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aktivity a radiochemickej ¢istoty

Predmetom vyndlezu je spdsob pripravy uridin-
difosfo-14€.D-glukurénove] kyseliny (UDPGK.14(C)
znadenej rédioaktivnym uhlikom “C vysokej mé-
lovej aktivity enzymatickou syntézou a spoésob
jej izoldcie z reakénej zmesi. Vyndlez riefi novym
spbsobom pripravu uvedenej ldtky vysokej ré-
diochemickej distoty, pridom mélovd aktivita
takto pripravenej litky presahuje 150 mCi/mmél.

Uridin  difosfo-14C.D-glukurénovs kyselina sa
pouZiva. ako glukuronozylovy donor pri &tudiu
mechanizmu réznych enzymatickych transgly-
kozylaénych reakeii vedicich k biosyntéze pekti-
nu, kyslych polysacharidov, a tvorbe rdznych
fenolickych, steroidnych a inych glykozidov. Uri-
din difosfo-14C.D-glukurénovs kyselina sa v posled-
nom dase stdle viac vyuiiva ako substrat pri sledo-
vani aktivit réznych hepatdlnych transglykozyldz,
ktoré sa zudastiiuji pri elimindeli rozmanitych
cudzorodych ldtok z organizmov vys§ich Zivo-
¢ichov. :

Z uvedeného je zrejmé, %e uridin difosfo-14C-
D-glukurénové kyselina nachddza Siroké mo#nosti
“uplatnenia hlavne v zdkladnom biologickom vysku-
me, ale aj v klinickej diagnostike a pri vyskume
kontroly zneéistovania Zivotného prostredia.

Uridin  difosfo-14C-D-glukurénovd kyselina sa
najcastejsie pripravuje selektivnou oxiddcion uridin
difosfo-14C-D-glukézy (UDPG-14C) s nikotinamid
adenin difosfdtom v pritomnosti enzymu uridin

196655

difosfo-glukézo-dyhydrogendzy (J. L. Strominger,
H. M. Kalckar, J. Axelrod a E. 8. Maxwell, J.
Amer. Chem. Soc. 76, 6411 (1954)). ‘

Spoloénym problémom vietkych doteraz poui-
vanych spésobov pripravy uridin difosfo-14C-D-
glukurénovej kyseliny je izoldcia produktu z reak-
¢nej zmesi. Doteraz pouZivané metédy iénomeni-
¢ové alebo preparativna papierovs elektroforéza
si pomerne néroéné na materidl i na pristrojové
vybavenie. Metéda preparativnej papierovej chro-
matografic sa doteraz nedala pouZit vzhladom .
k nedokonalej separécii produktu od doprevidza-
jucich cukornych fosfitov a nukleozid-fosfatov
pritomnych v reakénej zmesi.

Predmetom vyndlezu je sposob pripravy uridin-

- -difosfo-14C-D-glukurénovej kyseliny o vysokej mé-
lovej aktivite a rddiochemickej &istote enzymatic-

kou syntézou vyznadéeny tym, Ze sa ako vychodisko-
vej litky pouiiva D-glukdzy-14C, ktord sa enzy-
maticky prevedie na uridin difosfo-14C-D-glukézu,
ktord sa navéznou enzymatickou reakciou oxiduje
na uridin difosfo-1*C-D-glukurénovi kyselinu, ktors,
sa z reakdnej zmesi izoluje preparativnou papiero-
vou chromatografiou, ¢im sa z reakénej zmesi
posobenim alkalickej fosfatdzy v pritomnosti fe-
nolftaleinu ako inicidtora odstrénia doprevddzajice

-cukorné fosfaty a nukleozid-5-fosféty.

Predmetny vyndlez uvddza novy sposob enzy-
matickej syntézy uridin difosfo-14C-D-glukurénove;j



kyseliny vysokej rédioaktivnej &istoty a mdlovej
aktivity prevysujacej 150 mCi/mmél a izoldeiu tejto
1stky z reakénej zmesi. Tvorba uridin difosfo-14C-
D-glukurénovej kyseliny z vychodiskovej D-gluko-
zy “C je katalyzovand enzymovym systémom
pripravenym z pekérenského drozdia, obohatenym
enzymom  uridin-difosfo-D-glukézo-dehydrogend-

zou. Izolcia produktu z reakinej zmesi sa previdza

jednoduchou a mélo nakladnou metoédou papierovej
chromatografie. Aplikdcia tejto metddy je nmoine-
né elimindciou doprevddzajucich fosfitov glukézy
a nukleozid-5’-fosfatov ich selektivnou enzymatic-
kou hydrolyzou. Vytazky takto pripravenej uridin
difosfo-14C-D-glukurénovej kyseliny sa pohybujt
v rozmedzi 95 a% 85 % vzhladom k vychodiskovej
D-glukéze-14C.  Tento spdsob pripravy uridin-
difosfo-14C-D-glukurénovej kyseliny prindia tieto
vyhody:

1. vysoké vytaiky
. Tahk4 izoldcia produktu z reakénej zmesi
uspora dasu
uspora materidlu

SRR

mo#nost pouzitia domécich surovin.

Priklad prevedenia

Reakénd zmes obsahuje nasledovné pomery
vychodiskovych litok alebo ich ndsobky: 0,4 ml
0,1 M Tris-HCl pufru (pH 7,8); 1 mg D-glukézy-*4C
$pecifickej mélovej aktivity 150 mCi/mmdl a vys-
%ej; 12 mg trojsédnej soli uridin trifosfatu; 20 mg
fosfoglyceratu sodného; 10 mg chloridu horeénatého
hexahydratu; 0,056 mg glukézo-1,6-difosfatu, 0,2 mg
hexokindzy; 0,2 mg anorganickej pyrofosfatizy,
15 mg proteinu enzymového prepardtu pripravené-

ho pekarenského droZdia postupom podla A.

Wright a P. W. Robbins, Biochim. Biophys. Acta
104, 594 (1965). Celkovy objem reakénej zmesi
sa upravi na 2,4 ml pridavkom redestilovanej vody
a zmes sa inkubuje pri 30 °C. Po ukonéeni konverzie:
D-glukézy-14C na uridin-difosfo-14C-D-glukézu (PV
7687-76) sa pH inkubadnej zmesi upravi na 8,7
a pridd sa 156 umolov NAD, 10 umdlov EDTA
a 0,25 mg uridin-difosfo-D-glukézo-dehydrogendzy.
Zmes sa inkubuje pri laboratérne]j teplote pokial
sa nedosiahne kvantitativnej oxiddcie uridin-
-difosfo-14C-D-glukézy na uridin difosfo-1C-D-gluku-
rénovi kyselinu. Zmes sa potom kritko ohreje
na 100°C, denaturované proteiny sa odstrania
centrifugiciou. K roztoku sa pridd kvapka 1 %

fenolftaleinu a 0,02 mg alkalickej fosfatdzy. Kon-
Ytantnd hodnota pH sa udrziava priddvanim
roztoku uhliditanu sodného. Po ukonéeni hydro-
lyzy fosfatov, &o je indikované stilostou ruzového
zafarbenia roztoku, sa zmes nanesie na chromato-
graficky papier a chromatografuje v systéme kyse-
lina izomdselnd — IM hydroxid aménny (5:3)
v 20 hodin. Chromatogram sa potom doékladne
premyje v aceténe a uridin difosfo-*C-D-gluku-
rénové kyselina sa eluuje vodou. Dalsie &istenie
produktu sa prevadza rechromatografiou na pa-
pieri v systéme etanol-IM octan aménny, pH7
2,6:1).

Vynélez mé rozsiahly vyznam pre lacnt a efektiv-
nu pripravu uridin-difosfo-14C-D-glukurénovej ky-
seliny vo forme komeréného preparitu pouzitel-
ného na vyskumné téely, pridom sa vyuzivaja
v preva’nej miere domdce suroviny. Vytvéra
véetky predpoklady pre zahdjenie vyroby prepa-
rétu, ktory sa doteraz musel nakupovat zo Stdtov
doldrovej oblasti.

PREDMET VYNALEZU

Sposob pripravy uridin-difosfo-1C-D-glukuré-
 novej kyseliny vysokej moélovej aktivity a rddio-
chemickej gistoty enzymatickou syntézou, vyzna-
dujtici sa tym, #e ako vychodiskovd litka sa pouZiva
D-glukéza-14C, ktord sa enzymaticky prevedie na
uridin difosfo-14C-D-glukézu, ktord sa ndviznou
enzymatickou reakeiou oxiduje na uridin difosfo-

UC.D-glukurénovi kyselinu, ktord sa z reakénej
zmesi izoluje preparativnou papierovou chromato-
grafiou, pridom sa z reakdne]j zmesi posobenim alka-
lickej fosfatdzy v pritomnosti fenolftaleinu ako
indikétora odstrdnia doprevddzajtice cukrové fos-
faty a nukleozid-5’-fosféty.
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