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Uvod

Dédic¢né metabolické poruchy patfi k velmi zdvaznym
onemocnénim. Pfi chybné sekvenci DNA kodujici urcity
enzym se snizuji jeho katalytické vlastnosti. To ma za
nasledek akumulaci substratu enzymové reakce. Substrat
mize byt pro buiiku toxicky, a proto se jej snazi elimino-
vat. Purinova de novo syntéza (PDNS) je metabolickou
drahou vedouci ke vzniku purinovych nukleotidti z fosfori-
bosyldifosfatu. Probiha v deseti stupnich, jejichz konec-
nym meziproduktem je inosinmonofosfit (Schéma 1).
V soucasné dob¢ jsou znamy pouze tfi enzymové defekty
v metabolické draze PDNS. Superaktivita regulacniho
enzymu — fosforibosylpyrofosfatsynthetasy' — se projevuje
nadmérnou produkei kyseliny mocové. Deficit bifunkéni
adenylosukcinatlyasy® (katalyzuje osmy stupefi PDNS
a dale konverzi sukcinyladenosinmonofosfatu na AMP) se
projevuje intracelularni akumulaci [5-amino-4-(aspartat-/N-
-karbamoyl)imidazol]ribotidu (SAICAR) a také sukcinyl-
adenosinmonofosfatu. Odpovidajici ribosidy [5-amino-4-
-(aspartat-N-karbamoyl)imidazol]ribosid (SAICAr) a suk-
cinyladenosin jsou jako metabolity vylu¢ovany do télnich
tekutin. Nedavno bylo objeveno’, 7e akumulace (5-amino-
4-karbamoylimidazol)ribotidu (AICAR) v buikach a pii-
slusného ribosidu (AICAr) v télnich tekutinach je proje-
vem defektu AICAR-transformylasy. Diagnostika metabo-
lickych defektd purinového a pyrimidinového metabolis-
mu se provadi technikami vysokouc¢inné kapalinové chro-

Cena Merck

matografie (HPLC) nebo kapilarni elektroforézy (CE).

Z analogie s doposud rozpoznanymi defekty PDNS
1ze predpokladat, ze v ptipad¢ defektu PDNS akumulova-
né substraty prostupuji pfes bunéénou membranu jako
ribosidy. Detekce téchto latek v télnich tekutinach slouzi
k jejich diagnostice. V této praci je popsana syntéza, Cisté-
ni, zékladni elektromigracni a spektralni vlastnosti imida-
zolovych ribosidi — defosforylovanych meziproduktt
PDNS. Tyto latky obsahuji imidazolovy kruh, coz umoz-
fluje provadét jejich identifikaci na zdklad¢ absorpce zare-
ni v UV oblasti.

Material a metody
Pfiprava a ¢isténi ribosidu

Vsechny ribosidy s vyjimkou SAICAr byly pfiprave-
ny chemicky, analogicky k popsanym syntézam ribotida
a analyzovany kapilarni elektroforézou.

(5-Aminoimidazol)ribosid (Alr), odpovidajici defos-
forylovanému Sestému meziproduktu PDNS, byl pfipraven
z komercné dostupného AICAr (Toronto Research Chemi-
cals Inc., North York, Kanada) alkalickou hydrolyzou
a naslednou dekarboxylaci®. 1 g AICAr byl zahtivan
v 6 mol I"' NaOH. Smés byla poté ochlazena a pH bylo
nastaveno na 4,7 ledovou kyselinou octovou. Spontanni
dekarboxylace probihala za probublavani argonem po do-
bu 18 hodin. Po odpatfeni na rotac¢ni vakuové odparce byl
vzorek ulozen do exsikatoru. Vytézek syntézy byl 80 %.

(5-Amino-4-karboxyimidazol)ribosid (CAlr), odpovi-
dajici sedmému defosforylovanému meziproduktu PDNS,
byl piipraven alkalickou hydrolyzou’ jako Alr. Produkt
sirupovité konzistence byl opakované rozetfen a dekanto-
van nejprve s ethanolem a nésledn€ s methanolem. Hnédy
pevny produkt byl uloZen do exsikatoru. Vytézek provede-
né reakce byl 99 %.

[5-Amino-4-(aspartat-N-karbamoyl)imidazol]ribosid
(SAICAr) byl pfipraven enzymaticky s pouzitim rekombi-
nantni adenylosukcinatlyasy®. Autofi d&kuji Dr. J. Krijtovi
a M. Zikanové (Ustav dédiénych metabolickych poruch
v Praze, VSeobecna fakultni nemocnice Praha) za poskyt-
nuti této latky.

Syntéza (5-formamido-4-karbamoylimidazol)ribosidu
(FAICAr), odpovidajiciho predposlednimu defosforylova-
nému intermedidtu PDNS, byla popséna ve dvou publika-
cich™. Nami provedena piiprava dle prvniho postupu’
nebyla uspéSnd, béhem reakce neprobihala formylace.
Syntéza byla proto provedend podle druhého publikované-
ho postupug. 1 g AICAr byl zahiivan ve formylacni smési
slozené z 1,1 g NaOH, 13,6 ml kyseliny mravenci a 25 ml
acetanhydridu. Vysledné produkty byly lyofilizovany
a uschovany v exsikatoru. Vytézek syntézy byl 50 %.

* Petra Vyskocilova se s touto praci Gspésné¢ ziiCastnila soutéze O cenu firmy Merck 2005 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru

analytickd chemie.

250



Chem. Listy 101, 250-254 (2007)

O =P 0 =P O -Pj
amldafm]nnhanl
transferasa

Gin P

Glu,PPj

ribosafosfit-

: Odefmfal-mam CHz o
& é ; i i O-Pi-P
HO AMP HO

o-D-ribosa- | -difosfat-
5-fosfat

B D- rlbosy]amm—

o-D-ribosa-5-fostat 5-fosfat

(yAR -syntetasa

‘ Y ATP. G. l\

ADPP

(glycinamid)ribosyl-

Cena Merck
NH GAR-transfor: /mlnw /g FGAM-synietasa /%\ AIR-syntetasa
CHO H,C CHO
10-CHO-THF, ATP, Gin )\ ATP
i . HN NH
Rlb P; THI Rb P; ADPP;,Glu Rib = P; ADPP; 11,0

(formylglycinamid)-
ribosyl-5-fosfat

(formylglycinamidin)-

S-fosfat ribosyl-5-fosfat

1100C=Cl1I=ClL;-COOH

HN HN, H,N
coon. @ o ® ’ o ® c
AIR-} k”""'x}’ﬂ‘“ SATCAR-syntetaza adenylsukcindtyasa AICAR-transformylasa | TMP- x\klnhmmlam
H,N H,N, HN
B T T @ T @ - e ~+
HCO, ATP ATP, As, 10-CHO-THF
J \ 1 v _/ _/ N_//
Rlb P; ADPP; Rlb P; ADPPz Rib=P; LFumardt Rlb P; Rib=P; Rib=P;
(5-aminoimidazol)ribosyl- (5-amino-4-karboxy- ka[rsb-(?sull;ionﬁt-:lzsz% T]‘tr?l;-;j- - (5-amino-4-karbamoyl- (5-formamido-4-karbamoyl- inosin-
5-fosfat imidazol)ribosyl-5-fosfat 4 S-fosfat Y imidazol)ribosyl-5-fostat imidazol)-ribosyl-5-fostat monofosfat

Schéma 1. Purinova de novo syntéza

CAlr a SAICAr neobsahovaly zadné vedlejsi produk-
ty. FAICAr byl znecistén pouze vychozi latkou syntézy —
AICAr. Alr obsahoval ze vSech syntetizovanych ribosidi
nejvice necistot. Oba tyto surové ribosidy jsme precistili
na katexu Dowex SOWXS8 v NH, — cyklu. Pfi jejich &iste-
ni byl zadany produkt FAICAr ziskan na ionexové koloné
jako nezadrzeny podil eluci vodou. V ptipad€ Alr byl suro-
vy produkt nanesen na rekondiciovanou kolonu, ktera byla
promyvana vodou a Cisty Alr byl pak eluovan 1 mol 1™’
NH4OH. V obou ptipadech byly jednotlivé frakce eluath
analyzovéany kapilarni elektroforézou a frakce obsahujici
pozadovany produkt byly spojeny a lyofilizovany.

Kapilarni elektroforéza, elektromigraéni
a spektralni vlastnosti analyta

Analyzy produktl syntéz a preciSténych ribosidd
(obr. 1) byly provadény na piistroji P/ACE 5510 vybave-
ném spektrofotometrickym detektorem s polem diod
(Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA). Separace
byly provadény za konstantniho napéti s nabé¢hovou napé-
tovou rampou 30 s ve vnitiné nepokryté kiemenné kapila-
fe o vnitinim priméru 50 pm a vnéj$Sim praméru 375 um
(Polymicro CE and CEC Technologies, Phoenix, AZ,
USA). Efektivni délka kapilary byla 20 cm a celkova délka
27 cm. Pro analyzy byla vyuzita dfive publikovana meto-
da’. Separace byly provadény pti napéti 10 kV a teplot& 30
°C v moédu micelarni elektroforetické chromatografie
v alkalickém zékladnim elektrolytu o sloZeni 60 mmol 1™
H;BO; + 80 mmol I"' dodecylsulfit sodny (SDS). Hodnota
pH 9,6 byla nastavena pomoci 2-amino-2-methyl-propan-
-1-olu. Pfidavek micelotvornych ¢inidel byl zvolen s ohle-
dem na budouci pouziti pro analyzu biologickych tekutin
s obsahem proteind.

Pii studiu elektromigracnich vlastnosti ribosidi
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Obr. 1. Analyza pieciSténych imidazolovych ribosidi kapilar-
ni micelarni elektrokinetickou chromatografii; zakladni elek-
trolyt: 60 mmol 1" H;BO; + 80 mmol I"' SDS, upraveno na pH
9,6 ptidavkem 2-amino-2-methyl-propan-1-olu ; vnitini/vnégjsi
pramér kfemenné kapilary 50/375 pm, efektivni/celkova délka
20/27 cm, napéti 10 kV, proud 45 pA, teplota 30 °C
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Tabulka I

Cena Merck

Piehled pufri uzitych pfi studiu vlastnosti imidazolovych ribosidi

pH Slozeni pufru * Tontové sila ¢
3 20 mmol 1" kyselina citronova (pK; 3,13) — 0,8 mmol/l CTAB ° 0,009
5 20 mmol 1! kyselina octova (pK 4,76) — 0,8 mmol/l CTAB b 0,014
7 20 mmol 1™ kyselina fosforetna (pK, 7,21) 0,035
9 20 mmol I TABS © (pK 8,90) 0,011

“Pislusna hodnota pH byla nastavena titraci pufri roztokem NaOH, °hexadecyltrimetylamoniumbromid, ©(N-tris
[hydroxymethyl]methyl-4-aminobutansulfonova kyselina, ¢ za laboratorni teploty

v zavislosti na pH byl kazdy z ribosidd analyzovan kapi-
larni zoénovou elektroforézou. Pfi analyzach byly pouzity
vySe popsané podminky, pouze s jinymi zakladnimi elekt-
rolyty (tabulka I) o rizném pH, jejichz slozeni bylo vybra-
no podle hodnot pK. Nastaveni pH bylo provadéno titrova-
nim pufri roztokem NaOH. V piipadé roztokli o pH 3 a 5
by doba analyzy byla pfili§ dlouha, proto byl ptidan kati-
ontovy tenzid hexadecyltrimethylamoniumbromid (CTAB)
v submicelarni koncentraci a experiment probihal pfi obra-
cené polarité. Tyto analyzy poskytly informace o elektro-
migracnich a spektralnich vlastnostech studovanych latek.
Efektivni pohyblivosti ribosidl byly vypocteny dle vztahu

Mer = (lola/ tanat"U ) = (lela/ tror"U')
kde /; je celkova délka kapilary [cm], /4 je délka kapilary
k detektoru [cm], t, je migraéni ¢as analytu [s], fgor je
migracni ¢as znacky elektroosmotického toku [s] a U je
vlozené napéti [V]. Pro stanoveni pohyblivosti elektroos-
motického toku byl jako znacka pouzit mesityloxid.
ProtoZze nezname piesnou koncentraci syntetizova-
nych ribosidd v analyzovanych roztocich, vychéazeli jsme

pfi  vypoétu molarnich absorpénich koeficientl
z publikovanych hodnot'*™"* a uvazovali vztah
& = Ay & /4y

kde &, je molarni absorpéni koeficient [1 mol™' cm™], gy
je publikovany molarni absorpéni koeficient pii pH 7
[1 mol'em™], 4, je korigovana plocha piku [mAU cm],
Ay je korigovana plocha piku pii pH 7 [mAU cm]. Kori-
gované plochy pikti byly odecitany pti vinové délce, ktera
je uvedena v literatue'®™">.

Vysledky a diskuse

Je vSeobecné znamo, ze pH prostiedi ovlivituje diso-
ciaci a protonizaci ionogennich skupin analytu. Miru ioni-
zace a velikost naboje vyjadiuji hodnoty efektivnich elek-
troforetickych pohyblivosti analytl, které jsou prezento-
vany v tabulce II. Ve struktufe Alr se pti pH < 5 protoni-
zuje aminoskupina vazana na imidazolovém kruhu
a v této oblasti pH se tedy Alr chova jako kationt. CAlr
mé ve své struktufe kromé aminoskupiny také karboxylo-
vou skupinu. Pfi pH 3 se chova jako kationt, ale pti pH 5
je nenabity (migruje s elektroosmotickym tokem). Pfi pH
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Tabulka II
Efektivni pohyblivosti (per +10° [m*V™'s™']) imidazolo-
vych ribosidl v zavislosti na pH pfi teploté 30 °C

Ribosid pH3 pHS pH7 pH9
Alr 22,2 15,9 0 0
CAlr 4,9 0 -15,3 -15,5
SAICAr 0 0 -23,4 -22.8
AICAr 5,5 0 0 0
FAICAr 0 0 0 -3,0

> 5 se chova jako aniont, nebot’ karboxylova skupina je
pln¢ disociovdna a aminoskupina neni protonizovana.
Dalsi zvySovani pH disociaci neovliviiuje. SAICAr ma ve
sveé struktufe dvé karboxylové skupiny a pii pH > 7 se
prokazatelné¢ chova jako aniont. AICAr obsahuje ami-
noskupinu a amidovou skupinu. Pii pH < 3 se chové jako
kationt, pii vySSim pH jiz nenese zadny naboj. Jinak je tomu
u FAICAr, kde je aminoskupina chranéna formylovou skupi-
nou, a proto se neprotonizuje. Pii pH > 9 disociuje enolfor-
ma aldehydové skupiny a FAICAr se chové jako aniont.
Kromé elektromigracnich vlastnosti se méni i vlast-
nosti spektralni. Hodnoty moléarnich absorp¢nich koefici-
entl ve spektralnich maximech ribosidii analyzovanych
pfi rizném pH jsou uvedeny v tabulce III. Na obr. 2 jsou
uvedena UV spektra studovanych ribosida pfi pouzitych
pH. U SAICAr a AICAr se pii pH < 3 zvySuje absorbance
v oblasti 245 nm. U CAlr se vyznamné ménila UV spekt-
ra v zavislosti na pH. Pii pH 3 jsou zfejma dvé absorp¢ni
maxima. Se snizujicim se pH se zvySuje absorbance
v oblasti 243 nm. Pfi pH 7 splyvaji obé maxima do jedno-
ho v oblasti 253 nm, které se s rostoucim pH neméni.
U Alr se s rostoucim pH posunuje absorpcni maxi-
mum smérem k niz§im vlnovym délkam. Naopak
spektra FAICAr zistavaji pti vSech hodnotach pH stejna.
Elektromigracni vlastnosti ribosidli jsou velmi uZzi-
tecné pro jejich analyzu kapilarni elektroforézou. Infor-
mace o spektralnich vlastnostech roz$ifuji moznosti iden-
tifikace ribosidd i na jiné separacni techniky vyuzivajici
UV detekce. Znalosti spektralnich vlastnosti ribosida byly
vyuzity pfi potvrzeni identity latek analyzovanych kapi-
larni elektroforézou. Jednotlivé ribosidy byly tak
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Obr. 2. Zavislost spektralnich vlastnosti imidazolovych ribosidi na pH; a) pH 3, b) pH 5, ¢) pH 7, d) pH 9

Tabulka III

Molarni absorpéni koeficienty (g [l mol™' cm™']) imidazolovych ribosidi

Ribosid A [nm] pH3 pHS pH7 pHO
Alr 260 5969 4735 2400 7769
CAlIr 260 7531 8281 10080 8912
SAICAr 270 24605 32180 13300 30347
AICAr 267 9844 11270 12600 9557
FAICAr 248 4798 4216 6590 4477

s jistotou identifikovany na zéklad¢é svych spektralnich
vlastnosti.

Zavér

Byly pfipraveny meziprodukty purinové de novo syn-
tézy ve formé ribosidi a tyto ribosidy byly piecistény. Pro
identifikaci ribosid kapilarni elektroforézou jsou stézejni
spektralni a elektromigrac¢ni vlastnosti. Na zéklad¢ elektro-
foretickych analyz pii rizném pH s UV detekei byly ziska-
ny poznatky o ionizaci imidazolovych ribosidi a o jejim
vlivu na UV spektra. Zejména informace o spektralnich
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vlastnostech rozsifuji moznost odhalit doposud neobjevené
enzymové defekty druhé poloviny purinové de novo synté-
zy, a to elektroseparacnimi technikami s UV detekei.

Tato prdce vznikla za podpory grantii IGA MZCR
NR/7796-3 a MSM 6198959205.
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P. Vyskotilova™®, P. Hornik™", D. Friedecky®, and
T. Adam® (“Laboratory of Inherited Metabolic Disorders,
Department of Clinical Biochemistry, University Hospital,
Olomouc, Czech Republic, *Department of Analytical
Chemistry, Faculty of Natural Science, Palacky Univer-
sity, Olomouc, Czech Republic): Spectral and Electro-
migration Characteristics of Imidazole Ribosides

Some imidazole ribosides were synthesized, purified
by ion exchange chromatography and analyzed by capil-
lary micellar electrophoretic chromatography and zone
electrophoresis. Basic spectral and electromigration char-
acteristics of the ribosides at various pH are reported. The
data on ribosides can be used in diagnosis of the known
and as yet undescribed enzyme defects in the de novo
purine synthesis.
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