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SOUHRN

Cil studie: Analyza erytrocytarnich nukleotidd je vyuzivana k diagnostice defektd zachrannych cest purinového
metabolismu. Cilem této prace je objasnit, zda je toto vySetfeni pouzitelné také v diagnostice defektl druhé poloviny
purinové de novo syntézy (PDNS). Ke studiu membranového transportu a nasledné biotransformace byly pouzity
defosforylované meziprodukty druhé poloviny PDNS.

Materidl a metody: Patofyziologicka situace u pacientd trpicich deficity PDNS byla simulovana inkubaci nativnich
erytrocytl, erytrocytarnich membran a lyzovanych erytrocytll s defosforylovanymi meziprodukty druhé poloviny PDNS:
5-aminoimidazolribosid (Alr), 5-amino-4-imidazolkarboxribosid (CAlr), 5-amino-4-imidazolsukcinokarboxamidribosid
(SAICAr), 5-formamido-4-karboxamidribosid (FAICAr) a 5-amino-4-imidazolkarboxamidribosid (AICAr). Tyto slouceniny
byly chemicky syntetizovany a pouzity jako standardni latky. Inkubaéni smeési byly analyzovany pomoci kapilarni
elektroforézy s UV detekci pomoci tfi separacnich systém, které dovoluji analyzovat ribosidy i ribotidy.

Vysledky: Jen dva ze studovanych ribosidt (AICAr, FAICAr) prostoupily membranou erytrocytu v detekovatelném
mnozstvi. Pouze AICAr je vhodnym substratem erytrocytarnich kinaz a je konvertovan na odpovidajici mono-, di- a
trifosfaty.

Zaver: Vysledky ukazuji, Ze analyza erytrocytl je pouzitelnd pouze pro diagnostiku defektu bifunkéniho enzymu AICAR-
-transformylazy/IMP-cyklohydrolazy.
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SUMMARY

Vyskocilova P., Kuchynova H., Oplustilova L., Friedecky D., Hornik P., Adamova K., Adam T.: Analysis of
erythrocytes in the diagnostics of PDNS defects

Objective: Analysis of erythrocyte nucleotides is useful for diagnosing defects in purine salvage pathways. The aim of
this work was to elucidate whether the investigation could be used in diagnosing defects of a second part purine de
novo synthesis (PDNS). Dephosphorylated intermediates of the second part of PDNS (aminoimidazoleribosides) were
used for membrane transport and biotransformation study.

Material and Methods: Pathophysiological situation in patients suffering from defects of PDNS was simulated by
incubation of native erythrocytes, erythrocyte membranes and erythrocyte lysates with dephosphorylated intermediates
of second part of PDNS: 5-amino-4-imidazoleriboside (Alr), 5-amino-4-imidazolecarboxyriboside (CAlr), 5-amino-4-
-imidazolesuccinocarboxamideriboside (SAICAr), 5-formylamino-4-imidazolecarboxamideriboside (FAICAr) a 5-amino-
-4-imidazolecarboxamideriboside (AICAr). The compounds were synthesized and taken as standard compounds.
Incubation mixtures were analyzed by capillary electrophoresis using three separation systems allowing analysis of
both ribosides and ribotides.

Results: Two of all studied ribosides (AICAr a FAICAr) were able to permeate through the erythrocyte membrane in
detectable amounts. AICAr is an acceptable substrate for erythrocyte kinases and is converted to mono-, di- and
triphosphates.

Conclusions: The results suggest that erythrocytes are only useful for diagnosing AICAR-transformylase/IMP-
cyclohydrolase deficiency.

Key words: aminoimidazoleribosides, purine de novo synthesis, membrane transport.

Uvod

Purinové nukleotidy jsou v organismu syntetizova-
ny dvéma zplsoby. Prvni je biochemicka cesta zvana
purinova de novo syntéza. Vychozi latkou této metabo-
lické drahy je ribosa-5-fosfat a pfes 9 meziproduktu je
produkovan inosinmonfosfat (IMP). Purinovy kruh IMP
vznika postupnym pfidavanim jednotlivych atomt na
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rib6zovy kruh, coz je ale velmi energeticky naro¢né.
Organismus proto vyuziva pfevazné tzv. cest zachran-
nych, kdy se puriny v téle recykluji. V zachrannych
cestach zname defekty osmnacti enzymu, zatimco
v PDNS pouze tfi: superaktivita/deficit fosforibosylpy-
rofosfatsyntetazy (PRPS; EC 2.7.6.1), deficit adenylo-
sukcinatlyazy (ADSL, EC 4.3.2.2) a AICA-ribosidurie
(defekt bifunkéniho enzymu AICAR transformylaza —



IMP cyklohydrolaza; ATIC, EC 4.1.1.21, 6.3.2.6). En-
zymovy deficit se obvykle projevuje akumulaci sub-
stratu v burice, ktera jej v defosforylované formé (jako
ribosid) vylou¢i do télnich tekutin (schéma 1).
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Fig. 1. Scheme of metabolic consequences in purine inherited
metabolic deficiencies

PDNS = purine de Novo synthesis; Nt = nucleotides; Ns = nucleo-
tides; NTr = nucleoside transporter; *Normal dividing nucleated cell
which expresses PDNS.

Pro ucely diagnostiky dédi¢nych poruch purinove-
ho metabolismu jsou stanovovany hladiny téchto latek
v télnich tekutinach (pfedevs§im v moci) riznymi ana-
lytickymi technikami — TLC, HPLC a kapilarni elektro-
forézou. Pro diagnostiku enzymovych defektl zachran-
nych cest se analyzuji kromé moci pacienta take
erytrocyty. V téchto krevnich elementech jsou analy-
zovany hladiny nukleotida.

Erytrocyty nejsou schopny purinové de novo synté-
zy a vyuzivaji pouze zachrannych metabolickych drah.
Strukturalni podobnost aminoimidazolovych ribosid(
druhé ¢asti PDNS s purinovym, respektive pyrimidino-
vym skeletem, by mohla umoznovat transport téchto
latek v ribosidické formé z extracelularniho prostoru do
erytrocytll za pomoci nukleosidovych transporter(
a jejich naslednou konverzi na ribotidy. Z dosud zna-
mych defektl PDNS byla popsana diagnosticka vyuzi-
telnost analyzy nukleotidl v erytrocytech u deficitu
ATIC, zatimco u pacientll s defektem ADSL a defekty
PRPS abnormalni hladiny zjistény nebyly.

Cilem prace bylo zjistit, zda je analyza erytrocytl
vhodna také pro diagnostiku enzymovych defektl dru-
hé poloviny PDNS. Experimentalné jsme simulovali
patofyziologickou situaci u defektd druhé poloviny
PDNS inkubaci erytrocytl, erytrocytarnich membran
a lyzath se studovanymi latkami.

Material a metody

Material

5-amino-4-imidazolribosid (Alr), 5-amino-4-imidazol-
-karboxyribosid (CAlr), 5-formylamino-4-imidazolkarbox-
amidribosid (FAICAr) byly chemicky syntetizovany
z komeréné dostupného 5-amino-4-imidazolkarboxamid-

ribosidu (AICAr, Toronto Research Chemicals Inc.,
North York, Canada) [1]. 5-amino-4-imidazolsukcino-
karboxamidribosid (SAICAr) byl pfipraven pomoci re-
kombinantni ADSL (autofi dékuji Dr. M. Zikanove
z Prahy za poskytnuti vzorku) [2]. NaCl, KCI, MgCl,,
Tris-HCI, glukéza, Na,HPO,, NaH,PO,, H,BO,, dode-
cylsulfat sodny (SDS), 2-amino-2-methylpropan-1-ol,
H,PO,, NaOH, kyselina citronova, hexadecyltrimethyl-
amonium bromid (CTAB) a gama-aminomaselna ky-
selina (GABA) byly zakoupeny od firmy Sigma-Ald-
rich Co. (St. Louis., USA).

Nativni erytrocyty, erytrocytarni lyzaty a membrany

Krev zdravych jedincl byla centrifugovana (900 g,
5 min). Po odstranéni supernatantu byla peleta nativ-
nich erytrocytl promyta fyziologickym roztokem. Eryt-
rocyty byly inkubovany v médiu (121 mmol/l NaCl,
4 mmol/l KCI, 5 mmol/l MgCl,, 10 mmol/I Tris-HClI,
5 mmol/l glukdzy) s pfislusSnym ribosidem (1 mmol/l)
pfi 37 °C po dobu 15 minut.

Lyza erytrocytl byla provedena zmrazenim nativnich
erytrocytli na -50 °C a rozmrazenim pfi pokojové teplo-
té. Lyzat byl inkubovan stejné jako nativni erytrocyty.

Erytrocytarni membrany byly pfipraveny hypotonic-
kou lyzou nativnich erytrocytd v 0,103 mol/l Na,HPO,,
0,2 mol/L NaH,PO, (pH 7,6) a naslednou centrifugaci
(10 min, 1000 g, 4 °C). Buné¢na peleta byla rozpusténa
v meédiu, které obsahovalo 6,24 mmol/l Na,HPO,,
12,1 mmol/l NaH,PO, (pH 7,6), a jemné michana
20 min na ledové lazni. Bunécna suspenze byla centri-
fugovana (10 min, 20000 g, 4 °C). Vrstva membran byla
rozpusténa v hypotonickém pufru (viz vySe) a pfidana
do roztoku ribosidl tak, abych jejich vysledné koncent-
race byly 5. 10° mol/l, 5. 10* mol/l, 2,5 . 10® mol/l,
1.10%mol/l, 5. 10%* mol/l, 1 . 10* mol/l. Roztoky byly
inkubovany 19 hodin pfi laboratorni teploté za mirného
michani.

Stanoveni aminoimidazolovych ribosid
a aminoimidazolovych ribotida

Pred viastni analyzou byly buriky 3krat promyty fyzio-
logickym roztokem a deproteinovany 1 mol/l kyselinou
trichloroctovou a 30 s sonifikovany. Po centrifugaci byl
supernatant extrahovan dietyleterem do neutralni reakce.

Ribosidy byly stanovovany pomoci kapilarni elek-
troforézy P/ACE 5510 s detektorem diodového pole. Pro
analyzu byly pouzity tyto dva separaéni systemy: ,Al-
kalicky“ o slozeni 60 mmol/| H,BO, — 80 mmol/l SDS —
2-amino-2-methylpropan-1-ol (pH 9,6) a ,.kysely“ o slo-
zeni 200 mmol/l H,PO, — NaOH (pH 1,8) [3, 4].

Ribotidy byly stanovovany pomoci kapilarni elek-
troforézy ,home made“s UV detektorem. Separace pro-
bihala v pufru, ktery obsahoval 40 mmol/l kyseliny cit-
ronové - 0,8 mmol/l CTAB - GABA (pH 4,0) [5].

Vysledky a diskuse

Ve druhé poloviné PDNS byly doposud diagnostiko-
vany dva enzymové deficity z celkem péti teoreticky
moznych. V této praci jsme simulovali patofyziologic-

Klinicka biochemie a metabolismus 4/2007

223



kou situaci znamych i dosud nepopsanych enzymo-
vych defektl inkubaci erytrocytd s defosforylovanymi
meziprodukty druhé poloviny PDNS: Alr, CAlr, SAICAr,
AICAr a FAICAr. Experiment byl rozdélen do tFi ¢asti.
V prvni ¢asti byly ribosidy inkubovany s erytrocytarni-
mi membranami a analyzovan jejich intracelularni ob-
sah. Cilem bylo zjistit, zda jsou ribosidy schopny pro-
stoupit membranou. Z analyz vyplynulo, ze pouze AICAr
a FAICAr prostupuji pfes erytrocytarni membranu
(umembran inkubovanych s CAlr, Alr a SAICAr nebyly
tyto latky detekovany).

Ve druhé ¢asti experimentu byly ribosidy inkubova-
ny s erytrocytarnimi lyzaty a tato smés byla poté ana-
lyzovana. Cilem bylo zjistit, jak enzymy nativnich eryt-
rocytl transformuji ribosidy, které jsou schopny
membranou prostoupit. Pouze v analyzach erytrocytar-
nich lyzath inkubovanych s AICAr byl kromé samotné-
ho ribosidu detekovan také jeho monofosfat.

Ve tfeti komplementarni asti experimentu byl analy-
zovan intracelularni obsah nativnich erytrocytt inkubova-
nych s jednotlivymi aminoimidazolovymi ribosidy. Analy-
za intracelularniho obsahu nativnich erytrocytl
inkubovanych s AICAr ukazala na pfitomnost samotné-
ho ribosidu i jeho monofosfatu (stejné jako u lyzata). Kro-
mé toho byl ve vzorku detekovan také difosfat
a trifosfat. V erytrocytech inkubovanych s FAICAr byl
nalezen pouze AICAr. Vysvétlenim pro tento nalez mlze
byt bud pfitomnost AICAr jako necistoty ve vzorku
FAICAr a jeho preferenéni transport, nebo mozna enzy-
maticka konverze FAICAr na AICAr. Na objasnéni téchto
nalezl se v soucasné dobeé pracuije. V analyzach erytro-
cytd inkubovanych s CAlr, Alr a SAICAr nebyla deteko-
vana zadna z téchto latek, ani jejich fosforylované formy.

Zaveér

Cilem prace bylo zjistit, zda Ize defekty PDNS dia-
gnostikovat analyzou nukleotidll v erytrocytech, ktera
se bézné pouziva pro diagnostiku defektl v zachran-
nych cestach purinového metabolismu. Vysledky stu-
die ukazuiji, Ze tento zpUsob diagnostiky je vhodny pro
defekty bifunkéniho enzymu ATIC, avSak nelze jej po-
uzit pro ostatni defekty druhé poloviny PDNS. Vysled-
ky studie odpovidaji naleziim u pacienta s AICAribosi-
durii, v jehoz erytrocytech byly nalezeny vysokeé hladiny
AICAribotidl [6] a také nalez(m u pacientl s deficitem
ADSL, v jejichZz erytrocytech nebyl nalezen zadny
SAICAribotid [7].
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