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Né&zev objevu:

Thermostabilni preparat uridinkinasy, ziskany precipitaci frakce

celularnich bilkovin G¢inkem ionti téZkych kovii

PFedmét objevu:

1. Jev spocivajici ve vzniku precipitované formy uridinkinasy, pfitomneé
ve frakci celuldarnich bilkovin, G&inkem ionté t&Zkych kovd (Pb2*, Co?*,

Zn2* Cd2+, Fe?*, Mn2*, Ni2*).

2. Vlastnosti precipitované formy uridinkinasy, vzniklé podle bodu 1, je
enzymaticka aktivita, kterd se zachovava u lyofilisovaného preparatu

pFi zahtati na 100 °C.




Objev se tyka enzymu uridinkinasy, ktery
se GcCastni synthesy pyrimidinovych nukleo-
tid{i, nezbytnych pro tvorbu nukleovych ky-
selin. ZvySenda aktivita tohoto enzymu je pri-
tomna v rychle proliferujicich tkéanich a
slouZi k zajiSténi zvySeného prisunu pyrimi-
dinovych nukleotidi. Vzhledem k tomu, Ze
uridinkinasa vyuZiva jako substrat nejenom
prirozené nukleosidy, uridin a cytidin, ale
i syntheticky pripravena analoga téchto la-
tek (5-azacytidin, 6-azauridin, 5-fluoruridin
a dalsi), kterd maji cytostatické ucinky a u-
Zivaji se k lécbé neoplasii, ma tak uridin-
kinasa kliCovy wvyznam. Cytostaticky ucin-
na pyrimidinovad analoga ptisobi inhibi¢né az
po pfemé&n& mna piislusné 5-monofosfaty,
kterouZto reakci praveé -katalysuje uridinki-
nasa. Vyznam uridinkinasy v chemotherapii
néddorovych onemocnéni zvySuje déale sku-
teCnost, Ze vznik resistence organismu na
cytostatika z rady pyrimidinovych analog je
provdzen poklesem aktivity uridinkinasy,
katalysujici jejich prvou a pro biologicky
ucinek nezbytnou transformaci.

Studie o uridinkinase se zabyvaji jednak
jejim vyznamem v chemotherapii nadoro-
vych onemocnéni [napr. Vesely, ]., Cihak,
A.: Oncology 28, 204 — 226 (1973), Brock-
man, R. W.: Handbook Exptl. Pharmacol.
38/1, 352 — 410 (1974)], jednak isolaci a jeji
fysikdalné chemickou charakterisaci (napr.
Skold, O.: J. Biol. Chem. 235, 3273 — 3279
(1960), Lee, T., Karon, M., Momparler, R. L.:
Cancer Res. 34, 2482 — 2488 (1974)]. Mole-
kula uridinkinasy je znacné velikd [Orengo,
A.: ]. Biol. Chem. 244, 2204 — 2209 (1969),
Roux, ]J. M., Hoogenraad, N. ]., Kretchmer,
N.: ]. Biol. Chem. 248, 1196 — 1202 (1973} ]
a v nékterych tkanich se miZe vyskytovat
ve dvou forméach [Keefer, R. C., Morris, H.
P., Webb, T. E.: Cancer Res. 34, 2260 — 2265
(1974)]. Isolace uridinkinasy v Cistém stavu
se dosud nepodarila. Podani nékterych me-
tabolickych inhibitori vede ke zvySeni jeji
aktivity v jaterni tkani [Cihdk, A., Vesely,
J., Harrap, K. R.: Biochem. Pharmacol. 23,
1087—1094 (1974)], avSak molekularni pod-
stata tohoto jevu neni zndma. Shrnuti Gdaji
o uridinkinase, pokud jde o jeji vlastnosti,
isolaci a biologicky vyznam je provedeno v
prehledné préaci [Cihédk, A., Rada, B.: Neo-
plasma 23, 233 — 248 (1976)].

Podstatou objevu je precipitace uridinki-
nasy, pritomné v castetné& purifikovaném
celularnim extraktu, pomoci dvojmocnych
ionth raznych tézkych kovl (PbZ*, Co?,
Zm2* (Cd?*, Fe?*, Mn2*, Ni2+). Vznikl4, irre-
versibilné precipitovand uridinkinasa si i ve
formé srazeminy podrZuje enzymatickou ak-
tivitu. Lyofilisovany preparat takto vzniklé
sraZeniny je thermostabilni a podrZuje si en-

zymatickou aktivitu i pri zahrati na 100 °C.

Uridinkinasa byla 10krat purifikovdna z
homogenéatu teleciho mozku 20 — 40% vy-
sycenim siranem amonnym. Ziskany podil
bilkovin byl rozpusStén ve vodé a pritomna
uridinkinasa byla vysrdZena za chlazeni po-
malym pridavanim roztoku dvojmocnych
iont riznych téZkych kovi. Jako nejvhod-
neéjsSi se ke srazeniukazaly zineCnaté a olov-
naté ionty, priddvané ve formé chloridu ¢i a-
cetatu do kone¢né koncentrace 3 az 5x1073M.
Za téchto podminek nebyla v supernatantu
prokazana uridinkinasova aktivita a z cel-
kové aktivity enzymu se kolem 60 — 70 %
nachdzelo v precipitované formeé. SoucCasné
doslo k dvojndsobnému zvySeni specifické
aktivity vysrdZeného enzymu. SraZenina bil-
kovin byla oddélena za chlazeni odstredé-
nim a opakované promyta ledovou vodou,
aby doSlo k odstranéni volné adsorbovanych
iontd téZkych kovi. Takto promytd sraZeni-
na byla suspendovéana ve vodé a lyofilisova-
na. Vznikl bily, pripadné lehce zbarveny
prasek, ktery se nerozpous$ti ve vodé ani v
pufrech, avSak vykazuje vysokou uridinki-
nasovou aktivitu. Uvedeny postup je napros-
to reprodukovatelny.

Aktivita enzymu byla ovéfena jak za po-
uziti prirozenych radioaktivnich substrati
uridinu a cytidinu, tak synthetickych pyri-
midinovych analog s cytostatickym ucin-
kem, tj. 6-azauridinu s 5-fluoruridinu. V
pripadé 6-azauridinu doSlo za 30 min inku-
bace pfi 37 °C k 80% prem&n& nukleosidu
na prislusny 5‘-monofosfat, aniz by doslo k
jeho znacCnéjSimu rozstépeni na vychozi nu-
kleosid. Precipitovand forma enzymu je stej-
né jako solubilni uridinkinasa citlivd k inhi-
bici cytidin 5‘-trifosfatem, a to i po zahFati
lyofilisovaného preparatu na 100 °C. Hod-
noty zdanlivych K,,' konstant olovnatymi a
zineCnatymi ionty precipitované uridinkina-
sy jsou prakticky stejné, avSak dvakrat niz-
81 neZ u rozpustného enzymu (1.0, 1.0 a 2.0
mM ). Elementarni analysou precipitovanych
a lyofilisovanych preparat uridinkinasy by-
lo zjisténo, Ze na molarni bazi je obsah
Zn2?*- a Pb?*-iontd v obou preparéatech stej-
ny. Lyofilisovany preparat olovnatého a pre-
devSim zine¢natého komplexu uridinkinasy
a pritomnych balastnich bilkovin je vysoce
thermostabilni. Castedn& purifikovany pre-
parat uridinkinasy precipitovany za shora
uvedenych podminek 5 mM Zn2*-ionty snesl
v lyofilisovaném stavu jednohodinové za-
hiati na 100 °C bez vyraznéjSiho poklesu
enzymatické aktivity. Udaje o thermostabi-
lité obou preparatli, umozZiiujici sterilisaci
Zm-precipitované formy uridinkinasy, jsou
patrny z nésledujici tabulky.



Tabulka
Thermostabilita lyofilisdtu uridinkinasy z te-
lecich mozkiQi precipitované Zn2?* a Pb2*-
-ionty
Aktivita enzymu je uddna v % kontrolnich
nezahiivanych preparati.

s okl Délka zahtivéni
T 1 hod 3 hod
Zn-Precipitat

60 98 85
80 92 76
100 90 42

Pb-precipitat
60 84 57
80 76 42
100 61 30

Uvedené vlastnosti, tj. aktivita uridinki-
nasy v precipitované formé a vysokéd ther-
mostabilita lyofilisovaného prepardtu na-
znacuji, Ze lze predpokladat jeho praktické
pouZiti. V tomto pripadé lze pfednostn& u-
vaZzovat o zine¢natém komplexu uridinkina-
sy, nebot Zn?*-ionty jsou pro organismus v
nizkych davkach primo nezbytné. Uridinki-
nasa v precipitované formé& je v podstate
vazana na pevny nosi¢, kterouZto tdlohu v
tomto pripadé plni fysiologicky substrat, tj.
pritomné balastni bilkoviny. Nabizi se che-
motherapeutické vyuZiti schopnosti precipi-
tovaného enzymu katalysovat pfeménu cy-
tostaticky a¢innych pyrimidinovych analog.
Pro vyrobni tc¢ely lze uvaZovat o vyuZiti pre-
paratu pro primyslovou preparativni piipra-
vu radioaktivnich nukleotidli z piislusnych
nukleosidi.
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