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(54)  Zplsob enzymové syntézy radiosktivnich ribonukleosid-5Zfosfdtd adeninu a guaninu,
znadenych specificky nebo nespecificky radioizotopem l4g nebo 3H

1

Predmétem vyndlezu je zpisob enzymové syntézy radioektivnich ribonukleosid-5-mono-
fosf4td, ribonukleosid-5-difosfdtd & ribonukleosid-5-trifosfdtd edeninu a guaninu, zna-
genfch v molekule specificky nebo nespecificky radioizotopem 146 nebo BH, zaloZeny
ne fosforibosylaci radioaktivnihp adeninu a gueninu, resp. fosforyleci radioasktivniho
adenosinu ze ketalfzy polyenzymovym preperdtem izolovanym z kvasinek Saccharomyces
cerevisiae v pFitomnosti fosforibosylovych, resp. fosfdtovych skupin e hofednatych

jontl.

Zpisob enzymové syntézy radioaktivnich ribonukleosid-5~fosfdtd podle vynilezu vy-
u¥ivd katalytickych viestnosti enzymového prepardtu z kvasinek Saccharomyces cerevisieae,
ziskanjch‘speoirickim postupem izolace enzymového prepardtu z bezbundnych extraktd
kvasinek, jak uvddime déle, Enzymovy preperdt je souborem Sesti enzyml, a to adenosin=
kinasy, adeninfosforibosyltiransferasy, hypoxanthinfosforibosyliransferasy, ribosofos-
£4tpyrotosfokinasy, nukleosidmonofosfdtkinasy e nukleosiddifosfétkinasy, které bud jed=
notlivd nebo ve vzdjemné kombinaci katalyzuji syntézu shora uvedenyeh radiosktiwvnich
ribonukleosid-5-fosfdti, Rizenym zphisobem lze takto aplikeci zmindného enzymového pre-
pardtu pFipravit v jediné reakci redioaktivni ribonnkleosid-Sifosféty adeninu a guaninu
z jejich radiosktivnich bézi nebo nukleosidd o poZadoveném stupni fosforylace, vietnd
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pPimé enzymové syntézy redioaktivniho adenosin=-5~trifosfitu z radiosktivnfho adeninu,.

Pro tyto specifické vlastnosti, které uvedenj enzymovy preperdt charakterizuji, uvdd{ime
ho ddle jeko polyenzymovy prepardt z kvasinek Saccheromyces cerevislae. Birokd substrd-
tovd specificita polyenzymového prepardtu krom& toho dovoluje eplikovat rdzné donory
foafdtovioh a fosforibosylovych skupin, co? ddle rozdiruje polet moZinych reek¥nich
kombinaef pro enzymovou syntézu radioaktivnich ribonukleosid-5-fosfitd adeninu a guae

ninue

P¥i enzymové syntéze radioaktivnich ribonukleosid-5~fosfétl podle vynilezu se ne=-
projevuje vliv degradativnich enzymi; v prib&hu reakedl nedochdz{ k poklesu molové re-
diosktivity produkovanych ribonukleosid-5-fosfétl a atupeﬁ konverze obou purinovych
bdzi, resp. adenosinu na ribonukleosid-5=fosfdty zpravidla p¥evyduje 90 %.

Aplikece redicaktivnich 5<ribonukleotiddi, vietn$ ribonukleosid~5-fosfdtd adeninu
a guaninu, znadenych radioizotopem 14a nevo 3H, mé pro Yefeni problémi zdkladniho vy
zkumu mnohe védnfch obord zdsadni viznam a je dnes jif rozséhld., Zejméne adenosin~5+
~trifosfdt jako nejdilezitdjs{ souddst metabolického "poolu" Zivé bunky e piimy pre=-
kursor pro biosyntézu ribonukleovich kyselin, je ve formé znadené vhodnym rad;oizoto-
pem ldtkou vysoce atraktivni.

Stdvajici zplsoby p¥ipravy radioaktivnich ribonukleosid-5-fosfdts adeninu a gue-
ninu vychdzeji z metodickych mo¥nosti organické syntézy e biosyntézy. Nejmén& vhodné
jsou postupy organické syntézy, & to pro nutnost specifického chréndni funkdénich sku-
pin vichozich litek, velky podet reakinich stupnd & po¥adavek vysoké stereospecifici—
ty. Prakticky nepoufitelné jsou tyto postupy pro p¥ipravu radioaktivnich prepardtd
o vysoké molové radioaktivitd, ‘

Mnohem v&t3{ mo¥nosti pro p¥iprevu radioaktivnich ribonukleosid-5-fosfétl ade-
ninu & gueninu poskytuje neopek celd metodickd oblast biochemickych syntéz. Piikle-
dem mi¥e byt izolace radioaktivnich ritmukleosid-5-monofosfétd adeninu a gueninu,
nespecificky znadenych v molekule radioizotopem 140, z nukleovych kyselin jednobundd-
nych zelenfch nebo modrozelenych Fas p&stovanvch asutotrofné v atmosféie radioaktivni-
ho kyslidniku uhliditého. Uvedeny piiklad je typem charakteristickym pro nespecificky
zplsob biosyntézy radioaktivnich Siribonukleotidd; radioaktivni ribonukleosid-5-mono-
fosfdty adeninu a guaninu se zde ziskaji jako souddst komplexu dalsSich zdkladnich
radicaktivnich nukleosid-S-monofosfdtd ribonukleové i deoxyribonukleové Fady. Speci-
fické zplsoby blosyntézy S-ribonukleotidd se vyznaduji nsopek tim, %e vedou zpravid-
la k tvorbd jediného reakdnfho produktu; metodicky spadajf do oblasti enzymovyich syn~
téz & provédddji se téméf v¥ludné pomoei enzyml tak zvanych vzachranujicich" mechaniz-
mi ("selvege" mechanismus), jimiZ jsou ndkteré blologické systémy vybaveny.

Pokud jde o mo¥nosti specifické enzymové syntézy radioektivnich ribvonukleosid-
~5=fosfdtd edeninu & guaninu, pFipadd predeviim v dvahu vyuZit{ katalytickych viast=
noati adeninfosforibosyltransferasy [E.C. 24442,7., ANMP: pyrofosfédtfosforibosyltrans-
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ferasa]vresp. hypoxanthinfosforibosyliransferasy [E.C. 2440248., IMP: pyrofosfdtfosfo-
ribosyltransferasq], p¥ipadné adenosinkinasy [E.C. 24Te1e20, ATP: adénosinpsﬁfosfotrans-
ferasa]. Uvedend enzymy katalyzuji enzymovou syntézu ribonukleosid-5«fosfdtd adeninu
a guaninu podle ndsledujfcich reakei:
EeCe 24442470 ,
a) adenin + 5-£08f0=J=D~ribosa-l-difosfdit ==——————o——=> gdenosin-5-monofosfit +
+ pyrofosfét,

Ecco 20402080 ’
D) guanin + 5-£080=dH=D=ribosa~l-difosfdt == > guanosin-5-monofosfdt +

+ pyrofosfdt,

. EeCe 2,741.20. N
a) adenosin + adenogin-S-trifosfdt = >= gdenogin=5-monofosfdt +

+ adenosin-5-difosfét.

Za prvou informaci o existenci purinové fosforibosyltransferasy lze povafovat
zjis8téni, Ze v piitomnosti enzymovyech frakel z holubich jater, adenosin=5-trifosfdtu
& riboso~5-fosfdtu se z hypoxanthinu syntetizuje inosinsS:monofosfét, aniZ se tvoii
inosin jako reekéni meziprodukt (Williems, W. J. & Buchanen, J. M., J. Biol. Chem,

203, 583 /1953/).

V dalsich letech byly enzymové prepardty obsshujici purinové fosforibosyltransfee
rasy izolovdny z Fady normdlnfch i melignich Zivodisnfch tkdn{ s ddle z bakterii a kvé-
sinek (Kornberg, A., Liebermen, I. & Simms, E., J. Biol. Chem., 215, 417 /1955/; Korn,
E. D., Remy, C. N., Wesilejko, H. N. a Buchanan, J. M., J. Biol. Chem. 217, 875 /1955/;
Flaks, Je Ge, Erwin, M. J. & Buchanan, J. M, J. Biol. Chem. 228, 201 /1957/; Lukens,
L. N. & Herrington, K. 4., Biochim, Biophys. Acta 24, 432 /1957/; Kelle, G, P, & Gots,
Je Se, Biochim. Biophys. Actae 33, 166 /1961/; Kalle, G. P. & Gots, J. S., Science 142,
680 /1963/; Hori, H. a Henderson, J. F., J. Boil. Chem. 241, 1406 /1966/; Henderson,

Jo Fe, Brox, L. W., Kelley, W. N,, Rosenbloom, F. M., a Seegmiller, J. E., J. Biol.
Chem. 243, 2514 /1968/; Miller, R. L. a Bieber, A. L., Biochemistry 7, 1420 /1968/;
Berlin, Rs D., Arch. Biochim, Biophys. 134, 120 /1969/; Hochstadt-Ozer, J., Fed.
Proceed., 29, 342 /1970/; Srivastave, S. K. a Beutler, E., Arch. Biochim, Biophys. 142,
426 /1971/). Purinové fosforibosyltransferasy, pfitomné v enzymovyich preparitech,

byly bliZe cherekterizovény prozkoumdnim fyzikdlnich & chemickyeh vlastnosti, studiem
kinetickych vlastnosti a objasnénim role v metebolismu nukleovyich kyselinj soubd%ng

byly ovdFovdny i rozmanité zpisoby purifikace enzymi z tk&novych homogendti.

Ze nejzdvaind}8i zjisténi, kterd vzesla z tdchto studif, lze povaZovet ddle uvede~
né skutenostis '
1) Aktivnim meziproduktem v enzymovych reekcich, katalyzovanyjch purinovjmilfosforibosylf
trensferasami je 5~fosfo=-d ~D-ribosa~l-difosfdt,. ktery funguje jako donor fosforibo-
sylovych skupin v reakeis

Purin + 5«f£08fo~d ~D=ribosa~l~difosfdt s==————==—=/purin/nuklecsid~5-monofosfsit +

+ pyrofosfit.
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2) Bxistuji dve zékladni typy purinovych fosforibosyltrensferas, a to adeninfosforibosyl-
transferasa [E.C. 2.4.2.7{], kterd je asktivni vi&i adeninu a nékterim Jeho derivétim,
ale nikoli vidi gueninu a hypoxanthinu,e ddle hypoxanthinfosforibosyliransferasa
[?.C. 2.4.2.8{], aktivni neopek vi&i hypoxenthinu, gueninu, p¥ipadné i xanthinu,

avSak zcela neaktivni viéi adeninu a jeho derivdtim. Urditd nejasnost, zda totiZ
obecnd existuje v biologickyeh systémech jedind fosforibosyltransferesa, ektivni
v381i gueninu & hypoxanthinu, &i zde jde o dva specifické enzymy, neni viak dosud
uspokojive zodpovézens. ’

3) Purinové fosforibosyltransferasy pet¥i k nestebilnim thermolebilnim enzymim. Miras
jejich stebility je zdvisld, mimo jiné, na stupni jejich purifikece, resp. na zple
sobu jejich izolace 2 tkénovych homogendti. Udévd se napiiklad ztrdte 25 aX 35 %
enzymové sktivity edeninfosforibosyltrensferasy izolované z kvasinek, & to b&hem
6 tydnd skledovdni enzymového preparitu p¥i -15 %, ale také ztrdta 33 % enzymové
ektivity v enzymbvém prepardtu iiolovaném z Ehrlichova ascitického tumoru, a to
bhem 3 dni skladovdni p¥i -20 °C,

4) Katalytickd ddinnost obou enzymi je obecns podmingne piitomnosti dvojmocnych ka-

tiontd, zpravidla Mg2+-iontﬁ, ale rovnéz M2t~ nebo ca®*-iontd.

Purifikeci do vysokého stupnéd (1000 a% 1200 ndsobnou) byly edeninfosforidosyl-
transferasa i hypoxanthinfosforibosyltransferasa pYipraveny z kvasinek Schizosaccha-
romyces pombe ve form$ homogennich enzymd o definovend molekulové hmotnosti (Negy,

M. e Rivot, As M., Eur. Je Biochem. 7, 77 /1977/). Tekto vysoce purifikované enzymy
jsou ovdem extrémnd termolabilni & rychle ztrdceji enzymovou ektivitu. Tomu se dé
z84sti zebrdnit jejich pFechovdvénim pFi =20 % v prostfedi 5=208£0= ) ~D=ribo80=l~di-
fosfdtu a chloridu horednatého o vysoké koncentraci; za téchto podminek si enzymy
zachovdveji stabilitu p¥ibliZnd 4 t¥dny. Termolabilitu adeninfosforibosyltransferasy
1lze blokovat ji¥ v pribEhu izolace enzymu z kvesinek, a to nasycenim tkénovych homo-
gendtd kyselinou adenylovou, tedy vlastnim produktem reakce katalyzované zmindnym

enzymenm,

Fosforylace purinovych i pyrimidinovyich nukleosidd ne nukleosid-5~fosfdty v pii-

tomnosti adenosin-5—<trifosfétu probihd podle reakce:

Nukleosid + adenosin-5-trifosfdt se=————————=—"S= nukleosid-5-monofosfdt +

+ adenosin=5~difosfdt

e povafuje se za alternativni proces k doplnéni nukleotidového "poolu" v Zivé bunce,

Fosforylace adenosinu pomoci adenosin-S~trifosfdtu v pF{tomnosti extraktd z kvae
sinek je dokonce historicky prvou zminkou o studiu enzymové syntézy nukleotidu
(Ostern, P, a Terszakowe$, J., Hoppe - Seylers Z. Physiol. Chem, 250, 155 /1937/).
Pozd&ji byl enzym, zodpovddny ze tuto reakei, identifikovédn v déatednd purifikovenych
extraktech z kvasinek, resp. ledvin a jater krdlike (Caputto, Re, J. Biol, Chem. 183,
801 /1951/; Kornberg, A, a Pricer, W, E. Jr., J. Blol., Chem, 193, 481 /1951/) a defi=-
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novén jako adenosinkinasa [E.C. 2+7¢1420,, ATP: Adenosinssifosfotransferasé]. Delsdimu
studiu biologické role enzymu & jeho vlastnosti brdnils vysokd nestabilita, kterd se nae
vic zv&tSovala Umérnd s rostoueim stupném purifikace. Pfesto byly nalezeny zpisoby izola-
ce enzymu z normdlnich i malignich #ivodi3nych tkéni /Schnebli, H, P., Hill, D, L. & Ben=
nett, L. L. Jr, J. Biol. Chem, 242/1997 (1967); Lindberg, B., Klenow, H. & Hansen, K.,

Je Biol. Chems 242, 350 (1967); Lindberg, B., Klenow, H. a Hansen, K., J. Biol, Chem.

242, 350 (1967); Lindberg, B.,, Biochim. Biophys. Acta 185, 245 (1969); Divekar, A, Y.

a Hekela, Mo Ts, Mol. Pharmacol. 7, 663 (1971); Henders&n,_F. Je, Mikoshiba, A., Chu,

Se Yo & Caldwell, I, C., J. Biol. Chem. 247, 1972 (1972)/, které doyolily bliZe charekte~
rizovat substrdtovou specificitu a ndkteré dald{ viestnosti adenosinkinasy a studovaet
Jeji kinetické a molekuldrni vlastnosti, 2 pivovarskych kvasinek bylo dokonce izolovdno
nékolik izoenzymi, vykazujicich adenosinkinesovou aktivitu /LeiBaeh, Te Ko, Speiss,

Goe I., Neudecker, T, J., Peschke, G., Puchwein, G. a Hartman, G. R., Hoppe-Seyler s

Ze Physiole Chem. 352, 328 (1971)/. Enzymy byly izolovdny ve form& molekuldrnd homogennich
polypeptickych retézel o molekulové hmotnosti kolem 40 000, Enzymy jsouvysoce labiln{

& jejich enzymovou sktivitu lze jak p¥i skledovdni, tak v pribéhu purifikadniho procesu
bezpedné uchovet pouze v pPitomnosti adenosinu o vysoké koncentraci (zpravidla 5 mili-
moldrniho roztoku adenosinu), Jako stabilizdtor enzymové ektivity je adenosin specificw
ky a nemiZe byt nshrazen ¥ddnym jinym p¥irozens se vyskytujicim nukleosidem, V urditém
rozsahu mife protektivni ddinky adenosinu nehredit dithiothreitol. Odstransni stabili-
zétord vede k Uplné ztrdtd enzymové ektivity vysoce purifikovanych kines., Proces je '
doprovdzen agregaci enzymovs &ktivnich Jednoduchych polypeptidd v insktivni mekromole-

kuly o molekulové hmotnosti kolem 400 000,

Specificita adenosinkinas izolovenych z riznych zdrojii a rdznymi purifikednimi
postupy je shodné vymezena s ohledem na nukleosidovy substrdt: fosforylaci adenosinu
a nékterych jeho strukturdlnich analog katalyzuji intenzivng, zatimco vadi guanosinu,
inosinu & vSem pyrimidinovyim ribo- nebo deoxyribonukleosidim Jsou zcela inaktivni,
2ZDeoxyadenosin Je fosforylovdn jen zanedbatelnd, a to pouze vysoce purifikovenymi
prepardty enzymu. Substrédtovd specificita adenosinkines vidi donortm fosfdtovych
skupin je podstetnd $irSi; vedle adenosin-S5<trifosfitu lze v uréitych p¥ipadech apli-

’

kovat rovnéZ jiné nukleosid-S:trifosféty, vidy vSek s vyrazné men¥$i G&innosti.

Ketalyticky d&in adenosinkinesy je obecnd podmindn p¥itomnosti dvojmocnyech kation-

8, obvykle Mg2* - nebo Mn2*

~-iontl. Neproti tomu optimédlni pH enzymovych reskeil je
individudlné zdvislé ne zdroji a>zpﬁsobu purifikece adenosinkinesy; v nékteryeh p¥ipa-

dech byla u adenosinkinesy zaznamendna dvé reakdni pH optime,

JestliZe neni pochyb o existenci adenosinkinasy v Zivych bunkdch, pak existence
guanosinkinasy neni prokdzdna, a ndkteré informace v tomto sméru Je nutno brdt jako
predbéind,

Vyéet informeef o biologickfch a fyzikdlnd-chemickych vlestnostech adeninfosforibo-
syliransferasy, hypoxanthinfosforibosyliransferasy a adenosinkinasy, jak je shora
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v piehledu uveden, lze shrnout do t&chto hlavnich zdvérd:

1) P¥{tomnost uvedenych enzyml byla prokdzéna v normélnich i malignich zivoﬁiénjch tké-
nich, v bakterifch a v kvesinkdch. Z kvasinek byly enzymy izolovény v molekuldrné
homogenni.formé.

2) Enzymy katelyzuji v p¥{tomnosti donord fosforibosylovyich, resp. fosfdtovyoh skupin
fosforibosylaci adeninu a guaninu, resp. fosforylaci adenosinu, p¥i Cem# reakdnimi
produkty jsou ribonukleosid=5~monofosfdty adeninu & guaninu.

3) Enzymy jsou nestebilni, p#i SemZ mire jejich nestability zdvisi piedevdim na zpisobu
jzolace z tkénf a vzristd s podtem purifika&nich stuphnde. Osvddenymi stabilizdtory
enzymd jsou bud reakdni produkty nebo vfchozi substrdty ketalyzovanych enzymovych

reakei,

Enzymovéd syntéza radioaktivnlch ribonukleosid-5~fosfdtd adeninu a gueninu o vysoké
molové redioektivitd, znadenych v molekule radioizotopem 14q resp. 3H mé viak své spe=-
eifické zvldstnosti, které ve shora uvedenych studifich se specidlnim zamé¥enim nejsou
yeSeny, které je vSak nutno zésadnd respektovat p¥i ndvrhu technologického modelu pfipre-
vy radioektivnich purinovych ribonukleotidd v preparativnim mEFitku. Jde zejména o tato
specifika:

a) P¥i izolaci enzymi z tkdnovich homogendtd je nezbytné odstranit kventitativnd nukleo-
vé kyseliny a zamezit tek Jejich p¥itomnosti v purifikovenych enzymovych prepardtech,
V opadném p¥ipad¥ nelze vyloudit atakovini nukleovych kyselin nukleasami v pribéhu
enzymovych reakei, coZ vede k gekundérnimu vzniku neaktivnich nukleotidid. Tyto neak-
tivni nukleotidy mohou inhibovat katalytickou Hdinnost enzymi, v kaZdém p¥ipadd viak
gnituji molovou rediosktivitu purinovych ribonukleotidd znedenych radioizotopy.

b) P#iprave redicaktivnich purinovych nukleotidd v technologickém mé¥itku je realizova-
telnd za piedpokladu, Ze jsou k dispozici enzymové preperdty, jejich¥ katalytickd
GSinnost se zachovéd minimdlnd po dobu nékolika tidnﬁvnebo m8sich skladovédni. Bylo
Jif shore uvedeno, Ze dosud publikované postupy p¥ipravy enzymovych systéml vedly
pouze k vysoce labilnim enzymovim prepardtinm,.

¢) Blokovat labilitu katalyzujicich enzymd produkty &i substrdty katalyzovanych reskei,
al ji% v pribshu purifikece nebo skladovdni enzymovych prepardtd, neni v pFipad$
enzymové syntézy radiocaktivnich purinovych nukleotidd moZné, protoZe by dochdzelo
k mnohondsobnému sniZfen{ jejich molové radioaktivity. ’

d) V pripadd enzymové fosforylace adenosinu nelze aplikovat adenosin-S-triIosfét Jako
vieobeond ufiveny donor fosfdtovych skupin, & to opét z divodu p¥ipadného neZddou=

oiho snifeni molové radioaktivity produkovaného adenosin=5-monofosfitu.

Krom® téohto &ist3 radiochemickych aspektd je p¥i navrhovédni nniversélniho enzymo=
vého zplisobu p¥ipravy redioaktivnich purinovych ribonnkleosid-Sirostéta nutno vzit
v dvehu jesté daldf podstatné okolnostis :
A) Metody p¥ipravy rediosktivnich ribonukleosid=5~fosfdtd adeninu & guaninu se obecnd

zem&¥uji phedevdim ne ziskdni adenosin-5~trifosfitu a guanosin-E-trifosfétu jako
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primdrnich prekursord pro studium biosyntézy ribonukleovych kyselin a Fadu dalSieh
studif, Shora uvedené enzymové reakce vyufivajici katalytickych vlesinost{ purino-
vyoh fosforibosyltransferas & edenosinkinesy viaek piFimou syntézu obou zmindnfch
radioektivnich nukleotidd 2z jednodnohjch radioektivnich substrdtd neumoZnuji;
ve viech p¥ipadech jsou finflnimi produkty ribonukleosid-5<monofosfdty adeninu
& guaninu, Nalzeni zpdsobu jednoduché piipravy radiosktivnich ribonukleosid=S5-tri-
fosfdth adeninu & guaninu enzymovou cestou je proto ektudlnim problémem,

B) V enzymovyoh systémech, studujicich vlastnosti fosforibosyliransferes adeninu & gua-
ninu, resp. édenosinkinasy, se zpravidle aplikuji purifikované enzymy, zcela speci~
fické vidi uvedenym substrdtim; katalytické vlastnosti delSich pFitomnyfch enzymd
se obvykle nezkoumaji, Tento p¥istup je pro vypracovdni obecného modelu enzymové
syntézy rediosktivnich ribonukleosid-5-fosfdtd jek adeninu, tak guaninu, navie
o 1libovolnd po¥adovaném stupni fosforylace, nevyhovujici. ReSeni problému spodivd
naopak v pFipravd enzymového prepardtu, obsahujieiho vedkeré enzyﬁy potFfebné k syn-
téze shore uvedené Skdly radiocaktivnich nukleotidl a zbaveného piitom neZddoucich

degradativnich enzymi.

Vyndlez uvddi prévé takovy zplsob enzymové syntézy Sirokého souboru ribonukleosid-
~5<fosfdtd adeninu a guaninu specificky nebo nespecificky znadenych v molekule radio-
izotopem l4¢ respe 3H, jehoZ zdkladem je vyuZiti specifickych katalytickyfch vlastnosti
polyenzymového preperdtu izolovaného nové vypracovanym postupem z kvesinek Saccharo-

myces cerevisgiae.

Princip zplsobu enzymové syntézy radioaktivnich ribonukleosid-5-fosfdtd adeninu
podle predmétného vyndlezu spofivd ve fosforibosylaci radiocektivniho adeninu a guaninu,
resp., fosforylaci adenosinu, p¥ipednd v kombinaci fosforibosylace & fosforylace uvede-
nych radiosktivnich sloZek nukleovych kyée;in, e to katalytickym ddinem specifickyeh
enzymi pritomnyeh v polyenzymovém preperdtu izolovandm z kvasinek Saccharomyces cere=-
vigiase, Zmindné enzymové reekce probihaji v pPitomnosti donord fosforibosylovich sku-
pin, s vyhodou 5~fosfo--D-ribosa-l-difosfétu, ddle v pFitomnosti donori fosfdtovych
skupin, s vyhodou adenosin-5-trifosfitu nebo guanosin-5-<trifosfdtu, pFipadnd v phitome
nosti systému regenerujiciho donory fosfdtovych skupin, s vihodou v p¥itomnosti kreatine
fosfokinagy a kreatinfosfdtu. Pro pribdh enzymovych reakei je Zddouei pFitomnost dvoj-
mocnych kationtd s vyhodou hoPednatych iontl. Enzymové reakce probthaji v ﬁrostfedi
libovolného vhodného pufru s vihodou Tris-HCl pufru o pH 7,5 aZ 8,0 a ddle p#i opti-
mélni reakdni teplotd, & vyhodou p¥#i 37 °c.

Polyenzymovy prepardt z kvaesinek Saccharomyces cerevisiag se pPipravuje ddle po-
psanjm zpisobem, Cerstvd kultura kvasinek se suspenduje v 0,02 M Tris-HC1l pufru
o pH 7,5 & vzniklé suspenze se odst¥edi p¥i 5 000 x g & 0 aZ 4 °C bhem 40 minut
(pokud to neni vyslovnd uvedeno jinaek, tak i vSechny dalsi operace se provdddji
pfi 0 a% 4 °C a v prostiedi 0,02 M Tris-HCl pufru o pHA7.5).Supernatantni frakce

se odstran{ a sediment se znovu suspenduje v pufru tak, Ze 0,8 a% 1,0 g vlhké véhy
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kvasinek pifipadd ns 10 ml pufru. Suspenze se homogenizuje ulirezvukem (p¥{kon 60 Watt,
frekvence 22 kHz) po dobu 2 minut, Homogendt se zoentrifuguje p¥i 25 000 x g b&hem

30 minut & bunédné debrity se odstrani. K supernatantni frakei se postupnd pFiddvd
15% vodny roztok streptomycinsulfdtu, jim# se totdlnd vysrdfeji bund¥né nukleové
kyseliny. Po jejich odstrandni odst¥eddnim p#i 30 000 x g bshem 20 minut se &iry
roztok dvoustupnovd saturuje pevnym siranem amonnym, V prvém stupni se sycenim roztoku
ne 50 % saturace vysréieji,kontaminndici bilkoviny e pigmenty, které se odstrani od-
astPeddnim, Ve druhém stupni se sycenim roztoku siranem emonnym ne 85 % a ndsledujicim
sténim p#i 0 a¥ 4 °C po dobu n¥kolika hodin vylou¥i sre¥enina, kterd se odstiedd,
rozpusti v pufru, a podrobi gelové filtraei (G-25 /coerse/). Touto frakcionaci se zis~
ké surovy polyenzymovy prepardt, zbaveny siranu amonného a streptomycinsulfdtu, a ten
ge ddle purifikuje ve dvou stupnich ne DEAE-gcelulose, V prvém stupni se polyenzymovy
prepardt adsorbuje na DEAE-celulose a zbavi se konteminujioich bilkovin promytim
pufrem; promyvini se ukon¥i v okamfiku, kdy eludni roztok vykazuje nulovou absorbanci
p#i 280 nm. Desorpce polyenzymového prepardtu se provede 0,25 M roztokem chloridu
sodného v pufru, Ve druhém stupni se roztok polyenzymového prepardtu nejprve desetinde
gobnd z¥ed{ pufrem, znovu se adsorbuje na DEAE-celulose & promyje 0,05 M roztokem
chloridu sodného v pufru, Desorpce polyenzymového prepardtu se uskutedni 0,175 M roz-
tokem chloridu sodného v pﬁfru. Roztok polyenzymového prepgrétu se rozddli ns men3i

podily, které se skladuji p#i -20 °C.

V polyenzymovém prepardtu, izolovaném shora popsenym zpisobem z kvasinek Seocha=
romyces cerevisise, byla bezpednd prokdzdna existence ddle uvedenych enzymd, jejichZ
ketalytickych vlastnosti bylo bud jednotlivd nebo v jejich vzdjemné kombinaoi vyuZito
k enzymové syntéze ribonuklecsid-5~fos?4td adeninu a guaninu, znadenych v molekule
radioaktivnimi izotopy 140, resp. 3H:

1, Adenosinkinase [E.C. 207e1le204, ATP: adenosin—5:fosfotransferas§].

2o Adeninfosforibosyltransferasa [E.C. 2e44e24Tey AMP: pyrofosfétfosforibosyltransferasq],

3+ Hypoxanthinfosforibosyltransferase [E.G. 2e442484, IMP: pyrofosfdtfosforibosylirans-

ferasa].

44 Ribosofosfétpyrofosfokinasa[?.C. 2.Te6ele, ATP: D=ribosa=-5-fosfdtpyrofosfotrans~
ferasa}.

5 Nukleosidmonofosfdtkinase [E.C. 2¢Tebdeds, ATP: nukleosidmonofosfétfosfotranaferaaq].

6. Nukleoslddifosfdtkinasa [g.C. 24Teheby, ATP: nnkleosiddifosfétfosfotransferasg].

Naproti tomu byly v pribdhu purifikednfho procesu odsirandny z polyenzymového pre-
pardtu degradetivni enzymy, zejména enzymy ze skupiny nﬁkleotidfosfohydrolas, eminohyd-
rolas a ATP-fosforylas. Degredativni enzymy byly eliminovény bud zcela nebo do té miry,
%e jejich pFitomnost ji% podstetnd neovlivnuje Uinnost enzymd katelyzujicich syntézu
radiocaktivnich nukleotidds, Z polyenzymového prepardtu byly krom& toho kvantitativn®
odstrandny nukleové kyseliny, takZe se nesni¥uje molovd radioaktivita vznikasjieich
nukleotidd,.
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Diky témto vlastnostem sloufi uvedeny polyenzymovy preparit k produkei Sirokého
souboru radioaktivnich ribonukleosid-5-fosf4tl adeninm & guaninu, a to tim, Ze kataly-
zuje reakce adeninu, guaninu, resp. adenosinu s rozlidnymi donory fosfétovych, resp.

fosforibosylovych skupin, Hlavni moZné reekdni kombinace uvddime v tomto pFehledu:

Redioaktivni akceptor Neradioaktivni donor Produkt
1. Adenint 5=Fosfo= & ~Deribosa~l-difosfdt Eﬁdenin+]Adenosin-Simono-
} fosfdt
2. Guanin® 5=F0810m dJ=D-ribosa-1-difosfdt [guanin*] Guanosin~5-<mono-
fosfét
3. Adenosin* Guanosin-5~trifosfit Adenosin*-5Zmonofostdt
4, Adenosint Guanosin-S:trifosfét; Adenosin®-52trifosfdt

Kreatinfosfdt a kreatinfosfo-

kinasa
5, Adenin® 5-Fosfo~d -D-ribosa-l-difosfdt; Eadeninf]Adenosin-BItri-
Guanosin-5-trifosfdt; fosfdt

Kreatinfosfdt a kreatinfosfo-

kinasa

+ Specificky &1 nespecificky znaleno radioizotopem 140 nebo 3H

Okruh produktd hlavnich reekénich kombinaei se roz3i¥uje o dal3i typy vyb&rem
rizné znalenych radioaktivnich substrdtl (znafené radioizotopem 140 resp. 3H ZNn8=-
cené v molekule specificky &i nespecificky, a pokud je vychozim substrdtenm adenosin,

tedy znadené bud v bdzi nebo v ribosylovém zbytku).

K doseZeni optimdlnich pfemdn typu purin /purin/rivonukleosid~
-S:monofosfét, katalyzovanyeh specifickymi purinfosforibosyltransferasami, p¥itomny-
mi v polyenzymovém prepardtu z kvesinek, bylo nalezeno vhodné sloZeni komponent vy=
chozi reakdni smdsi v moldrnim pomsru adeninlgﬁanin/: 5«£05£0=~ ) =D=ribosa~l-difosfdt:
¢ chlorid hofelnaty = 1 : 4 : 10, Podstatnym snifenim koncentrace hoFednatjoh iontd
aZ na moldrni pomdr bdze : hoFrednaté ionty = 1 : 1 se sni¥f i stupeﬁ konverze, zatime
co zvySeni koncentrace ho¥ednatych iontd je bez podstatného vlivu. Extrémnt snifend
nebo zvySeni moldrniho poméru donoru foéforibosylovjch skupin vi&i radiosktivni bdzi,
hapfiklad na hodnotu 1 ¢ 1 nebo 10 : 1, vede v kaZdém p¥ipad® ke sni¥eni produkce

radiosktivnich ribonukleosid=-5~monofosfitd.

Stupen konverze radiosktivniho guaninu, resp., adeninu na ribonukleosid-5<monofose
£4t, lze vyraznd ovlivnit mnoZstvim aplikovaného polyenzymového prepardtu; optimdlni
mnoZstvi preparétﬁ izolovanych z riznych SerZi kvasniénych kultur se stanovuje vidy

znovu pro keZdou pokusnou sérii enzymovych reakei,

P#i volbé 0,02 M Tris-HC1l pufru jako reakdniho prost¥edi byls nalezena dvé reakdn{
optima, a to p#il pH 7,5 aZ 8,0 a p¥i pH 9,0, Optimdlni teplota reakdnfho prostiedi je
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37 °C, V zdvislosti na koncentraci sloZek reakdn{ smési, mnoZstvi polyenzymového prepa-
rétu a jeho enzymové aktivitd se pokusnd urdi optimdlni reekéni dobas

P¥i dodr¥eni shora uvedenfch optimélnfch reskdnich podminek se dosahuje a¥ 90 %
premdny rediosktivniho adeninu, resp. gueninu na odpovidejiei ribonukleosid=5-monofos=
fé.ty.

Skladovdnim polyenzymového prepardtu p¥i =20 °¢ po doBu 14 tydnd se enzymovd ekti-

vita purinovyich fosforibosyltrensferas sniZi o 16 %e

V alternativé pro piimou pieménu radioaktivni bédze na ribonukleosid-5-trifosfdt,
zejména pek pro p¥ipad pFimé konverze redicaktivniho adeninu na adenosin-5-trifosfdt,
ge zachovaji stejné podminky jeko p¥i enzymové syntéze adenosin-5-monofosfitu. Pouze
slofeni vychoz{ reakini sm&si se doplni o guenosin-5-trifosfdt jako donor fosfdtovych
skupin, a to obvykle v moldrnim poméru adenin : guanosin-5-<trifosfdt = 1 : 20, a ddle
o systém kreatinfosfdtu a kreatinfosfokinasy, urdeny k regeneraci donoru foasfdtovych
skupin, P¥i dodr¥eni uvedenych reakdnich podminek prob&hne v optimdlni dobé reakce

pihem¥na adeninu na adenosin-5-trifosfdt nae 90 aZ 95 %.

Jeko del¥i mo¥né verianty enzymové syntézy radioektivniho purinového nukleotidu
pomoe{ polyenzymového prepardtu, izolovaného z kvasinek Saccharomyces cerevisise, lze
vihodnd vyu¥it katalytickych vlastnosti adenosinkinasy, p¥itomné v polyenzymovém pre=

pardtu, a to pro premdnu radioaktivniho edenosinu na adenosin-5<monofosfdt.

Pro tento pripad bylo zvoleno slo¥eni vfchoz{ reekdni smési v moldrnim poméru
adenosin ¢ chlorid hofednaty @ guanosinPS:trifosfét-s 1:5: 10; Reakce probihd
v prost¥edi 0,01 M Tris-HC1l pufru o pH 8,0 p¥i teplotd 37 %¢, P#i shora zvolendm
gloZeni reakdn{ smdsi a moldrnim zastoupenf jednotlivych sloiék mé ne pribdh reakce
vireznf vliv mnoZstvi aplikovendho polyenzymového prepardtu. Urdeni optimdlniho mnoZ-
stvi polyenzymového prepardtu i reak¥ni doby se F{d{ stejnymi zdsademi jJako v pFedcho~
zich uvedenfoh piipadech. P¥i dodrZeni optimdlnfho reakénfho reZimu dosshuje stupeﬁ

konverze radioakiivniho adenosinu na adenosin=5-monofosfit aZ 90 %.

Adenosinkinase je enzym dostatednd stebilnf; p¥i skladovéni polyenzymového pre=-
perdtu po dobu 18 tydnd p¥i -20 % se jeji enzymovd aktivite nem$ni,

P#i zachovédni reskdnich podminek, uvedenfch pro syntézu radiosktivniho adenosin-
~5imonofosfdtu z radicaktivnfho adenosinu, ale po doplndni vychozi reakén{ smési o sys-
tém kreatinfosfdtu a krestinfosfokinasy, se ektivizuji nukleotidkinasy piitomné v poly
enzymovém prepardtu & doséhne se p¥imé pFemdny radioektivnfho edenosinu na edenosin-
~5<trifosfdt minimdlnd z 90 %.

Radioaktivni ribonukleosid-5-difosfdty edeninu nebo guaninu mohou po dpravé
reakdnich podminek vznikat jeko vedle)s{ produkty p¥i fosforibosylaci, resp. fosfory-
laci adeninu, guaninu nebo adenosinu, JestliZe jsou radiosktivni ribonukleosid-5-di-
fosfdty adeninu e guaninu jedinymi poiadovanjm; produkty, Je moZné s vihodou postupo=
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vat podle obecné metody pfipravy redioaktivnich nukleosid-5-difosfdtd, kterou jsme po~
- {
psali d¥ive (viz &s. patent 3. 138399).

Izolace radioaktivnich ribonukleosid-5-fosfitd adeninu a guaninu z reekénich smési
se provddi po deproteinaci inkubaénich roztokl chromatograficky. U l4tek s vysokou mo-
lovou radioaktivitou je vyhodnd papirovd chrometografie v ndkterém z tdchto rozpoudtdde
lovych systémis
a) l-butanol - aceton - kyselina ootovd - 5%nf hydroxid amonny « ¥od& (9 : 3 : 2 : 2 : 4)
b) l-butanol - l-propanol ~ hydroxid ambnni ~voda (7 :5 : 7 3 2)
¢) l-butanol - kyseline ootovd -~ voda (4 : 1 : 5)

Shore uvedenymi postupy enzymové syntézy se aplikéei polyeénzymového prepardtu izo-
lovaného 2z kvasinek Seccheromyces cerevisise a vhodnou volbou donorti fosforibosylovych
resp., fosfdtovyich skupin pfipravugi z radioektivniho adeninu; guaninu nebo adenosinu
odpovidejici ribonukleosid-5-fosfdty, a to bez ne¥ddouciho snifeni molové redioesktivity
a o poZadovaném stupni fosforylace. Zplisoby p¥ipravy t&c¢hto radioaktivnich nukleotidd,
140’

znadenych v molekule radioizotopy resp. 3H, Jsou uvedeny v p¥ikladech, ani? je

tim omezena eplikaini Si¥e pouZitého piincipu.

Piikled 1
Enzymové syntéza [y-l4c]adenosinn5:monofosfétu

Smé&s [p—14cjadenosinu (1 /um01; molovd rediosktivite 11 100 MBq.mmol-l), chloridu
hotednatého (5 /umol) a guanosin~5~trifosfdtu (10 /umol) byle rozpuSténa v 0,6 ml
0,1 M Tris~HCl pufru o pH 8,0 & inkubovdna s 0,4 ml polyenzymového prepardtu z kvesinek
Saccharomyces cerevisiae po dobu 1 hodiny & p¥i 37 °C. Reakdnf smds byle po termické
denaturaci polyenzymového prepardtu & jeho odstrensni chromatografovédne preparativng
v systému l-butanol -aceton ~ kyselina octovd = 5%ni hydroxid emommy - voda
(9 ¢ 3¢2:2:4) na papife Whatman &, 3, v sestupném uspo¥dddni, p#i laboratornf
teplotd a po dobu 20 hodin. Konverze [U-'*c]adenosinu na [ﬁ-14q]adenosin~5$monorosfét
probéhle na 91,3 %. VedlejSimi produkty reekce byly nezreagovany [U-14é]adenosin
a [U-l4c]adenosin-5:dirosfét v mnoZstvi 4,7 % resp. 4,0 % celkové radiocaktivity reakd-
ni smégi, [U~14QIAdenosinpszmonofosfét byl 2z chromatografického papiru eluovdn desti-~
lovanou vodou a jeho radiochemickd distota ddle ovéY¥ena papirovou chromatografif
v delSich rozpoudtédlovych systémech (l-butanol - kyselina octovd ~ voda /4 : 1 : 5/;
l-butanol « l«propanol - hydroxid amonny - voda /7 : 5 ¢ 7 ¢ 2/; kyselina izolméselnd -
~ hydroxid amonny - voda /66 : 1,5 : 33/), ve kterych byl indetifikovdn jako radio-
chemicky distd 14tka, Celkové bylo ziskdno 8,9 MBq [U-14Q]adenosiné5:monofosfétu 0 mo-
lové radioaktivité ll_lOO,MBq.mmql'l, tje T8 % radiocsktivity vichoziﬂs [F-14q]adenosinu.
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P¥{kled 2
Enzymové syntéze [p—l4é]adenosinupﬁitrifosrétu

Smés [U-l4é]adenosinn (1 /um01; molovd radioaktivita 11 100 MBq.mmol'l); ehloridu
hoYednatého (5 /umol), guanosin~5=trifosfétu (10 /umol), kreatinfosfdtu (7 /umol)
a kreatinfosfokinasy (0,02 mg) byla rozpusténa v 1,0 ml 0,1 M Tris~HCl pufru o pH 8,0
a inkubovdns s 0,2 ml polyenzymového prepardtu z kvasinek Seccharomyces cerevisiae
po dobu 6 hodin pPi 37 %¢, Po odstrandni polyenzymového preparitu termickou denaturact
byla reakdni smds preparativnd chromatografovéna stejné jeko v piPedchozim piipadd
(viz p¥fklad 1). Chromatografickou analyzou bylo zjiSténo %e konverze [U-14q]adenosinu
na [U-14C]adenqsin~55trifosfét probéhle na 88 %, daldimi slo¥kemi reakdni smdsi byly
ﬁLﬂAC]adenosinpsidifosfét 8 nezreagovany [U-l4djadenosin, v obou piipadech v mnoZstvi
6 % celkové radioasktivity reekdni smési, [U-l4q]AdenosinPS:trifosrét byl z chromatogra-
fického papiru eluovdn smdsi etanol - voda - hydroxid emonny (20 : 78 : 2) a jeho ra-
diochemickd &istota byla ovdiena ve stejnych rozpoudtddlovych systémech jako v pPedcho-
zim p¥ipadd (viz p¥fklad 1). Celkové bylo ziskdno 8,3 MBq [U-l"'c]adenosin-‘s.'trirosfétu,
tje 75 % radicaktivity v§choziho [?-14d]adenosinu, a to o radiochemické Jistotd vyss{
ne¥ 97 % & molové redioektivitd 11 100 MBq.mmol™>,

Priklad 3
Enzymovéd syntézav[ﬁdenin—l4C/UZ]adenosinFS:trifosfétu

Smée [?-l4q]adeninu (1 /um01; molovd radioektivite 7 400 MBq.mmol'l), S5=fosfo=oy=
=D=ribosa~l~difosfdtu (4 /umol), chloridu hofednatého (30 /umol), guanosin-5-trifosfdtu
(20 /umol), kreatinfosfdtu (7 /umol) a kreatinfosfokinasy (0,02 mg) bylo rozpudténo
v 1,0 ml 0,1 M Tris-HCl pufru o pH 8,0 & inkubovdna s 0,4 ml polyenzymového prepardtu
z kvesinek Saccharomyces cerevisiae po dobu 4 hodin pii 37 °C, Po termické densturaci
e odstrandni polyenzymového prepardtu byle reakdni smds podrobena kvalitativni chrome-
tografické analyze; bylo zjisténo, Ze konverze [U-14Q]aden1nu na [?denin~14C/UZ}adeno-
sin-5~trifosfdt probdhle na 97 % a jedinou dalsi radioaktivni sloZkou reakdni smdsi
byl nezreagovany [p-14c]adenin. Reakdni sm&s byla preparativné chromatografovédna na pa-
pife Whatman 8., 3 v systému l-butanolu nasycenédho vodou, & to po dobu 24 hodin, p#i la-
boratorni teplotd a v sestupném uspordddni. [édenin~14C/UZ]Adenosin—SItrifosfét byl
z chromatografického papiru eluovdn smési etanol - vode - hydroxid amonny (20 : 78 1 2)
a jeho radiochemické Sistota byla ovéFena papirovou chromatografii ve stejnyoh roz-
poudtédlovyoch systémech jako v pifedchozich piipadech (viz p¥ikled 1), Celkové bylo
ziskdno 6,07 MBq adenin-l4C/U{]adenosin95£tr1fosfétu, coZ je 82 % radioaktivity
vychoziho [U-l4é]adeninu o molové radioaktivitd 7 400 MBq.mmol"l e radiochemické

Sistotd vysSi neZ 97 %.
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P¥iklad 4
B 14 .
nzymovéd syntéza |8-""C|adenosin=5-monofosfitu

Smés [8-140] adeninu (8 ,umol; molové radicaktivite 1 850 MBqemmol™l), 5-fosfo -
~D=ribosa~-l=-difostdtu (32 /umol) a chloridu ho¥ednatého (120 /umol) byla rozoudténs
v 6,0 ml 0,1 M Tris-HC1l pufru o pH 7,5 & inkubovdna s 5,0 ml polyenzymového prepardtu
z kvaginek Seccharomyces cerevisise p¥i 37 °¢ po dobu 3 hodin, Inkubace byla ukonSens
zehPdtim reakdni sm&si ve vrouei vodni l4zni po dobu 3 minut & odstrandnim densturove-
ného polyeﬁzymového prepardtu, Chromatografickou analjzou bylo zjiSténo, Ze reakdni
smés obsehuje pouze dvd radioaktivni 1ldtky, a to [§-14d}adenosin-S:monofosfét v mnoZe-
stvi 94 % a [é-l4c]adenosin v mnoZstvi 6 % celkové radioaktivity reakdni{ smisi, Findle
ni smés byla preperativnd chromatografovéne na papife Whatmen &, 3 v soustavd l-butae
nolu nesyceného vodou, & to gestupnd po dobu 24 hodin a pPi laboratorni teploté,
[8-14C]Adenosin~5:monofosfét byl z papiru eluovdn vodou a rechromatografovin na papite
Whatman &, 3 v systému l-butanol - l-propanol - hydroxid eamonny - voda (7 : 5 &+ 7 : 2),
v sestupném uspordddni, p#i laboratorni teplotd & po dobu 18 hodin; z chromatografic=
kého papiru byl radioektivni nukleotid eluovdn opdt destilovanou vodou., Celkovs bylo
ziskdno 10,4 MBq radiochemicky &istého [8-14C]adenosin~5:monofosfétu, tje 70 % radio-
aktivity vychoziho [?~14C]adeninu o molové radioektivité 1 850 MBq.mmol-I; redioche~

mickd Eistota nukleotidu byla ov&¥ena ve stejnych rozpoustddlovych systémech jako

v predchozich p¥ipadech (viz p¥fklad 1).

P¥iklad 5
Enzymovs syntéza Eguanin~l4C/UZIguanosin—5:monofosfétu

Smésg [U-l4é]guaninu (1 /umol; molovd radioaktivita 7 400 MBq.mmol_l), 5=f0SL0~ )=
~D=ribosa-l-difogfdtu (4 /umol) a chloridu ho¥ednatého (15 /umol) byle rozpusténs
v 0,8 ml 0,1 M Tris-HC1l pufru o pH 7,5 & inkubovéna s 0,4 ml polyenzymového prepardtu
z kvasinek Saccharomyces cerevisiae p#i 37 °¢ po dobu 3 hodin, Po termické denaturaci
& odstransni polyenzymového prepardtu byle reekdni smés preparativné chromatografovéna
na papi¥e Whatman &, 3 v systému l-butanol - kyselina octovd - voda (4 :1:5) v sestup~
ném uspo¥dddni a p¥i laboratorni teplotd po dobu 18 hodin. Analyticky bylo zjiSt¥no, Ze
reakdni sm8s obsahuje Eguaninpl4C/U[]guanosinPS:monofosfét v mnoZstvi 85 %,
[guanin~14c/U(]guanosin v mnozstvi 9 % a ELJAC]guanin v mnoZstvi 6 % celkové radioak
tivity. Radioaktivni nukleotid byl z chromatografického papiru eluovédn destilovanou voe
dou & rechromatografovdn ne pepife Whatman &, 3 v soustavd l-butanol - aceton - kyselins
ostovéd = 5%ni hydroxid amomny - voda (9 : 3 : 2 : 2 ¢ 4) po dobu 20 hodin, opét v sestup-
ném uspoidddni a p¥i laboratorni teplots, Celkové bylo ziskdno 4,6 MBq radiochemicky
¢istého [guanin~l40/U/]guanosinpsﬁmonofosfétu, tj. 62 %\rédioaktivity vychoziho
[#-14C]guaninu o molové radiocaktivité 7 400 MBq.mmol'I; radiochemickd Sistote radioak-
tivaniho nukleotidu bylae ovd¥ena ve stejnfch rozpoudtddlovyich systémech jako v pYedcho-
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zich p¥ipadech (viz p¥iklad 1).

PYedmét vyndlezu

Zplisob enzymové syntézy radioaktivnich ribonukleosid-5~fostdtd adeninu a guaninu,

140, prfpedn¥ 3H, zeloZeny

znedenych specificky nebo neapecifibky radioizotopem
na fosfoiylaoi radioaktivniho adenosinu, resp. fosforibosylaci radioasktivniho adeninu
e guaninu a nésledné fosforylaci vzniklych ribonukleosid-5-monofos?4td katalytickjm
ddinem enzymi z kvasinek, vyznaleny tim, Ze se enzymovd syntéza radioekitivnioh ribo-
nukleosid~5-fosfdtd adeninu & guaninu o poZadovaném stupni fosforylace uskutednuje
¥{zenym zpisobem jednostupnovou reakei, v pFitomnosti polyenzymového prepardtu

2 kvasinek Saccharomyces cerevisiae, v pF{tomnosti donord fosforibosylovyeh, reap.
fostdtovych skupin, & vyhodou 5=fosfo=d ~D=ribosa=l-difosfdtu resp. edenosin=5<tri-
fosfitu nebo guanosin-5-trifosfdtu, ddle v pFitomnosti kreatinfosfdtu a kreatinfos-

fokinasy & v p¥itomnosti ho¥ednatych iontd.
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