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Vynalez se tyka navazovani funkcionalizo-
vanych derivatd adeninu pomoci kovalenini
vazby na makromolekuldrni slouceniny.
Funkcionalizované derivaty adeninu, popsa-
né v &s. patentu €. 202 046 majl v poloze 8
w-kraboxylovy postranni PFetézec a jsou od-
vozeny od slou€enin obahujicich adeninové
jadro, naptiklad nikotinoylamidu, dinukleo-
tidu adeninu (NAD?*), fosfdtu dinukleoti-
du nikotinoylamidadeninu (NADP*), ade-
nosintrifosfdtu (ATP), adenocsindifosfatu
(ADP), adenosinmoncfosfatu (AMP), adeno-
sinu nebo adeninu. VétSina téchto sloude-
nin mé velky vyznam v biochemii.

Piedmé&tem vyndlezu je zplisob pripravy
makromolekularizovanych derivatu adeni-
nu, obsahujicich alespoil jednu jednctku o-
becného vzorce I
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je odvozen od slouCeniny vybrané z dinukle-
tidu nikotinoylamidadeninu, fosfatu dinu-
kleotidu nikotinoylamidadeninu, adenosin-
monofosfatu, cyklického adenosinmonofos-
fatu, adenosindifosfatu, adenosintrifosfatu,
adenosinu a adeninu, ktery spoivd v tom,
¥e se funkcionalizované derivdty adeninu
obecného vzorce II

NHy,

N/l N
AP S(CH IR COOH

| (rn

kde

n je celé &islo 2 aZ 4,

nechaji reagovat pri teploté 5 aZ 50 °C v
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prostfedi vody, popfipadé ve smési s orga-
nickym rozpou$tddlem misitelnym s vodou,
v pritomnosti vodorozpustného nebo neroz-
pustného karbodiimidu jako kondenzacni-
ho &inidla, s polymerem, obsahujicim ales-
poit jednu primédrni nebo sekundarni ami-
noskupinu, vybranym z polylysinu, w-amino-
alkylpolyanilamidd, polysacharidovych este-
ril w-aminoalkylkarbamovych Kkyselin, po-
lyvinylaminu, e-aminoalkylesterd a «-ami-
noalkylamidfi polyglutamové Kyseliny, ami-
noalkylsilanizovanych sklen&nych mikroku-
licek a polyethyleniminu.

Prikladem vodorozpustného karbodiimidu
je N-ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)kar-
bodiimidhydrochlorid, jako nerozpustného
karbodiimidu lze pouZit N,N’-dicyklohexyl-
karbodiimidu. Jako rozpoust&del misitelnych
s vodou lze pouZit napfiklad pyridinu, te-
trahydrofuranu, dioxanu a daldich. Vyhod-
né je pracovat pfi teploté mistnosti.

Funkcionalizovanych derivatd napfiklad
NAD, ale i ostatnich uvedenych sloulenin
lze po navazédni na vodorozpustné nebo vo-
dorozpustné makromolekuldrni latky pou-
#it jako nedifundovatelnych koenzymil ne-
bo v afinitni chromatografii.

V pripadé navazdni na vodoroz-
pustné makromolekuldrni latky mohou byt
vzniklé produkty pouZity jako nedifundova-
telné vodounerozpustné makromolekularizo-
vané koenzymy. Tyto latky rozSifuji moZnosti
pouZiti zndmych enzymatickych systémd,
ve kterjch je enzym fyzicky zabudovén v
nerozpustnych poréznich strukturédch, jako
jsou vldkna, polyakrylamidovy gel, mikro-
kapsle apod., které jsou nepriichodné pro
makromolekuly. Dtsledkem fyzického zabu-
dovéani vodorozpustného makromolekulari-
zovaného koenzymu do enzymu nebo poly-
enzymatického systému je ve skuteCnosti to,
Ye jak enzym, tak koenzym zistédvaji v tés-
ném kontaktu a je znemoZnéno rozptyleni
koenzymu ven z uzaviené struktury. Tento
jev neni u pFirodniho koenzymu moZny
vzhledem k jeho nizké molekulové hmot-
nosti. V pfipadé navazéni na vodoneroz-
pustné makromolekuldrni slouceniny lze
produktd pouZit v afinitni chromatografii
nebo pro enzymatické reakce v heterogenni

f4zi,- pritemZ je moZno regenerovat koen- -

Zy1I.
Priklad 1

Priprava dinukleotidu nikotinoylamid-8-
- (polyethylenimin-3-karbonylethylthio)-
adeninu.

e
I, n = 2, ——Nz\z zbytek polyethyleniminu
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K 0,76 ml vodného roztoku polyethylen-
iminu (33 % hm./objem) upraveného na
pH 5 konc. kyselinou chlorovodikovou se
pridd 39 mg dinukleotidu nikotionylamid-
-8-(karboxyethylthio)adeninu

I, n = 2
NH,,

N= ﬁ}_ = zbytek NAD*
l\\NI'i’

rozpusténého v 0,5 ml vody, a 40 miligra-
mid hydrochloridu N-ethyl-N’-(3-dimethyl-
aminopropyl)karbodiimidu rozpusténého v
0,5 ml vody.

Reakéni smés upravend na pH 4,8 pfi-
davkem 2 M HCIl se mich4 pfi teploté mist-
nosti b&hem 48 hodin za udrZovédni pH 4,8
b&hem prvnich tf{ hodin p¥idavkem 0,1 M
HCl. Reakéni smés zfedénd vodou na 20
ml se pak piemisti do centrifugacni zku-
mavky a vysrdZi se 20 ml 1M fostdtového
pufru p¥i pH 6. Odstfeduje se po 10 minut
pii 39000 g a roztok se zbavi polymerni
sraZeniny dekantovanim.

Aby se dédle polymer vyéistil, rozpusti se
v-4 ml 2 M roztoku chloridu sodného a
0,05 M acetdtového pufru pfi pH 5,5 a tak-
to ziskany roztok se doplini 16 ml vody, zZno-
vu vysrdzi 20 ml 1 M fosfdtového pufru pfi
pH 6, odstifedi b&dhem 10 minut p¥i 39 000
g a polymer se oddéli dekantacl.

Tento d&istici postup se opakuje alespoii
ctytikrat.

Znova rozpuitdny produkt v 2 M roztoku
chloridu sodného a 0,5 M acetdtového pui-
ru pii pH 5,5 se dialyzuje oproti 1 1 dav-
kdm 1.104 HCI b&hem &ty¥ dnd, pFi€emZ se
roztok kaZdého dne vymséiiuje.

Mrazovym vysuSenim zbytku po dialyze
se ziska 223 mg polymerniho derivdatu NAD
0 hodnoté An.x 276,5 nm.

Celkové mnoZstvi NAD vazané na polymer
se stanovi méFenim absorbance pi#i 276,5
nm za predpokladu, Ze extinkcni koeficient
je stejny jako u NAD derivdtu II (¢ 18 800
M1lcml).

Stanoveni koenzymaticky aktivniho NAD
vazaného na polymer se provede kvantita-
tivni enzymatickou redukci alkohol—dehyd-
rogenédzou z kvasnic v 0,1 M tris pufru pfi
pH 9 v pFitomnosti 0,2 methanolu a 0,5 M
semikarbazidhydrochloridu. )

Ze spektrofotometrického méfeni pfi 340
nm u NADH derivatu, ktery vznikl, vyply-
vd, Ye na kaZdy gram polymeru je vazdno
115 umol enzymaticky redukovatelného NAD,
coZ odpovid4 tomu, Ze 90 % celkového NAD
je vdzano na polymer.

Takto ziskany makromolekularni NAD je
koenzymaticky aktivni s mnohymi dehyd-
rogenédzami. Napifklad s alkohol—dehydro-
gendzou z kvasnic rychlost enzymatické re-
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dukce makromolekuldrntho NAD ¢ini 50 %
ve srovndni s prirozenym koenzymem. Sta-
noveni se provadi v této inkubalni smési
(1,0 ml): tris.HCI 83 umol, ethanol 166 umol,
semikarbazid.HCl 42 umol, koenzym 0,1
umol [vztaZeno na vdzany a enzymaticky
redukovatelny NAD), enzym 0,2 ug, pH 9,0,
inkuba¢ni teplota 25 °C. Rychlost redukce
se stanovi pPirlstkem absorbance pri 340
nm.

Priklad 2

P¥iprava dinukleotidu nikotinoylamid-8-
- (polylysin-2-karbonylethylthio)adeninu

I, n =2 —N = zbytek polylysinu
NH,,
NZ | N . N
|\\ |/[___ == zbytek NAD
N N

K 50 miligram@m hydrobromidu polylysi-
nu pFibliZné o molekulové hmotnosti 50 000
rozpu$téného v 0,5 ml vody se pfidd 40 mi-
ligramii dinukleotidu nikotinoylamid-8-(kar-
boxyethylthio)adeninu

II,n=2
NH,,

N= N
| | = zbytek NAD®
~ -
kN N

rozpu$téného v 0,5 ml vody, a 40 miligra-
mi N-ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl}-
karbodiimidhydrochloridu rozpusténého v
0,5 ml vody.

Reakéni smés se upravi na pH 4,7 0,1 M
NaOH, michd se b&hem 24 hodin pfi teploté
mistnosti za udrZovani pH pfi 4,7 b&hem
prvnich tii hodin pfidavkem 0,1 M HCL

Za tychZ podminek se pridalo dalSich 40
mg karbodiimidu v 0,5ml vody a v michédni
se pokracCovalo dale po 24 hodin.

Reakéni smés zfedénd vodou na objem
15 ml se prenesla do centrifugaéni zkumav-
ky a vysrdZela 10 ml 0,15 M fosfatového
pufru pri pH 6.

Odstfedovalo se po dobu 10 minut pii
19000 g a roztok se od polymerni sraZeni-
ny dekantoval.

K dal8imu vyliSténi se polymer rozpusti
v 1 ml 2 M roztoku NaCl a 0,05 M acetéto-
vého pufru p¥i pH 5,5, takto ziskany roztok
se. doplni 15 ml vody a znovu vysrdZi 10 ml
0,15 M pyrofostatového pufru o pH 6, pak
se héhem 10 minut odstfedi pfi 39000 g a
polymer se izoluje dekantaci.

Tento ¢&istici postup se opakuje alespori
je§té Ctyrikrat. Produkt rozpu$tény v 2 M

8

roztoku chloridu sodného a 0,06 M aceté-
tového pufru o pH 5,5 se dialyzuje b&hem
48 hodin oproti 500 ml 3 M roztoku chlori-
du sodného.

Dialyzuje se pak oproti 2 mol podilitm
1.104¢ M HCl po dobu &tyi dnii, pFidemZ
se roztok denné méni.

Mrazovym vysuSenim dialyzatniho zbyt-
ku se ziskd 34 mg polymerniho derivdtu NAD
0 hodnotd A,.x 276,5.

Celkové mnoZstvi NAD vazaného na po-
lymer se stanovi méFenim absorbance pri
276,5 nm za predpokladu, Ze extink&ni koe-
ficient je stejny jako u derivéatu II NAD (e
18 800 M'lcm1). Koenzymaticky aktivni NAD
vazany na polymer se stanovi kvantitativni
enzymatickou redukci alkohol-dehydroge-
ndzou z kvasnic v 0,1 M tris-pufru p¥i pH
9 v pfitomnosti 0,2 M ethanolu a 0,05 M’
hydrochloridu semikarbazidu.

Ze spektofotometrického stanoveni pfi 340
nm se jevi, Ze takto vytvoreny derivat NADH
obsahuje 157 umol enzymaticky redukova-
telného NAD vazaného na gram polymeru,
coZ odpovidd, Ze 90 % NAD je vdzéno na
polymer. '

Takto ziskany NAD pievedeny na makro-
molekuldrni ldtku je keoenzymaticky u:in-
ny s Ffadou dehydrogenéz.

Priklad 3

Priprava dinukleotidu nikotinoylamid-8-
-(aminohexylsepharoso-2-karbonylethylthio)-
adeninu

I,n=2 —N zbytek aminohexyl-
sepharozy 4B
NH,,
~
Nk i /I,NL__ = zbytek NAD
\ .
N” °N

500 mg aminohexylsepharozy 4B se po-
nechd botnat v 0,5 M NaCl, pak se promyje
200 ml 0,5 M NaCl a potom vodou. Ziskany
gel se rozmichd v 2 ml vody, pak se pfida
40 mg dinukleotidu nikotinoylamid-8-(kar-
bexyethylthicjadeninu

II, n =2
NH,,

N/I ﬁl_
S h‘,

rozpu$téného v 0,5 ml vody a upravi se na
pH 4,7 1 M NaOH. K suspenzi michané me-
chanickym michadlem za teploty mistnosti
se pFfidd 40 mg hydrochloridu N-ethyl-N’-
-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu roz-
pusténého v 0,2 ml vody a v michdni se po-

= zbytek NAD
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kraduje daldich 24 hodin, pfiCemZ pH se
b&hem prvnich tFi hodin udrZuje na 4,7 pfi-
ddvanim 0,1 M HCL

Za tychZ podminek se piidaji ve 24 hodi-
novych intervalech tI'i dalsi podily roztoku
karbodiimidu (40 mg v 0,2 ml vody) pFi cel-
kové reaktni dob& 96 hodin. Gel se pak od-
filtruje a promyva 1 M roztokem chloridu
sodného a 1.10% M HCI, aZse zjisti tplné
zmizeni UF absorpce (NAD, ktery neni va-
zédn). Timto zptsobem se ziska 1,8 ml po-
lymerniho derivdtu NAD ve formé& vihkého
gelu, Anax 276,5 nm.

UF spektrum se ziskalo suspendovanim
gelu” ve vodném 50% roztoku sachardzy
(hm.), ktery zamezuje usazeni gelu. Celko-
vé mnoZstvi vdzaného NAD na polymer se
stanovi mé&Fenim ahsorbance pfi 276,5 nm
za piedpokladu, Ze extinkéni koeficient je
stejny jako u NAD derivatu II (e 18 800 M1
cml). Koenzymaticky aéinny NAD védzany
na polymer se stanovi kvantitativni enzy-
matickou redukci alkohol-dehydrogenédzou z
kvasnic suspendovanim gelu v 50% vodném
reoztoku sachar6ézy (hm.) obsahujicim 0,1
M tris.HCl pufr, 0,2 M ethanol a 0,5 M semi-
karbazidhydrochlorid upraveném na pH 8.

Z fotometrického méfeni pfi 340 nm je
ziejmé, Ze 21 umol enzymaticky redukova-
telného NAD je vdzano na kaZdy gram su-
chého NADH derivétu, coZ odpovida 80 %
celkem vdzaného NAD na polymer.

Pi¥iklad 4
Priprava fosfatu dinukleotidu nikotinoyl-

amid-8-(polyethylenimin-2-karbonylethyl-
thio}adeninu

/
I,n =2 —N == zbytek polyethyleniminu
AN

NH,,
NL: | ,/']’_ = zbytek NADP

o

K 0,38 ml 38% vodného roztoku poly-
"~ ethyleniminu (hm./objem]) upraveného na
pH koncentrovanou kyselinou chlorovediko-
vou se prfidad 20 mg fosfidtu dinukleotidu ni-
kotinoylamid-8-(karboxyethylthio)adeninu

I, n =2
NH,,

= zbytek NADP

N= | /I\ﬁ_
|
k\N N

rozpusténého v 0,5 ml vody, a 20 mg N-e-
thyl-N’-(3-dimethylaminopropyl )karbodi-
imidhydrochloridu rozpu$téného v 0,2 ml
vody. Reak¢ni smési upravenou na pH 4,8
pFidavkem 2 M HCl se michd pii teplotd
mistnosti béhem 24 hodin a b&hem prvnich
t¥i hodin se pH udrZuje piidavkem 0,1 M
HCL. Za tychZ podminek se pfiida dal§ich
20 mg karbodiimidu v 0,2 ml vody a v mi-
chan{ se pokracuje 24 hodin. Reak¢ni smés
zFedénd vodou na objem 10 m! se potom
pfenese do centrifugaéni zkumavky a vy-
srdZi se 10 ml 1M fosfatového pufru p¥i pH
6. Odstfedi se b&hem 10 minut p¥i 39 000
g a roztok se oddéli od polymerniho koa-
gulatu dekantovanim. Za ucelem dalSiho
precidténi se polymer rozpusti v 2 ml 2 M
roztoku NaCl a 0,05 acetdtového pufru pii
pH 5,5, takto ziskany roztok se doplni 8
ml vody a znovu vysraZi 10. ml 1 M fosté-
tového pufru pfi pH 6, odstfedi béhem 10
minut p¥i 39000 g a polymer se odd8&li de-
kantaci. Tento Cistici postup se opakuje nej-
méngé &tyFikrdt. Produkt se znovu rozpusti
v 2 M roztoku NaCl a 0,05 M acetatového
pufru pfi pH 5,5, dialyzuje se oproti 1-litro-
vym podilim 1.104 M HCl po dobu &tyF
dnii, pri€emZ se roztok denné obnovuje.
Mrazovym vysuSenim zbytku po dyalyze se
ziskd 83 mg polymerniho derivatu NADP,
Amax 276,5 nm. Celkové mnoZstvi NADP vé-
zaného na polymer se stanovi obsorbanci
pPl 276,5 nm za piedpokladu, Ze extinkéni
koeficient je stejny jako u derivatu NAD II
(¢ 18 800 Mt cm1).

Koenzymaticky aktivni NADP vdzany na
polymer se stanovi kvantitativni enzymatic-
kou redukci dehydrogendzou glukdzo-6-fos-
fatu z kvasnic v 86,3 mM triethanolamino-
vém pufru pH 7,6 obsahujicim 6,7 mM MgClz
a 1,2 mM glukodzo-6-fostatu. Ze spektrofo-
tometrického stanoveni vytvofeného NADP
pfi 340 nm je zfejmé, Ze na kaZdy jeden
gram polymeru se nevazalo 23 umol enzy-
maticky redukovatelného NADP derivatu.

Takto ziskany NADP pieménény na mak-
romolekuldrni 1atky je koenzymaticky afin-
ny s Cetnymi dehydrogendzami naptiklad s
dehydrogenédzou 6-fosfoglukonanu a dehyd-
rogenazou L-glutaméatu.
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PREDMET VYNALEZU

Zptisob pripravy makromolekularizovanych
derivatld adeninu, obsahujicich alespoinl jed-
nu jednotku obecného vzorce I

NHy, o

| e

NZNN_S- (CH I C-N T
\N N

' (1)

kde

P 3

n je celé Cislo 2 aZ 4 a zbytek vzorce

NH,
o
Ny ,\l,‘/‘-"

je odvozen od slouCeniny vybrané z dinu-
kleotidu nikotinoylamidadeninu, fosfatu di-
nukleotidu nikotinoylamidadeninu, adeno-
sinmonofosfatu, cyklického adenosinmono-
fosfatu, adenosindifosfdtu, adenosintrifosia-

tu, adenosinu a adeninu, vyznacujici se tim,
Ze se funkcionalizované derivaty adeninu
cbecného vzorce II

NH,
\\\N v Y- s-(ch, )z cOOH
(

1)

kde

n je celé Cislo 2 aZ 4,
nechaji reagovat p¥i teploté 5 aZz 50 °C v
prostiedi vody, popfipadé ve smési s orga-
nickym rozpoustédlem misitelnym s vodou,
v piitomnosti vodorozpustného .nebo neroz-
pustného karbodiimidu jako kondenzalniho
¢inidla, s polymerem, obsahujicim alespoil
jednu primérni nebo sekundarni aminosku-
pinu, vybranym z polylysinu, w-aminoalkyl-
polyanilamidfi, polysacharidovych estert
w-aminoalkylkarbamovych Kkyselin, polyvi-
nylaminu, w-aminoalkylesteri a w-amino-
alkylamid@ polyglutamové Kyseliny, amino-
alkylsilanizovanych sklenénych mikrokuli-
¢ek a polyethyleniminu.

severografia, n. p., zdvod 7, Most
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