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_ ., PH ptfpravé purinové nukleosidové slouceni- . " ' o
[ ny se pyrimidinové nukleosidova sloutenina a
purinové baze podrobi vyménné reakci baze
1t ve vodném roztoku obsahujicfm fosfore¢nano- :
vé lonty-v pfitomnosti pyrimidinové nukleosi: ue.. . X
dové fosforylasy a purinové nukleosidové ' B ‘ '
fosforylasy. Pyrimidinova baze vytvofena vy-
ménnou reakci baze se pfevede mikroorganis-
mem nebo tohoto mikroorganismu odvoze-
nym enzymem uracilthymindehydrogenasou
nebo dihydrouracildehydrogenasou na slou-
¢eninu neschopnou piisobit jako substraty
pyrimidinové nukleosidové fosforylasy a puri-
nové nukleosidové fosforylasy a tak se ziska
pozadovana purinovéa nukleosidova slouceni-
na.
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Zptisob pripravy purinové nukleosidové slouceniny
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Oblast techniky

PredloZeny vyndlez se tykd zplsobu piipravy purinové
nukleosidové sloudeniny s vysokym vytéZkem za pouziti vymén-
né reakce bdze nukleové kyseliny, kterd se provddi v piitom-
nosti enzymu, a mikroorganizm& produkujicich enzymy, pouzi- X
tych pro pfipravu purinové nukleosidové slouceniny.

Dosavadni stav techniky

Je znim zplsob pfipravy nukleosidové slouleniny za po-
moci vyménné reakce bdze nukleové kyseliny, provaddéné v pEi-
tomnosti enzymu. P¥i této zndmé metodé se vsak uskutednuje
rovnovaha mezi vychozimi litkami a reak&énimi produkty, kterd
vede k tomu, Ze se nedosdhne zvySeni vytézku. Pro prekonani
této obtiZze zvefejnéni japonského patentu (Kokai) ¢&islo
4-197193 uvaddi vyménnou reakci bdze mezi inosinem nebo 2'-de-
oxyinosinem (zde oznacovanym jako "Jeoxyinosin") a pyrimidi-
novou bazi, kterd se provadi ve vodnem roztoku fosfatu v prl-
tomnosti purinové nukleosidové fosforylasy {EC2. 4 2.1) a py- -
rimidinové nukleosidové fosforylasy,(ECZ.ﬁ;Z.Z) a pak se hypo-

xanthin vytvofeny touto vyménnou reakci pfevede na kyselinu

'moéovou*pomocimxanthinoxidaSybtak,-ie_se.zvyéiﬁvﬁtéZek_reaKce.

Pfi tomto zpisobu, protoZe kyselina mofovd nemiZe pisobit ja-
ko substrit nukleosidové fosforylasy, reakce probihd jédno-

smérné k vytvofeni pyrimidinového nukleosidu.

Aviak JP 4-197193 zminény vySe, ktery je usmérnén na
zptisob Géinné pripravy pyrimidinového nukleosidu pomoci ino-
sinu nebo deoxyinosinu a pyrimidinové bdze jako vychozich

lidtek, neuvddi zplsob pripravy purinové nukleosidové slouce-
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niny za pouziti pyrimidinové nuklecsidové sloudeniny a puri-
nové baze jako vychozich materidld, které jsou snadno dostup-
né pfi nizkych ndkladech. Tam, kde se pouzije pyrimidinova
—— s T ——— oy w4 S - Y oy A o wt X iy 2 — . . - v .
nukleoSidova sloudenina ‘jako”vychozimldtka;~je-nutné*pridat -- -
enzym slouiici k rozkladu pyrimidinové baze, vytvofené vymén-
nou reakei bdzi do reakéniho systému, aby se vychylila rov-

] novdha a zvy$il reakéni vytézek.

‘ B AvSak priprava nebo izolace enzymu z prirodniho pro-

duktu ve vysoce aktivnim stavu nebyla dosud zminéna. Jinymi ...

e slovy!l zpusob ptipravy purinové nuk1e051dove sloucenlny za
vysokého vytézku pri pouziti pyrimidinové nukleosidové slou?
¢eniny jako vych021 14tky dosud nebyl zjistén. Prirozené to
md vysokou diilezitost pro vyvoj zplhsobu ptipravy purinové '

nukleosidové sloudeniny, kterd je stabilni pfi vysokém vytézku.

Podstata vyndlezu R

7a téchto okolnosti pivodei vyndlezu provedli rozsah-
1¢ vyzkum mikroorganizmi produkujich enzymy i¢inné pro premé-
nu pyrimidinové bdze ziskané pri vyménné reakci mezi pyrimi-
dinovou nukleosidovou sloudeninou a purinovou bdzi, na slou-
geninu nezptisobilou pisobit jako substtdt pyrimidinové nukleo--
. ‘sidové fosforylasy a purinové nukleosidové fosforylasy, a
| zjistili, Ze mikroorganizmy néieiejici kx druhtm Arthrobactor
#i species, Bacillus spe01es” Pseudomonas species nebo Rhodococ—

st it e

cus species jsou schopny produkce takovych enzymd, které se

objevuji v tomto vyndlezu.

Podle jednoho aspektu tohoto vyndlezu je vytvoren zpl-

sob pfipravy purinové nukleosidové slouceniny s vysokym vy-

teéikem, ktery zahrnuje stupefi podrobeni pyrimidinové nukleo-

sidové slouCeniny a purinové bdze vyménné reakci bidze ve vod-
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ném roztoku obsahujicim fosfatové ionty v pritomnosti purinové
nukleosidové fosforylasy a pyrimidinové nukleosidové fosfo-

_rylasy, prlcemb pyrlmldlnova baze vytvorena reakci se preve-

B

de mlkroorqanlzmem nebo enzymem odvozenym z "tohoto mlkroorga—'

nizmu na slouceninu nezpusobllou pisobit jako substrdt pyri-
midinové nukleosidové fosforylasy a purinové nukleosidové

fosforylasy.

Podle daliiho aspektu tohoto vyndlezu je vytvoren
mikr&brganizmus schopny produkce uracilthymindehydrogenasy
a dihydrouracildehydrogenasy, pficemz.tento mikroorganizmus
je vybrdn ze skupiny zahrnujici Arthrobactor species, YGK 222
(FERM BP-5907), Bacillus megatearium YGK 252 (FERM BP-5908) a
Pseudomonas species YGK 443 (FERM BP-5909).

Zpisob tohoto vyndlezu pro piipravu purinové nukleosi-

dové sloudeniny vyuzitim vyménné reakce bdze nukleové kyseli-

ny umozHuje pripravu purinové nukleosidové sloufeniny s vyso-
k¢§m vytézkem a s vysokou stabilitou za pouziti startovacich
ldtek pyrimidinové nukleosidové sloudeniny a purinové béze,

které jsou snadno dostupné pri nizkych nédkladech.

Daléi cile a vyhody tohoto vyndlezu budou dale uvedeny

' v popisull ktery ndsleduje a z&dsti budou zFejmé z tohoto po-

pisu nebo mohou byt zjlsteny pri provadenl tohoto vynalezu.
Tyto cile a vyhody tohoto vyndlezu mohou byt realizovany a

zlgkany pomoci prostredkﬁ a kombinaci, na které je déle pris-

- e

lusné poukdzino.

Popis pfiloZenych vykrest

pfilofené vykresy!l které jsou zaclenény a tvori &ast
. L4 d - - -, -~
tohoto poplsuﬁ zobrazuji nyni vyhodna provedeni vynalezu a

spolu s obecnym popisem uvedenym vyse a detailnim popisem

[




vfhodnych provedeni uvedenym dalel) slouzi k vysvétleni prin-

cipl tohoto vyndlezu.
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je graf ukazujici Casové zmény v koncentraci kazdé ze
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slojek reak&niho systému v piikladu 1 obsahujicim

roztok uracilthyminového rozkladového enzymul

: obr. 2 je graf ukazujici casové zmény V xoncentraci kazdé ze
. slofek reakdniho systému v prikladu 1, ktery neobsa-

huje roztok uracilihyminového rozkladového enzymu..

Detailni popis vyndlezu

Prvni aspekt tohoto vynilezu je smérovan na zpusob
pripravy purinové nukleosidové slouceniny zahrnujici stupen
podrobeni pyrimidinové nukleosidové slouceniny a purinové

bdze vyménné reakci baze ve vodném roztoku obsahujicim fos-

fatové ionty v pritomnosti purinové nukleosidové fosforylasy .
a pyrimidinové nukleosidové fosforylasy. priéemZ pyrimidinova

béze vytvotend pfi reakci se pfevede pomoci mikroorganizmu

nebo enzymu odvozeného z tohoto mikroorganizmu na slouéenihu

neschopnou pusoblt jako substraty pyrlmldlnove nukleosidové

' a —

fosforylasy a purlnove nukleosidové fosforylasy

™oL
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Startovaci latky

Pyrimidinovd nukleosidovd sloucenina pouzita jako
startovaci litka je bud p¥irodniho typu nebo nepfirodniho
typu a neni zv143E omezena, pokud tato sloucenina akceptuje
plisobeni pyrimidinové nukleosidové fosforylasy a vytvorend
pyrimidinovd bdze akceptuje pisobeni pouzitého rozkladového
enzymu. Napfiklad pyrimidinovd nukleosidova sloudenina zahr-
nuje uridin, deoxyuridin, 5-methyluridin a thymidin a také
je mozné pouzit neprirodniho typu pyrimidinového nukleosidu a

neptirodniho deoxypyrimidinového nukleosidu.




Purinovi bdze pouzitd v tomto vyndlezu neni zvlast ome-
zena pokud tato baze akceptuje pusobeni purinové nukleosidové

fosforylasy a zahrnuje napfiklad prirodni purinové béaze jako

ac . m— R T N g .

je adenln, guanln a hypoxanthin, a neprirodni” purlny zahrnu-
jici benzimidazol, aminované puriny jako je 2-am1nopur1n a
2,6-diaminopurin, halogenované puriny jako Je 2-chlorpurin,
6-chlorpurin, 2,6-dichlorpurin a 2-amino-6-chlerpurin, a thio-

nované puriny jako je 6-merkaptopurin a 6-methylthiopurin.

Mikroorganizmy a enzymy .

V principu purinova nukleosidovad fosforylasa a pyrimi-
dinovad nukleosidovd fosforylasa, které jsou pouzity v tomto

vyndlezul} mohou byt jakéhokoli pdvodu.

Enzymy odvozené z mikroorganizmi, které jsou pouzity

v tomto vyndlezu pro rozklad pyrimidinové bdze nejsou zvlasteé

u N
omezeny, pokud tyto enzymy umozhuji konverzi pyrimidinové
baze vytvofené vyménnou reakci bdze na slouceninu neschopnou
plisobit jako substrdty pyrimidinové nukleosidové fosforylasy

a purinové nukleosidové fosforylasy a zahrnuji napfiklad ura-

cilthymindehydrogenasu (EC1.2.99.1) a dihydrouracyl dehydro-. .

genasu (ECL1.3.1.1). Zv14st je zddouci pouzit enzymy vytvofené
z mikroorganizml specifikovanych didle a z" Rhodococcus erythro-
polis JCM 3132 nebo Rhodococcus erythropolis JCM 3191.

Jak je zde pouZito "pomoci mikroorganizmd nebo enzyml
odvozen?ch z mikroorganizmd" znamend provddéni pri rozklado-
vé reakci pyrimidinové bdze pomoci suspenze mikroorganizmi
(to je bakteridlni suspenze), nebo enzymd produkovanych z

mikroorganizml.

V souhlase s tim v tomto vynalezu mohou byt pouzity

suspenze obsahujici mikroorganizmy nebo enzymy produkované z

t&chto mikroorganizmd pro rozkladovou reakci pyrimidinové
baze.
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Jinymi slovy, bakteridlni suspenze samotnd obsahujici mikro-
organizmy miZe byt pouzita pro rozkladovou reakci pyrimidinové

e e o e DEZE Alternativné enzymy produkovane ze suspendovanych mlkro—

"
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rganxzmﬁwmghva.byt pouzity pro rozkladovou reakci pyrimi-

dinové baze.

Stabilizator ribosa-l-fosfatu

P¥i vyménné reakci bdze tohoto vyndlezu, kterd se pro-

= qeem

vadi v prltomnostl pyrimidinové nukleosidové fosforylasy a
purlnove nukleosidové fosforylasy, cukerné derivaty ribosa- -1-
fosfatu nebo deoxyribosa-l-fosfatu se produkuji jako mezi- |
produkty. Tyto meziprodukty jsou nestabilni. Kdyz se ponechaiji
stit, tyto meziprodukty se rozlozi béhem doby na cukr jako je
ribosa nebo deoxyribosa a fosfatové ionty. Jestlize fosfata-
sa je pritomna v reakénim systému, hydrolyza meziprodukti se

ddle urychli.

M&lo by byt poznamendno, Ze cukr jako je ribosa nebo
deoxyribosa vytvofeny rozkladem meziprodukti nepisobi jako
substrat nukleosidové fosforylasy, co vede ke sniZené tvorbé
purinového nukleosidu nebo deoxypurinového nukleosidu. Aby
se zvysSila tvorba uc1nku techto purlnovych nukleos;dovych
sloudenin, plvodci vyndlezu provedll rozsahly vyzkum ve snaze
"najit latku Gcinnou pro stabilizaci cukerneho derivatu jako
je ribosa-1- fosfit nebo deoxyribosa-l- fosfat a také 4¢innou
pro 1nh1b1c1 aktivity fosfatasy, pricemz nalezli kombinaci
nékterych druhi komplexotvornych slouéenin, kterd je i&inna
pro stabilizaci cukerného derivdtu a pro inhibici aktivity

fosfatasy.

Konkrétné vyndlezci zjistili, Ze je Gcinné pouzit

alespon jednu slouceninu vybranou ze skupiny zahrnujici glycin,
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iminodioctovou kyselinu, nitriltrioctovou kyselinu, ethylen-
diamintetraoctovou kyselinu (EDTA), ethylenglykol-(2-amino-
ethylether)tetraoctovou kyselinu (EGTA) a jejich soli v kombi-

T —— e W -ow -
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naci s kyselinou boritou nebo jeji soli. Zejmena se prominent-
ni G&inek vytvori kombinaci kyseliny borité a ethylendiamino-

tetraoctové kyseliny.
Reakéni podminky a izolaéni rafinace

Pokud jde o reakdni pominky, poc¢dteini koncentrace py-
rimidinové nukleosidové slouceniny pouzité jako startovaci
14tky v tomto vyndlezu, by méla byt 5 az 300 mM, vyhodne 10
a? 50 mM. Na druhé strand poldteéni koncentrace purinové ba-

ze, kterd mid obecnéd nizkou rozpustnostl! by mé&la byt 5 azZ 300mM,

v¥hodnd 10 a% 50 mM, pfidemz se po¢itd, Ze vSechna purinova
bdze, kterd je zpocdtku p¥iddna, bude rozpusténa. Pro poca-
teéni koncentraci fosfatovych iontd dostaduje, aby byla 1 az
20 mM. Obecné nukleosid a purinovd bdze jsou uspordddny ve

stejné poldtecni koncentraci.

Také vytdiek produktové purinové nukleosidoveé slouce-

ia

niny se zvysi obecné& se zvysenim poméru koncentrace nukleo-

sidu k fosfatovym iontdm.

Kdy% se ptichdzi ke komplexotvornym sloudenindm pouzi-
tym jako stabilizdtor, mnoistvi kyseliny borité nebo jeji so-
1i by m8lo byt 5 aZ 200 mM4, vyhodné 50 az 100 mM. Na druhé
strand mnozstvi proté&jdku kombinace, napriklad EDTA hebo je-
ji soli, by mélo byt 2 aZ 12 mM, vyhodné 4 az 6 mM.

Hodnota pH reakéniho systému by méla byt 6,5 az 10,5,
vyhodné 7,0 aZ 8,0. Reakéni teplota by méla byt 35 az 60 °c,
vyhodné 35 az 45 °cC.
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Vytvofeny produkt miZe byt izolovan z reakéni smési

pomoci napriklad krystalizace nebo chromatografie.
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Princip a teorie tohoto vyndlezu
1. vV prvnim stadiu tohoto vyndlezu reakce mezi pyrimidino-

vou nukleosidovou slouéeninou a fosfatovym iontem se provadi

v ptitomnosti fosfatového iontu a pyrimidinové nukleosidové

fosforylasy, ¢imz se vytvori pyrimidinovid bize a cukerny de-

rivat, ve kterém se fosfatovy iont véZe k l-poloze cukru, jako
je ribosa-l-fosfat nebo 2-deoxyribosa-1-fosfat.

2. Vv druhém stadiu se substitudni reakce provadi mezi
cukernym derivitem vytvofenym v prvnim stadiu a purinovou bé-
zi v ptitomnosti purinové nukleosidové fosforylasy tak, ze se

vytvoti purinovd nukleosidova sloudenina a fosfatovy iont.

P¥i aranzovani stadia 1 a 2 se vyménné reakce béze pro-
v4di mezi pyrimidinovym nukleosidem a purinovou pézi v prvonim
a druhém stadiu v pritomnosti purinové nukleosidové fosfory-
lasy a pyrimidinové nukleosidové fosforlllasy, takZe se vytvo-
¥i pyrimidinovd fdze a purinova nukleosidovd sloucenina.

.,
- s

3. ' tomﬁo vyndlezu reakéni systém obsahuje enzym slouzi-
ci ke konverzi pyrymidinové bdze na sloudeninu neschopnou pi-
sobit jako substréty pyrimidinové nukleosidové fosforylasy a
purinové nukleosidové fosforylasy. Alternativné reakini sys-
tém obsahuje mikroorganizmy produkujici pFislusny enzym.

Je zadouci pouzit v tomto vyndlezu mikroorganizmy produkuji-
ci enzym jako je uracilthymindehydrogenasa nebo dihydrouracil-
dehydrogenasa, i kdyz mikroorganizmy pouzité v tomto vyndlezu

nejsou zvlast omezeny.
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V pfedlofeném vyndlezu p¥isludny enzym nebo mikroorga-
nizmy produkujici enzym jsou pfitomny v reak&nim systému spo-
ledend s akceptorem elektronu takll ze se prevede pyrimidinova

bize na sloudeninu neschopnou”plsobit jako substrdth“pro-py-

‘rimidinovou nukleosidovou fosforylasu a purinovou nukleosido-

vou fosforylasu. V pfipadé, kde se pouzije bakteridlni suspenze
pFi reakeci, akceptor elektronu nemusi byt pridian do reakéni-
ho systémuy ponévadZ akceptor elektronu je obsazen v bakte-

riich.

Mélo by byt poznamenédno, Ze prevedena pyrimidinova ba-
zeU~které je neschopna pﬁsobéni jako substrdty pro purinovou
nukleosidovou fosforylasu a pyrimidinovou nukleosidovou fos-
forylasu, neni zahrnuta ve vyménné reakci substrdtu a tedy '
je vyloudena z reakéniho systému. Nasledkem toho je rovnovaha

reakce posunuta smérem na stranuu na které se tvori protukto-

. v4 purinovd nukleosidovd sloulenina, coz umozHuje ziskat poZza-

dovany produkt ve vysokém-vytéiku.

4. Dile je moZné pro reakéni systém, aby obsahoval enzym
slouzici dalBimu rozkladu prevedené slouleniny, kdyz je to

nutné, jak je to popsdno ddle ve spojeni s vyhodnym provedenim.

Vy¥hodné provedeni

Pfi vyhodném provedeni tohoto vyndlezu se uridin nebo
2’ -deoxyuridin (zde ozna&ovany jako "deoxyuridin") pouzije
jako startovaci latka pyrimidinové nukleosidové slouceniny.
Purinovi baze se pouiije jako bdze nukleové kyseliny. Dile pu-
rinova nukleosidové fosforilasall pyrimidinovd nukleosidova
fosforylasa a uracilthymindehydrogenasa (EC 1.2.99.1), se po-

uziji jako enzymy.
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(1) Vv prvnim stadiu se reakce mezi uridinem nebo deoxyuri-
dinem a fosfatovymi ionty provddi v pritomnosti fosfatovych

iontd. a_pyrimidinové nuk1e051dove fosforylasy tak, ze se vy-

g -

tvori uracil a ribe a-l-fosfat nebo 2-deoxyribosa-l-fosfat

(ddle zde oznadovany jako "deoxyribosa-l-fosfat”).

(2) V druhém stadiu se substituéni reakce mezi vytvorenym
ribosa-1-fosfatem nebo deoxyribosa-l-fosfatem a purinovou
bizi providi v piitomnosti purinové nukleosidové fosforylasy.
Purinovy nukleosid a fosfatové ionty se vytvori reakci mezi
ribosa-1l-fosfatem a purinovou bazi. Na druhé strané 2'-deoxy-
puriﬁovy nukleosid (zde ddle oznadovany jako "deoxypurinovy
nukleosid") a fosfatové ionty se vytvori reakci mezi deoxy- ,

ribosou~l-fosfatem a purinovou bdzi.

Jinymi slovy v prvaim a druhém stadiull které jsou vyse

popsany, sé vyménné reakce bazi provddéji mezi uridinem nebo

deoxyuridinem a purinovou bazi v pritomnosti purinové nukleo-
sidové fosforylasy a pyrimidinové nukleosidové fosforylasy
tak, ze se vytvori uracil a purinovy nukleosid nebo deoxypu-

rinovy nukleosid.

{3) Umoznenlm, aby uracilthymindehydrogenasa samotnd ne-

mbo jak urac11thymlndehydrogenasa a akceptor elektronu (oxidac-

ni typ) jako je NAD, byly pfitomny v reakcnim systémull uracil
vytvofeny rozkladem uridinu nebo deoxyuridihu se nevratnég
pfevede na kyselinu barbiturovou. ProtoZe vytvorend kyselina
barbiturovd nemizZe pisobit jako substrity purinové nukleosidové
fosforylasy a pyrimidinové nukleosidové fosforylasy, neni
kyselina barbiturcovd zahrnuta ve vyménné reakci a je vylou-

dena z reakéniho systému.
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Nisledkem toho se rovnovaha reakce posune smérem na stranu
na které se tvori pozadovany produkt purinové nukleosidové

sloudeniny, coz umozHuje ziskat pozadovany produkt ve vysokem

& W w i e p————— i ———— - Ul
- | - w "

vytezku.

(4) D&le umoznénim, aby barbiturasa (EC 3.5.2.1) byla pri-
tomna v reakénim systémul} kyselina barbiturovd se rozloZi na
mo&ovinu a malonovou kyselinu. Nasledkem toho se vyménné re-

akce podporuje v pritomnosti uracilthymindehydrogenasy .

Naprlklad kde se leka 2’ -deoxyguanosin (zde dale ozna-
Sovany jako "deoxyguanosin") jako produktovd purinova nukleo-
sidovd sloucenina ze startova01ch litek deoxyuridinu jako py-
rimidinové nukleosidové sloudeniny a guaninu jako purinové :

bdze, prifem? reakce se provadi ndsledovné:

O .
NH o
‘N pyne HO7 o "
0] .
HO + P |
° R ot Sy Ao
OH H
OH |
2-Deoxyribosa- Uracil
2r-Deoxyuridin. . - lfosfat , _ - .
N~ ™ NH
r I
0 HO o PUNP <N )\NHZ
N~"NH P won o
TN L ‘ o
NN NH, i
OH
Guanim 2-Deoxyriboss~

1- fosfat 2 -Deoxyguanosin
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V reakénim schematu uvedeném vysel zkratky PYNP, PUNP
a Pi ptedstavuje popofadé pyrimidinovou nukleosidovou fosfo-

rylasull purinovou nukleosidovou fosforylasu a fosfatové ionty.

e wan e i —— e g b o UTaoap T

My, . vk e

Z prvniho a druhého stadia (1) a (2) popsanych dfive,

se stanovi reakéni schema uvedené dile:

0
NH 0 PUNP
‘ IN )%O N -NH PYNP
HO~ 4 ¢ | : >
+ A
ﬁ I\ PR
OH
2'-Deoxyuridin Guanin
0
N NH
¢ |

N
OH H

-

2'-Deoxyguanosin Uracil

V tomto reakénim schematu uvedeném vySe zkratky PYNP
a PUNP predstavuji poporadé pyrimidinovou nukleosidovou a puri-

novou nukleosidovou fosforylasu jake v drive popsaném reaké-
nim schematu.




- 13 -

0
| NH .
N/KO +  Akceptor elektronu + Hy0

g X
™ Ve b Ul i W W - = C e — R .

Uracil - |
Uracilthymin- O'
dehydrogenasa
] o NH
i + Akceptor elektronu
0”7 "N o PLo
H
Kyselina barbiturova
‘ 0
| Barbiturasa 0 ?OOH
/k§ + 2H,0 ————— I + CH
0 ” ./C\ ' | 2
. HoN NH; COOH.
kyselina barbiturové otovina kyselind |
o ~ malonova

Pfi vyhodném provedeni tohoto vyhélezu se uridin nebo
.deoxyuridin pouzije jako pyrimidinovéa nuklTeosidovd sloucenina.
Také purinovd béze se pouzije jako bdze nukleové kyseliny.)
Dile purinovd nukleosidova fosforylasa, pyrimidinové nukleosi-
dova fosforylasa a dihydrouracildehydrogenasa (EC 1.3.1.1) se

pouziji jako enzymy.

(1) Reakce mezi uridinem nebo deoxyuridinem a fosfatovymi
ionty se provaddi v pritomnosti pyrimidinové nukleosidové fos-
forylasyll &imi se vytvoEi uracil a ribosa-l-fosfat nebo deoxy-

ribosa-l1-fosfat.
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(2) Pak ribosa-l-fosfat nebo deoxyribosa-l-fosfat takto
vytvoiené se podrobi substituni reakci s purinovou bdzi v pri-

tomnosti purinové nukleosidové fosforylasy. V tomto pripade

-y

Lol ol s A e g e e iy 1. T

purinové nuleosidové a fosfatové ionty se vytvori reakci me-
zi ribosa-l-fosfatem a purinovou bdzi. Podobné deoxypurinové
nukleosidové a fosfatové ionty se vytvori reakci mezi deoxy-

‘ribosa-l-fosfatem a purinovou bizi.

Tam, kde se reakce (1) a (2) uvedené vyse uskuteéﬂuji

spoledn&, miZe byt fedeno, Ze vyménné reakce bazi se prova-

déji mezi uridinem nebo deoxyuridinem a purinovou bdzi v pri-
tomn'osti purinové nukleosidové fosforylasy a pyrimidinové
nukleosidové fosforylasy, &imz se vytvofi purinovy nukleosid

nebo deoxypurinovy nukleosid a uracil.

(3) Umoznénim, aby dihydrouracyldehydrogenasa samotnd ne-
bo jak dihydrouracildehydrogenasa, tak akcepto;;elektfonu (re-
dukéni typ) jako je NADH byly pfitOmny-v reakénim systému,
uracil vytvofeny rozkladem uridinu nebo deoxyuridinu se ne-
vratnd ptevede na dihydrouracil. Takto vytvoieny dihydroura-
cil, ktery nemiZe phsobit jako substrédty pro purinovou nukleo-
sidovou fosforylasu a pyrimidinovou nukleosidovou fosfory-
lasu, neni zahrnut ve vyménné reakci substrdtu a tak je vylou-
Zen z reakéniho systému. Nisledkem toho se rovnovdha reakcae
posune na stranu, na které se tvofi pozadovany produkt puri-
nové nukleosidové slouceniny, coz umozfujé ziskat pozadovany

produkt kvantitativné.

{4) Déle se dihydrouracil rozklddd na N-karbamoyl-beta-
alanin pritomnosti dihydropyrimidinasy (EC 3.5.2.2). Jako

nisledek se podpori reakce dihydrouracildehydrogenasy.

Tam, kde se napfiklad ziski 2’'-deoxyadenosin (zde dédle

oznafovany jako "deoxyadenosin") jako pozadovand purinova
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- . . o ——

nukleosidovd slouéenina z deoxyuridinu, ktery je pyrimidino-
vou nukleosidovou sloudeninou pouzitou jako jedna ze starto-

vacich litek a adeninu, ktery je pouZitou purinovou bazi jako

-

= v = . wdruhy.startovaci-materidl,-reakcewse, provadi ndsledovne:,

o
NH 0
fL pyne HOT o

HO4 ~N © + P — ElLNH
0
iR it |/K

_ OH A
OH
. , ' 2-Deoxyribosa- Uracil
2'-Deoxyuridin 1-fosfat
NH,
N~ ~NH
NH2 7 .. ‘
N HO o PUNP (A
¢ == Moo |
NN PL v P
OH
Adenin 2-Deoxyribosa- OH
1- fosfat 2'-Deoxyadenosin

Zkratky PYNP, PUNP a Pi uvedené ve: vyde uvedeném reak-

énim schematu maji diive definovany vyznam.

Reakéni schema uvedené dile je stanoveno z odstavcd (1)

a (2) uvedenych vyse:
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0
EKNH NH; PUNP
NS0 N NH PYNP
HO 0 + </ | /) P
N N -t mmum ===
. S . ___H _
H . ' T ——— - om . uma
: Adenin
2 ' -Deoxyuridin
NH,
N NH
¢ Q
N™N NH
HO o .l
N™ "0
A H
OH
Uracii

2 '~Deoxyadenosin

gkratky PYNP a PUNP uvedené v tomto reakénim schematu maji dffve

- uvedeny vyznam.

0]
NH
l N’KO + akeceptor elektronu

H
Uracil '
- Dihydrouracil o
dehydrogenasa- NH ‘
— /£§ + akeeptor elektronu
N ~o
H
Dihydrouracil
0O .
Dihydropyrimidinasa o)

NH
1l
ﬁ)*o + H0 —=  H,N—-C—NH-CH,-CH,~COOH

Dihydrouracil N-carbamoyl-B-alanin




Druhy aspekt tohoto vynalezu je smérovan k mikroorga-
nizmim produkujicim uracilthymindehydrogenasu nebo dihydro-
uracildehydrogenasu. Tyto mikroorganizmy jsou vybrény ze

e *Eﬁﬁﬁlny zahrnujici "Arthrobactor“species ¥GK~222 (FERM~BP=-r~-
5907), Bacillus megaterium ¥GK 252 (FERM BP- 5908) a Pseudomo—

nas species IGK 443 (FERM BP-5909).
Mikroorganizmy produkuiici enzymy a Jjejich identifikace

Vyndlezci zjistili, Ze alespon jeden.ze série enzymi
slouZicich k preméné pyrimidinové bdze na slouceniny neschop-
né plsobit jako substrity pyrimidinové nukleosidové fosfbry¥
lasy a purinové nukleosidové fosforylasy je produkovan mikro-
organizmy. Konkrétné u téchto mikroorganizmi bylo zjisténo,
fe produkuji alespon jeden enzym vybrany ze skupiny zahrnuji-
ci (1) uracilthymindehydrOQenasu, (2) dihydrouracildehydro-
genasu, (3) uracilthymindehydrogenasu a barbiturasu (EC3.5.2.1)

“a (4) dihydrouracildehydrogenasﬁ»a dihydropyrimidinasu
(EC3.5.2.2).

Kultivaéni podminky a p¥iprava enzyml

Tyto mikroorganizmy dobfe rostou v b&zném kultivaénim
-+  mediu bakterii a vytvareji pozadované enzymy. Pro zvySeni
aktivity enzymd je d¢inné pridat pyrimidinovou bézi do kul-

O

tivaéniho prostfedi.

Kultivované kmeny mohou byt pouZity jako takové jako
surovy enzym. Je také mozné ziskat surovy enzym béznou meto-
dou pro vyuziti v tomto vyndlezu.

Arthrobactor species YGK 222 (FERM BP-5907) .,
Bacillus megaterium YGK 252 (FERM BP-5308),

Pseudomonas species YGK 443 (FERM BP-5909),
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Rhodococcus erythropolis JCM 3132,
Rhodococcus erythropolis JCM 3191.
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Svmbol "Jcm” znamena, Se kmeny jsou uloZeny Vv Japohske
sbirce mlkroorganlzmu v Institutu fyzikdlniho a chemického
vyzkumu (Rikagatu Kenkyusho). Tyto kmeny jsou ziskatelné

z Japonské sbirky mikroorganizmi uvedené vyse.

Ostatni kmeny to je ¥YGK 222 (FERM BP-5907), YGK 252 (FERM
BP-5908), YGK 443 (FERM BP-5909), jsou uloZeny v Narodnim
institutu biovédy a humdnni technologie, Agentura pramyslové
véd§ a technologie. Tyto mikroorganizmy YGK 222 (FERM BP-5907),
YGK 252 (FERM BP-5908), YGK 443 (FERM BP-5909) byly uloZeny
11. dubna 1997 podle Budapesfské smlouvy o mezindrodnim uzna-

vini uloZeni mikroorganizmii pro U¢ely patentového postupu.
Tyto mikroorganizmy jsou uloZeny pod depozitnimi &isly uve-

denymi v zavorkach.

Bakteridlni vlastnosti téchto uloZenych kmeni byly
studovany podle "Bergey'’s Manual of Determinative Bacteriology
&. 8 (1975)", "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology
&. 1 (1984) a &. 2 (1986)", &imz se ziskaly vysledky uvedené
nize. Experimenty byly provadény zpisobem popsanym v "Classi-

" fication and Identification of Microorganisms" sestavené = =

Takei Hasegavou, revidované vydani, publikované Gakkal Shuppan

Center, 1985. Tyto Gdaje jsou zde zadlenény formou odkazu.
Arthrobactor species YGK 222

1. Morfologické vlastnosti

(1) Rozmdr bunky: tydinka o rozméru 0,5 az 0,7krat 1,0

az 5,0 mikrometru

(2) Gramiv kmen: pozitivni
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(3) Polymorfismus bunky: je rozpozndn ndpadny polymor-

fismus koku az tyéinky doprovdzejici rustovy cyklus

(4) Pohyblivost: pohyblivost je rozpozndna pfi kulti-

e i o Ay S e ] ..-'-'\: i —— -u-—.mrvq-‘n.“,-w.: - -it-#-ﬁ-r’u-a\h‘tvw--—- A T
vaci po dobu 5 az 24 hodin v kapalném kultivacnim

mediu pfipraveném pridavkem bujénu do kvasinkového

extraktu
(5) Adherentni stav biciku: 1 aZ 2stranny bicik
(6) Spora: zadna

(7) Odolnost vi&i kyselindm: zadnd
2. Kﬁltivaéni vlastnosti

(1) Kultivace na bujonové agarové plotné&: kruhovad vlinitd
kolonie, kterd je mlééné bila, prisvitnd a md drsny
povrch, se vytvori pfi kultivaci pfi 30 °¢ po dobu
24 hodin '

(2) Bujonova agérové §ikmd kultivace: bledézluté a pru-
svitné mikroorganizmy rostou dob¥e po celém kultivac-

nim médiu

(3) Bujonovd kapalnd kultivace: ristovd rychlost je
nizkd. Dobry rist byl zjistén v tfepané kulture ma-

e e .. jici pridany kvasinkovy. extrakt

(4) Bujonovd zelatinovd okovand kultura: povrchovad

oblast samotnd je mirnd ztekucéni

{5) Lakmusové mléko: zadnd zména

3. Fyziologické vlastnosti
(1) Redukce nitritu: negativni
(2) Denitrifikadéni reakce: negativni
(3) MR test: negativni

(4) VP test: negativni
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(5) Tvorba indolu: negativni

(6) Tvorba hydrogensulfidu: negativni

- - -= e ~(7)*Vyuziti kyseliny~Citronové:is -« = s —e———
Christensen agar: negativni

Koser medium: negativni

{8) Vyuziti zdroje anorganického dusiku:
nitrat: pozitivni
amonnd stl: negativni

(9) Chromogenese: 24dnd

(10) Ureasa: negativni

(11) Oxidasa: negativni

(12) Katalasa: pozitivni

(13) Oblast ristu:
pH rozmezi: 5,5 az 9,5
teplotni rozmezi: 19 az i %c

(14) Vztah k volnému kysliku: aerobni

(15) O-F test:
glukosa: zadna& zména

sacharosa: 2zadna zména
_ {16)_vyuziti rdznych zdrojd uhliku

L-arabinosa :
D-xylosa
D-glukosa
~D-mannosa
D-fruktosa
D-galaktosa

maltosa

+ + 4+ + + + +

sacharosa
laktosa -

trehalosa +
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D-sorbitol +

D-mannitol +
inositol +

gt B e sk AT el = e e, e e - -wﬂ.__ - er— o ap——r——— — v A o whTwmy o TATar g svp——— - L oy -
.glycerin - :
skrob -

4. GC obsah (HPLC metodou):

G + C {molarni %) = 69,6

Mikroorganizmy byly vy¢istény, aby ndleZely k Arthrobac-
tor species na zdkladé bakteriologickych vlastnosti uvedenych

-

vyse.
Bacillus megaterium YGK 252
1. Morfologické vlastnosti
(1) Rozmér bunky: tydinky o rozmérech 1,6krat 4,0 az 9,9
mikiometrﬁ '
(2) Gram@v kmen: pozitivni
(3) Polymofismus bunky: Zadny
(4) Pohyblivost: rozpoznéna |
(5) Adherentni stav bi¢iku: rozpozndn, peritrichdlni biéfk_

=

(6) Spora: sporangia nejsou zdufené,uspora je elipsoiddlni

(7) Odolnost vidi kyseliné: Zadna 2

2. Kultivad¢ni vlastnosti

(1) Bujonova agarovd plotnovd.kultivace: kruhovd vlnita
kolonie, kterd je mlééné bild a opakni a mi drsny po-
‘vrch, je vytvofena pfi kultivaci pri 30 °c po dobu
24 hodin

(2) Bujonovd agarova $ikmd kultivace: bledéZluté a opakni
mikroorganizmy, majici mirné& suchy povrch a drsny okraj,

rostou dobre podél ryhy
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(3) Bujonovd kapalnd kultivace: ristovd rychlost je nizka.

Dobry rist je zjistén, kdyz se pridd kvasinkovy extrakt.

e~ o s —w{4)=-Bujonovd Zelatinova.oCkovand.kultura:, povrchovd_oblast

samotnd je mirné ztekucend

(5) Lakmusové mléko: mirnd kyselost a koagulace je zjiBténa

3. Fyziologické vlastnosti
(1) Redukce -nitratu: pozitivni
(2) Denitrifikacni reakce: pozitivni
(3) MR test: pozitivni
(4) VP test: negativni
(5) Tvorba indolu: negativni

(6) Tvorba hydrogensulfidu: negativni

(7) Vyuziti kyseliny citronové:
Christensen agar: pozitivni
Koser medium: pozitiﬁni

(8) Vyuziti zdroje anorganického dusiku
nitrdt: pozitivni

amonnd sl: pozitivni
(9) Chromogeneze: zadna
(10) Ureasa: pozitivni
(11) oxidasa: pozitivni
(12) Katalasa: pozitivni

(13) Oblast rastu ..
pH oblast: 5,5 az 10,5
oblast teplot: 10 az 43 °c

(14) vztah k volnému kysliku: aerobni

(15) O~F test
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(16) VyuZiti rlznych zdroji uhliku

L-arabinosa -
D-xylosa -
ek n o o ——— - ———— v mm e im 4 g oo e e <
D-mannosa -
D-fruktosa -
D-galaktosa -
maltosa -
sacharosa -
laktosa - | o
_trehalosa -
D?sorbitol -
D-mannitol -
inositel -
glycerin -
skrob +

4, GC obsah (HPLC metodoﬁ):

G + C (molarni %)

34,7

Mikroorganizmus byl vy&i&tén, aby ndlezZel-k Bacillus
megaterium na zdkladé bakteriologickych vlastnosti uvedenych

vyse. .. . . L .
Pseudomonas species YGK 443

1. Morfologické vlastnosti

(1) Rozmeér buﬁky: tycinky o rozmérech 0,4 az 0,6krét 0,6 az
2,4 mikrometru

(2) Gramiv kmen: negativni
(3) Polymorfismus bunky: Z&dny
(4) Pohyblivost: rozpoznana

(5) Adherentni stav biéiku: 4 aZ 5 poldrnich bicikd bylo

zjisténo
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(6) Spora: zadna
{7) Odolnost vicéi kyseliné: negativni

— . — . " i, e Wl Tt e T b— e ——— il —

Z2. Kultivaéni vlastnosti

(1) Bujonovad agarovi plotnovd kultivace: kruhovad vlnité
kolonie, kterd je mlééné bild a md hladky povrch se vy-
tvofi pfi kultivaci pfi 30 °C po dobu 24 hodin

(2) Bujonovd agarovd $ikmd kultivace: bledézluté prusvit-
né a lesklé mikroorganizmy rostou dobfe podél ryhy -

(3) Bujonovd kapalné kultivace: dobry rist je zjistén pfi
| tfepéni kultury

(4) Bujonovd Zelatinovd oCkovand kultura: Zadné& zména

(5) Lakmusové mléko: alkalické a, nepeptonizované

3. FPyziologické vlastnosti
‘(l) Redukce nitrdtu: pozitivni
.(2) Denitrifikacni reakce: negativni
(3) MR test: negativni
(4) VP test: neéativni
(5)-Tvorba indolu: negativni -
(6) Tvorba hydrogensulfidu: negativni

(7) vyuziti kyseliny citronové
Christensen agar: pozitivni

Koser medium: pozitivni

(8) vyuziti zdroje anorganického dusiku
nitrdt: pozitivni
amonnd sdl: pozitivni

(9) Fluorescentni chromogeneze: 2Zadné
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(10) Ureasa: pozitivni

(11) Oxidasa: pozitivni

- b ~ I — - e b cw, n [ - . R s oW e—— ey — -
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2} Ratalasa: pozitivni
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(13) Oblast ristu

pH oblast: 4,2 az 10,5
teplotni oblast: 17 az i3 °c

(14) Vztah k volnému kysliku: aerobni

(15) O-F test
glukosa: 0 (oxidacni)

sacharosa: zZa&dnd zména
(16) Rozklad argininu: negativni
(17) Vyuziti rdznych zdroji uhliku

L-arabinosa
D-xylosa
D-glukosa
D-mannosa
D-fruktosa
D-galaktosa

maltosa

+ + + + + 4+ o+ o+

sacharosa

laktosa

<+

trehalosa
D-sorbitol
D-mannitol

inositol

+ + +

glycerin
skrob -



4., GC obsah (HPLC metodou}:

G + C (molarni %) = 62,3

Mikroorganizmus byl vycistén, aby"héleielnk-gseudbmo-
nas species na zdkladé bakteriologickych vlastnosti uvedenych

vyse.

Pfikladif provedeni vyndlezu

PfedloZeny vyndlez je popsan detailnéji s odkazem na

pripravné pfiklady, experimenty a priklady, které nédsleduji.

Pripravny priklad 1

Priprava bakteridlni suspenze obsahujici purinovou nukleosi-

dovou fosforylasu a pyrimidinovou nukleosidovou fosforylasu

Bacillus stearothermofilus JTS 859 (FERM P-9666),
ktery je bakterii produkujici purinovou nukleosidovou fosfo-
rylasu (PUNP) a pyrimidinovou nukleosidovou fesforylasu
(PYNP) byl kultivovdn ndsledovné.

Pro kultivaci bakterii bylo pouZito kultivacni medium
o pH hodnoté 6,2 a obsahujici 10 g baktotriptonu, 5 g kvasni-
cového extraktu, 3 g glukosy, 3'g stolni soli, 1 g inosinu a
11 vody. Do 1,5 1 kultivaéniho media bylo pridéno 3 x lU7
spor Bacillus stearothermophilus JTS 859 (FERM P-9666) pro

kultivaci pfi cirkulaci vzduchu vvm a kultivaéni teploté 65 e

a pH hodnoté 6,0 aZ 6,4 za pouziti 3 litrové fermentadlni né-u
doby vybavené hornimi a spodnimi michacimi lopatkami, z nichz
kazdd ma primér 70 mm. Béhem kultivace se michaci lopatky

otaclely rychlosti 500 otdcek/min. Po skonceni kultivace byly

bakterie centrifugd&lné sdruzeny (10 000 G}, 4 °c, 15 minut).
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20 g vlhkych bakterii takto ziskanych bylo suspendovéno ve
30 ml 10mM roztoku fosforeénanu draselného (pH 7}, takzZe se
pfipravi bakteridlni suspenze obsahujici purinovou nukleosi-~

‘dovou fosforylasu a pyrlmldlnovou nukleosidovou fosforyla—

su {zde didle oznadovanou jako "PUNP-PYNP enzymovy roztok").

Pripravny priklad 2

Priprava bakteridlni suspenze majici rozkladovou aktivitu

pro uracil a thymin.

Bakteridlni suspenze Arthrobactor species YGK 222
(FERM BP-5907), Bacillus megaterium YGK 252 (FERM BP-5908),.
Pseudomonas species YGK 443 (FERM BP-5909), Rhodococcus erythro-
polis JCM 3132 nebo Rhodococcus e;ythropolis JCM 3191, pri-
¢emz kazdy md rozkladovou aktivitu pro uracil a thymin, ‘byla

pfipravena ndsledovné.

Pro kultivaci bakterii bylo pouzito kultivacni medium
majici hodnotu pH 7,0 a sestdvajici ze 2 g uracilu, 1 g dihy-
drogenfosforeénanu draselného, 3 g hydrogenfosforeCnanu dvoj-
draselného, 6 g kvasnicového extraktu a 1 1 vody. Kultivadni
medlum bylo déno do 211trove Erlenmeyerovy banky a inokulo-

vano 3 107

bakterll nebo spor vysSe zmlnenych mlkroorganlzmu.
Za téchto podminek byla kultivace provadena po dobu 15 hodln
pri 35 °c, pfidemz se Erlenmeyerova banky oté&ela rychlosti

200 otacek za minutu.

Po skonceni kultivace byly bakterie centrifugdlné
sdruzeny (10 000 G, 4 ®c, 15 minut), a vlhké bakterie takto
ziskané byly suspendovdny v 6 ml pufrového roztcku (pH 7}
obsahujiciho 10 mM fosfore&nanu draselného tak, aby se pfi-
pravila bakteridlni suspenze (zde ddle oznafovand jako"roztok

enzymu rozkladdajici uracil-thymin"
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Experiment 1

Produkce enzymu z mikroorganizmli rozklddajiciho uracil a thymin

1 ml reakéniho roztoku obsahujiciho bud 50 mdM uracilu
nebo 50 mM thyminu, 100 mM fosforefnanového pufrového rozto-
kua (pH 7), a 0,05 ml nékterého enzymového roztoku rozkladaji-
ciho uracil:thymin odvozeného od kmend pfipravenych v pfiprav-
ném prikladu 2 bylo ponechdno reagovat p¥i 35 % po dobu
15 minut a rozkladovd aktivita pro thymin a uracil v reakénim

roztoku byla mérena vysokovykonnou kapalinovou chromatografii.

Tabulka 1 ukazuje vysledky. Rozkladovd aktivita U
uvedend v tabulce 1 znaéi mnozstvi enzymové aktivity vyzado-
vané pro rozklad 1 mikromolu substrdtu (uracilu nebo thyminu)

za minutu p¥i 35 °c.

Tabulka l.

Rozkladova aktivita
Kmen . .
(U/v1lhké bakterie g)

- - e .. =« . ... .. . uracil. . thymin
Arthrobactor species YGK 222 36,4 . 14,5
Bacillus megaterium YGK 252 5,8 2,1
Pseudomonas speacies YGK 443 2,2 1,4
Rhodococcus erythropolis JCM 3132 - 10,6 4,2

Rhodococcus erythropolis JCM 3191 7.8 3,2
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Experiment 2

Produkce enzymu bakterie produkujici enzym rozklddajici
uracilethymin_ . L mm L L e e —
1 ml reakéniho rozﬁoku obsahujiciho 50 mM uracilu,
100 mM fosforecnanového roztoku (pH 7) a 0,05 ml kteréhokoli
z enzymovych roztokd fozklédajicich uracil ‘thymin odvozeného
z kmenﬁ'pfipravenﬁch v ptipravném pfikladu 2 bylo ponechdno
reagovat pri 35 0C,po dobu 15 az 30 minut. Pritomnost uracil-
thymindehydrogenasy, barbiturasy, dihydrouracildehydrogenasy ‘
a dihydropyrimidinasy stejné. jako tvorba a mizeni kyseliny
barbiturové a dihydrouracilu bylo detekovano sledovdnim pomoci

vysokovykonné kapalinové chromatografie.

Tabulka 2 ukazuje vysledky. Symboly "+" a "-" v tabulce 2

poporadé oznacuji, ze enzym byl detekovén nebo nedetekovén,

"Mélo by se poznamenat,lie kde‘ﬁ;pfiklad éktivita dihydro-
pyrimidinasy je vysSsi nez aktivita dihydrouracildehydrogenasy,
vytvoreny produkt dihydrouracil neni detekovédn. Z toho vyply-
va, Ze symbol "-" v tabulce 2 nutné nepopird stoprocentné pri-

tomnost prislusného enzymu.

Tabulka 2

Detekce ka%dého enzymu

Kmen c. uracilthymin-  barbiturasa  dihydro- dihydro-
dehydrogenasa uracil- pyrimidi-

dehydroge- nasa :
nasa- e

YGK 222 + + - -

YGK 443 + + +

YGK 252 + + +

JCM 3132 + + - -

JCM 3191 + + - -
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Priklad 1

Priprava purinového nukleosidu pomoci PUNP-PYNP enzymového

-roztoku-a~enzymového .roztoku. rozklddajiciho, urac115thym1n

100 ml vodného roztoku (pH 7) obsahujiciho 20 mM thymi-
dinu, 20 mM guaninu, 1,25 mM fosforecnanu draselného, 2 ml
PUNP PYNP enzymovéhc roztoku pripraveného v pripravném pfi-
kiadu 1, 0,5 ml enzymového roztoku rozklddajiciho uracil+thy-
min odvozeného z Arthrobactor species YGK 222, ktery byl
pripraven v pripravném prikladu 2, 100 mM kysellny borité a -
4 mi ethylendlamlntetraoctove kyseliny bylo ponechéno reago-
vat pri 35 ®¢ po dobu 110 hodin takll %e se mé&ri koncentrace
substratd a produktl obsazenych v reakéni smési. Obr. 1 uka—r

zuje vysledky.

Dalsi experiment byl provédén podobn& s vyjimkou toho,
ie enzymovy roztok rozkladajlc1 uracil- thymln nebyl pridén
do reakfniho roztoku, takze se méti. koncentrace substratu
a produkti obsazenych v reakéni smési. Tabulka 2 ukazuje

vysledky.

V kazdém obr. 1 a 2 je thymidin oznacen bilymi &tverci
a deoxyguan051n je oznacen cernyml koso&tverci. Dale thymin
a 5-methylbarbiturova kysellna jsou ‘6znaGeny poporadé cer-
nymi trojdhelniky a bilymi trojdhelniky.

.

Obr. 1 ukazuije tvorbu 5-methylbarbiturové kyseliny. Pro-

toZe kyselina se rozkladd jakmile se objevi, osvétluije to, ze

uracilthymindehydrogenasa a barbiturasa jsou piitomny v en-
zymu rozklddajicim uracil: thymin. V pfipadé obr. 1 thymidin
zmizel v podstaté Gplné&, ackoli startovaci latka guanin byl:

nalezen, Ze zUstdva jenom mirne.

L
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Deoxyguanosin byl vytvoren v mnozstvi 14,9 mM (vytéZek 75%ni).

Ve srovnani s obr. 2 pokryvajicim pfipad, kde enzymovy

— - o

‘Toztok rozklidajici uracil-thymin nebyl pfitomen, obr. 1

doklada, Ze pozadovany produkt deoxyguanosin byl vytvofen

ve velmi velkém mnozstvi.

Priklady 2 az 11

Priprava purinovych nukleosidli pomoci rznych startovacich
latkovych nukleosid& a riznych startovacich latkovych puri-
novych bazi

Reakce byla provadéna pfi 35 °c po dobu 90 hodin za stej-
nych podminek jako v pfikladu 1, s vyjimkou toho, Ze byly
poufity pyrimidinové nuleosidové sloudeniny a purinové béze
uvedené v tabulce 3. Koncentrace substridtd a produktl obsaZe-
nych v reakéni smési byly méfeny s vysledky uvedenymi v ta-
bulce 3.

Tabulka 3 také ukazuje srovndvaci prfiklady. Tyto srovna-
vaci priklady byly stejné jako samotné pfiklady s vyjimkou
toho, ze 0,5 ml destilované vody bylo priddno do reakéniho
systému misto roztoku enzymt rozklddajicich uracil-:thymin =
pouzitého v pfikladech. Jak je zfejmé z tabulky 3, vytdiek
purinové nukleosidové slouleniny se zvy$i pridavkem enzymo-
vého roztoku rozklddajiciho uracil:thymin. Zejména vytdiky
guanosinu a deoxyguanosinu byly znaéné zvySeny pridavkem en-

zymového roztoku rozklddajiciho uracil-thymin.
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Priklad 12

G¢inek enzymového roztoku rozklddajiciho uracil-thymin, odvoze-

ného od kterénokoli z kmend, na tvorbu purinové nukleosidové

i——— v ] B e — - g e o . o v T e————————.

slouceniny

Bylo pfipraveno 100 ml roztoku (pH 7) obsahujici 20 mM
thymidinu, 20 mM guaninu, 1,25 mM fosforednanu draselného, 2 ml
PUNP:PYNP enzymového roztoku pfipraveného v pfipravném prikla-
du 1, 0,5 ml enzymového roztoku rozkliddajiciho uracil thymin
odvozeného z kteréhokoli kmene, ktery byl pripraven v pfiprav-
ném prikladu 2, 100 mM kyseliny borité a 4 mM ethylendiamin-
tetraoctévé kyseliny. V tomto pfikladu‘byly také provadény
srovnavaci priklady stejnym zpisobem s vyjimkou toho, Ze bylo
priddno 0,5 ml destilované vody do reakéniho systému misto

pouzitého enzymového roztoku rozklddajiciho uracil-thymin.

°c po dobu 100

hodin tak, zZe se mérily koncentrace substrdti a produktu obsa- -

Reakéni systém byl podroben reakci pfi 35

zenych v reakéni smési, Tabulka 4 ukazuje vysledky.

Enzymovy roztok rozklddajici uracil.thymin odvozeny z ja-
kéhokoli z kmend byl zjistén, Ze je G&inny pro zvyseni vytéi-

ku produktu deoxygquanosinu.

Tabulka 4 .

Tvorba- deoxyguanosinu (mM)

Kmen Enzymovy roztok rozklddajici uracil-~
*thymin
pritomen nepritomen
Arthrobactor species YGK 222 12,4 2,4
Bacillus megaterium YGK 252 3,2 2,4
Pseudomonas species YGK 443 2,7 2,4
Rhodococcus erythropolis JoM 3132 5,3 2,4
Rhodococcus erythropolis JCM 3191 4,6 2,4
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Priklad 13

Stabilizace meziproduktu (ribosa-1-fosfat) a inhibice rozkladu
fosfatasou

A o e IR
- — —, bl —— A . a— . T

S e — a i o

1 ml vodného roztoku (pH 7) obsahujici 5 mM ribosa-1-fo-
sfatu, stabilizdtor uvedeny v tabulcae 5 (4 mM EDTA a 100 mM
kaZdého ze stabilizitort bylo pouzito), 0,02 ml PUNP:PYNP en-
zymového roztoku pripraveného v ptipravném pfikladu 1 a 0,01 ml
enzymoveého roztoku rozkl&dajiciho uracil*tbymin odvozeného
z Arthrobactor species YGK 222, ktery byl pfipraven v pfiprav-
ném pfikladu 2, byly podrobeny reakci pf¥i 35 °c po dobu 72 h.
Pritomnost ribosa-l-fosfatu a ribosy vznikajici z rozkladu
ribosa-1-fosfatu v reak&ni smési byla zkouSena tenkovrstvou
chromatografii, jejiz vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.
ZkouSeni bylo provadéno zplsobem popsanym Ishii a j. v "Agric.
Biol. Chem., 53(12), 3209-3218 (1989)“L coz je zde zaclenéno
fbrmou odkazu.

Tabulka 5 také ‘ukazuje kontrolu, kterad byla provadéna
stejnym zpusobem s vyjimkou, Ze 100 ml tris(hydroxymethyl)ami~
nomethanhydrochloridu (zde oznadovaného jako "tris") bylo pri-
ddno do reakéniho systému misto PUNP-PYNP enzymového roztoku

a pouzitého enzymového roztoku rozkladajiciho uracil-thymin.

. -Pripadné symbol "+" uvedeny v tabulce 5° oznacuje, Ze byl z;ls-

tén rozklad ribosa-l-fosfatu, pric¢emz symbol "-* oznacuije, Ze

rozklad nebyl zjistén.

PFi kontrole; to znamend "tris(kontrola)", pfi které ne-
byl pridédvén enzymovy roztok, rozklad moc neproblhal, coz
doklads, Ze v enzymovém roztoku byla obsazena fosfatasa.

Na druhé strané rozklad ribosa-1-fosfat nebyl zjistén v pripa-
dé pouziti jak kyselina borité, tak EDTA, coz doklddid, ze ty-

to stabilizdtory slouzi k inhibieci aktivity fosfatasy obsaZené




- 35 -

vV enzymovém roztoku a pfispivd ke stabilizaci ribosa-1l-fosfatu.

Tabulka 5
Stabilizitor Rozklad ribosa-l-fosfatu
tris (kontrola) +
tris +
Kyselina borité t
glyc1n . +
kysellna boritd + glllcin +
kyselina boritd + tris +
tris + EDTA +
 kyselina boritd + EDTA -
glifcin + EDTA _ +

Priklad 14

G¢inek stabilizdtor pfi tvorbs deoxyguanosinu
100 ml vodného roztoku (pH 7) obsahu31clho 20 mM thymidi-

nu, 20 mM guaninu, stabilizator uvedeny v tabulce 6, 2 ml

PUNP+PYNP enzymového roztoku pripraveného v pripravném pri-

kladu 1 a 0,5 ml enzymoveho roztoku rozklddajiciho uracil-

'thymin odvozeného od Arthrobactor SpECleS YGK 222, ktery byl

prlpraven v pripravném ptikladu 2, byl podroben reakci pfi

35 ¢ po dobu 90 hodin. MnoZstvi stabilizdtoru oznadeného

“x" v tabulce 6 bylo 4 mM, mnodstvi jiného stabilizdtoru bylo

100 mmM.
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Mnozstvi deoxyguanosinu obsaZeného v reakcéni smési bylo mé-
feno, pridemsz vysledky jsou uvedeny v tabulce 6.

B e s——

St Experlmentalnl data’ dokladajl, e komblnace kvsellnv bo-
rité a komplexotvorné slou¢eniny podobné EDTA, prlcemz tato
kombinace je také testovina v pfikladu 13, je G&innd pro inhi-
bici rozkladu ribosa-1-fosfatu tak, Ze se stabilizuje ribosa-

-l1-fosfat a tak se zvySuje Gcinnost tvorby purinové nukleo-

sidové slouceniny,

Tabulka 6
Stabilizator , Tvorba deoxyéuanosinu (mM): .

tris (kontroia) | 0

kyselina borita - . | - 1,5
glifcin | | o 0
iminodioctovd kyselina™ . 0
nitrilotrioctovd kyselina® 0
EDTA | 0
. L EGTA™ R .. . ) 0
'_ " tris+EDTA¥ | 0

glycin+EDTA* - 0,4

kyselina borit£+tfis ' ' 2,0

kyselina bor1ta+glyc1n | - 4,7

kysellna borlta + 1m1nod10ctova kysellnax 4,9

Kys.boritd + nitrilotrioctovd kyselina® 11,6

kyselina boritd + EpTA* 12,7

kyselina borit4 + EGTA¥ 9,6
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Dal$i vyhody a modifikace jsou lehce zfejmé odbornikdim

v oboru. Tudiz vyndlez v tomto svém Sirdim aspektu neni ome-
L —- Zzen, na konkrétni.detaily.a.pfikladni. provedeni,~kters=jsou
zde ukdzéna a popséna. V souhlase s tim mohou byt provedeny

rizné modifikace bez odchyleni se od ducha nebo rozsahu obec-
ného vyndlezeckého konceptu jak je definovén v pfipojenych
patentovych ndrocich a jejich ekvivalentech.
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Y

PATENTOVE NAROKY

1. Zplisob pripravy purinové nukleosidové slouceniny, za-
~we-wfENUjici. stupen.podrobeni pyrimidinové nukleosidové-sloude-

niny a purinové baze vyménné reakci bdze ve vodném roztoku

obsahujicim fosfore¢nanové ionty v pfitomnosti purinové nukle-

osidové fosforylasy a pyrimidinové nukleosidové fosforylasy,

vyznaceny tim, Ze pyrimidinovd bize vytvofend touto reakci

se prevede mikroorganizmem nebo enzymem odvozenym z tohoto
mikroorganizmu na sloudeninu neschopnou plsobit jako substri-
ty pyrlmldlnove nukleosxdove fosforylasy a purlnove nukleosi-
dové fosforylasy

2. Zpisob pfipravy purinové nukleosidové slouceniny pod-

le néroku 1 vyznaceny tim, Ze alespon jedna sloudehina vy~
brana ze skupiny zahrnujici glycin, 1m1nod10ctovou kysellnu,
nltrllotrloctovou kyselinu, ethylendlamlntetraoctovou kyse—
linu a ethylenglykol(2-aminoethylether)tetraoctovou kyselinu
a kyselinu boritou nebo borat, se pfidi jake stabilizétdr

ribosa-1-fosfatu nebo deoxyribosa-1- fosfatu, které se vytvo-

i jako meziprodukty p#i vyménné reakci baze.

3. Zplsob pripravy purinové nukleosidové slouceniny pod-

le naroku 1 nebo 2 vyznééeni_tim, Ze se uvedeny mikroorga- ud R
nizmus vybere ze skupiny zahrnujici rodaArthrobactor, rod Ba- A
cillus, rod Pseudomonas a rod Rhodococecus:

4, | Zplsob pripravy purinové nukleosidové slouéeniny po-
dle ndroku 1 nebo 2 vyznadeny tim, e se pyrimidinové nukleo-
sidovd sloudenina vybere ze ‘skupiny zahrnu]1c1 uridin, deoxy-
uridin, 5-methyluridin a thymidin.

5. Zpisob pfipravy purinové nukleosidové slouceniny po-

dle néroku 1 nebo 2 vyznaeny tim, e purinovd bdze se vybere
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ze skupiny zahrnujici adenin, guanin, benzimidazol, halogeno-

vany purin a aminovany purin.

P - prﬁsob'pfipravy'purinové“nukleosidové'sloUéénin?ﬁpo-

dle ndroku 1 nebo 2 vyznadeny tim, Ze enzymem odvozenym z mikro-
organizmu je uracilthymindehydrogenasa nebo dihydrouracil-
dehydrogenasa.

7. Zplsob pripravy purinové nukleosidové sloudeniny po-
dle naroku 1, 2 nebo 3 vyznaceny tim, Ze uvedenym mikroorga-
nizmem je Arthrobactor spec1es YGK 222 (FERM BP-5907),
Bacillus megaterlum YGK 252 (FERM BP-5908), Pseudomonas spe-
cies YGK. 443 (FERM BP- -5909), Rhodococcus erythropolis JCM 3132
nebo Rhodococcus erythropolis JCM 3191.

8. ‘ﬂMikroorganizmus schopnf produkovat uracilthymindehy-
drogenasu nebo dlhydroura011dehydrogenasu vybrany ze skuplny
zahrnujlc1 Arthrobactor species YGK 222 (FERM BP- 5907), Ba-
cillus megaterium YGK 252 (FERM BP-5908) a Pseudomonas species
YGK 443 (FERM BP-5909).

Zastupujeﬁ JUDr. Ing. Mila gﬁofejé
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