odstrani jeji parcidinf termickou dena-
turaci; k tomuto ulelu dosteduje ndkolikandsobné rozmrazeni prepardtu ne laboratorni
teplotu, p¥ipadn® preinkubace prepardtu v prostPedi 0,1 M Tris-HCl pufru o pH 8,

p#i teploté 310 X a po dobu 1 hod.

Postup pPiprevy redioaktivniho adenosinu dle predmdtného vyndlezu se provddi tak,
e se adenosin ziskd znaleny specificky &1 nespecificky v bdzi radioizotopem 140 res-
pektive 3H, ddle znadeny alternativnd bud v bdzi neboiribosylu, piipadné znefeny ne~
speoificky v cdlé molekule nebo kombinoven$ obéme zmindnymi radioizotopy.

Princip enzymové syntézy redioektivniho adenosinu spodivd v "ribosylaci" neradio-

" aktivnfho &i radioaktivniho sdeninu (znadeného redioizotopem g respektive 3H speci-
ficky 31 nespecificky) ketalytickym U¥inem enzymd pFitomnych v supernatantnich frakcich
homogendtt bakterii Escherichia coli B ziskanych odstiedéﬁim bakteridlnich suspenzi

pPi 105,000 x g, v piitomnosti donord ribosylovyoch skupin, é vihodou ob =Deribose~-1-fos-
fdtu respektive neradioaktivnich &i radicaktivnich ribonukleosidd (2znadenych radloizo-
topy 4¢ respektive 3H), p¥i reakdni teplotd v rozmezi 276 a% 310 K & v rozmezi vhod-
ného pufru, s vihodou Tris-HCl1 pufru o pH 6,5.a§ 7456

Postup piipravy radioektivniho adenosinu dle pFedmétného vynilezu vyuZivéd k pro=-
dukei této sloudeniny ndsledujicich hlavnich kombinaci akceptord a donord ribosylovich

skupin:

Akceptor: Donor: Produkt:
1. Adenint o =D=ribose~1-fostdt [ﬁdeninf Adenosin
2. Adenin® (Purin)ribonukleosid [?denin+]Adenosin
3. Adenin+ (Pyrimidin)rivonukleosid [édenin*]Adenosin
4, Adenint (Purin)ribonukleosia® Adenosin’
5 Adenin™ (Pyrimidin)ribonukleosid’ - Adenosin®

6o Adenin (Purin)ribonukleosid’ [rivosa*]adenosin
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Te Adenin (Pyrimidin)ribonnkleosid+ Eribosa+]Adenosin '
(Sloudeniny ¢i skupiny oznadené +) jsou znadené radioizotopem 146 pPipadné BH;
purinovymi respektive pyrimidinovymi ribonukleosidy jsou guenosin, inosin, cytidin

a uridin).

P¥enos ribosylovich skupin podle shora uvedeného principu probihd v dlsledku
p¥iznivého sloZenf enzymového apardtu bekteridlnich extraktd, aplikovanych jako nepu~
rifikovanéd enzymové prepardty. Je vyhodné, Ze enzymové prepardty neobsahuji adenosin-
deamindzu, respektive Ze lze tento degradetivni enzym odstrenit z enzymovych prepard-
td jednoduchou termickou inaktivaeci, aniZ by dochdzelo ke snifeni enzymové aktivity
enzymi. syntetizujicich radioaktivni adenosin.

M4 zdsadni vyznam, Ze enzymové preperdty ketelyzuji nejen reakci typu:

Adenin + o~D-ribosa~l-fosfdt <c==—===—==—= gdenosin + orthofosfit,

ale zlstdvaji zcela furkdni rovndZ p¥i p¥enosech ribosylu typu "purinepurin" & "purine

‘wpyrimidin" podle piedpoklddaného reakdniho schématus

a) purin(pyrimidin)ribonukleocsid + orthofosfét::;:::::52:purin(pyrimidin) +

+ dy=D~ribose=-1-fosfdt,

b) adenin + ol -D=ribosa-1-fosfdt =—=———————"—gadenosin + orthofosfsit

Substrdtovd specifita enzymovych prepardtd je dostatedné Sirokd, coZ dovoluje
poufit v reakecich v3echny zdkladni, pFirozend se vyskytujieci ribonukleosidy purinového
i pyrimidinového typu (adenosin, guanosin, cytidin a uridin), a rovndi nékteré'ribo-
nukleosidy minoritnich bdzi (nap§£klad inogin), Tato 6kolnost Jje mimoP4dné ddleZitd
proto, Ze je moiné v reskcich aplikovat vySe zminéné zdkladni ribonukleosidy nespe-
cificky znalend radioizotopem 4q respektive 3H & p¥ipravit tak rediosktivni adenosin
znadeny radioizotopy g respektive 3 nejen v bdzi, ale alternstivné v bdzi i ribo=-
sylovém zbytku, pPipadné nespecificky v celé molekule nebo kombinovand obéma zmindnymi

redioizotopy.

Viechny vedlejsi radioaktivni produkty shore uvedenych reekci jsou biologicky
aktivni a tud{Z i komerdné vysoce zajimavé sloudeniny; z reakdnich smisi je lze jed-

noduse izolovat,.

P¥enos ribosylu podle shora uvedenych reakei probihd v prostiedi libovolného vhode
ného pufru, s vyhodou 0,1 M Tris-HCl pufru o pH 6,5 aZ 7,5.

Enzymovd syntéze radioaktivniho adenosinu byla sledovéna v Sirokém rozmezi reekd-
nich teplbt od 275 K do 311 K. Z dasového pribéhu syntézy radiosktivniho edencsinu
pri tgpioté 277 X, 293 K a 310 K, jak je ddle uvedeno v p¥ikladu, vyplyvd, Ze enzymo-
vou syntézu radioektivniho adenosinu dle predmétndho vyndlezu lze provddét pri teplo-
t8 fyziologické (310 K) i laboratorni (293 K), aviek 8 vyhodou p¥i 277 K, kdy se do-

ciluje vysokého stupné premény radiosktivaniho adeninu na adenosin (vice neZ 90 %),
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anlZ dochdzf k fosforolyze adenosinu,

Produkei radioaktivniho .adenosinu lze ovlivnit volbou moldrniho poméru adeninu ja=
ko eskceptoru ribosylové skupiny & & -Deribosa-l-fosfdtu respektive ribonukleosidd jakeo
donord ribosylu. P¥1i moldrnim pomru adenin : donor ribosylu v rozmezf od 1 ¢ 2
do 13 3 je rgdioaktivhi adenosin jiZ dominujicim produktem enzyﬁcvé reakce 8 v zd~
vislosti na mnoZstvi enzymového prepardtu a dobd reakce se zpravidla‘docilude konverze

radioektivniho adeninu na adenosin vy33{ ne¥ 90 %.

Izolace radioaktivniho adenosinu, pripadnd vedlejdich reskdnich produktl z reakde
nich sméaf, se provddi po deproteinsei inkubadnich roztokd chromatograficky., U létek
8 vysokbu molovou ektivitou je vyhodnd papirovd chromatqgrafie v nékterém z ndsleduji=
cich chromatografickych systémi:

a) 1-Butanol ~ t=-propanol - hydroxid amonny - voda (7 : 5 ¢ 7 3 2),
b) 1~butanol nasyceny vodou,
¢) 1-butanol - kyselina octovd - vode (4 2 1 3 5).

Zpisoby piipravy radioaktivniho adenosinu, znaSeného radioizotopem 144 respektive

3H, Jsou uvedeny v p¥ikladech, anif je tim omezena aplikadni ¥iYe pouZitého principu.

P¥iklad 1
Enzymovéd syntézs [adenin-MC(U)] adenosinu

Smés [?-14C]adeninu (30 jmol; molové redioaktivita 9 250 MBq.mmol™') a uridinu
(90 amol) byla rozpuSténa ve 4 ml 0,2 M Tris-HC1 pufru o pH 6,5 a inkubovéna s 2 ml
enzymového prepardtu po dobu 3 hodin p¥i 310 K. Inkubace byla ukondens zah¥dtfim roze
toku ve vrouci vodni ldzni po dobu 1t ai 2 minut, Reakdni smés byla chromatografovina
na papi¥e Whatman &. 3 v soustavd l~butanolu nasyceného vodou p#i laboratorni teplots
a v sestupném uspoFdddni. Autoradiografii byl detegovdn [Fdeninp14C(U)Jadanosin Jako
hlavni reakéni produkt; vedle toho byl detegovdn jests nezreagovany [p-140]adenin.
Stupen konverze radioaktivniho edeninu ne radiosktivni adenosin byl ze shora uvede=-
nych podminek 91,4 %. Eadenin914C(UX]Adenosin byl z chromatografického papiru eluovén
vodou & jeho identita ovéiena je§t&. kvalitativni papirovou chrometografif v soustavd
1-butanol - 1-propanol - hydroxid emonny ~ voda (7 : 5 t 7 ¢ 2) a 1=butanol = kyselina
octovd = voda (4 ¢ 1 ¢ 5)3 v uvedenych chromatografickych systémech byl prepardit re-
dioohemiéky isty, VytéZek Eadenin-140(u)]adenosinu byl 79,3 %, vztaZeno na celkovou
radicaktivitu vychoziho [U—14C]adeninu. Molové radiocaktivita prepardtu byla
9 250 MBqemmol~',

P¥iklad 2
14
Enzymovd syntéze [?- C jadenosinu
Smés [8-14013deninu (10 pmol; molovd radiosktivita 1 850 MBq.mmol™')
a o)=D=riboga~i=fostdtu (20 jumol) byle rozpuSténa ve 4 ml 0,2 M Tris-HCL pufru



206 8950
o pH 6,5 a inkubovédna s 2 ml enzymového prepardtu po dobu 1,5 hodiny p#i 311 K. Inku-
bace byla ukontena zah¥dtim roztoku ve vrouci vodnf ldzni po dobu 1 aZ 2 minut, Reakd-
ni smés byle chrometografovdna na papife Wheiman &, 3 v soustavé 1~-butanolu nasyceného
vodou p¥i laboratorni teploté a v sestupném uspoidddni, Autoradiografii byl detegovén
pouze [}denin~14C(U)]adenosin jeko jediny reekdni produkt. Radioektivni adenosin byl
z chromatografického papiru eluovdn vodou & jeho radiochemickd Sistota byla ovéFena
ve stejnych rozpoultédlovych systémech jako v pFfedchozim pripadd (viz p¥iklad 1);
preparidt byl radiochemicky &isty. VytéZek [$-140Jadenoainu byl 85,6 %, vaztaZeno
ne celkovou radioektivitu vjchdziho [?-14C]adeninu. Molové radioesktivite prepardtu
byla 1 850 MBq.mmol"1.

Priklad 3
Enzymovd syntéza [?-14C]adenosinu

Smés([U-14C]adeninn (0,5 jumoly molovd radioektivita 9 250 MBq.mmol‘1) e [b-14c]
guanosinmu (1,5 jmol; molovd radiosktivitea 11 100 MBq.mmolf1) byla rozpusSténe v 0,3 ml
0,2 M Tris-HCL pufru o pH 7,0 & inkubovéne s 0,2 ml enzymového prepardtu po dobu
40 minut p#i 310 K. Inkubace byla ukondens zehPdtim roztoku ve vrouci vodni 1ldzni
po dobu 1 aZ 2 minut, Reakéni smds byla chromatografovdna na papife Whatman &. 3
v soustavé 1-butanol - kyseline octovd - voda (4 : 1 : 5), Autoradiografii a paﬂéﬁhénim
s referendnimi standardy byly detegovdny [U-MC]adenosin a v[U-MC]adenin a ddle
[9-14C]guanosin a [?-14013uanin. Radiosktivni ldtky byly z chrometografického papiru
eluovdny vodou & stenovena jejich celkovd radiosktivite, Celkové bylo ziskénoi%
4,5 MBq [p-14c]adenosinu, 1,1 MBq [p-14c]adeninu, 12,6 MBq [p-14c]guanos1nu a 1,9 NBq
[p-14C]guaninu. Identita [U-14C]adenosinu byla ovéFena jesSté kvalitativmi papirovou
chromatografii v soustavé 1-butanol - l1-propenol =~ hydroxid amonny - voda
(7 ¢5 ¢ 7 : 2) a 1=-butanolu nasycenédm vodou; v obou rozpoustédlovych systémech
byl prepardt radiochemicky &isty. Molové radioaktivita [p-14C]adenosinu byla

9 880 MBq.mmol™ ',

Priklad 4
Enzymové syntéze [?-14C]adenosinu v zdvislosti na reakdni teploté

Smés [?-14C]adeninu (0,5 jumol; molovd redioaktivita 1 850 MBq.mmol-1) a8 uridinm
(1,5 jumol) byla rozpudténa v 0,5 ml O,1 M Tris-HCl pufru o pH 6,5 a inkubovéna s 0,1 ml
enzymového prepardtu po dobu 30 hodin p#i reakdéni teploté 277 K, 293 K respektive 310 K,
Pribéh inkubace byl v dasovych intervalech ﬁyhodnocen radiochromatografickou analyzou.
Bylo zji%t8no, Ze p¥i fyziologické teploté (310 K) se dociluje optimdlni premény ade=-
ninu ne edenosin Ji% v 1 hodiné reakce (92,3 % adenosinu), zatimco p¥i laboratorni
teploté (293 K) probdhne v téZe dobé preména adeninu ne adenosin z 80 % & p¥l anomdl-
né sni¥end reakdni teploté (277 K) pouze z 50 %. V dalBich fdzich inkubace dochdzi

p¥i teplotd 293 K a zejména 310 K k vyrezné zpéiné konverzli adenosinu na edenin, za-
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timoo p¥i 277 K mé syntéza adenosinu po ocelou dobu inkubace trvale vzestupny charakter,

Ve 30 hodind reakce je p¥i 310 K fosforolyze aedenosinu naAadenin dplnd, p¥i 293 K zl=
stdvd v reakéni smési pouze 19 % radioaktivniho adenosinu, zatfmoo pPi 277 K piedstavuje
radioaktivni adenosin 94 % oelkové radiosktivity reakdni smési e k Jeho fosforolyze

nedochdzi,

P¥iklaed 5
Enzymovd syntéze {2~3H, r:.bosa—MO(U)]adenosinu

smés [2->H]adenimu (10 pmol; molové radiosktivite 740 GBqemmol™') a [0-"4c]ursa1-
nu (10 umol; molové radiosktivite 16 GBqemmol™') byle rospuiténe ve 2 ml 0,2 M TriseHOL
pufru o pH 6,5 & inkubovéna s 1,0 ml enzymového preperdtu p¥i 310 K po dobu 145 hodiny,
Zehidtim reekdni smésl ve vrouei vodni 14zni po dobu 1 aZ 2 minut byle reakee ukonSena.
Reekéni smés byla chromatografovédna ne papiFe Whatman Se 3 v soustevd 1-butencl = l=pro-
panol - hydroxid amonny - vode (7 ¢ 5 3 7 ¢ 2) p¥i laboratorni teplotd a v sestupném
uspo¥dddnf., Rechromatografie radiosktivnfho adenosinu byla provedena v soustavd
1=butanol = kyselina octovd = véda (4 ¢+ 1 :5), VWidZek [2-3H, ribosa-14c(Ui]adenosinu
byl 43 %, radiochemiokd 3istota prepardtu ve shoras uvedenyeh rozpoustédlovych souste-~
vdch a v soustavé 1-butanolu nasyceného vodou byle vyss{ ne? 98 %,

Predmé&t vyndleczu

1e Zplisob enzymové syntézy redioektivniho adenosinu, znadeného radioizotopem 144 nebo
3 specificky ¢i nespecificky, ansbolickou pFeménow radioektivniho $i neradioaktive
nfho adeninu ne rediosktivni adenosin katalytickym uidinem enzymovych preparitd izo-
lovenyjoh z bekterif Escherichia coli B, v p¥{tomnosti donort ribosylovych skupin, -
8 vihodou ds=D-ribose=-l=-fosfitu respektive radiosktivnich nebo nerediosktivnich
ribonukleosidd, v prostiedi vhodného pufru, s vyhodou Tris-HC1l pufru o pH‘6,5 a¥
745 & p¥i vhodné reakéni teplotd, vyznadeny tim, Ze jako katalyzujfcf enzymové pre-
pardty se poufiji nepurifikované supernmatentni frakce ziskené odstiedénim homoge-
ndtd bakterii Escherichie coli B p#i 105,000 x g.

2, Zpisod dle bodu 1, vyznaleny tim, Ze se katalytickd reakce provdds p¥i teplotd
275 aZ 311 K, & vyhodou p¥i teplotd 277 K.
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