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A b s t r a c t

STUDIES OF HUMAN INOSINE TRIPHOSPHATASE 

AND ITP METABOLISM 

b y

DEBRA LYNNE FREEDENBERG 

A d v i s o r :  D r .  K urt H ir s c h h o r n

A h ig h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a to g r a p h y  (HPLC) m eth od  h a s  

b e e n  d e v e l o p e d  f o r  a s s a y  o f  I n o s i n e  T r i p h o s p h a t a s e  (E .C . 3 . 6 . 1 . 1 9 )  

i n  human e r y t h r o c y t e  and ly m p h o c y te  e x t r a c t s .  Under c o n d i t i o n s  

d e v e l o p e d  t h e  a s s a y  i s  e x t r e m e l y  s e n s i t i v e  ( c a p a b le  o f  d e t e c t ­

i n g  5 p i c a m o l e s  o f  p r o d u c t ) ,  r e p r o d u c i b l e ,  and s p e c i f i c  f o r  

I T P a s e .  The a s s a y  i s  l i n e a r  f o r  t h i r t y  m in u t e s  w i t h  i n c r e a s i n g  

p r o t e i n  r a n g e s  u s i n g  e x t r a c t s  o f  b o t h  e r y t h r o c y t e s  and ly m p h o id  

l i n e s .

A lo n g  te r m  ly m p h o id  l i n e  e s t a b l i s h e d  fr o m  an  i n d i v i d u a l  

r e p o r t e d  t o  h a v e  no d e t e c t a b l e  IT P a se  a c t i v i t y  i n  e r y t h r o c y t e s  

w as fo u n d  t o  h a v e  a p p r o x i m a t e l y  25% r e s i d u a l  a c t i v i t y  b y  t h r e e  

m e t h o d s : m e a su rem en t o f  t h e  r a t e  o f  c o n v e r s i o n  o f  ITP t o  IMP, 

m ea su rem en t o f  t h e  r a t e  o f  r e l e a s e  o f  p y r o p h o sp h a te ,  and s t a r c h  

g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s u b s e q u e n t  t o  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  ly m p h o id  

l y s a t e s .  The v a r i a n t  IT P a se  w a s  fo u n d  t o  b e  m i l d l y  h e a t  l a b i l e  

i n  c o m p a r is o n  t o  the normal ITPase ly m p h o id  enzym e w hen e x t r a c t s  

w e r e  i n c u b a t e d  a t  56°C and 50°C f o r  up t o  one h o u r .  No i s o z y m e s
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o f  IT P a se  w e r e  d e t e c t e d  on s t a r c h  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  e i t h e r

t h e  v a r i a n t  o r  n o rm a l ly m p h o id  l i n e s .

IT P a se  w as  fo u n d  t o  be  a p y r o p h o s p h a t a s e  i n  b o t h  n o rm a l

ly m p h o id  c e l l s  and t h e  p a r t i a l l y  d e f i c i e n t  IT P a se  v a r i a n t .

When 8 - ^ C  ITP w as u s e d  a s  a s u b s t r a t e ,  i n c r e a s e s  o n l y  i n

r a d i o - l a b e l e d  IMP w e r e  d e t e c t e d .  A s e d i m e n t a b l e  p h o s p h a t a s e

1 4w as a l s o  fo u n d  t o  h y d r o l y z e  8 -  C I T P . The v a r i a n t  had  

n o rm a l l e v e l s  o f  a c t i v i t y  o f  t h i s  e n z y m e .  T h i s  n o n s p e c i f i c  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w as  e l im in a te d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  o f  l y s a t e s  

a t  2 7 , 0 0 0  x  g  f o r  t h i r t y  m i n u t e s .

M e t a b o l i c  s t u d i e s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n t a c t  n o rm a l lym p h o­

c y t e s  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  s y n t h e s i z e  and a c c u m u la t e  IT P .  

H o w ever , t h e  m ax im al l e v e l  o f  a c c u m u l a t i o n  o f  ITP ( 0 . 1 4 4  n a n o -
g

m o l e s / 1 0  c e l l s )  i n  th e  v a r i a n t  w as one h u n d red  t i m e s  g r e a t e r

t h a n  t h e  m a x im al l e v e l  fo u n d  i n  n o rm a l c e l l s  ( 0 . 0 0 1  n a n o m o le s /
0

10 c e l l s )  u n d er  any c o n d i t i o n s .

The i n f l u e n c e  o f  v a r i o u s  c o n d i t i o n s  on  t h e  a c c u m u la t io n  

o f  ITP w as i n v e s t i g a t e d .  The a b s e n c e  o f  g lu t a m i n e  i n  t h e  

c u l t u r e  m ed ia  w a s  fo u n d  t o  b e  a p r e d i s p o s i n g  f a c t o r  t o  t h e  

a c c u m u l a t i o n  o f  IT P .

I n  t h e  v a r i a n t  I T P a se  ly m p h o id  l i n e ,  th e  a c c u m u la t io n  o f  

ITP w a s  fo u n d  t o  v a r y  i n v e r s e l y  w i t h  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  

fo u n d  i n  GTP ( - 0 . 9 8 ,  p = 0 .0 0 0 1 )  , t o  b e  p o s i t i v e l y  c o r r e l a t e d  

w i t h  t h e  r a t i o  o f  IMP/AMP ( 0 . 9 1 ,  p = 0 .0 0 0 1 )  and  t o  be
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p o s i t i v e l y  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  amount o f  IDP p r e s e n t  ( 0 . 9 6 ,  

p = 0 . 0 0 0 1 )  . I n  a d d i t i o n ,  t h e  r a t i o  o f  ATP/GTP w as s i g n i f i ­

c a n t l y  d i m i n i s h e d  (due t o  d e c r e a s e d  ATP) i n  th e  v a r i a n t  l i n e  

fro m  n o rm a l l i n e s  u n d er  c o n d i t i o n s  o f  ITP s y n t h e s i s .  The 

d e c r e a s e  i n  ATP d i d  n o t  s t o i c h i o m e t r i c a l l y  a c c o u n t  f o r  t h e  

i n c r e a s e  o f  IT P . No s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  w a s  fo u n d  i n  

ATP/GTP r a t i o s  i f  ITP w as  n o t  a c c u m u la t e d .  A g r e a t e r  p e r c e n t a g e  

(92% v s .  75%) o f  t o t a l  r a d i o a c t i v e  n u c l e o t i d e s  w as  fo u n d  i n  

IMP un d er  c o n d i t i o n s  o f  ITP s y n t h e s i s .  I n  t h e  n o rm a l l i n e s  

ITP a c c u m u l a t i o n  a l s o  show ed an i n v e r s e  c o r r e l a t i o n  w i t h  t h e  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  GTP ( - 0 . 9 2 ,  p = 0 . 0 0 0 1 ) .

Lym phoid l i n e s  w e r e  a l s o  fo u n d  t o  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  

s y n t h e s i z e  XDP and XTP. The c o n d i t i o n s  o f  XDP and XTP 

s y n t h e s i s  w e r e  n o t  d e t e r m i n e d .
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H i s t o r y

E x c e s s i v e  q u a n t i t i e s  o f  u r i c  a c i d  i n  b l o o d  i s  p e r h a p s  th e  

o l d e s t  known m e t a b o l i c  a b n o r m a l i t y  i n  man. U r ic  a c i d  c o n c e n t r a ­

t i o n s  i n  b l o o d  w e r e  shown t o  be i n c r e a s e d  i n  p a t i e n t s  w i t h  

g o u t y  a r t h r i t i s  i n  1 8 5 4 .  U r ic  a c i d  w as d e m o n s tr a te d  t o  be a 

p u r in e  compound i n  1 8 9 8  by F i s c h e r .  W ith  t h e  a d v e n t  o f  r a d i o -  

l a b e l e d  com p ou n d s, t h e  o r i g i n  o f  i n d i v i d u a l  members o f  th e

p u r i n e  r i n g  w a s  d e f i n e d .  I n  1943 B a r n e s  and S c h o e n h e im e r  f e d  

1 5p i g e o n s  N ammonium c i t r a t e  and fo u n d  t h a t  u r i c  a c i d  w as

15l a b e l e d .  They a l s o  d e m o n s tr a te d  t h e  f a i l u r e  o f  N u r e a

h i s t i d i n e  and a r g i n i n e  t o  b e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  u r i c  a c i d  ( 1 ) .

1 ^I n  1947  S h em in  and R i t t e n b e r g  show ed N g l y c i n e  w a s  i n c o r ­

p o r a t e d  i n t o  u r i c  a c i d .  S t u d i e s  w i t h  i s o t o p e s  b y  B uchanan  

and G r e e n b e r g  a ro u n d  1 9 5 0  i d e n t i f i e d  t h e  o t h e r  p r e c u r s o r s  o f  

t h e  p u r i n e  r i n g .  C arbon a tom s 2 and  8 a r e  d o n a te d  b y  

fo r m a te  ( v i a  t e t r a h y d r o f o l a t e ) , c a rb o n  4  and 5 from  g l y c i n e ,  

c a r b o n  6 from  C02 , n i t r o g e n  atom  1 from  a s p a r t i c  a c i d ,  and  

n i t r o g e n  atom s 3 and 9 from  g lu t a m in e  ( F ig u r e  1 ) .  The p r e s e n t  

c o n c e p t  o f  p u r i n e  s y n t h e s i s  de n o v o  i n  humans i s  i l l u s t r a t e d  

i n  F i g u r e  2 .

P u r in e  n u c l e o t i d e s  may b e  s y n t h e s i z e d  de n o v o  o r  form ed from  

f r e e  n u c l e o s i d e s  and b a s e s .  De n o v o  s y n t h e s i s  r e s u l t s  i n  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  i n o s i n e  m on o p h o sp h a te  w h ic h  may b e  c o n v e r t e d  

t o  a d e n o s i n e  m o n o p h o sp h a te  and g u a n o s in e  m o n o p h o s p h a te .  The



F i g u r e  1

S o u r c e s  o f  Atom s fro m  t h e  P u r in e  R in g ,  From A s t r i n  (22)

from CO2

from asporfate

formate

1 ^ 6

fir
- C 2 ’

i$,
: # •

^ 3  J f k  9

8 C -

from glycine

formate

from amide N o f glutamine
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r e s u l t i n g  m o n o n u c l e o t i d e s  may be  c o n v e r t e d  t o  d i  and t r i  

n u c l e o t i d e s ,  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s ,  o r  c a t a b o l i z e d  t o  b a s e s  

and n u c l e o s i d e s .  Many i n t e r c o n v e r s i o n s  e x i s t  a t  t h e  b a s e  

and n u c l e o s i d e  l e v e l .  The f i n a l  d e g r a d a t i v e  p r o d u c t  o f  

p u r i n e  m e t a b o l i s m  i s  u r i c  a c i d .  Once u r i c  a c i d  i s  fo r m e d ,  

t h e r e  i s  no p o s s i b i l i t y  o f  r e u t i l i z i n g  t h e  p u r i n e  b a s e .

P u r in e  n u c l e o t i d e s  p a r t i c i p a t e  i n  many c e l l u l a r  

f u n c t i o n s .  P u r i n e s  a re  t h e  p r e c u r s o r s  o f  DNA and RNA, and  

n u c l e o t i d e s  s e r v e  a s  an e n e r g y  s o u r c e  f o r  many r e a c t i o n s .

P u r in e  n u c l e o t i d e s  may a l s o  serv e  as c o - f a c t o r s  i n  many r e a c t i o n s .

A . P u r i n e  B i o s y n t h e s i s — De Novo

The f i r s t  c o m m it te d  r e a c t i o n  o f  p u r i n e  b i o s y n t h e s i s  i s  

t h e  c o n d e n s a t i o n  o f  p h o s p h o r i b o s y l  p y r o p h o s p h a t e  and g l u t a ­

m in e  i n  th e  p r e s e n c e  o f  m agn es iu m  t o  fo r m  B - p h o s p h o r i b o s y l a m i n e , 

g l u t a m i c  a c i d ,  and p y r o p h o s p h a t e .  PRPP i s  an a c t i v e  i n t e r ­

m e d ia r y  i n  p u r i n e  m e t a b o l i s m .  The s y n t h e s i s  o f  PRPP i s  

m e d ia t e d  b y  t h e  enzym e p h o s p h o r i b o s y l  p y r o p h o s p h a t e  s y n t h e t a s e  

w h ic h  c a t a l y z e s  t h e  r e a c t i o n  r i b o s e - 5 - p h o s p h a t e  and ATP t o  

fo rm  PRPP and AMP. PRPP s y n t h e t a s e  i s  u n d e r  s e v e r a l  c o n t r o l  

m e c h a n is m s .  I n o r g a n i c  p h o s p h a t e  a c t s  a s  an a l l o s t e r i c  

a c t i v a t o r  o f  PRPP s y n t h e t a s e  ( 2 ) •  R em oval o f  p h o s p h a t e  

l e a d s  t o  c o m p le t e  l o s s  o f  a c t i v i t y  o f  PRPP s y n t h e t a s e  ( 3 ) .

The Km o f  PRPP s y n t h e t a s e  f o r  ATP i s  1 . 4  x  1 0 “  ̂ ( 3 ),

3 . 3  x  1 0 - 4  f o r  R5P ( 3 ) ,  and 3 . 3  x  1 0 ~ 3 f o r  P± .
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PRPP s y n t h e t a s e  i s  r e p o r t e d  t o  u n d e rg o  a g g r e g a t i o n a l  

c h a n g e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s a t u r a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

ATP-Mg The s m a l l  m o l e c u l a r  w e i g h t  form  i s  a d im er  w i t h  tw o  

s u b u n i t s  o f  3 0 , 0 0 0  e a c h .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mg-ATP tw o  

h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  f.,n n ra s (7 2 0 , 0 0 0  and 1 , 2 0 0 , 0 0 0 )  a r e  fo u n d ,  

and t h e s e  a p p e a r  t o  be  t h e  a c t i v e  form  o f  t h e  enzym e ( 4  ) .

A l t e r a t i o n s  o f  m e t a b o l i s m  w h ic h  i n c r e a s e  t h e  a v a i l a b i l i t y  

o f  r i b o s e - 5 - P  a re  r e p o r t e d  t o  i n c r e a s e  l e v e l s  o f  PRPP (and  

h e n c e  p u r i n e  b i o s y n t h e s i s ) . R i b o s e - 5 - P  i s  s y n t h e s i z e d  v i a  

t h e  h e x o s e  m o n o p h o sp h a te  s h u n t  o f  g l u c o s e  m e t a b o l i s m  ( 5 )  

o r  n o n - o x i d a t i v e  d e g r a d a t i o n  o f  f r u c t o s e  6 -P  ( 6 ) .  T h e re  i s  

a l s o  a r e p o r t  o f  s y n t h e s i s  v i a  u r o n i c  c y c l e ,  b u t  t h i s  i s  

b e l i e v e d  t o  be  o f  l i t t l e  im p o r t a n c e  i n  s y n t h e s i z i n g  R -5 -P  

i n  human t i s s u e s  ( 7 ) .  M e t h y le n e  b l u e ,  a dye w h ic h  a f f e c t s  

o x i d a t i v e  m e t a b o l i s m ,  i s  b e l i e v e d  t o  i n c r e a s e  PRPP l e v e l s  

b y  i n c r e a s i n g  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  R - 5 - P .  G l u t a t h i o n e  r e d u c t a s e  

h a s  a l s o  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  c o n t r o l l i n g  l e v e l s  o f  PRPP by  

i n c r e a s i n g  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  R - 5 - P  v i a  p r o d u c t i o n  o f  NADP, 

a c o f a c t o r  i n  r e a c t i o n s  o f  h e x o s e  m o n o p h o sp h a te  s h u n t  ( 8 ) .

End p r o d u c t  i n h i b i t i o n  i s  a n o t h e r  mode o f  r e g u l a t i o n  o f  

PRPP s y n t h e t a s e .  ADP i s  a c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r ,  c o m p e t in g

_£T
w i t h  ATP w i t h  a 1 x  10 . P l o t s  o f  s u b s t r a t e  v e r s u s

v e l o c i t y  c h a n g e  from  h y p e r b o l i c  t o  s i g m o i d a l  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  ADP and i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  P ^ . PRPP and 2 , 3  DPG
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c o m p e te  w i t h  r i b o s e - 5 - P  w i t h  a o f  5 x  1 0 “  ̂ and 5 . 3  x  1 0 ”  ̂

r e s p e c t i v e l y .  As p o i n t e d  o u t  b y  W ynngarden and K e l l e y ,  o n l y  

t h e  Kj_ o f  2 , 3  DPG a p p r o a c h e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  fo u n d  p h y s i o ­

l o g i c a l l y  i n  some t i s s u e  t y p e s  ( 9 ) -

PRPP s y n t h e t a s e  i s  a l s o  i n h i b i t e d  b y  h e t e r o g e n e o u s  

m e t a b o l i c  p o o l  i n h i b i t i o n  ( 1 0 ) .  T h i s  t y p e  o f  i n h i b i t i o n  i s  

n o n c o m p e t i t iv e  and n o n s p e c i f i c .  The amount o f  i n h i b i t i o n  

d e p e n d s  on t h e  amount o f  t o t a l  n u c l e o t i d e  p o o l  w i t h  ITP,

ID P , GDP, GTP, TDP, NAD, NADPH, AMP, ADP, and FAD among t h e  

r e p o r t e d  c o n t r i b u t o r s  ( 3 ) .  I n h i b i t i o n  i s  n o n s y n e r g i s t i c .

T h i s  t y p e  o f  r e g u l a t i o n  a l l o w s  f o r  f i n e l y  m o d u la te d  c o n t r o l  

o f  th e  enzym e w i t h  a c o n t in u u m  o f  v a r y i n g  d e g r e e s  o f  i n h i b i t i o n  

p o s s i b l e .

G lu t a m in e ,  t h e  o t h e r  s u b s t r a t e  f o r  p h o s p h o r i b o s y l p y r o -  

p h o s p h a t e  a m i d o t r a n s f e r a s e , i s  s y n t h e s i z e d  b y  g l u t a m i n e  s y n ­

t h e t a s e .  G lu ta m in e  s y n t h e t a s e  i s o l a t e d  fro m  E .  c o l i  ( U )  i s  

a c t i v a t e d  b y  a d e n y l a t i o n  b y  ATP. The enzym e i s  s u b j e c t  t o  

c u m u l a t i v e  end p r o d u c t  i n h i b i t i o n .  AMP i n h i b i t s  g lu t a m in e  

s y n t h e t a s e .  F o r  c o m p le t e  i n h i b i t i o n  o f  g l u t a m i n e  s y n t h e t a s e ,  

s a t u r a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  CTP, AMP, c a r b a m y lp h o s p h a te ,  

a l a n i n e ,  t r y p t o p h a n ,  h i s t i d i n e ,  and g lu c o s a m in e  6 p h o s p h a t e  

a r e  n e e d e d .  I t  h a s  a l s o  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  a b n o r m a l i t i e s  

i n  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  g l u t a m i n e  w o u ld  c a u s e  e i t h e r  i n c r e a s e d  

p u r i n e  b i o s y n t h e s i s  ( d e c r e a s e d  d e g r a d a t i o n )  (12) o r  d e c r e a s e d
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p u r i n e  b i o s y n t h e s i s  ( i n c r e a s e d  d e g r a d a t i o n  o f  g l u t a m i n e  o r  

i n c r e a s e d  u t i l i z a t i o n  o f  g l u t a m in e  i n  a n o t h e r  p a t h w a y ) . 

G lu ta m in e  c o n c e n t r a t i o n  h a s  b e e n  shown t o  be  r a t e  l i m i t i n g  

t o p u r i n e  s y n t h e s i s  i n  human f i b r o b l a s t s  ( 1 3 ) .

A m i d o p h o s p h o r i b o s y l t r a n s f e r a s e ,  t h e  enzym e w h ic h  c a t a ­

l y z e s  t h e  f i r s t  c o m m it te d  s t e p  o f  p u r i n e  b i o s y n t h e s i s  de

n o v o ,  i s  a l s o  u n d er  s e v e r a l  t y p e s  o f  c o n t r o l s .  The f o r

. —4 — "5PRPP i s  2 . 5  x  10 m  human l y m p h o b l a s t s  and 1 . 6  x  10 J f o r

g l u t a m i n e . A m i d o p h o s p h o r i b o s y l t r a n s f e r a s e  from  human p l a c e n t a  

i s  r e p o r t e d  t o  b i n d  PRPP f i r s t ,  u n d e r g o  a c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e ,  

t h e n  b in d  g lu t a m i n e  ( 1 4 ) .  In  t h e  p r e s e n c e  o f  PRPP, t h e  

p l a c e n t a l  enzym e i s  i n  an a c t i v e  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  form  

1 3 3 , 0 0 0  0 5 ) •  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  p u r i n e  r i b o n u c l e o t i d e s  t h e  

enzym e i s  p r e s e n t  i n  a l a r g e  i n a c t i v e  form  ( 2 7 0 , 0 0 0 )  ( 1 5 ) .

I n h i b i t i o n  o f  t h i s  enzym e i s  e q u a l l y  e f f e c t i v e  b y  a d e n o s in e  

and g u a n o s i n e  n u c l e o t i d e s .  S y n e r g i s t i c  i n h i b i t i o n  i s  p r o ­

d u ced  b y  t h e  c o m b in a t io n  o f  6 am ino and 6 h y d r o x y  ( e x : AMP

and IMP) ( 1 4 , 1 5 )  w h ic h  c a n  b e  c o m p l e t e l y  o v e r c o m e  b y  PRPP 

in  t h e  p l a c e n t a l  e n z y m e .  I n h i b i t i o n  i n  ly m p h o id  c e l l s  by  

6 h y d r o x y  and 6 amino n u c l e o t i d e s  i s  r e p o r t e d  t o  b e  a d d i t i v e  

(16) .

The o t h e r  en zy m es  o f  p u r i n e  b i o s y n t h e s i s  de n ovo  a r e  

shown i n  F i g u r e  2 . I t  i s  n o t  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t h a t  t h e r e  

a r e  o t h e r  c o n t r o l  p o i n t s  p r i o r  t o  t h e  s y n t h e s i s  o f  IMP.
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Purine Biosynthesis  De Novo
From Wyngaarden e t  al [60]
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Enzymes o f  Purine Biosynthesis  De Novo

1 PRPP Sythetase
2 PRPP Amidotransferase
3 GAR Synthetase
4 GAR Formyl t r a n s f e r a s e
5 FGAM Synthetase
6 AIR Cyclol igase
7 AIR Carboxylase
8 S-AICR Synthetase
9 Adenylosuccin ta te  Lyase

10 FAICAR Transferase
11 Inos ina te  cyclohydrolase
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B. I n t e r c o n v e r s i o n s  o f  N u c l e o t i d e s  

C o n v e r s io n  o f  IMP t o  AMP and GMP

C o n v e r s io n  o f  IMP t o  AMP. C o n v e r s io n  o f  IMP t o  

AMP i s  m e d ia t e d  b y  tw o  e n z y m e s ,  a d e n y l o s u c c i n a t e  s y n t h e ­

t a s e  and a d e n y l o s u c c i n a t e  l y a s e .  The r e a c t i o n  p r o c e e d s  

a s  show n i n  F i g u r e  3 .  AMP and GDP i n h i b i t  a d e n y l s u c c i n a t e  

s y n t h e t a s e  w i t h  AMP a s t r o n g e r  i n h i b i t o r  ( 1 7 ) .  GTP i s  

an e n e r g y  s o u r c e  f o r  t h i s  r e a c t i o n .  A s p a r t a t e  c o n c e n ­

t r a t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  r a t e  l i m i t i n g  i n  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  IMP t o  AMP ( 1 8 , 1 9 ) .  I n c r e a s e d  f o r m a t i o n  

o f  14C AMP from  ^4 C h y p o x a n t h in e  w a s  r e p o r t e d  i f  a s p a r t a t e  

w a s added  t o  i n c u b a t i o n  m e d ia  o f  human f i b r o b l a s t s  (20 )  

and E r l i c h  a s c i t e s  c e l l s  ( 1 9 ) .

C o n v e r s io n  o f  IMP t o  GMP. C o n v e r s io n  o f  IMP t o  GMP 

t a k e s  p l a c e  a s  show n i n  F i g u r e  3 .  I t  i s  a t w o - s t e p  

r e a c t i o n .  IMP d e h y d r o g e n a s e ,  t h e  enzym e o f  p u r i n e  

m e t a b o l i s m  t h a t  r e q u i r e s  NAD a s  a c o f a c t o r ,  c a t a l y z e s  

IMP t o  XMP. GTP h a s  b e e n  r e p o r t e d  a s  an  i n h i b i t o r  o f  

IMP d e h y d r o g e n a s e  ( 2 1 , 2 2 )  . XMP and IDP h a v e  a l s o  b e e n  

r e p o r t e d  a s  i n h i b i t o r s  o f  IMP d e h y d r o g e n a s e  i n  ly m p h o id  

c e l l s  ( 2 2 ) ,  a l t h o u g h  n o t  a t  p h y s i o l o g i c  c o n c e n t r a t i o n s .

The n e x t  r e a c t i o n  i n v o l v e s  a m in a t io n  o f  XMP t o  GMP. 

G lu ta m in e  and ATP a r e  r e q u i r e d .  R e l a t i v e l y  l i t t l e  h a s  b e e n  

s t u d i e d  i n  m am m alian s y s t e m s  on t h e  c o n t r o l s  o f  GMP s y n t h e ­

t a s e .  G lu ta m in e  c o n c e n t r a t i o n  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  be
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F ig u r e  3

P u r in e  Nuc.Icot.ida I n t e r  conv ert ;  i on



F i g u r e  3

RIBO

ATP
A

\  NDK
RIBO

ITP
A

„  NDK \IT P aSE

XTP
A

GIF

DADP<Rmyc_ADP d idp ^ @ U L _ I D P

^ NUC

NDP

|̂ P S  LYS AMPS^m.

\ f  NDK

XDP-

NDP

RIBO
i^ iO oX D p

NDK

GDP
\

> IFF
AMP DEAM

-> XFP

NDP 

- >  vGfF

RIBO
REDUC ^  d GDP

GMP KINASE

AD KIN

Adenosine

IMP DEHYD

APR! HGPRT

i 5 'n u c

I nosine

A

PNP

GMP SYN

5 #nuc

)(anthosine 
A

PNP

Adenine

HGPRT

5 ' nuc

G u a n o s in e  
A

PNP
\  * \ ’

HYPOXANTHINE X . O . ^  XANTHINE ^  p,\\mnsF GUANINE

\ f x ' 0.

Uric  Acid



11

r a t e  l i m i t i n g  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  g u a n in e  n u c l e o t i d e s  (XMP-=> GMP) 

( 23, 24, 25) .

C o n v e r g e n c e  o f  AMP and GMP t o  IMP

I n  human c e l l s  AMP i s  c o n v e r t e d  t o  IMP b y  a d e n y l a t e  d e ­

a m in a s e .  R e g u l a t i o n  o f  t h e  enzym e h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  w h ic h  

ATP s t i m u l a t e s  t h e  d e a m in a t io n  and GTP i n h i b i t s  t h e  r e a c t i o n  

(2 1 ,  26) . ATP i s  a l s o  r e p o r t e d  t o  r e d u c e  t h e  f o r  AMP and 

ch a n g e  s i g m o i d  k i n e t i c s  t o  h y p e r b o l i c .  ATP c a n  o vercom e  

i n h i b i t i o n  by  GTP, b u t  GTP w i l l  p r e v e n t  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  

enzym e b y  ATP. The Km o f  a d e n y l a t e  d e a m in a s e  f o r  ADP i s

0 . 4  -  4 x  1 0 " 3 ( 22, 27) .

C o n v e r s io n  o f  GMP t o  IMP b y  GMP r e d u c t a s e  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  t o  o c c u r  i n  human e r y t h r o c y t e s  ( 2 8 ) .  ATP i s  

r e p o r t e d  t o  i n h i b i t  t o  a c t i o n  o f  GMP r e d u c t a s e  ( 29) . The 

l e v e l  o f  a c t i v i t y  o f  GMP r e d u c t a s e  i s  r e p o r t e d  t o  b e  lo w  

i n  human e r y t h r o c y t e s  ( 28) .

C o n v e r s io n  o f  M o n o n u c le o t i d e s  t o  D i n u c l e o t i d e s  and  
T r i n u c l e o t i d e s  b y  P h o s p h o r y l a t i o n ______________________

AMP i s  p h o s p h o r y l a t e d  t o  ADP b y  a s p e c i f i c  mono­

p h o s p h a t e  k i n a s e ,  a d e n y l a t e  k i n a s e  ( 3 0 ) .  I n  g e n e r a l ,  

m o n o p h o sp h a te  k i n a s e s  t e n d  t o  be  v e r y  s p e c i f i c ,  w h i l e  

d i p h o s p h a t e  k i n a s e s  t e n d  t o  h a v e  b r o a d  s p e c i f i c i t y .

GMP i s  p h o s p h o r y l a t e d  t o  GDP b y  g u a n y l a t e  k i n a s e , w h ic h  i s  

a l s o  r e p o r t e d  t o  u t i l i z e  IMP a t  a b o u t  1% o f  t h e  r a t e  o f  

GMP. S e v e r a l  i s o z y m e s  o f  g u a n y l a t e  k i n a s e  h a v e  b e e n  

r e p o r t e d ,  b u t  no v a r i a t i o n  i n  t h e i r  d i s t r i b u t i o n  h a s  b e e n
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f o u n d  i n  humans ( 3 1 ) .  A f u l l e r  d i s c u s s i o n  o f  

IMP a s  a s u b s t r a t e  f o r  g u a n y l a t e  k i n a s e  w i l l  be  

r e p o r t e d  i n  t h e  s e c t i o n  o n  ITP m e t a b o l i s m .

ADP, GDP, and IDP a r e  a l l  c o n v e r t e d  t o  t h e i r  

r e s p e c t i v e  t r i p h o s p h a t e s  b y  n u c l e o s i d e  d i p h o s p h o k i n a s e . 

T h i s  enzym e i s  p r o b a b l y  a s e r i e s  o f  e n z y m e s  w i t h  v a r y i n g  

pH o p t im a s  (32) and s l i g h t l y  v a r y i n g  s u b s t r a t e  a f f i n i t y  

f o r  v a r i o u s  d i p h o s p h a t e s .  C o n t r o l  m e c h a n ism s  h a v e  n o t  

b e e n  w ork ed  o u t  i n  human c e l l s .

ADP, GDP, and IDP may a l s o  b e  c o n v e r t e d  t o  th e  

d e o x y n u c l e o t i d e s  b y  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e .  C o n t r o l s  

o f  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  a re  r a t h e r  c o m p le x  and h a v e  

b e e n  r e p o r t e d  o n l y  i n  b a c t e r i a l  s y s t e m s .  D eo x y  ATP 

and d e o x y  GTP i n h i b i t  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  i n  

human c e l l s .  The a l l o s t e r i c  r e g u l a t i o n  o f  r i b o n u c l e o ­

t i d e  r e d u c t a s e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( 3 3 ) .

C . S a l v a g e  o f  P u r in e  B a s e s

S a lv a g e  r e a c t i o n s  o f  p u r i n e  b a s e s  a r e  r e a c t i o n s  i n  

w h ic h  p r e fo r m e d  p u r i n e  r i n g s  a r e  c o n d e n s e d  w i t h  PRPP t o  

form  n u c l e o s i d e s ,  o r  a p r e fo r m e d  n u c l e o s i d e  i s  p h o s ­

p h o r y l a t e d  .

PRPP R e a c t i o n s

APRT. A d e n in e  and PRPP c o n d e n s e  t o  form  AMP 

and The enzym e h a s  an a p p a r e n t  f o r  a d e n in e
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o f  1 x  1 0 - 6, and a o f  6 . 6  x  1 0 “  ̂ M f o r  PRPP.

The enzym e i s  i n h i b i t e d  b y  AMP, w h ic h  i s  com­

p e t i t i v e  w i t h  PRPP f o r  s u b s t r a t e  b i n d i n g  s i t e  ( 3 4 ) .

The e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  o f  t h e  r e a c t i o n  i s  2 9 0 ,  w h ic h  

mates i t  i r r e v e r s i b l e  f o r  AMP f o r m a t i o n .  ADP and ATP 

a re  r e p o r t e d  t o  i n h i b i t  t h e  enzym e a s  w e l l  a s  GMP ( 3 5 ) .

v a l u e s  a r e  1 .1 8  x  1 0" ^ , 2 . 1 9  x  1 0 ”^ ,  and 3 .9 5  x  1 0 ”^ 

f o r  GMP, AMP, and ATP r e s p e c t i v e l y .  APRT i s  r e p o r t e d  

t o  b e  s t a b i l i z e d  b y  PRPP. AIC, an i n t e r m e d i a r y ,  i n  

p u r i n e  b i o s y n t h e s i s  d e  n o v o  i s  a l s o  a s u b s t r a t e  f o r  

APRT (36) . A l th o u g h  human e r y t h r o c y t e s  l a c k  t h e  c a p a c i t y  

t o  s y n t h e s i z e  p u r i n e s  de n o v o ,  t h e y  do h a v e  some o f  t h e  

en zym es i n v o l v e d  i n  p u r i n e  b i o s y n t h e s i s .  The r i b o s y l  

d e r i v a t i v e  o f  AIC can  be  p h o s p h o r y l a t e d  b y  a k i n a s e .

B o th  t h i s  compound and t h e  compound r e s u l t i n g  from  

APRT a c t i o n  on AIC ( s e e  F i g u r e 2 ) ,  a n orm al i n t e r m e d i a r y  

i n  p u r in e  b i o s y n t h e s i s ,  c a n  u n d e r g o  r i n g  c l o s u r e  and  

m e t h y l a t i o n  t o  form  IMP b y  t h e  u s u a l  p a t h w a y .

HGPRT. HGPRT c a t a l y z e s  t h e  r e a c t i o n  o f  h y p o x a n t h i n e , 

g u a n in e ,  and x a n t h i n e  w i t h  PRPP. X a n th in e  h a s  a m axim al  

r a t e  o f  0.3%  t h a t  o f  g u a n in e  ( 3 7 ) .  v a l u e  o f  h y p o ­

x a n t h i n e  i s  1 . 7  x  1 0 ~ 6 ,  5 x  lO -  ̂ f o r  g u a n i n e ,  and 2 . 5  x  

1 0 “4 f o r  PRPP. The enzym e r e q u i r e s  m agn esium  (38), and  

r e g u l a t i o n  o f  t h e  enzym e h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  d e p en d  on
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F i g u r e  4

Purine In te rconvers ion  and Salvage 

Modified from Wood e t  a l .  [43]
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2 PRPP Amidotransferase
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Mg++ t o  PRPP r a t i o s .  Under c o n d i t i o n s  o f  lo w  m agn esium  

t o  PRPP r a t i o s  t h e  enzym e e x h i b i t s  s i g m o i d a l  k i n e t i c s ,  

w h i l e  i n  h i g h  Mg/PRPP t h e  enzym e k i n e t i c s  a r e  h y p e r b o l i c .

IMP and GMP a re  fe e d  b a c k  i n h i b i t o r s  ( i n  E r l i c h  a s c i t e s  

c e l l s  GMP i s  a s t r o n g e r  i n h i b i t o r )  , a s  w e l l  a s  GDP and  

GTP i n  human e r y t h o c y t e s  ( 3 7 ) .  I n h i b i t i o n  by AMP and 

GMP i s  f o r m a l l y  c o m p e t i t i v e  w i t h  PRPP b u t  i n v o l v e s  

m u t u a l l y  e x c l u s i v e  b i n d i n g  o f  t h e  tw o  s u b s t a n c e s .  

P h o s p h o r y l a t i o n  o f  P r e fo r m e d  N u c l e o s i d e s

A d e n o s in e  K i n a s e .  A d e n o s in e  k i n a s e  p h o s p h o r y l a t e s  

a d e n o s in e  t o  AMP. The r e a c t i o n  i s  c o n t r o l l e d  b y  t h e  

l e v e l  o f  a d e n o s i n e .  A d e n o s in e  k i n a s e  i n  human e r y t h r o ­

c y t e s  i s  r e p o r t e d  t o  b e  i n h i b i t e d  b y  ADP, GDP, IMP,

AMP, and GMP w i t h  v a l u e s  o f  4 x  1 0 - 4 , 1 . 4  x  1 0 - 3 ,

2 x  1 0 ”3 ,  8 x  1 0 - 3 , and 2 x  1 0 - 3  r e s p e c t i v e l y  j(38) . I f  

a d e n o s in e  i s  p r e s e n t  in  l o w  c o n c e n t r a t i o n s ,  i t  w i l l  

b e  p h o s p h o r y l a t e d ;  in  h ig h er  c o n c e n t r a t i o n s  i t  w i l l  be  

d e a m in a te d  b y  a d e n o s i n e  d e a m in a se  ( 39) -

I n o s i n e  K i n a s e . R e p o r t s  o f  i n o s i n e  k i n a s e  a c t i v i t y  

i n  human c e l l s  h ave  b e e n  s k e t c h y .  IMP w a s  r e p o r t e d  t o  be  

form ed i n  H G P R T - d e f ic ie n t  l i v e r  and l e u k o c y t e s  when i n c u b a t e d  

wit±i inosine (40,41). H cw ever ,other  i n v e s t i g a t o r s  ( 4 2 ,4 3 )  

w e re  u n a b le  t o  c o n f ir m  t h e s e  f i n d i n g s  i n  f i b r o b l a s t s  

and ly m p h o c y t e s .
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G u a n o s in e  K i n a s e . G u a n o s in e  k i n a s e  a c t i v i t y  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  i n  human l i v e r  b u t  n o t  i n  human f i b r o b l a s t s  (44) .

D. D e g r a d a t i v e  Enzym es  

5 1 N u c l e o t i d a s e

5* n u c l e o t i d a s e  c a t a l y z e s  t h e  r e a c t i o n  o f  t h e  n u c l e o s i d e  

m o n o p h o sp h a te  t o  t h e  n u c l e o s i d e .  ATP, GTP, UTP, and CTP 

a r e  a l l  r e p o r t e d  t o  b e  i n h i b i t o r s  o f  t h e  e n z y m e .  I n h i b i ­

t i o n  v a r i e s  w i t h  t h e  s u b s t r a t e ,  w i t h  12 uM ATP i n h i b i t ­

i n g  AMP h y d r o l y s i s  b y  50% and 24 0  uM ATP i n h i b i t i n g  

IMP h y d r o l y s i s  b y  50% ( 4 5 ) .

N u c l e o s i d e  P h o s p h o r y l a s e

N u c l e o s i d e  p h o r p h o r y l a s e  c a t a l y z e s  t h e  r e a c t i o n  o f  

b a s e  r i b o s e  and P^ to  a b a s e  and r i b o s e  1 p h o s p h a t e .  The 

r e a c t i o n  i s  f r e e l y  r e v e r s i b l e ,  and t h e  d i r e c t i o n  d e p e n d s  

on t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u b s t r a t e  and p r o d u c t .  G u a n o s in e  

and i n o s i n e  a r e  s u b s t r a t e s  f o r  p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s ­

p h o r y l a s e ,  w i t h  x a n t h o s i n e  u t i l i z e d  t o  a l e s s e r  e x t e n t  

(46) . A d e n o s in e  i s  c l e a v e d  b y  NP o f  l i v e r  (47) . A d e n in e  

i s  n o t  r e p o r t e d  t o  b e  u t i l i z e d  a s  a s u b s t r a t e  i n  human 

e r y t h r o c y t e s .

A d e n o s in e  D e a m in a se

A d e n o s in e  d e a m in a s e  c a t a l y z e s  t h e  d e a m in a t io n  o f  

a d e n o s i n e  t o  i n o s i n e  The enzym e i s  p r e s e n t  i n  a low  

m o l e c u l a r  w e i g h t  c a t a l y t i c a l l y  a c t i v e  f o r m .  The lo w
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m o l e c u l a r  w e i g h t  form  co m b in ed  w i t h  a h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  

e n z y m a t i c a l l y  i n a c t i v e  p r o t e i n  g i v e s  r i s e  t o  t i s s u e  i s o z y m e  ( 4 8 ) .  

The enzym e h a s  an  a p p a r e n t  K f o r  a d e n o s i n e  o f  2 x  1 0 “  ̂ M 

and d o e s  n o t  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  d e o x y a d e n o s i n e  and a d e n o s i n e  ( 4 9 ) .

W h i le  e a c h  o f  t h e  enzym e r e a c t i o n s  h a s  b e e n  d i s c u s s e d  

i n d i v i d u a l l y ,  i t  s h o u l d  b e  rem em bered t h a t  many o f  th e  com­

p o u n d s  h a v e  a l t e r n a t e  p a th w a y s  and t h a t  s e v e r a l  en zy m es  w i t h  

v a r y i n g  B ^ 's  v i e  f o r  them  a s  s u b s t r a t e s .  F i g u r e  5 show s t h e  

a l t e r n a t e  p a th w a y s  f o r  IMP. AMP a l s o  h a s  a m u l t i t u d e  o f  

c h o i c e s ,  a s  shown i n  F i g u r e  3 .
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D e f e c t s  i n  Human P u r in e  M e t a b o l i s m

A . I n c r e a s e d  A c t i v i t y  o f  P u r in e  Enzym es

1 .  PRPP S y n t h e t a s e  (ATP + R 5 P — > AMP + PRPP)

I n  1 9 7 2  S p e r l i n g  e t  a l .  r e p o r t e d  an a c c e l e r a t e d  

r a t e  o f  PRPP s y n t h e s i s  i n  two g o u t y  b r o t h e r s  w i t h  m arked  

o v e r p r o d u c t i o n  o f  u r a t e  ( 5 0 ) .  E r y t h r o c y t i c  PRPP s y n t h e ­

t a s e  fr o m  t h e s e  p a t i e n t s  w as  show n t o  h a v e  r e d u c e d  

s e n s i t i v i t y  t o  f e e d b a c k  i n h i b i t i o n  o f  GDP and o t h e r  

r e g u l a t o r y  n u c l e o t i d e s .  I n  a d d i t i o n ,  r e d u c e d  s e n s i ­

t i v i t y  t o  f e e d b a c k  i n h i b i t i o n  b y  2 ,3 ,D P G  w as p r e s e n t  

( 5 1 ) .  O th er  v a r i a n t s  o f  PRPP s y n t h e t a s e  h a v e  b e e n  

r e p o r t e d  r e s u l t i n g  i n  o v e r p r o d u c t i o n  o f  PRPP. B e c k e r  

e t  a l .  r e p o r t e d  on a v a r i a n t  PRPP s y n t h e t a s e  t h a t  had  

an a l t e r e d  c a t a l y t i c  u n i t .  The enzym e had an  i n c r e a s e d  

s p e c i f i c  a c t i v i t y ,  w i t h  n o rm a l f e e d b a c k  i n h i b i t i o n ,  

n orm al a f f i n i t y  f o r  s u b s t r a t e ,  and n o rm a l am ounts o f  

enzym e p r e s e n t  ( 5 2 ) .  T h i s  p a t i e n t  w as  h y p e r u r i c e m i c ,  

had i n c r e a s e d  u r i n a r y  u r i c  a c i d ,  and g o u t .  A t h i r d  

m u t a t i o n  w a s  r e p o r t e d  i n  w h ic h  t h e r e  w as  i n c r e a s e d  

a f f i n i t y  f o r  R - 5 - P ,  a s u b s t r a t e  o f  PRPP s y n t h e t a s e  ( 5 3 ) .

2 .  A d e n o s in e  D ea m in a se  (A d e n o s in e  —>  I  n o s i n e )

V a l e n t i n e  h a s  d e m o n s tr a te d  i n c r e a s e d  r e d  c e l l

a d e n o s i n e  d e a m in a se  a c t i v i t y  i n  12 members o f  a f a m i l y  

w i t h  h e m o l y t i c  a n e m ia .  The enzym e w a s  fo u n d  t o  h ave
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p r o p e r t i e s  s i m i l a r  t o  t h e  n orm al enzym e w i t h  r e s p e c t  t o  

K^, s p e c i f i c  a c t i v i t y ,  h e a t  s t a b i l i t y ,  and o f  

g u a n y lu r e a  s u l f a t e  ( 54) . V a l e n t i n e  e t  a l .  p o s t u l a t e d  

t h a t  t h e  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  o f  a d e n o s i n e  d e a m in a se  i n  

t h i s  f a m i l y  w as  due t o  an e x c e s s  o f  enzyme m o l e c u l e s  ( 54) . 

H ow ever , V a l e n t i n e  a l s o  r e p o r t e d  a 2 -3  f o l d  i n c r e a s e  o f  

p y r i m i d i n e  5 '  n u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y  i n  t h e s e  p a t i e n t s ,  

t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  w h ic h  i s  u n c l e a r .

B . D e c r e a s e d  o r  A b s e n t  A c t i v i t y  o f  P u r in e  Enzymes

1 .  HGPRT D e f i c i e n c y  (H y p o x a n th in e  + PRPP— >IMP)
(G u a n o s in e  + PRPP  P GMP)

S e e g m i l l e r  e t  a l .  i n  1967  d e s c r i b e d  t h e  g r o s s  

d e f i c i e n c i e s  o f  th e  enzyme HGPRT i n  e r y t h r o c y t e  

l y s a t e s  o f  t h r e e  p a t i e n t s  w i t h  L esc h -N y h a n  S yn d rom e.

The d e f i c i e n c i e s  o f  HGPRT w e r e  s u b s e q u e n t l y  d e m o n s tr a te d  

i n  a l l  t i s s u e  s t u d i e s  o f  p a t i e n t s  w i t h  L esc h -N y h a n  

Syndrome ( 5 5 ) .  C l i n i c a l  f e a t u r e s  o f  t h i s  syndrom e  

i n c l u d e  c h o r e o a t h e t o s i s , m e n t a l  r e t a r d a t i o n ,  s p a s t i c  

c e r e b r a l  p a l s y ,  u r i c  a c i d  u r i n a r y  s t o n e s ,  and c o m p u ls iv e  

s e l f - m u t i l a t i o n  ( 5 6 ) .

P u r in e  m e t a b o l i s m  i n  p a t i e n t s  d e f i c i e n t  i n  HGPRT 

a c t i v i t y  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d .  The m o st  marked  

m e t a b o l i c  a b n o r m a l i t i e s  a r e  t h e  i n a b i l i t y  t o  c o n v e r t  

h y p o x a n t h in e  and g u a n in e  t o  IMP and GMP r e s p e c t i v e l y  

and e x c e s s i v e  p r o d u c t i o n  o f  u r i c  a c i d  due t o  i n c r e a s e d  

p u r i n e  b i o s y n t h e s i s  de n o v o  ( 5 7 ) .  The r a t e  o f
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fo r m a te  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  FGAR (an  i n t e r m e d i a t e  i n  

p u r in e  b i o s y n t h e s i s  de n ovo) i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a z a s e r i n e  

w as i n c r e a s e d  f o u r  t o  s i x  f o l d  o v e r  n orm al f i b r o b l a s t s  

( 5 8 , 5 9 ) .  PRPP, a s u b s t r a t e  f o r  HGPRT h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  

i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  p u r in e  b i o s y n t h e s i s  de n o v o .  As 

p r e v i o u s l y  r e v i e w e d ,  PRPP i s  a l s o  a s u b s t r a t e  f o r  PRPP 

a m i d o t r a n s f e r a s e ,  t h e  r a t e  l i m i t i n g  s t e p  o f  p u r in e  

b i o s y n t h e s i s  de n o v o .  E l e v a t e d  l e v e l s  o f  PRPP h a v e  b e e n  

r e p o r t e d  i n  t i s s u e s  from  p a t i e n t s  w i t h  HGPRT d e f i c i e n c y .  

S i n c e  PRPP i s  n o r m a l ly  p r e s e n t  i n  am ounts w e l l  b e n e a t h  

t h e  o f  PRPP a m i d o t r a n s f e r a s e ,  t h e  i n c r e a s e d  a v a i l a b i l i t y  

o f  PRPP w as  p o s t u l a t e d  t o  b e  t h e  b a s i s  o f  i n c r e a s e d  de 

n o v o  s y n t h e s i s  o f  p u r i n e s  ( 6 0 ) .  I n  a d d i t i o n ,  PRPP 

c o n v e r t s  PRPP a m i d o t r a n s f e r a s e  t o  a more a c t i v e  form  ( 6 0 ) .  

H en c e ,  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  l e v e l  o f  PRPP h ave  b e e n  

p o s t u l a t e d  t o  a f f e c t  p u r in e  b i o s y n t h e s i s .  H ow ever ,  

s e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  r e p o r t e d  c o n d i t i o n s  w h ere  

PRPP l e v e l s  a r e  n o t  r a t e  l i m i t i n g  ( 5 9 , 6 1 ) .

P u r in e  n u c l e o t i d e s  i n h i b i t  t h e  a c t i v i t y  o f  PRPP 

a m i d o t r a n s f e r a s e .  L ack o f  i n h i b i t o r y  n u c l e o t i d e s  was  

p o s t u l a t e d  a s  an a l t e r n a t i v e  e x p l a n a t i o n  f o r  i n c r e a s e d  

p u r i n e  b i o s y n t h e s i s  de n o v o  ( 6 1 ) .  Thompson e t  a l .  (5 9 )  

h a v e  p r e s e n t e d  e v i d e n c e  t h a t  h y p o x a n t h in e  n o r m a l ly  

i n h i b i t s  de n o v o  s y n t h e s i s ,  w h i l e  HGPRT d e f i c i e n t



23

l y m p h o b l a s t s  and f i b r o b l a s t s  a r e  r e s i s t a n t  t o  t h e  

i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  b y  h y p o x a n t h i n e .

S e v e r a l  a b n o r m a l i t i e s  i n  p u r i n e  m e t a b o l i c  e n zy m es  

s e c o n d a r y  t o  t h e  d e f i c i e n c y  o f  HGPRT h a v e  b e e n  r e p o r t e d .  

PRPP s y n t h e t a s e  a c t i v i t y  i n  c u l t u r e d  f i b r o b l a s t s  and  

l y m p h o c y t e s  f r o m  p a t i e n t s  d e f i c i e n t  i n  HGPRT i s  

i n c r e a s e d  2 - 4  t i m e s .  H o w ev er , PRPP s y n t h e t a s e  a c t i v i t y  

i s  n o r m a l i n  e r y t h r o c y t e s  o f  p a t i e n t s  w i t h  HGPRT d e f i c i e n c y  

(60) .

APRT i s  i n c r e a s e d  i n  b o t h  a c t i v i t y  and amount i n  

e r y t h r o c y t e s  fro m  p a t i e n t s  w i t h  HGPRT d e f i c i e n c y  ( 6 0 ) ,  

b u t  a c t i v i t y  i s  n o rm a l i n  c u l t u r e d  f i b r o b l a s t s  and  

l y m p h o b l a s t s  fro m  t h e s e  p a t i e n t s  ( 6 2 ) .  PRPP h a s  b e e n  

r e p o r t e d  t o  s t a b i l i z e  APRT ( 6 3 ) .

IMP d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  

e l e v a t e d  i n  e r y t h r o c y t e s  o f  p a t i e n t s  w i t h  HGPRT d e f i c i e n c y  

b u t  n o rm a l i n  l e u k o c y t e s ,  f i b r o b l a s t s ,  and m u s c l e s  o f  

t h e s e  p a t i e n t s  (64 )  . I t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  t h e  

i n c r e a s e d  a c t i v i t y  o f  IMP d e h y d r o g e n a s e  i n  e r y t h r o c y t e s  

o f  p a t i e n t s  w i t h  HGPRT d e f i c i e n c y  i s  due t o  t h e  i n s e n s i ­

t i v i t y  t o  i n h i b i t i o n  b y  a d i a l y z a b l e  i n h i b i t o r  ( 6 5 ) .

M u t a t io n s  i n  t h e  HGPRT enzym e e x h i b i t  a g r e a t  d e g r e e  

o f  h e t e r o g e n e i t y .  M u t a t i o n s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  r e s u l t i n g  

i n  r e d u c e d  t o  a b s e n t  a c t i v i t y ,  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  t o  

i n h i b i t i o n  b y  p r o d u c t s  ( 6 6 ) ,  d e c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  t o



24

i n h i b i t i o n  b y  en d  p r o d u c t s  ( 6 7 ) ,  i n c r e a s e d  h e a t  s t a b i l i t y  

( 6 8 ) ,  d e c r e a s e d  h e a t  s t a b i l i t y  ( 6 6 , 6 7 , 6 $ ,  a l t e r e d  

e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  ( 6 6 , 6 9 - 7 1 ) ,  a l t e r e d  s u b s t r a t e  

s p e c i f i c i t y ,  a l t e r e d  ( 7 2 , 7 3 ) ,  a l t e r e d  s t a b i l i t y  i n  

v i v o  ( 7 4 ) ,  CRM+ m u t a n t s ,  and CRM~ m u t a n t s  ( 7 5 , 7 6 ) .

P a r t i a l  d e f i c i e n c y  o f  HGPRT i s  a s s o c i a t e d  w i t h  

g o u t  ( 7 7 ) .  C l i n i c a l l y , p a t i e n t s  w i t h  p a r t i a l  d e f i c i e n c y  

o f  HGPRT may h a v e  a c u t e  g o u t y  a r t h r i t i s ,  r e n a l  s t o n e s ,  

c r y s t a l l u r i a ,  n e u r o l o g i c  d y s f u n c t i o n ,  and h ig h  seru m  

u r a t e  l e v e l s  (7 6 )  . As m e n t io n e d  a b o v e ,  t h e r e  i s  a g r e a t  

d e a l  o f  h e t e r o g e n e i t y  i n  enzym e a c t i v i t y ,  and v a l u e s  o f  

up t o  30% o f  n o r m a l h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  d o cu m en ted  

c a s e s  o f  p a r t i a l  HGPRT a c t i v i t y .  I n  a d d i t i o n ,  i n  one  

p a t i e n t  w i t h  c l i n i c a l  f e a t u r e s  c o n s i s t e n t  w i t h  p a r t i a l  

HGPRT a c t i v i t y  n o  HGPRT a c t i v i t y  w a s  fo u n d  i n  e r y t h r o ­

c y t e s ,  l y m p h o c y t e s ,  o r  f i b r o b l a s t s  ( 7 8 ) .

D e f e c t s  i n  p u r in e  m e t a b o l i s m  a s s o c i a t e d  w i t h  t o t a l  

d e f i c i e n c i e s  o f  HGPRT h a v e  b e e n  r e p o r t e d  p r e s e n t  i n  some 

o f  t h e  p a r t i a l l y  d e f i c i e n t  p a t i e n t s .  I n c r e a s e d  a c t i v i t y  

o f  PRPP s y n t h e t a s e  i n  f i b r o b l a s t s ,  i n c r e a s e d  s t a b i l i z a t i o n  

o f  APRT i n  e r y t h r o c y t e s ,  and i n c r e a s e d  a c t i v i t y  o f  IMP 

d e h y d r o g e n a s e  i n  e r y t h r o c y t e s  w e r e  r e p o r t e d  p r e s e n t  i n  

some o f  t h e  p a r t i a l  d e f i c i e n t s .  E x c e s s  seru m  u r a t e  

w as r e p o r t e d  i n  p a r t i a l  d e f i c i e n t s ,  a s  w as  i n c r e a s e d
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14 C g l y c i n e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  u r i c  a c i d .  B e c a u s e  o f  

t h e  h e t e r o g e n e i t y ,  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  e v a l u a t e  t h e  

a b n o r m a l i t y  o f  p u r i n e  m e t a b o l i s m  i n  p a r t i a l  d e f i c i e n t s .

S t u d i e s  o f  enzym e a c t i v i t y  i n  v i t r o  do n o t  a lw a y s  

g i v e  an  a c c u r a t e  a s s e s s m e n t  o f  enzym e a c t i v i t y  i n  v i v o  

o r  o f  a l t e r a t i o n s  c a u s e d  b y  d y s f u n c t i o n  o f  an  e n z y m e .  

H e n c e ,  m e t a b o l i c  s t u d i e s  o f  t h e  c o n v e r s i o n  o f  a p r e ­

c u r s o r  t o  p r o d u c t  i n  i n t a c t  c e l l s  i s  i n f o r m a t i v e .  Con­

v e r s i o n  o f  h y p o x a n t h in e  t o  i n o s i n e  m o n o p h o sp h a te  d id  

n o t  o c c u r  i n  f i b r o b l a s t s  t o t a l l y  d e f i c i e n t  i n  HGPRT. 

H o w ev er , a p a r t i a l  d e f i c i e n t  (20% o f  n o r m a l  a c t i v i t y  

a s  d e t e r m in e d  b y  an  a s s a y  o f  f i b r o b l a s t  l y s a t e s ,  no  

a c t i v i t y  i n  e r y t h r o c y t e s )  w as  a b l e  t o  c o n v e r t  "^C 

h y p o x a n t h in e  t o  ^ C  IMP i n  i n t a c t  c e l l s  a t  a r a t e  

c o m p a r a b le  t o  n o rm a l f i b r o b l a s t s  ( 79) . I n  a d d i t i o n ,  i n  

t h i s  p a r t i c u l a r  p a t i e n t ' s  l e u k o c y t e s  14% o f  n o rm a l  

a c t i v i t y  w a s  r e c o r d e d  i n  a s s a y  o f  l y s a t e s ,  w i t h  100% o f  

n o rm a l a c t i v i t y  i n  i n t a c t  c e l l s .  The enzym e w a s  fou n d  

t o  b e  t h e r m o l a b i l e  i n  c o m p a r is o n  t o  enzym e fro m  n orm al  

l e u k o c y t e s .  C l i n i c a l l y ,  t h i s  p a t i e n t  p r e s e n t e d  w i t h  

o n l y  m i l d  n e u r o l o g i c  sy m p to m s. A f i r s t  c o u s i n ,  c l i n i c a l l y  

n o r m a l ,  w a s  fo u n d  t o  h a v e  t h e  sam e v a r i a n t  enzym e a c t i v i t y  

( 8 0 ) .

S i n c e  c e l l s  d e f i c i e n t  i n  HGPRT a r e  u n a b le  t o  c o n v e r t
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h y p o x a n t h in e  t o  IMP, a u n iq u e  o p p o r t u n i t y  i s  p r o v id e d  t o  

i n v e s t i g a t e  a l t e r n a t e  p a th w a y s  o f  IMP s y n t h e s i s .  

I n c u b a t i o n  o f  i n t a c t  l e u k o c y t e s  d e f i c i e n t  i n  HGPRT w i t h  

■̂4C i n o s i n e  d id  n o t  r e s u l t  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  r a d i o -  

l a b e l e d  IMP t o  a c o n s i d e r a b l e  e x t e n t  (41) p r o v i d i n g  

e v i d e n c e  a g a i n s t  t h e  e x i s t e n c e  o f  an  i n o s i n e  k i n a s e  i n  

t h e s e  c e l l s .  As p r e v i o u s l y  m e n t io n e d ,  i n c u b a t i o n  o f  

e r y t h r o c y t e s  d e f i c i e n t  i n  HGPRT w i t h  a r a d i o - l a b e l e d  

i n t e r m e d i a r y  o f  p u r i n e  b i o s y n t h e s i s  de n o v o  r e s u l t e d  i n  

t h e  f o r m a t i o n  o f  r a d i o - l a b e l e d  IMP ( 3 6 ) .

2 .  APRT D e f i c i e n c y  (A d e n in e  + PRPP— ^AMP + RIP)

R ed u ced  APRT a c t i v i t y  i n  humans w a s  f i r s t  r e p o r t e d  

b y  K e l l e y  e t  a l .  i n  1 9 6 8  ( 8 1 ) .  T o t a l  d e f i c i e n c y  o f  

e r y t h r o c y t i c  APRT h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  s e v e r a l  f a m i l i e s  

( 8 2 , 8 3 ) .  C l i n i c a l l y ,  t o t a l  d e f i c i e n c y  o f  e r y t h r o c y t i c  

APRT m a n i f e s t e d  a s  u r i n a r y  l i t h i a s i s  i n  tw o p a t i e n t s .  

C a l c u l i  w e r e  com posed  o f  2 , 8  d ih y d r o x y a d e n in e  ( 8 3 ) .  

H ow ever , a  s i b l i n g  w i t h  t h e  same d e g r e e  o f  APRT 

d e f i c i e n c y  w as  t o t a l l y  h e a l t h y ( 8 3 ) .  R e p o r t s  o f  p a r t i a l  

d e f i c i e n c y  o f  APRT w e re  p r o b a b l y  due t o  h e t e r o z y g o s i t y .

A h e a t  s t a b l e  enzym e a l l e l e  h a s  a f r e q u e n c y  o f  85% and  

t h e  h e a t  l a b i l e  enzym e a l l e l e  h a s  f r e q u e n c y  o f  15% ( 8 4 ) .  

No d i s e a s e w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  a l l e l i c  fo rm s  o f  APRT (84) . 

APRT d e f i c i e n c y  w as  fo u n d  t o  h a v e  t h e  same i n c i d e n c e  i n  

a n o rm a l p o p u l a t i o n  and a g o u t y  p o p u l a t i o n  ( 8 5 ) .  A lo n g
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ly m p h o id  l i n e  d e f i c i e n t  i n  APRT ^ e l e c t e d  i n  v i t r o  b y  

r e s i s t a n c e  t o  2 , 8  d i  ami n o p u r in e  o r  8 a z a s e r i n e )  d i d  n o t  

o v e r p r o d u c e  p u r i n e s  and had  n o rm a l l e v e l s  o f  PRPP 

s y n t h e t a s e  (8 5 )  . The l i n e  show ed a g r o s s  i n a b i l i t y  t o  

c o n v e r t  14C a d e n in e  t o  14C AMP (85) . From t h i s  l i m i t e d  

d a t a  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  i n t e r p r e t  t h e  e f f e c t  o f  r e d u c e d  

APRT a c t i v i t y  on p u r i n e  m e t a b o l i s m .  H o w ev er ,  i t  i s  

c l e a r  t h a t  d e f i c i e n c y  o f  APRT r e s u l t s  i n  v e r y  d i f f e r e n t  

a l t e r a t i o n s  o f  p u r i n e  m e t a b o l i s m  t h a n  d e f i c i e n c y  o f  

HGPRT.

3 .  A d e n o s in e  D e a m in a se  (A d e n o s in e  —^  I n o s i n e )

I n  1972  G i b l e t t  e t  a l .  r e p o r t e d  d e f i c i e n c y  o f  

a d e n o s in e  d e a m in a se  i n  tw o  p a t i e n t s  w i t h  s e v e r e  co m b in ed  

im m u n o d e f i c i e n c y .  The m e t a b o l i c  b a s i s  o f  t h e  immune 

d y s f u n c t i o n  w as f i r s t  p r o p o s e d  t o  b e  an  i n c r e a s e  o f  

caMP, a known im m u n o s u p p r e s s a n t ,  s e c o n d a r y  t o  i n c r e a s e d  

l e v e l s  o f  a d e n o s i n e  ( 8 6 ) .  P y r i m i d i n e  s t a r v a t i o n  w as  

p r o p o s e d  b y  G reen  e t  a l .  (87 )  t o  b e  t h e  b a s i s  o f  t h e  

immune d y s f u n c t i o n ,  s i n c e  i n  c u l t u r e d  c e l l s  a d e n o s in e  

t o x i c i t y  c o u l d  be  o v erco m e b y  a d d i t i o n  o f  u r i d i n e .  

P y r im i d in e  s t a r v a t i o n  w as  t h e o r i z e d  t o  b e  due t o  

d e p l e t i o n  o f  PRPP b y  a d e n in e  o r  d e c r e a s e d  d e  n o v o  

p y r i m i d i n e  s y n t h e s i s .  H o w ev er , a d d i t i o n  o f  u r i d i n e  

d o e s  n o t  r e s t o r e  immune f u n c t i o n  i n  ADA d e f i c i e n t
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p e r i p h e r a l  l e u k o c y t e s .  A d d i t i o n  o f  e x o g e n o u s  ADA 

r e s t o r e d  f u n c t i o n .  L e v e l s  o f  CAMP and p y r i m i d i n e  

n u c l e o t i d e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  n o rm a l i n  p e r i p h e r a l  

l e u k o c y t e s  fro m  ADA d e f i c i e n t  p a t i e n t s  ( 8 8 ) .

N e x t ,  a d e n o s i n e  w a s  p o s t u l a t e d  t o  b e  t o x i c  t o  B 

and T l y m p h o c y t e s .  E x c e s s  a d e n o s i n e  w as  p o s t u l a t e d  

t o  b e  c o n v e r t e d  t o  S - a d e n o s y l h o m o c y s t e i n e , a p o t e n t  

i n h i b i t o r  o f  DNA m e t h y l a t i o n  (89). However, c u l t u r e d  lym p h o ­

c y t e s  from  p a t i e n t s  d e f i c i e n t  i n  ADA o r  n o r m a l lym p h o­

c y t e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  an ADA i n h i b i t o r  w e r e  demon­

s t r a t e d  t o  b e  n o  more s e n s i t i v e  t o  a d e n o s i n e  t h a n  n o rm a l  

l y m p h o c y t e s  ( 9 0 ) .

The c u r r e n t  h y p o t h e s i s  i s  t h a t  d e o x y a d e n o s i n e , a 

s u b s t r a t e  o f  a d e n o s i n e  d e a m in a s e ,  a c c u m u la t e s  i n  t i s s u e s  

o f  p a t i e n t s  l a c k i n g  ADA. ADA d e f i c i e n t  l e u k o c y t e s  w e r e  

r e p o r t e d  t o  b e  100  t i m e s  more s e n s i t i v e  t o  t h e  t o x i c  

e f f e c t s  o f  d e o x y a d e n o s in e  t h a n  n o rm a l l e u k o c y t e s  ( 9 1 ) .  

D eoxy  ATP, a m e t a b o l i t e  o f  d e o x y a d e n o s i n e ,  w as  demon­

s t r a t e d  t o  a c c u m u la t e  i n  e r y t h r o c y t e s  o f  i m m u n o d e f i c i e n t  

ADA d e f i c i e n t  p a t i e n t s  b u t  n o t  i n  im m unocom p eten t  

p a t i e n t s .  E x p e r im e n t s  w i t h  c u l t u r e d  T lymphoma c e l l s  

b y  Ulman e t  a l .  d e m o n s t r a t e d  t h a t  d e o x y  ATP a c c u m u la t e d  

i f  t h e s e  c e l l s  w e r e  in c u b a t e d  w i t h  d e o x y a d e n o s in e  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  an i n h i b i t o r  o f  ADA ( 9 2 ) .  D eo x y  ATP, a 

p o t e n t  i n h i b i t o r  o f  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e ,  p r e v e n t s
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t h e  c o n v e r s i o n  o f  r i b o n u c l e o t i d e s  t o  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s ,  

p a r t i c u l a r l y  CDP t o  dCDP ( 9 2 ) .  T h u s , Ulman e t  a l .  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  t o x i c i t y  o f  d e o x y a d e n o s i n e  c o u l d  

b e  overco m e b y  t h e  a d d i t i o n  o f  d e o x y c y t i d i n e  t o  t h e  

c u l t u r e  m ed ia  ( 92) .

The immune s y s t e m  w as t h e o r i z e d  t o  b e  p a r t i c u l a r l y  

s u s c e p t i b l e  t o  t h e  t o x i c  e f f e c t s  o f  d e o x y  ATP s i n c e  i t  

i s  com posed  o f  r a p i d l y  d i v i d i n g  c e l l s .  I n  a d d i t i o n ,  i t  

h a s  b e e n  n o t e d  t h a t  T ly m p h o c y t e s  h a v e  t h e  c a p a c i t y  t o  

s y n t h e s i z e  dATP a t  a p p r o x i m a t e l y  2 0 - 4 5  t i m e s  t h a t  o f  

o f  B l y m p h o c y t e s .  T h i s  d i f f e r e n c e  i s  b e l i e v e d  t o  b e  

due t o  d i f f e r e n t i a l  a c t i v i t y  o f  5 '  n u c l e o t i d a s e  i n  t h e s e  

tw o  c e l l  t y p e s  ( 9 3 ) .  B ly m p h o c y t e s  a r e  r e p o r t e d  t o  have  

44 f o l d  more 5 '  n u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y  t h a n  T 

l y m p h o c y t e s .  5 '  n u c l e o t i d a s e  w o u ld  c o m p e t e  

f o r  dAMP, t h e r e b y  r e d u c i n g  t h e  am ount o f  dAMP a v a i l a b l e  

f o r  c o n v e r s i o n  t o  dADP and dATP.

M e t a b o l i c  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h e  r a t e  o f  

p u r i n e  b i o s y n t h e s i s  de n o v o  i s  n o r m a l i n  ADA d e f i c i e n t  

f i b r o b l a s t s  ( 5 9 ) .  I n c u b a t i o n  o f  ADA d e f i c i e n t  e r y t h r o ­

c y t e s  w i t h  8 - ^ C  i n o s i n e  r e s u l t e d  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  

IMP and i n  some p a t i e n t s  t h e  f o r m a t i o n  o f . I T P ( 9 4 ) .  As 

p r e v i o u s l y  m e n t io n e d ,  i n c u b a t i o n  o f  ADA d e f i c i e n t  lym p h o­

c y t e s  w i t h  8 - 14C a d e n o s i n e  r e s u l t e d  i n  t h e  i n c r e a s e d  

a c c u m u l a t i o n  o f  ATP.
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E v id e n c e  o f  g e n e t i c  h e t e r o g e n e i t y  i n  ADA d e f i c i e n c y  

i s  fo u n d  i n  t h o s e  i n d i v i d u a l s  who a r e  ADA d e f i c i e n t  

i n  e r y t h r o c y t e s  b u t  p o s s e s s  20-30%  o f  n o rm a l a c t i v i t y  

i n  ly m p h o c y t e s  (951). As c a n  b e  e x p e c t e d  fro m  th e  a b o v e  

d i s c u s s i o n ,  t h e s e  i n d i v i d u a l s  w e r e  fo u n d  n o t  t o  accum u­

l a t e  dATP. F u r t h e r  m e t a b o l i c  s t u d i e s  o f  t h e s e  p a r t i a l  

d e f i c i e n t s  i n  t e r m s  o f  a b n o r m a l i t i e s  o f  p u r i n e  m e t a b o l i s m  

h ave  y e t  t o  be  c o n d u c t e d .  F u r t h e r  e v i d e n c e  o f  h e t e r o ­

g e n e i t y  w as  fo u n d  in  ADA d e f i c i e n t  i n d i v i d u a l  who w as  

fo u n d  t o  h a v e  more CRM+ enzym e t h a n  c o u l d  be  a c c o u n t e d  

f o r  b y  r e s i d u a l  a c t i v i t y  p r e s e n t ,  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  

o f  an  i n a c t i v e  enzym e i n  t h i s  p a t i e n t  (9 6 )  .

4 .  P u r i n e  N u c l e o s i d e  P h o s p h o r y la s e  ( I n o s i n e  — H y p o x a n th in e )
(G u a n o s in e  — >  G u a n in e )

D e f i c i e n c y  o f  p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a s e  w as  

r e p o r t e d  b y  G i b l e t t  e t  a l .  (9 7 )  i n  a p a t i e n t  w i t h  a T 

c e l l  d e f e c t .  The b a s i s  o f  t h e  immune d e f i c i e n c y  i s  

b e l i e v e d  t o  b e  a c c u m u la t io n  o f  d e o x y g u a n o s i n e ,  a s u b s t r a t e  

f o r  p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a s e .  D e o x y g u a n o s in e  

i s  p h o s p h o r y l a t e d  t o  d e o x y  GTP i n  T c e l l s .  D eo x y  GTP 

i n h i b i t s  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  fro m  c a t a l y z i n g  th e  

r e d u c t i o n  o f  GDP t o  dGDP and CDP t o  dCDP (98) . S u p p o r t  

o f  t h i s  h y p o t h e s i s  i s  fo u n d  i n  t h a t  d e o x y g u a n o s in e  w as o b s e r v e d  

t o  b e  e l e v a t e d  i n  e r y t h r o c y t e s  from  tw o  p a t i e n t s  

w i t h  PNP d e f i c i e n c y .  I n  a d d i t i o n ,  i n  a m o d e l T c e l l
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s y s t e m  d o u b le  m u ta n ts  d e f i c i e n t  i n  t h e  a b i l i t y  t o  

e i t h e r  p h o s p h o r y l a t e  d e o x y g u a n s in e  o r  t r a n s p o r t  d e o x y ­

g u a n o s i n e  and d e f i c i e n t  i n  p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y ­

l a s e  a c t i v i t y  w e r e  r e s i s t a n t  t o  t h e  t o x i c  e f f e c t s  o f  

d e o x y g u a n o s in e  ( 9 9 ) .  O th er  s u b s t r a t e s  o f  p u r i n e  n u c l e o ­

s i d e  p h o s p h o r y l a s e  d e o x y i n o s i n e , i n o s i n e ,  and g u a n o s i n e  

w e r e  n o t  r e p o r t e d  t o  b e  t o x i c  t o  T c e l l s .  A l l  o f  t h e  

s u b s t r a t e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  e x c r e t e d  i n  t h e  

u r i n e  o f  PNP d e f i c i e n t  c h i l d r e n  (100). The d i f f e r e n t i a l  

t o x i c i t y  o f  d e o x y g u a n o s in e  i n  T c e l l s  and B c e l l s  i s  

b e l i e v e d  t o  b e  due t o  d i f f e r e n t i a l  a b i l i t y  t o  p h o s p h o r y ­

l a t e  d e o x y g u a n o s i n e .  Thymus h a s  t h e  h i g h e s t  a b i l i t y  t o  

p h o s p h o r y l a t e  d e o x y g u a n o s in e  o f  a l l  human t i s s u e s  

s t u d i e d  (2QL) .

P u r in e  b i o s y n t h e s i s  de n o v o  w as  r e p o r t e d  t o  b e  e l e v a t e d  

i n  p a t i e n t s  w i t h  p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a s e  

d e f i c i e n c y  b u t  n o rm a l i n  c u l t u r e d  f i b r o b l a s t s  (100) .

H ow ever , Thompson e t  a l .  p r e s e n t e d  e v i d e n c e  t h a t  t h e  

r a t e  o f  p u r i n e  b i o s y n t h e s i s  de  n o v o  o f  PNP d e f i c i e n t  

f i b r o b l a s t s  i n  m e d ia  c o n t a i n i n g  h y p o x a n t h in e  i s  n o rm a l  

b u t  a c c e l e r a t e d  i n  p u r in e  f r e e  m e d ia .  The o b s e r v e d  ' 

n o rm a l r a t e  o f  p u r i n e  b i o s y n t h e s i s  de n o v o  w a s  p r o p o s e d  t o  be  

due t o  t h e  i n h i b i t i o n  o f  p u r i n e  b i o s y n t h e s i s  de n o v o  

b y  h y p o x a n t h in e  p r e s e n t  i n  th e  m e d ia  ( 5 9 ) .

G e n e t i c  h e t e r o g e n e i t y  h a s  b e e n  w e l l  d o cu m en ted  i n
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p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o r p h o r y l a s e  d e f i c i e n t s .  V a r i a n t s  i n ­

c l u d e  an e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  a b n o rm a l u n s t a b l e  en zym e,  

e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  a b n o rm a l i n a c t i v e  s t a b l e  en zym e,  

and an u n s t a b l e  enzym e w i t h  i n c r e a s e d  a f f i n i t y  f o r  

s u b s t r a t e . Two b r o t h e r s  w i t h  p a r t i a l  d e f i c i e n c y  o f  

p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a s e  had m i l d e r  c l i n i c a l  

a b n o r m a l i t i e s  th a n  p a t i e n t s  w i t h  t o t a l  d e f i c i e n c y  Q.0% . 

T h e se  c h i l d r e n  h ad  a l m o s t  n o r m a l seru m  and u r i n a r y  

u r i c  a c i d  l e v e l s  ( 1 0 3 ) .

5 .  5 1 N u c l e o t i d a s e  (IMP— > I n o s i n e  + P^)
(GMP—̂  G u a n o s in e  + Pj_)

D e f i c i e n c y  o f  5 1 n u c l e o t i d a s e  w as  r e p o r t e d  b y  

J o h n s o n  e t  a l .  i n  ly m p h o c y t e s  o f  p a t i e n t s  w i t h  common 

v a r i a b l e  a g a m m a g lo b u l in e m ia  (L04).  E dw ards e t  a l .  

h a v e  fo u n d  n o rm a l 5 1 n u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y  i n  t h e s e  

p a t i e n t s  b u t  r e d u c e d  e c t o  5 1 n u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y  

i n  ly m p h o c y t e s  o f  p a t i e n t  w i t h  x  l i n k e d  a g a m m a g lo b u l in e m ia  

(305) . S c h w a r b e r  e t  a l .  f a i l e d  t o  c o n f i r m  t h e  f i n d i n g s  

o f  Edw ards e t  a l .  (10$ .

6 .  A d e n y la t e  K i n a s e — 2ADP— 3»-ATP + AMP

D e f i c i e n c y  c f  a d e n y l a t e  k i n a s e  1 (r e d  c e l l  i s o z y m e )  

i s  a s s o c i a t e d  w i t h  h e m o l y t i c  sy n d ro m es  r e s e m b l i n g  

p y r u v a t e  k i n a s e  d e f i c i e n c y  (307) .

D e f i c i e n c y  o f  a d e n y l a t e  k i n a s e  (m u sc le  i s o z y m e )  

w as r e p o r t e d  b y  S c h m id t t  e t  a l .  i n  t h e  m o th er  and s i s t e r
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o f  tw o  c h i l d r e n  who had d i e d  o f  m a l i g n a n t  h y p e r p y r e x i a  

a f t e r  h a l o t h a n e  a n e s t h e s i a  ( 1 0 8 ) .  Red c e l l  AMPwas n o r m a l .

No i n f o r m a t i o n  on o t h e r  a s p e c t s  o f  p u r i n e  m e t a b o l i s m  

i s  a v a i l a b l e ,  n o r  i s  i t  c e r t a i n  i f  t h e  o c c u r r e n c e  o f  

m a l i g n a n t  h y p e r p y r e x i a  and a d e n y l a t e  k i n a s e  d e f i c i e n c y  

i n  t h i s  f a m i l y  w as  n o t  m e r e ly  c o i n c i d e n t a l .

7 . ATPase (ATP >  ADP)

T h ere  h a v e  b e e n  s e v e r a l  u n c o n f ir m e d  r e p o r t s  o f  

ATPase d e f i c i e n c y  a s s o c i a t e d  w i t h  h e m o l y t i c  a n em ia  

( 1 0 9 ,1 1 1 ) .  No f u r t h e r  d e t a i l s  a r e  a v a i l a b l e .

8 .  AMP D ea m in a se  (M u sc le  I s o z y m e )

D e f i c i e n c y  o f  t h e  m u s c le  i s o z y m e  o f  AMP d e a m in a se  

h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  f i v e  f a m i l i e s  ( 1 1 1 ) . The c l i n i c a l  

sym ptom s i n c l u d e  m u s c le  w e a k n e s s  and  f a t i g u e  a f t e r  

e x e r c i s e .  No i n f o r m a t i o n  i s  a v a i l a b l e  on  a l t e r a t i o n s  

o f  p u r i n e  m e t a b o l i t e s  i n  t h e s e  i n d i v i d u a l s .

M e t a b o l i c  E f f e c t s  o f  P a r t i a l  Enzyme D e f i c i e n c i e s

The m e t a b o l i c  e f f e c t s  a s c r i b e d  t o  p a r t i a l  enzym e d e f i c i e n c i e s  

v a r y .  In  p a r t  t h i s  v a r i a n c e  may b e  due t o  t h e  m ethod  u s e d  

t o  a s c e r t a i n  t h e  m e t a b o l i c  a b n o r m a l i t y .  H e n c e ,  a v a r i a n t  

o f  HGPRT w i t h  an u n s t a b l e  enzym e show ed n o  a c t i v i t y  i n  e r y t h r o ­

c y t e  l y s a t e s ,  r e d u c e d  a c t i v i t y  i n  l e u k o c y t e  l y s a t e s ,  b u t  

n o rm a l a c t i v i t y  i n  i n t a c t  ly m p h o id  c e l l s .  T h e r e  w e r e  no  

a l t e r a t i o n s  o f  m e t a b o l i s m  i n  i n t a c t  l e u k o c y t e s .  P r e d i c t a b l y ,  

t h e  c l i n i c a l  c o n s e q u e n c e s  o f  t h i s  s o r t  o f  v a r i a n t  w a s  l e s s
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s e v e r e  th a n  t o t a l  d e f i c i e n c y  o f  HGPRT.

In  c o n t r a s t ,  o t h e r  v a r i a n t s  w i t h  p a r t i a l  HGPRT d e f i c i e n c y ,  

w h i l e  sh o w in g  m i l d e r  c l i n i c a l  c o u r s e s  t h a n  t o t a l  HGPRT 

d e f i c i e n t s ,  e x h i b i t e d  some o f  t h e  same m e t a b o l i c  a b n o r m a l i t i e s  

fo u n d  i n  t o t a l  d e f i c i e n c y .  I n c r e a s e d  a c t i v i t y  o f  PRPP s y n ­

t h e t a s e  i n  f i b r o b l a s t s ,  i n c r e a s e d  s t a b i l i z a t i o n  o f  APRT i n  

e r y t h r o c y t e s ,  i n c r e a s e d  de n o v o  b i o s y n t h e s i s ,  and e x c e s s  

serum  u r a t e  h a v e  a l l  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  p r e s e n t  i n  p a r t i a l  

HGPRT d e f i c i e n t s .

L e u k o c y t e s  from  a p a t i e n t  p a r t i a l l y  d e f i c i e n t  i n  ADA 

w e r e  d e m o n s t r a t e d  n o t  t o  a c c u m u la te  d e o x y  ATP i n  c o n t r a s t  

t o  l e u k o c y t e s  from  p a t i e n t s  t o t a l l y  d e f i c i e n t  i n  ADA. The 

p a r t i a l l y  ADA d e f i c i e n t  i n d i v i d u a l  w as im m u n ocom p eten t.

T h u s, i t  b eco m es  a p p a r e n t  t h a t  th e  m e t a b o l i c  e f f e c t s  

o f  a p a r t i a l  d e f i c i e n c y  w i l l  depend on t h e  f u n c t i o n i n g  o f  

t h e  r e s i d u a l  enzym e i n  v i v o .  I f  s u f f i c i e n t  enzym e a c t i v i t y  

i s  p r e s e n t  i n  t i s s u e s  t h a t  m a n i f e s t  t h e  d y s f u n c t i o n  t o  

m e t a b o l i z e  s u b s t r a t e s  a t  p h y s i o l o g i c  c o n c e n t r a t i o n s ,  no  

a l t e r a t i o n s  o f  m e t a b o l i s m  w i l l  be  o b s e r v e d  i n  v i v o .  H ow ever,  

t i s s u e  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  w h ic h  s t r e s s  t h e s e  c e l l s  may r e v e a l  

m e t a b o l i c  a b n o r m a l i t i e s  i n  p a r t i a l  d e f i c i e n t s .  T h u s , i n  t h e  

c a s e  o f  t h e  HGPRT v a r i a n t ,  i f  i n i t i a l  s t u d i e s  had b e e n  c a r r i e d  

o u t  i n  i n t a c t  c e l l s ,  t h e  p a t i e n t  w o u ld  n e v e r  h a v e  b e e n  

c l a s s i f i e d  a s  a p a r t i a l  d e f i c i e n t .
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T h e se  e x a m p le s  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  m e t a b o l i c  a b n o r m a l i t y  

e x h i b i t e d  i n  a  p a r t i a l  d e f i c i e n t  w i l l  dep en d  on t h e  f u n c t i o n i n g  

o f  t h e  enzym e i n  v i v o  and  th e  i n  v i t r o  m ethod u t i l i z e d  t o  

a s c e r t a i n  t h e s e  a l t e r a t i o n s .

I t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  c o r r e l a t e  t h e  s e v e r i t y  o f  t h e  

m e t a b o l i c  a b n o r m a l i t y  s o l e l y  w i t h  t h e  am ount o f  r e s i d u a l  

a c t i v i t y  e s t a b l i s h e d  i n  v i t r o .  I n  a d d i t i o n ,  d i f f e r e n t  

e n z y m e s  w i l l  n e e d  d i f f e r e n t  am ounts  o f  r e s i d u a l  a c t i v i t y  t o c a t a -  

b o l i z e  t h e  am ount o f  s u b s t r a t e  p r e s e n t  p h y s i o l o g i c a l l y .  The 

l e v e l  o f  a c t i v i t y  s u f f i c i e n t  t o  c a ta b d L iz e  t h e  am ount o f  s u b ­

s t r a t e  p r e s e n t  may v a r y  from  t i s s u e  t o  t i s s u e .
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HPLC B a ck g ro u n d

H ig h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a to g r a p h y  i s  t h e  c h r o m a t o g r a p h ic  

s e p a r a t i o n  o f  com pounds u n d er  h ig h  i n l e t  p r e s s u r e s  on  s m a l l  

d i a m e t e r  co lu m n s  p a c k e d  w i t h  s m a l l  s i z e  p a r t i c l e s  (1 0  m i c r o n s ) .

A s i n  c o n v e n t i o n a l  c h r o m a to g r a p h y ,  h i g h  p r e s s u r e  c h r o m a to ­

g r a p h y  ca n  be  l i q u i d - l i q u i d  i n  w h ic h  t h e  sa m p le  i s  p a r t i t i o n e d  

b e t w e e n  t h e  m o b i le  and  s t a t i o n a r y  l i q u i d s  ( p a r t i t i o n  c h r o m a to ­

g r a p h y )  , l i q u i d - s o l i d  c h r o m a to g r a p h y  ( a d s o r p t i o n  c h r o m a t o g r a p h y ) , 

i o n  e x c h a n g e  c h r o m a to g r a p h y ,  o r  e x c l u s i o n  c h r o m a to g r a p h y .

R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a to g r a p h y  i s  th e  s i t u a t i o n  i n  w h ic h  t h e  

s t a t i o n a r y  s u p p o r t  i s  n o n p o l a r ,  w h i l e  m o b i l e  p h a s e  i s  p o l a r .

P a i r e d  i o n  c h r o m a to g r a p h y  i s  c h r o m a to g r a p h y  i n  w h ic h  a p o l a r  

p a r t i c l e  i s  " p a ir e d "  w i t h  a n o t h e r  p o l a r  p a r t i c l e  t o  p r o d u c e  

a n o n p o l a r  com pound, w h ic h  can  t h e n  b e  a n a l y z e d  b y  r e v e r s e  

p h a s e  c h r o m a to g r a p h y .

A d v a n t a g e s  o f  l i q u i d  c h r o m a to g r a p h y  i n c l u d e  h i g h  s e n s i ­

t i v i t y ,  g o o d  r e s o l u t i o n ,  q u a n t i t a t i v e  r e c o v e r y  o f  s a m p le ,  and  

s m a l l  s a m p le  s i z e .  C h r o m a t o g r a m s  a r e  r e l i a b l e  and r e p r o d u c i b l e .  

The m eth od  i s  v e r s a t i l e  i n  t h a t  many p a r a m e t e r s  can  b e  c h a n g e d  

t o  p r o d u c e  d e s i r e d  s e p a r a t i o n s .

Among t h e  p a r a m e te r s  t h a t  can  b e  v a r i e d  a r e  pH o f  s o l v e n t ,  

i o n i c  s t r e n g t h ,  f l o w  r a t e ,  co lu m n  p a c k i n g  and v o lu m e  o f  sa m p le  

i n j e c t e d  and g r a d i e n t  l e n g t h  and s h a p e  ( l i n e a r ,  c o n c a v e ,  e t c . ) .  

D e t e c t i o n  o f  com pounds i n  th e  c a s e  o f  n u c l e o t i d e s  and



n u c l e o s i d e s  i s  a c c o m p l i s h e d  b y  p a s s i n g  t h e  sa m p le  t h r o u g h  a 

h i g h l y  s e n s i t i v e  U .V .  m o n i t o r  ( f l o w  c e l l  o f  8  u l ) . A f r a c t i o n  

c o l l e c t o r  c a n  b e  c o n n e c t e d  t o  t h e  o u t f l o w  f o r  c o l l e c t i o n  o f  

f r a c t i o n s  and m o n i t o r i n g  r a d i o a c t i v i t y  i f  a r a d i o a c t i v e  

compound h a s  b e e n  i n j e c t e d .  A l t h o u g h  t h e  s t a n d a r d  w a v e l e n g t h  

o f  d e t e c t i o n  o f  n u c l e o t i d e s  i s  2 5 4 ,  a  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  

U .V . d e t e c t o r  c a n  be  e m p lo y e d  f o r  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  i n  t h e  

d e t e c t i o n  o f  t h e  compound o f  i n t e r e s t .  V a r i a b l e  w a v e l e n g t h  

r e c o r d e r s  a l s o  h e l p  i n  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  unknown com p ou n d s.

I d e n t i f i c a t i o n  o f  com pounds ca n  b e  a c c o m p l i s h e d  t h r o u g h  

s e v e r a l  m e a n s .  C o m p a r iso n  o f  t h e  e l u t i o n  t im e  o f  a s t a n d a r d  

w i t h  an unknown p e a k  i s  h e l p f u l  a s  a f i r s t  s t e p .  H ow ever,  

i n  c e l l  e x t r a c t s  t h e  pH may v a r y ,  o r  o t h e r  com pounds a f f e c t i n g  

t h e  r e t e n t i o n  t im e  may b e  p r e s e n t .  In  t h i s  c a s e  c o i n j e c t i o n  

o f  t h e  s t a n d a r d  and unknown compound (u s e  o f  an i n t e r n a l  

s t a n d a r d )  i s  h e l p f u l .  I t  s h o u ld  b e  n o t e d  t h a t  tw o  d i f f e r e n t  

com pounds c a n  c o - e l u t e  w i t h  t h e  same e l u t i o n  t i m e .

V a r i a b l e  w a v e l e n g t h  r e c o r d e r s  a r e  o f  u s e  i n  a l l o w i n g  t h e  

c o m p a r is o n  o f  r a t i o s  o f  a b s o r p t i o n  o f  a  compound a t  d i f f e r e n t  w a v e ­

l e n g t h s  ( f o r  e x a m p le ,  a  p r o t e i n  m ig h t  a b s o r b  more a t  28 0  n a n o m e te r s  

than a nucleotide; a d e n o s i n e  w o u ld  a b s o r b  m ore a t  260  t h a n  2 5 0 ,  

e t c . ) . In  some i n s t r u m e n t s ,  c a l l e d  d u a l  w a v e l e n g t h  r e c o r d e r s ,  

a ch rom atogram  ca n  b e  t r a c e d  a t  tw o  w a v e l e n g t h s  a t  o n c e .

H o w ev er , t h e  w a v e l e n g t h s  a r e  u s u a l l y  s e t  ( 2 5 4  and 2 8 0 ) ,  t h u s
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l o s i n g  t h e  v e r s a t i l i t y  o f  a v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  r e c o r d e r .

Compounds c o l l e c t e d  from  t h e  ch ro m a to g ra m  ca n  b e  

c h a r a c t e r i z e d  b y  e i t h e r  p h y s i c a l  o r  c h e m i c a l  m e t h o d s .  I f  

e n o u g h  o f  a s u b s t a n c e  i s  p r e s e n t ,  i t  ca n  be  s u b j e c t e d  t o  

c o n v e n t i o n a l  s c a n n i n g  s p e c t r o s c o p y  b y  a  G i l f o r d  o r  C a r ie  

S p e c t r o p h o t o m e t e r .  I n  th e  c a s e  o f  a n u c l e o t i d e ,  i t  ca n  be  

p h y s i c a l l y  h y d r o l y z e d  ( b o i l e d  i n  1M p e r c h l o r i c  a c i d )

(112) t o  b a s e s  and n u c l e o s i d e s  and t h e n  r e i n j e c t e d  on a co lum n  

w h ic h  a n a l y z e s  b a s e s  and n u c l e o s i d e s .

P e r h a p s  t h e  m o st  e l e g a n t  m eth od  o f  i d e n t i f i c a t i o n  i s  

t h e  e n z y m a t i c  p e a k  s h i f t ,  f i r s t  d e s c r i b e d  b y  Brown e t  a l .

CL13) . The b i o c h e m i c a l  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  enzym e i s  u t i l i z e d .

F o r  e x a m p l e , a p u r i n e  m o n o n u c l e o t i d e  c a n  be i d e n t i f i e d  b y  

t r e a t m e n t  w i t h  5 1 n u c l e o t i d a s e  w h ic h  w i l l  r e s u l t  i n  f o r m a t i o n  

o f  t h e  c o r r e s p o n d i n g  n u c l e o s i d e  i f  t h e  m o n o n u c l e o t i d e  i s  a  

s u b s t r a t e  f o r  5 '  n u c l e o t i d a s e .  The r e s u l t a n t  compound c a n  

t h e n  b e  a n a l y z e d  o n  a n u c l e o s i d e / b a s e  a n a l y z i n g  s y s t e m .  The  

m ix t u r e  c a n  f u r t h e r  b e  t r e a t e d  w i t h  p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s ­

p h o r y l a s e  r e s u l t i n g  i n  b a s e  f o r m a t i o n  fr o m  t h e  n u c l e o s i d e ,  i f  

t h e  n u c l e o s i d e  i s  a s u b s t r a t e  f o r  p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y la s e  

( a s  an e x a m p le ,  XMP + 5 '  n u c l e o t i d a s e —̂  x a n t h o s i n e ,  x a n t h o s i n e  + PNP

 ^  x a n t h i n e )  . As p o i n t e d  o u t  b y  Brown (313) , t h e  e n z y m a t ic

p e a k  s h i f t  can b e  u se d  t o  "unmask" t h e  c h r o m a to g r a m . I f  a  

compound i s  p r e s e n t  i n  l a r g e  q u a n t i t i e s ,  i t  can  b e  s h i f t e d
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away fro m  t h e  a r e a  o f  i n t e r e s t  b y  t r e a t m e n t  w i t h  an  e n z y m e .

The c l a s s i c a l  e x a m p le  i s  h e x o k i n a s e  vised t o  s h i f t  ATP t o  

ADP (H3) . A n o t e  o f  c a u t i o n  s h o u ld  b e  ad d ed  t h o u g h ,  s i n c e  

i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  enzym e  

m ig h t  be s u c h  t h a t  i t  w i l l  a l s o  s h i f t  com pounds b u r i e d  u n d e r  

t h e  m ajor  p e a k  ( i n  t h e  c a s e  o f  h e x o k i n a s e  ITP, w h ic h  e l u t e s  

n e a r  ATP, i s  a l s o  a s u b s t r a t e  f o r  h e x o k i n a s e )  (114) •

A n o t h e r  enzym e t h a t  i s  p a r t i c u l a r l y  u s e f u l  i n  t h e  i d e n t i f i ­

c a t i o n  o f  p u r i n e  n u c l e o s i d e s  i s  a d e n o s i n e  d e a m in a s e ,  u s e d  t o  

s h i f t  a d e n o s i n e  t o  i n o s i n e .  S i n c e  b o t h  o f  t h e s e  com pounds  

a re  e a s i l y  o b s e r v a b l e  i n  t h e  ch ro m a to g ra m , i n o s i n e  and  

a d e n o s in e  can  b o t h  b e  p o s i t i v e l y  i d e n t i f i e d .  An i n t e r e s t i n g  

f i n d i n g  b y  u se  o f  p e a k  s h i f t  m e t h o d o lo g y  i n v o l v i n g  a d e n o s in e  

d e a m in a s e  i s  t h a t  d i f f e r e n t  form s o f  th e  enzym e h a v e  d i f f e r e n t  

s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t i e s  w i t h  m o d i f i e d  b a s e s  (315) .

In  summary, h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a to g r a p h y  p r o v i d e s  

a c o n v e n i e n t ,  r e l a t i v e l y  r a p i d  s y s t e m  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  

n u c l e o t i d e s  and n u c l e o s i d e s .  Among i t s  a d v a n t a g e s  a r e  h ig h  

s e n s i t i v i t y , g o o d  r e l i a b i l i t y ,  and g o o d  r e p r o d u c i b i l i t y .  The 

a b i l i t y  t o  p r o d u c e  a f u l l  n u c l e o t i d e  o r  n u c l e o s i d e  p r o f i l e  

o f  a c e l l  e x t r a c t  i n  a s i n g l e  a n a l y s i s  i s  o f  g r e a t  a d v a n t a g e .  

Among t h e  d i s a d v a n t a g e s  a r e  t h e  a b i l i t y  t o  a n a l y z e  o n l y  o n e  

sa m p le  a t  a t im e  and t h e  p o s s i b i l i t y  o f  c o - e l u t i o n  o f  tw o  

com p ou n d s . A n o t h e r  d i s a d v a n t a g e  i s  t h e  t im e  i n v o l v e d  i n
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m a in t e n a n c e  o f  co lu m n s  and pum ps, a l t h o u g h  t h i s  i s  r e l a t i v e l y  m in o r  

w hen  com pared t o  t h e  b e n e f i t s .
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U se  o f  L on g-T erm  Lym phoid L i n e s  f o r  S t u d i e s  i n  P u r i n e  M e t a b o l i s m

L o n g - t e r m  ly m p h o id  l i n e s  a r e  l o n g - t e r m  c u l t u r e s  e s t a b l i s h e d  

from  B l y m p h o c y t e s .  The f i r s t  l o n g - t e r m  c u l t u r e s  o f  human 

ly m p h o id  c e l l s  w a s  e s t a b l i s h e d  b y  E p s t e i n  and B a rr  from  

B u rk itt 's  lymphoma c e l l s  (116) . E s t a b l i s h m e n t  o f  ly m p h o id  c u l t u r e s  

fro m  n o rm a l i n d i v i d u a l s  w a s  r e p o r t e d  i n  1967  (117).

L o n g - t e r m  ly m p h o id  l i n e s  a r e  e s p e c i a l l y  s u i t e d  t o  i n v e s t i ­

g a t i o n  o f  d e f e c t s  i n  p u r i n e  m e t a b o l i s m .  The l i n e s  grow  

p e r m a n e n t ly  i n  c e l l  c u l t u r e  and r e t a i n  t h e i r  d i p l o i d  k a r o t y p e .  

Many enzym e d e f e c t s ,  a s  w e l l  a s  a l t e r a t i o n s  o f  m e t a b o l i s m ,  

d e m o n s t r a t e d  i n  f r e s h  t i s s u e s  can  a l s o  b e  d e m o n s t r a t e d  i n  

ly m p h o id  l i n e s .  C e l l s  w i t h  r a r e  enzym e d e f e c t s  c a n  be  grow n  

i n  l a r g e  num bers and k e p t  a v a i l a b l e  f o r  f u t u r e  i n v e s t i g a t i o n .

I n  a d d i t i o n ,  ly m p h o id  c e l l s  e x p r e s s  t h e  e n z y m e s  n e c e s s a r y  

f o r  b o t h  de n o v o  and s a l v a g e  p a th w a y s  o f  p u r i n e  m e t a b o l i s m .

T h e se  c u l t u r e s  p r o v i d e  an  e x c e l l e n t  m o d el t o  i n v e s t i g a t e  

a l t e r a t i o n s  o f  p u r i n e  m e t a b o l i s m .

T i s s u e  c u l t u r e ,  h o w e v e r ,  d o e s  p r e s e n t  some l i m i t a t i o n s .  

C e l l s  a r e  grow n i n  a r t i f i c i a l  m e d ia  w h ic h  v e r y  o f t e n  d o e s  

n o t  p o s s e s s  p h y s i o l o g i c  l e v e l s  o f  co m p o u n d s . A l t e r a t i o n s  i n  

t h e  c o m p o s i t i o n  o f  m e d ia  may h a v e  p r o fo u n d  a f f e c t s  on th e  

m e t a b o l i s m  o f  t h e  c e l l .  One s u c h  e x a m p le  i s  t h e  p r e s e n c e  o f  

h y p o x a n t h in e  i n  m e d ia  c o n s t i t u t e d  fro m  u n d i a l y z e d  f e t a l  

c a l f  ser u m , i n  c o n c e n t r a t i o n s  s u f f i c i e n t  t o  i n h i b i t  p u r in e  

b i o s y n t h e s i s  de n o v o  ( 5 9 ) .  A n o th e r  l i m i t a t i o n  i s  t h a t  a l l
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e n z y m e s  o f  a  p a th w a y  may n o t  b e  o p e r a t i v e  i n  a  s i n g l e  t i s s u e  

t y p e ,  b u t  o t h e r  t i s s u e s  i n  t h e  b o d y  may e x p r e s s  t h e s e  e n z y m e s .  

The p a t h o l o g y  a s s o c i a t e d  w i t h  a  d e f e c t  o f  t h e  enzym e may n o t  

b e  p r e s e n t  i n  t h e  l y m p h o c y t e .  F o r  e x a m p le ,  p a r t i a l  d e f i c i e n c y  

o f  HGPRT r e s u l t s  i n  p u r i n e  o v e r p r o d u c t i o n  w i t h  d e p o s i t i o n  o f  

u r a t e  i n  j o i n t s  ( g o u t ) .  H o w ev er , B ly m p h o c y t e s  l a c k  x a n t h i n e  

o x i d a s e ,  t h e  enzym e w h ic h  d e g r a d e s  p u r i n e  b a s e s  t o  u r a t e .

T h e se  c e l l s  i n s t e a d  e x c r e t e  h y p o x a n t h in e  i n t o  t h e  m e d ia .

S o l e  u s e  o f  a B c e l l  i n  v i t r o  m o d el f o r  s t u d y i n g  p a r t i a l  

HGPRT d e f i c i e n c y  w o u ld  i n  n o  w ay  p r e d i c t  o r  e x p l a i n  t h e  

e x c e s s  u r a t e  fo u n d  i n  t h e s e  p a t i e n t s .

I n  c o n t r a s t ,  ly m p h o id  c e l l s  a r e  u n i q u e l y  s e n s i t i v e  t o  

d e f i c i e n c y  o f  a n o t h e r  enzym e o f  p u r i n e  m e t a b o l i s m ,  a d e n o s i n e  

d e a m in a s e  (U S ) . W h ile  t h e  p r im a r y  enzym e d e f e c t  i s  p r e s e n t  

i n  a l l  t i s s u e  t y p e s ,  ly m p h o id  c e l l s  m a n i f e s t  t h e  s e v e r e s t  

d y s f u n c t i o n .

A n o th e r  o b j e c t i o n  t o  t h e  u s e  o f  ly m p h o id  l i n e s  i s  t h e  

p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  n e c e s s a r y  f o r  t h e  c e l l s  

t o  g ro w  i n d e f i n i t e l y  a l t e r s  c e l l u l a r  m e t a b o l i s m  and i s  n o t  

r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  same t i s s u e  t y p e  i n  v i v o .  H o w ever , many 

s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  same m e t a b o l i c  a b n o r m a l i t y  

m a n i f e s t  i n  ly m p h o id  l i n e s  w as a l s o  p r e s e n t  i n  f r e s h  t i s s u e s  

fr o m  t h e  same i n d i v i d u a l .

T h u s ,  w h i l e  s t u d i e s  w i t h  l o n g - t e r m  ly m p h o id  c u l t u r e s  

p r e s e n t  many a t t r a c t i v e  o p p o r t u n i t i e s ,  a  n o t e  o f  c a u t i o n  m u st
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b e  i n t r o d u c e d .  From t h e  d a t a  a v a i l a b l e  ly m p h o id  l i n e s  

p r e s e n t  an  e x c e l l e n t  m o d e l  f o r  d e f e c t s  i n  p u r i n e  m e t a b o l i s m .  

B a se  and N u c l e o s i d e  T r a n s p o r t

S i n c e  m e t a b o l i c  s t u d i e s  t o  b e  d i s c u s s e d  l a t e r  d e p e n d  on  

t h e  t r a n s p o r t  o f  r a d i o - l a b e l e d  n u c l e o s i d e s  and b a s e s  a c r o s s  

i n t a c t  c e l l  m em b ran es, a  b r i e f  r e v i e w  o f  t h e  f a c t o r s  a f f e c t i n g  

p u r i n e  t r a n s p o r t  w i l l  b e  d i s c u s s e d .  P u r i n e  b a s e s  a r e  h y d r o ­

p h i l i c  i n  n a t u r e .  T r a n s p o r t  a c r o s s  m em branes d e p e n d s  on  

f a c i l i t a t e d  d i f f u s i o n  (119). The c a r r i e r  m e d ia t e d  s y s t e m  i s  

b e l i e v e d  t o  be  s h a r e d  b y  p u r i n e  and p y r i m i d i n e  b a s e s .  H yp oxan ­

t h i n e  i s  r e p o r t e d  t o  h a v e  t h e  h i g h e s t  a f f i n i t y  f o r  t h e  t r a n s ­

p o r t  c a r r i e r  w i t h  u p t a k e  o f  p u r i n e  b a s e s  h i g h e s t  a t  lo w  

c e l l  d e n s i t i e s  (119) .

N u c l e o s i d e  t r a n s p o r t  i s  a l s o  b e l i e v e d  t o  b e  a c a r r i e r  

m e d ia t e d  p r o c e s s .  W h i t t a n  e t  a l .  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  e r y t h r o ­

c y t e s  a r e  f r e e l y  p e r m e a b le  t o  p u r i n e  n u c l e o s i d e s  (120) . I n  

p o ly m o r p h o n u c le a r  l e u k o c y t e s  a d e n o s i n e  and t h y m id in e  h ave  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  s h a r e  a s a t u r a b l e  s y s t e m .  Among t h e  

f a c t o r s  r e p o r t e d  t o  a f f e c t  t r a n s p o r t  o f  n u c l e o s i d e s  a r e :  

t h e  s t a g e  o f  c e l l  g r o w t h ,  d e n s i t y  o f  c e l l  p o p u l a t i o n ,  

a v a i l a b i l i t y  o f  seru m  f a c t o r s ,  and t h e  l e v e l  o f  cAMP (119) .

T r a n s p o r t  o f  n u c l e o s i d e s  and b a s e s  a r e  i n c r e a s e d  fr o m  

t h e  G l t o  S s t a g e .  The l e v e l  o f  t r a n s p o r t  d r o p s  a f t e r  G2 ( 1 1 9 ) .  

T r a n s p o r t  o f  n u c l e o s i d e s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  v a r y
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i n v e r s e l y  w i t h  t h e  d e n s i t y  o f  c e l l  p o p u l a t i o n .  H ow ever ,  

v i r a l l y  t r a n s f o r m e d  c e l l s  d o  n o t  show t h i s  d e n s i t y  d e p e n d e n c e  

(119) . I n c r e a s e s  i n  cAMP h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  d e c r e a s e  

th e  t r a n s p o r t  o f  n u c l e o s i d e s  a c r o s s  t h e  membrane (119) . T r a n s ­

p o r t  o f  p u r in e  b a s e s  a c r o s s  c e l l  m em branes i s  r e a d i l y  i n h i b i t e d  

b y  a s e r i e s  o f  c o m p e t i t i v e  and  n o n c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r s  (119).

I n  human f i b r o b l a s t s  C ohen e t  a l .  h a v e  p r o v i d e d  e v i d e n c e  f o r  

t h e  u p t a k e  o f  i n o s i n e  b y  tw o  t r a n s p o r t  s y s t e m s .  A t  lo w  c o n ­

c e n t r a t i o n s  o f  i n o s i n e  ( 1 0  uM i n o s i n e )  t r a n s p o r t  o f  i n o s i n e  

i s  in d e p e n d e n t  o f  p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a s e  a c t i v i t y .  At 

h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n o s i n e  (100  UM) human f i b r o b l a s t s  

l a c k i n g  i n  p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a s e  c a n  t r a n s p o r t  a 

r e d u c e d  amount o f  i n o s i n e .  T h u s ,  i n  human f i b r o b l a s t s  tw o  

t r a n s p o r t  m e c h a n ism s  a r e  o p e r a t i v e  ( 1 2 1 ) .

A c l o n e  o f  m ouse lymphoma c e l l s  d e f i c i e n t  i n  t h e  a b i l i t y  

t o  t r a n s p o r t  a d e n o s i n e  w as  d e m o n s t r a t e d  t o  b e  d e f i c i e n t  i n  

t h e  a b i l i t y  t o  t r a n s p o r t  a l l  o t h e r  p u r i n e  and p y r i m i d i n e  

n u c l e o s i d e s  t e s t e d  (122) . T r a n s p o r t  o f  b a s e s  w as  fo u n d  t o  

b e  i n t a c t .  T h i s  o b s e r v a t i o n  l e n d s  c r e d e n c e  t o  t h e  e x i s t e n c e  

o f  tw o  s e p a r a t e  t r a n s p o r t  s y s t e m s  f o r  n u c l e o s i d e s  and b a s e s .  

K i n e t i c  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  same c a r r i e r  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  

f a c i l i t a t e d  t r a n s p o r t  o f  b o t h  p u r i n e  and p y r i m i d i n e  n u c l e o ­

s i d e s  (1 2 2 ) .



T a b l e  1 

C h a r n c t e r i s t  Lea  o f  I T P a s e

C h i e f
I n v e s t i g a t o r

------—------------------ ---------------------------- --------------------- , ,

L i a k o p o u l o u V a n d e r h e L d o n Wang H o l m e s V a n d e r h e  i .den He r s h k o C h e r n Wang
e n z y m e  s o u r c e h u m a n  RBC h u m a n  RBC h u m a n RBC h u m a n  RBC h u m a n  RBC r a h h L t  RBC r a b b i t  RBC r a b b i t  l i v e r
f o l d  p u r  i f f i -
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K
— ___h l _  . . . . .

1 x  I 0 ~ 4 6  x 1 0 - 4 3 . 4 6  x 1.0-5 7 x  1 0 ~ 5 1 . 3  x  1 0 “ 5 3 x  1 0 _ 5

pH o p t i m a 7 . 5 - 8 . 5  
B r o a d

8 . 5
9 . 5 +  OTT

8 . 6  t r i s / l I C l
9 . 6  g l y c i n e

8 . 7 7 - 8  t r i s
9 . 7 5  B - a l a n i n e

9 . 7 5

l r r t  r  Ls t r i s
------------------ --------------------------------- --------  . . .

B - a l a r i  Lno t r i s g  l y c i n e t r i s B - a l a n i r t e B - a l a n i n e
Lon r e q u i r e d Mg^ + 5 0  mM Mg1 +

1 • --------------------- ----------------  ------------------------ ________________ __

Mg'1 + 1 niM Mg++ 2 0  mM Mg++ Mg+ + 1 0  mM 
n o  r x n  C a + + , 
F e '1 + , Z n + + , C u ++

Mg++ ImM

s u b c e  Ll.u l a r  
l o c a l i z a t L o n

n o t  s t r o m a  
h o u n d

c y t o s o l
l y m p h o i d
c e l l s

s o l u b l e  -  

P P i
s t  r o m n

-----------
...........—  --------

b o u n d  -  p^

r e a c t  Lon 
p r o d u c t s

I T P  IDP 

+ P i

LTP IMP 
+ PPj^

- — — — ■ —  -
I T P  IMP f 
P P i
n o t  r ewi rs Lb le  
n o  P P 32
e x c h a n g e

a s s a y  m e t h o d p i 3 2 P I T P
------------- •• — ---------------------- ------------------ __

p i l 4 C I T P P i D o w e x - 1

p i
J
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Tnblc 1 (Continued)
Ch  i e  f
I n v e s t i g a t o r L L a k o p o u l o u V a n d e r h e  L d en Wang H o l m c s V a n d e r h e i d e n H e r s h k o C h e r n Wang

I T P  c o n c .  m a x . 1 0  mM 2 mM 2 mM 0 .  5 mM

s u b s t r a t e
i n h i b i t i o n y e s n o n o

SH
r e q u i r e m e n t y e s n o n o y e s

i n h i b i t o r s IDP pH M0 IDP

K i1.2 x  1 0 - J

p u r i f  i c a t  Lon ( 1 )  CaPO ( 1 )  B i o r a d - ( 1 )  DEAE ( I )  S e p h a d e x ( 1 )  H e a t
s c h e m e g e l  ^ e x t r a c t c e l l u ­ G - 1 0 0  g e l d e n a t u r e

e l u t  i o n ( 2 )  Ammonium l o s e f i l t r a t i o i ( 2)  AmmonLun
( 2 )  CM s u I  f a t e ( 2 )  A mmo ni um ( 2 )  DEAE s u l f a t e

S e p h a d e x ( 3 )  DEAE s u l f a t e c e l l u l o s e ( 3)  DEAE
( 3 )  DEAE- ( 4 )  I s o ­

S e p h a d e x e l e c t r i c
i o n  f i l ­ f o c u s  i n g
t r a t i o n

s u b s t r a t e 3 0 x  m o r e
s p e c i f i c i t y a c t i v e  I T P

t h a n  GTP
d  I TP — — — 100 - - - - — _
ITP — — — 100 100 100 100 100

XTP — — — 5 8 — — _ • _
UTP — — — 10 1 . 4 4 12 9
GTP - - — — 1 0.8 4 . 6 10 8
ATP — — — 5 0 0 10 0 .  3
CTP — — _ _ 3 0 .  3 _ 0 . 5 I .  1
IDP — - - - - 8 0 0 0 2.6
IMP

”

1 — — —
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C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  IT P a se

P r o d u c t s  o f  t h e  IT P a se  R e a c t i o n

I n o s i n e  t r i p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  / E . C .  3 . 6 . 1 . 1 9 7  w as

f i r s t  r e p o r t e d  b y  L ia k o p u o lo u  and A l i v a i s t o s  (123) i n

t h e  c o u r s e  o f  a s t u d y  on  ATPrNMN a d e n y l  t r a n s f e r a s e  i n

a c e t o n e  p o w d e r s  o f  human e r y t h r o c y t e s .  T hey r e p o r t e d

t h e  enzym e r e a c t i o n  p r o c e e d e d  from  ITP —>IDP + w i t h

++ID P a se  a c t i v i t y  r e p r e s s e d  b y  50 mM Mg . In  1969  Chern  

e t  a l .  r e p o r t e d  on an enzym e w i t h  s i m i l a r  p r o p e r t i e s  

i n  r a b b i t  r e d  b l o o d  c e l l s .  H o w ev er ,  C hern e t  a l . r e p o r t e d  

t h a t  t h e  r e a c t i o n  p r o c e e d e d  a s  a p y r o p h o s p h a t a s e  ( fro m  

ITP— >IMP + PP^) (1 2 4 )  . T h i s  c o n c l u s i o n  w as  b a s e d  on  t h e i r  

o b s e r v a t i o n  t h a t  d e t e c t i o n  o f  ITP h y d r o l y s i s  i n  hem o-  

l y s a t e s  h e a t e d  a t  85°C  f o r  5 m in u t e s  w a s  d e p e n d e n t  on  

t h e  a d d i t i o n  o f  p y r o p h o s p h a t a s e  and t h e  c h r o m a to g r a p h ic  

d e t e c t i o n  o f  IMP on  D ow ex-1  c o lu m n s .  I n  s t u d i e s  

w i t h  t h e  p u r i f i e d  en z y m e , H e rsh k o  e t  a l .  a l s o  i n v e s t i ­

g a t e d  t h e  p r o p e r t i e s  o f  r a b b i t  r e d  b lo o d  c e l l  i n o s i n e  

t r i p h o s p h a t a s e .  T h e se  i n v e s t i g a t o r s  a l s o  c o n c lu d e d  

t h a t  t h e  enzym e w a s  a p y r o p h o s p h o h y d r o l a s e . By s u b ­

j e c t i n g  t h e  h e m o l y s a t e s  t o  h e a t i n g  a t  57°C f o r  f i v e  

m i n u t e s ,  t h e  e n d o g e n o u s  p y r o p h o s p h a t a s e  w as  i n a c t i v a t e d ,  

l e a v i n g  PP^ i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e .  The p u r i f i e d  enzym e  

w a s fo u n d  t o  h a v e  n o  ID P ase  a c t i v i t y .  The r e a c t i o n  w as



r e p o r t e d  t o  b e  i r r e v e r s i b l e  b a s e d  on t h e  f i n d i n g  o f  

no 2 2 PP^ e x c h a n g e  (129) . V a n d e r h e id e n ,  i n  s t u d i e s  w i t h  

human e r y t h r o c y t e s ,  fo u n d  t h e  enzym e t o  b e  a p y r o ­

p h o s p h a t a s e  b a s e d  on e x p e r i m e n t s  w h ic h  u t i l i z e d  

*B PP IT P . U t i l i z i n g  t h i s  l a b e l e d  compound a s  a 

s u b s t r a t e ,  V a n d e r h e id e n  fou n d  no 2 2 P -ID P  w as  p r o d u c e d ,  

w i t h  2 2 PP^ b e i n g  l i b e r a t e d .  I n  t h e s e  s t u d i e s  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  2 2 PP^ i n c r e a s e d  fr o m  z e r o  t o  t e n  

m i n u t e s  o f  i n c u b a t i o n  t i m e .  A f t e r  t e n  m i n u t e s  o f  

i n c u b a t i o n  a g r a d u a l  d e c r e a s e  o f  2 2 P P i  w a s  n o t e d ,  and  

a c c o u n t e d  f o r  b y  t h e  a c t i v i t y  o f  an i n o r g a n i c  p y r o ­

p h o s p h a t a s e  s p l i t t i n g  t h e  "^PP t o  ^^2 P^ ( 1 2 8 ) .

Wang and M o r r i s ,  i n  s t u d i e s  on r a b b i t  l i v e r ,  fo u n d  

t h e  enzym e t o  b e  a p y r o p h o s p h a t a s e  i n  t h i s  t i s s u e  a l s o .

The r e a c t i o n  p r o d u c t s  w e r e  a n a l y z e d  b y  D ow ex-1  c h r o m a to ­

g r a p h y .  IMP w a s  d e t e c t e d ,  b u t  no IDP ( 1 3 0 ) w a s  d e t e c t e d .

The a p p a r e n t  o f  IT P a se  f o r  ITP h a s  b e e n  r e p o r t e d  

t o  b e  1 x  1 0 " 4  (123) , 6  x  1 0  4 ( 1 2 5 ) ,  and 7 x  1 0 -  ̂ (1 2 7 )  i n  human 

h e m o l y s a t e s . P u r i f i e d  IT P a se  from  human h e m o l y s a t e s  

h a s  y i e l d e d  e s t i m a t e s  o f  t h e  a s  3 . 4 6  x  1 0 “  ̂ (enzym e  

p u r i f i e d  1 , 1 5 3  f o l d ) (1 2 6 )  and 1 . 3  x  1 0 ”  ̂ ( 1 2 8 ) (enzym e p u r i f i e d  

2 , 3 0 0  f o l d ) . I T P a se  from  r a b b i t  r e d  b l o o d  c e l l s  

p u r i f i e d  1 0 0  f o l d  w a s  r e p o r t e d  t o  h a v e  a o f  3 x  1 0 “  ̂ ( 1 2 9 ) .



49

pH O ptim a

pH o p t im a  f o r  IT P a se  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  v a r y  

w i t h  t h e  b u f f e r  s y s t e m  u s e d .  I n  a t r i s / H C l  b u f f e r  

s y s t e m ,  t h e  pH optim um  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  b r o a d  

pH 7 . 5 - 8 . 5 ,  8 . 5  and 9 . 5  i n  th e  p r e s e n c e  o f  d i t h i o -  

t h r e i t o l  (125) i n  human e r y t h r o c y t e s .  Human IT P a se  w as  

r e p o r t e d  t o  h a v e  a pH optim um  o f  9 . 6  i n  g l y c i n e  b u f f e r  

( 1 2 8 ) .  IT P a se  i n  r a b b i t  e r y t h r o c y t e s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  

t o  h a v e  a pH o p t im a  o f  8 . 7  i n  t r i s  (129), and 9 . 7 5  i n  B - -a la n in e

(124) . The pH optim um  w as  r e p o r t e d  i n  r a b b i t  l i v e r  t o  b e  

9 . 7 5  u t i l i z i n g  a B - a l a n i n e  b u f f e r  ( 1 3 0 ) .

M e t a l  I o n  R e q u ir e m e n t s

Mg++ h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  n e c e s s a r y  f o r  o p t i m a l  

IT P a se  a c t i v i t y  ( 1 - 5 0  mM) (123-130) . IT P a se  w as  r e p o r t e d  

t o  h a v e  no a c t i v i t y  i f  o t h e r  d i v a l e n t  c a t i o n s  (Ca'1'+ / P e + + / Zn+ + f 

Cu + + ) w e r e  s u b s t i t u t e d  f o r  Mg++ (124). An e x c e p t i o n  

t o  t h i s  w a s  Mn++ w h ic h  s e r v e d  a s  a c o f a c t o r  i n  t h e  

IT P a se  r e a c t i o n ,  b u t  l e s s  enzym e a c t i v i t y  w a s  p r e s e n t  

t h a n  i f  Mg++ w a s  t h e  c o f a c t o r  (124) . M o n o v a le n t  c a t i o n s  

a r e  r e p o r t e d  t o  p r o d u c e  i n h i b i t i o n  o f  ITP h y d r o l y s i s  

(228) .

SL

The i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  IT P a se  w a s  r e p o r t e d  t o  be  

b e t w e e n  4 . 8  and 5 . 1  (12$ i n  human e r y t h r o c y t e s .
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P u r i f i c a t i o n

C hern e t  a l .  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  r a b b i t  red  c e l l  

IT P a se  b y  u s e  o f  ammonium s u l f a t e  f r a c t i o n a t i o n  (40-70% ) , 

S e p h a d e x  G100 g e l  f i l t r a t i o n ,  and DEAE c h r o m a to g r a p h y .

The p u r i f i c a t i o n  w a s  a p p r o x i m a t e l y  2 , 0 0 0  f o l d .  H ersh k o  

e t  a l .  h a v e  a l s o  p u r i f i e d  r a b b i t  r e d  c e l l  IT P a se  b y  u se  

o f  DEAE c e l l u l o s e  and ammonium s u l f a t e  p r e c i p i t a t i o n  

(38-62%  s a t u r a t i o n )  s t a r t i n g  w i t h  s t r o m a - f r e e  hemo­

l y s a t e s  ( a p p r o x i m a t e l y  1 0 0  f o l d  p u r i f i c a t i o n ) .

P u r i f i c a t i o n  o f  r a b b i t  l i v e r  IT P a se  w a s  a c h i e v e d  

by f i r s t  a h i g h  s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 4 3 ,0 0 0  g  f o r  

2 m in u te s ) ,  h e a t i n g  t h e  s u p e r n a t a n t  a t  65°C f o r  5 

m i n u t e s ,  r e v e r s e  ammonium s u l f a t e  f r a c t i o n a t i o n ,  and 

DEAE C e l l e x  c h r o m a to g r a p h y  (126,130) . P u r i f i c a t i o n  w as  

6 6 8  f o l d .

A p u r i f i c a t i o n  schem e r e s u l t i n g  i n  1 ,1 5 3  f o l d  

p u r i f i c a t i o n  o f  human e r y t h r o c y t i c  IT P a se  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  (1 2 6 ) .  C a lc iu m  p h o s p h a t e  g e l  e l u t i o n ,  CM S e p h a d e x ,  

and DEAE S e p h a d e x  i o n  f i l t r a t i o n  were u t i l i z e d  t o  p u r i f y  

t h e  e n z y m e . R e c e n t l y ,  V a n d e r h e id e n  h a s  r e p o r t e d  on  

f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  o f  IT P a se  from  human e r y t h r o c y t e s .  

U t i l i z i n g  DEAE c e l l u l o s e  ( C e l l e x  D ) , ammonium s u l f a t e  

p r e c i p i t a t i o n  (4 0 -8 0 % ), DEAE c e l l u l o s e  ( D E - 3 2 ) , an 85% 

c u t  o f  ammonium s u l f a t e ,  and i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g ,  t h e
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p u r i f i c a t i o n  a c h i e v e d  w a s  2 ,3 0 0  f o l d .

M axim al S u b s t r a t e  C o n c e n t r a t i o n

M axim al s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  w a s  r e p o r t e d  t o  be  

10 mM CL23) , 2 mM w i t h  s u b s t r a t e  i n h i b i t i o n  o c c u r r i n g  a t  

h i g h e r  ITP c o n c e n t r a t i o n s  (1255 / and 2 mM w i t h  no su b ­

s t r a t e  i n h i b i t i o n  o c c u r r i n g  a t  h i g h e r  s u b s t r a t e  c o n c e n ­

t r a t i o n s  (12$ . The m ax im al s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  i n  

p a r t i a l l y  p u r i f i e d  IT P a se  from  r a b b i t  e r y t h r o c y t e s  w as 0 . 5  

mM ( 1 2 4 ) .  Holmes e t  a l . s u g g e s t e d  t h a t  t h e  i n i t i a l  

f i n d i n g  o f  s u b s t r a t e  i n h i b i t i o n  w a s  due t o  t h e  n o n -  

e n z y m a t i c  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  s u b s t r a t e  ITP t o  IDP.

IDP i s  an i n h i b i t o r  o f  IT P a se  ( 1 2 7 ) .

I n h i b i t i o n  o f  IT P a se

IDP h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  i n h i b i t  IT P a se  (K^ 1 . 2  x  

1 0 - 5 ) (1 2 ^ .  p - h y d r o x y m e r c u r i b e n z o a t e  h a s  a l s o  b e e n

r e p o r t e d  t o  i n h i b i t  IT P a se  a c t i v i t y .  R e c e n t l y  V a n d e r h e id e n  

h a s  r e p o r t e d  t h a t  r e a c t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n i n g  5 mM 

C aC l2  and 1 . 2  mM MgCl2  c o m p l e t e l y  i n h i b i t s  IT P a se  

a c t i v i t y  (128) . I n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  h e m o ly s a t e  

have a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  i n h i b i t  I T P a se  a c t i v i t y  

( 1 2 4 , 1 2 5 , 1 2 7 ) .

S u l f h v d r y l  R e q u ir e m e n t

E a r l y  r e p o r t s  o f  IT P a se  a c t i v i t y  fo u n d  a t h i o l  

r e q u ir e m e n t  f o r  a c t i v a t i o n  o f  IT P a se  a c t i v i t y  i n  b o t h
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human and r a b b i t  r e d  b l o o d  c e l l s  (124,125) . H ow ever , l a t e r  

r e p o r t s  on p a r t i a l l y  p u r i f i e d  enzym e d i d  n o t  f i n d  t h i s  

(128,129) .

M o le c u l a r  W e ig h t

The m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  IT P a se  from  human e r y t h r o ­

c y t e s  w a s  e s t i m a t e d  t o  b e  3 7 , 0 0 0  b y  s u c r o s e  d e n s i t y  

c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 2 6 ) .  The same v a l u e  w a s  o b t a i n e d  f o r  IT P a se  

i s o l a t e d  from  r a t  l i v e r  b y  s u c r o s e  d e n s i t y  c e n t r i f u g a t i o n  (230). 

S u b s t r a t e  S p e c i f i c i t y

P a r t i a l l y  p u r i f i e d  r a b b i t  e r y t h r o c y t e  IT P a se  w a s  

fou n d  t o  c l e a v e  dITP a s  e f f e c t i v e l y  a s  IT P . XTP w a s  

c l e a v e d  a t  a p p r o x i m a t e l y  71% t h e  r a t e  o f  IT P . GTP 

and UTP w e r e  c l e a v e d  a t  10% and 12% t h e  r a t e  o f  ITP 

c l e a v a g e  r e s p e c t i v e l y .  ATP w a s  c l e a v e d  a t  10% t h e  r a t e  

o f  ITP (124) • A n o th e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  r a b b i t  r e d  c e l l  

IT P a se  fo u n d  IT P a se  t o  c a t a l y z e  th e  h y d r o l y s i s  o f  GTP,

UTP, CTP, and ATP t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  m o n o p h o sp h a te s  

and PP^ a t  4 . 5 ,  4 . 0 ,  0 . 5 ,  and 0.0%  r e s p e c t i v e l y  o f  t h e  

r a t e  o f  ITP b r e a k d o w n . GTP w a s  r e p o r t e d  t o  h a v e  a 

o f  8  x  1 0 ”^ , w i t h  GTP h y d r o l y s i s  i n h i b i t e d  i n  a n o n ­

c o m p e t i t i v e  m anner b y  IMP w i t h  a o f  3 x  1 0 “^ (229) - 

Human e r y t h r o c y t i c  IT P a se  w a s  fo u n d  t o  c a t a l y z e  

t h e  h y d r o l y s i s  o f  dITP a s  r a p i d l y  a s  IT P , XTP a t  58% o f  t h e  

r a t e  o f  ITP; UTP, GTP, and ATP w e r e  h y d r o l y z e d  a t  18%, 9%, and
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5% t h e  r a t e  o f  ITP h y d r o l y s i s  (127) r e s p e c t i v e l y .

H ig h ly  p u r i f i e d  human e r y t h r o c y t i c  IT P a se  ( 2 ,3 0 0  f o l d )  

w as fou n d  t o  c a t a l y z e  t h e  h y d r o l y s i s  o f  UTP a t  1.4% t h e  

r a t e  o f  ITP and t h e  h y d r o l y s i s  o f  GTP a t  0.8% t h e  r a t e  

o f  ITP (12£$ . ATP w as n o t  h y d r o l y z e d .  U t i l i z i n g  s t a r c h  

g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  XTP w a s  a s  a c t i v e  as ITP, w i t h  no 

a c t i v i t y  r e p o r t e d  f o r  GTP and ATP ( 1 2 7 ) .  P u r i f i e d  r a b b i t  

l i v e r  IT P a se  w a s  fo u n d  t o  c a t a l y z e  t h e  h y d r o l y s i s  o f  

XTP and ITP a s  e f f e c t i v e l y  a s  IT P , GTP a t  8 % o f  t h e  

r a t e  o f  h y d r o l y s i s  o f  ITP, and UTP a t  9% ( 1 2 4 ) .

S u b c e l l u l a r  L o c a l i z a t i o n

In  r a b b i t  r e d  b l o o d  c e l l s  ITP p h o s p h o h y d r o la s e  

w as l o c a l i z e d  t o  t h e  s o l u b l e  c y t o p l a s m i c  p o r t i o n  o f  

c e l l  l y s a t e s  (L29) • S tro m a -b o u n d  n u c l e o s i d e  t r i p h o s ­

p h a t a s e  a c t i v i t y  w as  fo u n d  t o  r e s u l t  i n  P^ f o r m a t i o n  

w i t h  ATP, ITP, and GTP a s  s u b s t r a t e s  ( I T P —»IDP + P^)

(12S) . S u b c e l l u l a r  l o c a l i z a t i o n  o f  IT P ase  a c t i v i t y  i n  

human l o n g - t e r m  ly m p h o id  l i n e s  w as  r e p o r t e d  b y  H olm es e t  a l .  

( 1 2 7 ) .  T h e i r  f i n d i n g  w a s  t h a t  IT P a se  w a s  c y t o p l a s m i c  

and n o t  a r e s i d u a l  a c t i v i t y  o f  a GTPase o r  ATPase,  

s i n c e  t h e s e  a c t i v i t i e s  w e r e  e n r i c h e d  i n  d i f f e r e n t  

f r a c t i o n s .

In  r a t  l i v e r ,  N o d i k o f f  and Heus (131) r e p o r t e d  t h a t  

l e s s  th a n  10% o f  t h e  ITP d e p h o s p h o r y l a t i n g  a c t i v i t y  w as
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p r e s e n t  i n  t h e  c y t o s o l .  H o w ev er , a s  p o i n t e d  o u t  b y  

V a n d e r h e id e n ,  t h e  a s s a y  u s e d  w a s  n o t  o p t i m a l  f o r  

IT P a se  a c t i v i t y .  I r i e  e t  a l .  h a v e  r e p o r t e d  a m i t o ­

c h o n d r i a l  IT P a se  i n  r a t  l i v e r ,  a s  w e l l  a s  a c y t o s o l  I T P a s e .  

M i t o c h o n d r i a l  IT P a se  w a s  r e p o r t e d  t o  h a v e  c o p u r i f i e d  

w i t h  P P ase  a c t i v i t y  on  S e p h a d e x  G -1 0 0 ,  DEAE S e p h a d e x  

A - 5 0 ,  and m i g r a t e d  w i t h  t h e  same m o b i l i t y  on d i s c  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  (132). ^ fenderheiden fo u n d  t h a t  ITP p h o s p h o -  

h y d r o l a s e  a c t i v i t y  w a s  l o c a l i z e d  i n  t h e  c y t o s o l  (133) .

T i s s u e  S p e c i f i c i t y

IT P a se  h a s  b e e n  fo u n d  t o  be  a u b i q u i t o u s  e n z y m e .

In  r a b b i t s  IT P a se  a c t i v i t y  w as fo u n d  i n  b r a i n ,  p a n c r e a s ,  

k id n e y ,  th y m u s ,  s p l e e n ,  l u n g ,  h e a r t ,  m u s c l e ,  s k e l e t a l  

m u s c l e ,  b on e  m arrow and l i v e r  (130). B r a in  and l i v e r  

had t h e  h i g h e s t  s p e c i f i c  a c t i v i t y .

A t i s s u e  s u r v e y  i n  r a t s  fo u n d  t h e  enzym e t o  b e  p r e s e n t  

i n  e r y t h r o c y t e s ,  b r a i n ,  h e a r t ,  k i d n e y ,  l i v e r ,  l u n g ,  

m u s c l e ,  o v a r y ,  s p l e e n ,  t e s t e s ,  and thym us (134). In  

human t i s s u e s  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  h a s  b e e n  fo u n d  i n  

e r y t h r o c y t e s ,  p e r i p h e r a l  l e u k o c y t e s ,  l o n g - t e r m  ly m p h o id  

c u l t u r e s ,  f i b r o b l a s t  c e l l  c u l t u r e s ,  f e t a l  and a d u l t  

l i v e r ,  and b r a i n  t i s s u e  ( 1 2 7 ) .

I s o z y m e s

No i s o z y m e s  o f  IT P a se  h ave  b e e n  r e p o r t e d . I n  a l l
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human t i s s u e s  s u r v e y e d ,  t h e  enzym e m i g r a t e d  a s  a s i n g l e  

band w i t h  t h e  same e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  on s t a r c h  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  (327) . H o p k in s o n  and E dw ards (134) i n  a 

s u r v e y  o f  "many" i n d i v i d u a l s  fo u n d  on e  e l e c t r o p h o r e t i c  

v a r i a n t  on  s t a r c h  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  human h e m o ly -  

s a t e s .

On p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  Wang and 

M o r r is  r e p o r t e d  t h a t  human and r a b b i t  e r y t h r o c y t e  IT P a se  

m ig r a t e d  a s  one b a n d , w h i l e  r a b b i t  l i v e r  "ITP ase"  e x h i b i t e d  

tw o  b a n d s  o f  a c t i v i t y .  H ow ever , one band o f  t h e  r a b b i t  l iv e r  was 

n o t  s u b s t r a t e  s p e c i f i c  s t a i n i n g  w i t h  ATP, GTP, and g l u c o s e -  

1 - p h o s p h a t e .  T h is  ban d  w as  n o t  t h o u g h t  t o  r e p r e s e n t  

IT P a se  (130) .

E x p o n e n t i a l  D e c a y  o f  IT P a se  A c t i v i t y  i n  Human E r y t h r o c y t e s  

I n  human r e d  b l o o d  c e l l s  IT P a se  a c t i v i t y  w as  r e p o r t e d  

t o  d e c a y  e x p o n e n t i a l l y  w i t h  e r y t h r o c y t e  a g e .  The h a l f -  

l i f e  w as  r e p o r t e d  t o  b e  35 d a y s  (127) .

P h y s i o l o g i c  R o le  o f  IT P a se

The p h y s i o l o g i c  r o l e  o f  IT P a se  a t  p r e s e n t  r e m a in s  

u n c l e a r .  H ersh k o  e t  a l .  p r o p o s e d  t h a t  t h e  p h y s i o l o g i c  

r o l e  o f  IT P a se  w a s  a c t u a l l y  a GTPase w i t h  a h ig h  

t o  h e l p  r e g u l a t e  p o o l  s i z e s .  S u b s e q u e n t  s t u d i e s  w i t h  

h i g h l y  p u r i f i e d  IT P a se  i n  human e r y t h r o c y t e s ,  h o w e v e r ,  

h a v e  shown t h e  GTP h y d r o l y z i n g  a c t i v i t y  o f  I T P a se  t o  b e
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u n d e r  one p e r c e n t .  Wang and M o r r is  h a v e  p r o p o s e d  t h a t  

t h e  p h y s i o l o g i c  r o l e  o f  IT P a se  i s  t o  p r e v e n t  ITP and  

XTP from  b e i n g  i n c o r p o r a t e d  i n t o  RNA and DNA. V a n d e r h e id e n  

h a s  p r o p o s e d  t h a t  t h e  p h y s i o l o g i c  r o l e  o f  IT P a se  i s  t o  

p r e v e n t  d e g r a d a t i o n  o f  ATP. P o s t u l a t i n g  t h a t  IMP i s  

p y r o p h o s p h o r y l a t e d  (ATP + IMP —^  ITP + AMP), he t h e n  

s u g g e s t s  t h a t  I T P a se  may b e  t h e  r a t e  l i m i t i n g  s t e p  i n  

a s e r i e s  o f  r e a c t i o n s .  The s e r i e s  w o u ld  b e  ATP + IMP•—s>

ITP + AMP, ITP — > IMP + P P . ,  and p p .  — > 2 P - .  The n e t
1  X J.

r e a c t i o n  o f  t h i s  s e q u e n c e  w o u ld  b e  ATP —>AMP + 2P.j_.

I f  IT P a se  w e r e  t h e  r a t e  l i m i t i n g  s t e p ,  i t  w o u ld  t h e n  

r e g u l a t e  ATP d e g r a d a t i o n .

C o r r e l a t i o n  B e tw e e n  I T P a se  A c t i v i t y  and ITP A c c u m u la t io n

C o r r e l a t i o n  b e t w e e n  a c c u m u la t io n  o f  ITP i n  e r y t h o c y t e s  

i n c u b a t e d  w i t h  r a d i o a c t i v e  i n o s i n e  o r  r a d i o a c t i v e  h y p o x a n t h in e  

and IT P a se  a c t i v i t y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b y  V a n d e r h e id e n  ( 1 3 5 ) ,  S o d e r  

e t  a l .  ( 1 3 6 ) ,  and H e n d e r so n  ( 1 3 7 ) .  ITP a c c u m u l a t i o n  i n  e r y t h r o c y t e s  

f o l l o w s  an i n v e r s e  r e l a t i o n s h i p  w i t h  IT P a se  a c t i v i t y .

V a n d e r h e id e n  i d e n t i f i e d  i n d i v i d u a l s  w h o se  e r y t h r o c y t e s  c o n ­

t a i n e d  lo w  l e v e l s  o f  ITP b u t  a c c u m u la t e d  ITP on i n c u b a t i o n  

w i t h  i n o s i n e ,  i n d i v i d u a l s  w h o se  e r y t h r o c y t e s  c o n t a i n e d  2 0 - 2 5  

f o l d  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  ITP t h a n  n orm al e r y t h r o c y t e s ,  

and i n d i v i d u a l s  w h o se  e r y t h r o c y t e s  d i d  n o t  a c c u m u la t e  ITP 

w hen  i n c u b a t e d  w i t h  r a d i o - l a b e l e d  i n o s i n e .  V a n d e r h e id e n
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c l a s s i f i e d  i n d i v i d u a l s  on  t h e  b a s i s  o f  ITP a c c u m u la t io n  i n t o

h i g h  ITP a c c u m u la t o r s  ( r a t i o  o f  cpm i n  ^4 C I T P /^ 4 C IMP o f

. 1 4 - . 2 1 ) ,  i n t e r m e d i a t e  ITP a c c u m u la t o r s  ( r a t i o  o f  cpm i n  

14 ,14C I T P /  C IMP o f  . 0 1 - . 0 3 ) ,  and lo w  ITP a c c u m u la t o r s  ( r a t i o  o f  

cpm i n  14C I T P /1 4 C IMP o f  . 0 0 1 - . 0 0 3 ) .  S o d e r  e t  a l .  r e p o r t e d  

a c o n t i n u o u s  s p e c t r u m  o f  IT P a se  a c t i v i t y .  The f o r  

ITP o f  i n d i v i d u a l  s a m p le s  d i d  n o t  c o r r e l a t e  w i t h  t h e  l e v e l  o f  

IT P a se  a c t i v i t y .  V a r i a t i o n s  o f  t o t a l  n u c l e o t i d e  s y n t h e s i s  

d id  n o t  c o r r e l a t e  w i t h  t h e  am ount o f  ITP s y n t h e s i s .  S o d e r  

e t  a l .  a l s o  c o n d u c t e d  m ix in g  e x p e r i m e n t s  w i t h  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  

IT P a se  from  p o o l e d  o u t d a t e d  b lo o d  and m ix ed  i t  w i t h  l y s a t e s  

p r e p a r e d  from  i n d i v i d u a l s  w i t h  h i g h  IT P a se  a c t i v i t y ,  lo w  

IT P a se  a c t i v i t y ,  and medium IT P a se  a c t i v i t y .  The r e s u l t a n t  

a c t i v i t y  w a s  t h e  sum o f  w h a t  w o u ld  b e  e x p e c t e d  from  e a c h  o f  

t h e  i n d i v i d u a l  l y s a t e s ,  r u l i n g  o u t  an i n h i b i t o r  p r e s e n t  i n  

t h e  IT P a se  l y s a t e s .

F a m i l i a l  and P o p u l a t i o n  S t u d i e s

IT P a se  a c t i v i t y  from  f a m i l i e s  o f  i n d i v i d u a l s  w i t h  lo w  

I T P a se  a c t i v i t y  show ed a b im o d a l  d i s t r i b u t i o n .  F a m i l i e s  o f  

i n d i v i d u a l s  w i t h  h i g h  IT P a se  a c t i v i t y  show ed a u n im o d a l  

d i s t r i b u t i o n .  A random p o p u l a t i o n  o f  213 i n d i v i d u a l s  show ed  

a b im o d a l  d i s t r i b u t i o n  w i t h  fe w e r  a t  t h e  lo w e r  r a n g e  o f  

a c t i v i t y .  V a n d e r h e id e n  p o s t u l a t e d  an a u t o s o m a l  mode o f  

i n h e r i t a n c e  w i t h  a h e t e r o z y g o u s - h o m o z y g o u s  d i s t r i b u t i o n  i n  

f a m i l i e s  o f  ITP a r e  d e f i c i e n t  i n d i v i d u a l s .  IT P a se  w as
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p o s t u l a t e d  t o  h a v e  a c o d o m in a n t  mode o f  t r a n s m i s s i o n .  IT P a se  

h a s  s u b s e q u e n t l y  b e e n  mapped t o  t h e  human a u to so m e  2 0  ( 1 3 8 , 1 3 9 ) .

P o p u l a t i o n  s t u d i e s  r e p o r t e d  b y  V a n d e r h e id e n  (135) r e p o r t e d  

t h e  i n c i d e n c e  o f  IT P a se  d e f i c i e n c y  t o  b e  0.35%  i n  t h e  norm al  

p o p u l a t i o n ,  0 .67%  i n  an i n s t i t u t i o n a l i z e d  p s y c h i a t r i c  p o p u l a t i o n ,  

and 6 .40%  (140) i n  a p o p u l a t i o n  o f  p a t i e n t s  d i a g n o s e d  a s  p a r a n o id  

s c h i z o p h r e n i c s .  F r a s e r  e t  a l .  fo u n d  t h a t  5% o f  t h e  n o r m a l  

p o p u l a t i o n ' s  r e d  c e l l s  a c c u m u la t e d  ITP w hen i n c u b a t e d  w i t h  

r a d i o a c t i v e  h y p o x a n t h i n e , w h i l e  t h e  i n c i d e n c e  o f  t h i s  f i n d i n g  

w a s 16% i n  a m e n t a l l y  r e t a r d e d  p o p u l a t i o n  (3 1 ) .  S t u d i e s  by  

H olm es e t  a l .  i n d i c a t e  an i n c i d e n c e  o f  IT P a se  d e f i c i e n c y  i n  

a random  p o p u l a t i o n  o f  1 5 0  i n d i v i d u a l s  o f  5%, 0% i n  a p a r a n o i d  

s c h i z o p h r e n i c  p o p u l a t i o n  (n = 3 0 ) ,  and a s k e w e d n e s s  to w a r d  

h i g h  IT P a se  a c t i v i t y  i n  a m e n t a l l y  r e t a r d e d  p o p u l a t i o n  ( 1 2 7 ) .  No 

c o r r e l a t i o n  w as  fo u n d  b y  H olm es e t  a l . b e t w e e n  I T P a se  a c t i v i t y  

and s e x ,  r a c i a l  g r o u p ,  o r i g i n ,  a g e ,  o r  c e n t r a l  n e r v o u s  

s y s t e m  d y s f u n c t i o n .  T h e se  i n v e s t i g a t o r s  r e p o r t e d  on e i g h t  

i n d i v i d u a l s  who w e r e  c l a s s i f i e d  a s  IT P a se  d e f i c i e n t  (b a s e d  on  

t h e  d e f i n i t i o n  o f  IT P a se  d e f i c i e n c y  b e i n g  t h o s e  i n d i v i d u a l s  

h a v in g  IT P a se  a c t i v i t y  o f  l e s s  t h a n  60  enzym e u n i t s ) . Of 

t h e s e  e i g h t  i n d i v i d u a l s ,  tw o  i n d i v i d u a l s  sh ow ed  enzyme  

a c t i v i t y  o f  15 enzym e u n i t s  and no a c t i v i t y  b y  s t a r c h  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s ,  w h i l e  t h e  o t h e r s  w i t h  a c t i v i t y  o f  l e s s  

t h a n  60  enzym e u n i t s  show ed  a f a i n t  band on  s t a r c h  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s .  T h i s  b a n d  h ad  t h e  same e l e c t r o p h o r e t i c
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m o b i l i t y  a s  th e  enzyme w i t h  n orm al a c t i v i t y .  T h u s ,  t h e r e  

i s  some e v i d e n c e  o f  g e n e t i c  h e t e r o g e n e i t y  i n  I T P a s e  

" d e f i c i e n c y .  11

C o r r e l a t i o n  o f  IT P a se  A c t i v i t y  i n  
E r y t h r o c y t e s  and O th er  C e l l  T yp es

A lth o u g h  IT P a se  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  v a r i o u s  t i s s u e  

t y p e s  (125,126,127) , a s  p r e v i o u s l y  r e v i e w e d ,  t h e r e  i s  o n l y  one  

r e p o r t  o f  a c o r r e l a t i o n  b e tw e e n  l e v e l s  o f  IT P a se  a c t i v i t y  

i n  r e d  c e l l s  and a n o t h e r  t i s s u e  t y p e  ( p e r i p h e r a l  l e u k o c y t e s )

(127) • I t  w as  r e p o r t e d  t h a t  t h e r e  i s  a s t a t i s t i c a l l y  s i g n i ­

f i c a n t  c o r r e l a t i o n  ( 0 . 5 7 )  b e t w e e n  t h e  l e v e l  o f  IT P ase  a c t i v i t y  

i n  e r y t h r o c y t e s  w h o se  enzyme a c t i v i t y  i s  u n d er  2 0 0  enzyme  

u n i t s  and enzym e a c t i v i t y  i n  l e u k o c y t e s .  L ack o f  c o r r e l a t i o n  

b e t w e e n  e r y t h r o c y t e s  and p e r i p h e r a l  l e u k o c y t e s  w a s  r e p o r t e d  

i n  t h o s e  i n d i v i d u a l s  w h o se  e r y t h r o c y t e s  show ed g r e a t e r  th a n  

200  u n i t s  o f  enzym e a c t i v i t y  (1 2 ^ .  F r a s e r  e t  a l .  h a v e  r e p o r t e d  

t h a t  m ixed  l e u k o c y t e s  from  an  i n d i v i d u a l  w h o se  e r y t h r o c y t e s  

a c c u m u la te d  ITP on  i n c u b a t i o n  w i t h  ^^C h y p o x a n t h in e  d id  

n o t  a c c u m u la t e  IT P . L e u k o c y t e s  from  o n e  i n d i v i d u a l  w e re  

fo u n d  t o  be  l a c k i n g  i n  I T P a se  a c t i v i t y  (141) . I t  i s  n o t  

p o s s i b l e  t o  d e t e r m in e  from  t h e  p u b l i s h e d  d a t a  t h e  l e v e l  o f  

IT P a se  a c t i v i t y  i n  t h i s  i n d i v i d u a l ' s  e r y t h r o c y t e s .

M e t a b o l i c  S t u d i e s  and ITP A c c u m u la t io n

M e t a b o l i c  s t u d i e s  o f  ITP a c c u m u la t io n  h a v e  b e e n  s p a r s e .
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The f i r s t  o b s e r v a t i o n  o f  ITP a c c u m u la t io n  i n  e r y t h r o c y t e s  

w as made i n  1965 on t h e  e r y t h r o c y t e s  o f  tw o  s i b l i n g s  (1 4 2 )  

(p r e s u m a b ly  IT P a se  d e f i c i e n t ) . E r y t h r o c y t e s  s t o r e d  i n  a c i d  

c i t r a t e  d e x t r o s e  f o r  f o u r  w e e k s  and s u b s e q u e n t l y  i n c u b a t e d  

w i t h  i n o s i n e  w e r e  r e p o r t e d  t o  a c c u m u la t e  ITP (143) , a s  w ere  

e r y t h r o c y t e s  i n c u b a t e d  w i t h  h y p o x a n t h in e  (1 4 4 ) .  O th e r  i n v e s t i ­

g a t o r s  fou n d  t h a t  e r y t h r o c y t e s  s t o r e d  f o r  p e r i o d s  o f  tw o  t o  

s i x  w e e k s  i n  a medium c o n t a i n i n g  i n o s i n e  p y r u v a t e  and p h o s p h a t e  

a c c u m u la t e d  ITP (144). No IDP w a s  o b s e r v e d .  H o w ever , s t u d i e s  

on n u c l e o t i d e  l e v e l s  in  e r y t h r o c y t e s  s t o r e d  a t  4°C w i t h  

i n o s i n e  (145,146,147) and  studies on  e r y t h r o c y t e s  s t o r e d  i n  a c i d  

c i t r a t e  d e x t r o s e  (w i t h  and w i t h o u t  i n o s i n e  i n c u b a t i o n )  (148) 

b y  s e v e r a l  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  f a i l e d  t o  d e t e c t  any IT P .

Among t h e  f i r s t  r e p o r t s  o f  ITP a c c u m u la t io n  i n  "normal 

e r y t h r o c y t e s "  w as  t h a t  made b y  F r a s e r  e t  a l .  (31 ) i n  w h ic h

2% s u s p e n s i o n s  o f  e r y t h r o c y t e s  w e re  i n c u b a t e d  i n  m o d i f i e d

14F i s h e r ' s  medium c o n t a i n i n g  1 0 0  uM C h y p o x a n t h in e  f o r  two  

h o u r s  a t  3 7 °C . In  t h e s e  s t u d i e s  a d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  amount  

o f  ^4 C ITP a c c u m u la t in g  i n  h e m o l y s a t e s  from  v a r i o u s  i n d i v i d u a l s  

w as o b t a i n e d .  V a lu e s  above  70 n a n o m o le s  I T P /1 0 '1'0  c e l l s  in  

2 h o u r s  w e r e  c o n s i d e r e d  h i g h  ITP a c c u m u l a t o r s .  A n o th e r  

i n v e s t i g a t i o n  o f  ITP a c c u m u la t io n  i n  r e d  c e l l s  u n d e r  s i m i l a r  

i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s  (50  uM h y p o x a n t h in e  o r  i n o s i n e ,  25 mM 

p h o s p h a t e ,  and 50 mM g l u c o s e )  fou n d  t h a t  a f t e r  24  h o u r s  o f
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i n c u b a t i o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  ITP had  r e a c h e d  0 . 4  mM (149) . 

IDP w a s  a l s o  p r e s e n t  i n  l e s s e r  c o n c e n t r a t i o n s .  No r a d i o ­

a c t i v i t y  w as  r e p o r t e d  i n  a d e n in e  o r  g u a n in e  n u c l e o t i d e s  

w hen i n c u b a t e d  w i t h  i n o s i n e  (31,149) , and no ITP a c c u m u la t e d  

w hen  e r y t h r o c y t e s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  a d e n in e  o r  g u a n in e  ( 3 1 ) .  

H e n d e r s o n  e t  a l .  (150) and H e n d e r so n  (1 3 7 ) a l s o  r e p o r t e d  ITP 

a c c u m u l a t i n g  w hen  n o r m a l e r y t h r o c y t e s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  

h y p o x a n t h i n e . A c o n t i n u o u s  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  am ount o f  

•*"4 C ITP a c c u m u la t in g  i n  a p o p u l a t i o n  w a s  o b t a i n e d  (136,137) . 

S i n c e  t h e  e a r l y  r e p o r t s  o f  ITP a c c u m u la t io n  w e r e  fro m  b l o o d  

s t o r e d  i n  a c i d  c i t r a t e  d e x t r o s e ,  t h e  e f f e c t s  o f  s t o r a g e  on  

ITP a c c u m u la t io n  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  V a r i o u s  r e p o r t s  w e re  

p u b l i s h e d  t h a t  fo u n d  t h e  e f f e c t  o f  s t o r a g e  on  ITP a c c u m u l a t i o n  

v a r i e d .  I n  o n e  r e p o r t  t h e  e f f e c t  o f  s t o r a g e  on ITP accum u­

l a t i o n  i n  e r y t h r o c y t e s  w a s  e q u i v o c a l  ( F r a s e r  e t  a l . ) . In  

a n o t h e r ,  ITP a c c u m u l a t i o n  i n c r e a s e d  b y  s t o r a g e  o f  w h o le  

b l o o d  a s  a 10% s o l u t i o n  i n  a c i d  c i t r a t e  d e x t r o s e  (350) . Y e t  

a n o t h e r  r e p o r t e d  t h a t  f i v e  t i m e s  a s  much ITP a c c u m u la t e d  

i n  a d i a l y z e d  h e m o l y s a t e  when w h o le  b l o o d  w a s  p r e v i o u s l y  

s t o r e d  f o r  24  h o u r s  i n  ACD (V a n d e r h e id e n )  (128) . ITP accum u­

l a t i o n  w a s  m a x im al a f t e r  one day  o f  s t o r a g e  a t  22°C and 

i n c r e a s e d  o v e r  c o n t r o l s  from  3 - 7  d a y s  by s t o r a g e  a t  4°C  

(150). IT P a se  a c t i v i t y  w as  r e p o r t e d  c o n s t a n t  d u r in g  t h e  

p e r i o d  o f  s t o r a g e .
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P h o s p h a te  c o n c e n t r a t i o n  and pH w a s  r e p o r t e d  t o  a f f e c t

ITP a c c u m u la t io n  w i t h  m axim al ITP a c c u m u la t io n  o c c u r r i n g  a t  50 mM

p h o s p h a t e  a t  pH 7 . 4  (137). Among t h e  f a c t o r s  r e p o r t e d  t o  h ave

14no e f f e c t  on t h e  amount o f  C ITP a c c u m u la t in g  w e r e  c o n ­

c e n t r a t i o n  o f  DPG, v a r i a t i o n  i n  t h e  r a t e  o f  s y n t h e s i s  o f  

IMP, 10 mM Na2 S 0 ^ o r  10 mM NaSO^, a n e r o b i c  c o n d i t i o n s ,  t h e  

p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  p y r u v a t e ,  and th e  amount o f  t o t a l  

n u c l e o t i d e  s y n t h e s i s .  W h ile  t h e  a b o v e  m e n t io n e d  f a c t o r s  

had  no  e f f e c t  on  ITP a c c u m u l a t i o n ,  t h e r e  w a s  e v i d e n c e  t h a t  

s e v e r a l  o f  th em  a f f e c t e d  t h e  amount o f  IMP s y n t h e s i z e d  from  

n u c l e o s i d e  p r e c u r s o r s .  T h u s ,  PO4  and pH i n c r e a s e d  IMP 

s y n t h e s i s ,  w h i l e  DPG and a n e r o b i c  c o n d i t i o n s  d im i n i s h e d  

IMP s y n t h e s i s .  The a l t e r a t i o n s  w e r e  t h o u g h t  t o  b e  s e c o n d a r y  t o  

PRPP a l t e r a t i o n s .  P h o s p h a te  and pH w o u ld  i n c r e a s e  PRPP 

l e v e l s ,  w h i l e  DPG and a n e r o b i c  c o n d i t i o n s  w o u ld  d e c r e a s e  

PRPP (DPG i n h i b i t s  PRPP s y n t h e t a s e ;  a n e r o b i c  c o n d i t i o n s  w o u ld  

in crea ses  DPG f o r m a t i o n )  (137).

Time o f  i n c u b a t i o n  w as  t h e  m o s t  c r u c i a l  f a c t o r  m e n t io n e d  

b y  t h e s e  i n v e s t i g a t o r s  f o r  ITP s y n t h e s i s .  IMP s y n t h e s i s  

l a g g e d  from  0 - 2  h o u r s  a f t e r  w h ic h  th e  r a t e  w as  l i n e a r  f o r  

up t o  24 h o u r s  u n d e r  c o n d i t i o n s  u se d  b y  H e n d e r so n  e t  a l .  (150). In  

c o n t r a s t ,  t h e  r a t e  o f  ITP a c c u m u la t io n  i n c r e a s e d  d i s p r o p o r t i o n a t e l y  

a f t e r  tw o  h o u r s .  T hus a t  24  h o u r s  t h e r e  w as  one h u n d red  t i m e s  a s  

much ITP a s  a t  2 h o u r s .  I T P a se  a c t i v i t y  r e m a in e d  c o n s t a n t  up t o
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24 h o u r s .  To e x p l a i n  t h e s e  f i n d i n g s ,  t h e s e  i n v e s t i g a t o r s  

p r o p o s e d  t h a t  i n  o r d e r  t o  a c c u m u la t e  ITP a c r u c i a l  c o n c e n ­

t r a t i o n  o f  IMP m u st  b e  r e a c h e d  f i r s t .  By i m p l i c a t i o n ,

H e n d e r so n  e t  a l .  a r e  p r o p o s i n g  t h a t  t h e  r a t e  c o n t r o l l i n g  

s t e p  i-n ITP a c c u m u la t io n  i n  r e d  c e l l s  i s  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  

IMP t o  ID P , b y  p y r o p h o s p h o r y l a t i o n  o f  IMP t o  IT P . T h i s  w o u ld  

t h e n  mean t h a t  v a r i a t i o n s  o f  "IMP k i n a s e "  w o u ld  b e  r e s p o n s i ­

b l e  f o r  ITP a c c u m u l a t i o n  and n o t  t h e  l e v e l  o f  a c t i v i t y  o f  

I T P a s e .  A lo n g  t h e s e  l i n e s ,  v a r i a t i o n s  i n  i s o z y m e s  o f  

g u a n y l a t e  k i n a s e ,  t h e  o n l y  known enzym e t h a t  h a s  t h e  a b i l i t y  

t o  p h o s p h o r y l a t e  IMP (M5,146) w as  i n v e s t i g a t e d  ( F r a s e r  e t  a l . )

( 3 1 ) .  GMP k i n a s e  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  p h o s p h o r y l a t e  IMP w i t h  

a V max 0.2%  t h a t  o f  GTP and h a s  a a b o u t  t w e n t y  t i m e s  h i g h e r  

th a n  t h a t  f o r  GMP ( 1 5 1 , 3 1 ) .  D i f f e r e n t  i s o z y m e s  o f  GMP k i n a s e  v a r y  

i n  t h e i r  a b i l i t y  t o  u s e  IMP a s  s u b s t r a t e ,  w i t h  m axim al  

a c t i v i t y  a t  1% t h e  a c t i v i t y  o f  GMP a s  s u b s t r a t e  ( 3 1 ) .  No 

i n d i v i d u a l  v a r i a t i o n  o f  g u a n y l a t e  k i n a s e  is o z y m e  d i s t r i ­

b u t i o n  w as  fo u n d  i n  e r y t h r o c y t e s  from  t h r e e  h u n d red  

i n d i v i d u a l s  ( 3 1 ) .  A n o th e r  r e p o r t  o f  ITP a c c u m u la t io n  w a s  

made b y  A garw al e t  a l .  i n  tw o p a t i e n t s  w i t h  a d e n o s i n e  

d e a m in a se  d e f i c i e n c y  (94). i n  th is  s t u d y  e r y t h r o c y t e s  fro m  tw o  

p a t i e n t s  w i t h  a d e n o s i n e  d e a m in a s e  d e f i c i e n c y  who had  

p r e v i o u s l y  b e e n  t r a n s p l a n t e d  w i t h  b o n e  marrow o r  f e t a l  l i v e r  

a c c u m u la t e d  ITP on i n c u b a t i o n  w i t h  i n o s i n e .  E r y t h r o c y t e s
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from  tw o  o t h e r  p a t i e n t s  w i t h  a d e n o s in e  d e a m in a s e  d e f i c i e n c y  

d i d  n o t  a c c u m u la t e  ITP un der  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  n o r  d i d  an y  

h e t e r o z y g o t e s  o r  n o r m a l s .  When t h i s  s t u d y  was r e p e a t e d  w i t h  

e r y t h r o c y t e s  fro m  on e  p a t i e n t ,  t e n  and f i f t e e n  m on th s  

l a t e r  no ITP a c c u m u l a t i o n  o c c u r r e d .  I t  i s  o f  i n t e r e s t  t o  

n o t e  t h a t  b o t h  IT P a se  and ADA a r e  l o c a t e d  on  chrom osom e t w e n t y .

ITP a c c u m u la t io n  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  in d e p e n d e n t  

o f  t h e  a b i l i t y  t o  a c c u m u la t e  6  t h i o  ITP from  6  m e r c a p t o -  

p u r i n e  r i b o n u c l e o s i d e  (1 4 9 )  and 6  m e t h y lm e r c a p t o p u r in e  

r i b o n u c l e o s i d e  t r i p h o s p h a t e  from  6  m e t h y lm e r c a p t o p u r in e  

r i b o n u c l e o s i d e .

I n  summary, ITP a c c u m u l a t i o n  i n  e r y t h r o c y t e s  h a s  b e e n  

i n v e r s e l y  c o r r e l a t e d  w i t h  l e v e l s  o f  IT P a se  a c t i v i t y .  I t  h a s  

b e e n  r e p o r t e d  t o  o c c u r  i n  e r y t h r o c y t e s  s t o r e d  i n  a c i d  c i t r a t e  

d e x t r o s e  s u b s e q u e n t l y  i n c u b a t e d  w i t h  i n o s i n e  and i n  b l o o d  

s t o r e d  i n  i n o s i n e  p y r u v a t e  and p h o s p h a t e .  ITP a c c u m u l a t i o n  h a s  

a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  o c c u r  i n  "norm al" r e d  c e l l s  u n d er  c e r t a i n  

i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s .  The a c c u m u la t io n  o f  ITP w a s  i n c r e a s e d  

b y  i n c u b a t i o n  a t  pH 7 . 4  i n  50  mM p h o s p h a t e  and i n c r e a s e d  d i s ­

p r o p o r t i o n a t e l y  w i t h  t im e  o f  i n c u b a t i o n .  F a c t o r s  n o t  i n f l u e n c i n g  

ITP a c c u m u l a t i o n  i n c l u d e  v a r i a t i o n  i n  t h e  r a t e  o f  s y n t h e s i s  o f  IMP, 

c o n c e n t r a t i o n  o f  DPG, a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s ,  p r e s e n c e  o r  

a b s e n c e  o f  p y r u v a t e ,  and 10 mM N a ^ O ^ ,  o r  10 mM N aS03 . ITP  

a c c u m u l a t i o n  i s  n o t  r e l a t e d  t o  t h e  a b i l i t y  t o  p h o s p h o r y l a t e  

6  m e r e a p t o p u r in e  r i b o n u c l e o s i d e .



The mode o f  s y n t h e s i s  o f  ITP h a s  n o t  b e e n  c o n c l u s i v e l y  

p r o v e n ,  a l t h o u g h  t h e r e  i s  some s u g g e s t i v e  e v i d e n c e  o f  IMP 

b e i n g  p h o s p h o r y l a t e d  t o  IDP (enzym e unknown) (133) . IDP 

c a n  b e  p h o s p h o r y l a t e d  t o  ITP b y  n u c l e o s i d e  d i p h o s p h o k i n a s e . 

IDP c a n  a l s o  b e  c o n v e r t e d  t o  d e o x y  IDP b y  r i b o n u c l e o t i d e  

r e d u c t a s e .  IDP, i n  a d d i t i o n ,  c a n  u n d e rg o  a p h o s p h a t e  

e x c h a n g e  w i t h  ATP t o  form  ITP i n  c a r d i a c  s a r c o p l a s m i c  

r e t i c u l u m  o f  d o g s .  T h e r e  i s  a r e p o r t  o f  d i r e c t  p y r o -  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  IMP t o  ITP (333) , a s  w e l l  a s  a s u g g e s t i o n  

o f  i r r e v e r s i b l e  d i s m u t a t io n  o f  IDP (2 ID P —»IMP + ITP) (133) - 

I n  an e f f o r t  t o  d e t e r m in e  th e  mode o f  s y n t h e s i s  o f  

IT P , V a n d e r h e id e n  (328) i n c u b a t e d  w h o le  b l o o d  ( s t o r e d  o v e r ­

n i g h t  a t  4°C  i n  NaEDTA) from  p a t i e n t s  d e f i c i e n t  i n  IT P a se  

14w i t h  8 C i n o s i n e .  The s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  IMP, IDP, 

and ITP w h ic h  a c c u m u la t e d  i n  e x t r a c t s  o f  t h e  w h o le  b l o o d  

o v e r  a  p e r i o d  o f  6 h o u r s  w as  m o n i t o r e d .  As h a s  b e e n  

p r e v i o u s l y  m e n t io n e d ,  t h e r e  h a s  b e e n  some p o s t u l a t i o n  t h a t  

g u a n y l a t e  k i n a s e  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  

IMP t o  IDP, s o  V a n d e r h e id e n  i n c u b a t e d  b lo o d  from  n o r m a ls  

w i t h  g u a n o s i n e  f o l l o w i n g  t h e  same p r o t o c o l .  I n  t h e o r y ,  i f  

t h e  same e n z y m e s  w e r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  ITP  

and GTP, t h e  same p a t t e r n  o f  s p e c i f i c  a c t i v i t y  and r e l a t i v e  

r a t e  o f  s y n t h e s i s  w o u ld  b e  o b t a i n e d  b e tw e e n  m o n o -,  d i - ,  and  

t r i n u c l e o t i d e s .  H i s  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  p a t t e r n  o f  

s y n t h e s i s  o f  ITP i n  w h o le  b l o o d  w a s  i n o s i n e  — h y p o x a n t h in e  —»



66

IMP—> ITP—> • IDP ( p y r o p h o s p h o r y l a t i o n  o f  IM P). H o w ever ,

t h e  r e s u l t  he o b t a i n e d  f o r  s y n t h e s i s  o f  GTP w as g u a n o s i n e  — ^

g u a n in e  —>  GDP (o r  GTP)—?>-GTP (o r  GDP) —̂ GMP i n  o p p o s i t i o n

t o  th e  a c c e p t e d  dogma o f  g u a n o s i n e —^ -g u a n in e  t>-GMP -s»GDP  ^

GTP. To e x p l a i n  t h e s e  f i n d i n g s ,  i t  w a s  p o s t u l a t e d  t h a t  i n  

some o f  t h e  s t e p s  r e q u i r e d  f o r  GTP s y n t h e s i s ,  an enzym e  

n u c l e o t i d e  c o m p le x  w as  form ed (enzyme-GMP) w i t h  t h e  d i s ­

s o c i a t i o n  o f  t h e  n u c l e o t i d e  from  enzym e o r  p r o t e i n  b e i n g  t h e  

r a t e  l i m i t i n g  s t e p .  B lo o d  fro m  an IT P a se  d e f i c i e n t  p a t i e n t  

w a s  u s e d  i n  t h e  i n o s i n e  i n c o r p o r a t i o n  s t u d i e s ,  w h i l e  b l o o d  

from  n o rm a l s u b j e c t s  w a s  u s e d  in  t h e  g u a n o s in e  i n c u b a t i o n  

s t u d i e s .  In  s h o r t ,  t h e  mode o f  s y n t h e s i s  o f  ITP i n  w h o le  

b l o o d  r e m a in s  u n c l e a r .

To f u r t h e r  i n v e s t i g a t e  t h e  mode o f  s y n t h e s i s  o f  ITP, 

V a n d e r h e id e n  t h e n  u t i l i z e d  a s y s t e m  w h ic h  i n c l u d e d  " i n h i b i t o r s  

o f  IT P a se  a c t i v i t y ,  " 5 mM C a C ^  and 1 . 2  mM M gC ^ i n  th e  a s s a y  

o f  t h e  l y s a t e s .  A l t h o u g h  V a n d e r h e id e n  r e p o r t s  t h a t  C aC l2 ,

Co, and Mn h a v e  d i f f e r e n t i a l  e f f e c t s  on t h e  s y n t h e s i s  o f  

ITP and GTP, i t  i s  d i f f i c u l t  t o  e v a l u a t e  t h e s e  r e s u l t s ,  

s i n c e  m e a s u r e m e n ts  o f  ITP a c c u m u l a t i o n  w e r e  made u s i n g  

d i a l y z e d  f r e s h  human h e m o l y s a t e s  i n c u b a t e d  f o r  one h o u r  

o r  s t o r e d  human h e m o l y s a t e s  i n c u b a t e d  f o r  f i v e  h o u r s  a s  

an enzym e s o u r c e ,  w h i l e  m e a su r e m e n ts  o f  GTP w e r e  made u t i l i z i n g  

c a t  b r a i n  c o r t e x  c y t o s o l  i n c u b a t e d  f o r  15  m in u t e s  o r  d i a l y z e d



s t o r e d  human h e m o l y s a t e  i n c u b a t e d  f o r  t e n  m in u t e s  a s  enzym e  

s o u r c e s .  In  any  e v e n t ,  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  c h o s e n  b y  

V a n d e r h e id e n  s y n t h e s i s  o f  GTP and GDP w e r e  l i n e a r  w i t h  t im e  

and p r o t e i n ,  w h i l e  s y n t h e s i s  o f  IDP and ITP w e r e  n o t  l i n e a r  

a t  e a r l y  t i m e  p o i n t s  ( b e f o r e  30 m in u t e s ) ,  o r  lo w  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n s .  A g a in ,  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  ITP and GTP 

s y n t h e s i s  w e r e  m e a su r ed  i n  tw o  d i f f e r e n t  s y s t e m s ;  ITP and  

IDP a c c u m u l a t i o n  m e a su r ed  i n  o x  b r a i n  c y t o s o l  i n c u b a t e d  f o r  

one h o u r ,  w h i l e  GTP and GDP a c c u m u l a t i o n  w e r e  m e a su r ed  i n  

d i a l y z e d  f r e s h  human h e m o l y s a t e  i n c u b a t e d  f o r  15 m i n u t e s .

P e r h a p s  b e c a u s e  o f  t h e s e  d i f f e r e n c e s ,  an "IT P ase  f r e e "  

h e m o l y s a t e  ( p r e p a r e d  b y  p a s s i n g  h e m o l y s a t e  o v e r  DEAE-32 

co lu m n ) w a s  com pared  w i t h  r e s p e c t  t o  ITP and GTP s y n t h e s i s  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  Mg++ and C a*+ .

H o w ev er , t h i s  i s  n o t  a v a l i d  c o m p a r is o n ,  s i n c e  t im e  o f  

i n c u b a t i o n  v a r i e d  (ITP 3 h o u r s ,  GTP 15 m i n u t e s ) , a s  w e l l  

a s  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  ( f i v e  t i m e s  more p r o t e i n  i n  th e  

p r e p a r a t i o n s  u s e d  f o r  ITP s y n t h e s i s  t h a n  GTP s y n t h e s i s ) .

I n  a d d i t i o n ,  s i n c e  ITP and GTP s y n t h e s i s  w e r e  m e a su r ed  i n  a 

f r a c t i o n  e l u t e d  from  a co lu m n , i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  o t h e r  

e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  ITP o r  GTP w e r e  n o t  

p r e s e n t .

N u c l e o t i d e  m e t a b o l i s m  i n  r e d  c e l l s  i s  r a t h e r  u n iq u e  i n  t h a t  

a l l  e n z y m e s  r e q u ir e d  f o r  de n o v o  s y n t h e s i s  a re  n o t  p r e s e n t .

IMP i s  n o t  c o n v e r t e d  t o  AMP (no a d e n y l o s u c c i n a t e  s y n t h e t a s e )
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and IMP i s  c o n v e r t e d  t o  GMP a t  o n l y  v e r y  lo w  r a t e s .  I t  i s  o f  

t r e m e n d o u s  i n t e r e s t  t o  show ITP s y n t h e s i s  i n  a c e l l  t h a t  h a s  

a l l  p u r i n e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y s  f u n c t i o n i n g .

V a n d e r h e id e n  h a s  r e c e n t l y  r e p o r t e d  a s y s t e m  i n  w h ic h  

ITP s y n t h e s i s  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  c e l l  l y s a t e s  o f  human 

l e u k o c y t e s ,  l y m p h o c y t e s ,  p l a t e l e t s ,  and b r a i n .  ITP s y n t h e s i s  

w a s  a l s o  d e m o n s t r a t e d  i n  l y s a t e s  o f  r a t  b r a i n ,  h e a r t ,  k id n e y ,  

a d r e n a l  g l a n d ,  m u s c l e ,  o v a r y ,  t e s t e s ,  and th y m u s .  No ITP 

w a s  r e p o r t e d  i n  t h e  l i v e r ,  l u n g ,  and s p l e e n .  In  o r d e r  t o  

d e m o n s t r a t e  s y n t h e s i s  o f  ITP i n  c e l l  e x t r a c t s ,  i t  w a s  

r e p o r t e d  n e c e s s a r y  t o  i n h i b i t  IT P a se  a c t i v i t y  b y  u s e  o f  

Ca i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 mM, 2 . 2  mM m a g n es iu m , 5 mM ATP, 

and 1 mM IMP. IDP w a s  r e p o r t e d  p r e s e n t  i n  h e a r t ,  l i v e r ,  

m u s c l e ,  and e r y t h r o c y t e s .

ITP can  b e  s u b s t i t u t e d  f o r  t h e  ATP r e q u ir e m e n t  o f  

y e a s t  h e x o k i n a s e  (114) , p h o s p h o f r u c t o k i n a s e  CL52) , and  

a d e n y l a t e  k i n a s e  3(134) ( n o t  p r e s e n t  i n  r e d  c e l l s )  .

A r e c e n t  r e p o r t  i n d i c a t e s  t h a t  ITP i s  i n h i b i t o r y  t o  L -  

g l u t a m i c  a c i d  d e c a r b o x y l a s e  ( g l u t a m i c  a c i d  t o  a m in o b u t y r i c  

a c i d )  w i t h  a o f  3 . 5  x  1 0 " ! .  GTP h a s  a Kj_ o f  3 . 0  x  1 0 “  ̂

and ATP K i 5 x  1 0 “ 1 u n  d e r  t h e  same c o n d i t i o n s .  The i n h i b i t i o n  

w a s  r e p o r t e d  t o  b e  l i n e a r  and n o n c o m p e t i t i v e  ( 1 5 3 ) .

A l t h o u g h  t h e r e  i s  no  s o l i d  e v i d e n c e ,  V a n d e r h e id e n  

h a s  p o s t u l a t e d  t h a t  IT P a se  d e f i c i e n c y  may b e  c o n t r i b u t o r y
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t o  p a r a n o id  s c h i z o p h r e n i a  b y  v i r t u e  o f  i t s  i n h i b i t i o n  o f  

L - g l u t a m i c  a c i d  h y d r o l a s e .  R ed u ced  L - g l u t a m i c  a c i d  

d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  b r a i n s  o f  

s c h i z o p h r e n i c s  (154) . I n  c o m p a r in g  a n o t h e r  m e n t a l  d i s e a s e  

a s s o c i a t e d  w i t h  d e r a n g e m e n ts  o f  n u c l e o t i d e  m e t a b o l i s m  

(HGPRT d e f i c i e n c y )  t o  IT P a se  d e f i c i e n c y ,  i t  h a s  b e e n  s u g ­

g e s t e d  t h a t  b o t h  enzym e d e f i c i e n c i e s  i n v o l v e  r e d u c e d  a v a i l a ­

b i l i t y  o f  IMP (153) . H o w ev er , i n  IT P a se  d e f i c i e n t  e r y t h r o c y t e s  

t h e  r a t e  o f  s y n t h e s i s  o f  IMP h a s  b e e n  shown t o  be  co m p a r a b le  

t o  n o rm a l e r y t h r o c y t e s  (3 1 )  . I n  a d d i t i o n ,  an IT P a se  

d e f i c i e n t  c e l l  w o u ld  s t i l l  h a v e  tw o  p a th w a y s  a v a i l a b l e  f o r  

s y n t h e s i s  o f  IMP, b o t h  de  n o v o  and s a l v a g e ,  a s  o p p o se d  t o  an  

HGPRT d e f i c i e n t  c e l l  w h ic h  w o u ld  r e l y  o n l y  o n  d e  n o v o  

s y n t h e s i s .  T h u s , i n  c e l l  t y p e s  i n  w h ic h  no de n o v o  p a th w a y  

e x i s t s ,  a c e l l  d e f i c i e n t  i n  HGPRT w o u ld  h a v e  no way o f  

s y n t h e s i z i n g  IMP.
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M a t e r i a l s

F e t a l  c a l f  seru m , P e n i c i l l i n / S t r e p t o m y c i n ,  0.4%  t r y p a n  

b l u e  i n  s a l i n e ,  and RPMI 1 6 4 0  m ed ia  w e r e  p u r c h a s e d  from  GIBCO. 

F l a s k s  (25 cm) f o r  c e l l  c u l t u r e  w e r e  p u r c h a s e d  from  F a l c o n  

P l a s t i c s .  A l l  n u c l e o t i d e s  and n u c l e o s i d e s  w e r e  p u r c h a s e d  

from  e i t h e r  S igm a o r  P&L L a b o r a t o r i e s .  D i t h i o t h r e i t o l  ( i n f r a  

r ed  g r a d e )  and n - o c t y l a m i n e  w e r e  p u r c h a s e d  fro m  A l d r i c h .  

M e th a n o l  (U .V . g r a d e ,  g l a s s  d o u b le  d i s t i l l e d )  w a s  p u r c h a s e d  

from  B u r d ic k  J a c k s o n .  A q u eou s  C o u n t in g  S c i n t i l l a n t  w a s  p u r ­

c h a s e d  from  Amersham, a s  w a s  r a d i o - l a b e l e d  i n o s i n e  ( 8 - ^ C  

i n o s i n e  60 mCi/m m o l e ) , r a d i o - l a b e l e d  i n o s i n e  t r i p h o s p h a t e  

(8 - ^ C  i n o s i n e  t r i p h o s p h a t e  50 mCi/m m o le )  , and 8 - ^ C  

h y p o x a n t h in e  (55  mCi/m m o l e ) . F r e o n  112  w a s  p u r c h a s e d  from  

M a th eso n  Gas C o . E x t r a  d ry  n i t r o g e n  g a s  w a s  s u p p l i e d  b y  

e i t h e r  S m ith  or  O hio  M e d ic a l  P r o d u c t s .  I n o r g a n i c  y e a s t  

p y r o p h o s p h a t a s e  w a s  p u r c h a s e d  from  B o e h r in g e r -M a n n h e im , a s  

w as p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y la s e  and c a l f  i n t e s t i n e  a d e n o ­

s i n e  d e a m in a s e .  S igm a w a s  t h e  v e n d o r  f o r  s n a k e  venom  5 '  

n u c l e o t i d a s e .  Whatman I n c .  w as  t h e  v e n d o r  f o r  Whatman 3MM 

p a p e r ,  a s  w e l l  a s  t h e  HPLC SAX i o n  e x c h a n g e  c o lu m n . Mono­

b a s i c  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  w as p u r c h a s e d  fro m  M a l l i n k r o d t .

PEI c e l l u l o s e  p l a t e s  w e r e  p u r c h a s e d  from  B rin k m a n . U nsub­

s t i t u t e d  t h i n  l a y e r  c h r o m a to g r a p h y  c e l l u l o s e  p l a t e s  w e r e  

p u r c h a s e d  from  E a stm a n -K o d a k , a s  w a s  B lu e  B ran d  X -R ay f i l m  

and Kodak no s c r e e n  X -R ay f i l m .  A C -18  u Bondpak HPLC
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co lum n w as p u r c h a s e d  from  W a te r s  A s s o c i a t e s .  The r e s t  o f  

t h e  l a b o r a t o r y  r e a g e n t s  w e r e  p u r c h a s e d  from  F i s h e r .

C e l l  C u l t u r e s

GM 1619  i s  a l o n g - t e r m  ly m p h o id  l i n e  s u p p l i e d  b y  t h e  

Human G e n e t i c  M utant C e l l  R e p o s i t o r y ,  Camden, New J e r s e y ,  

s u b m i t t e d  b y  D r . B . V a n d e r h e id e n .  The l i n e  w a s  e s t a b l i s h e d  

from  a t w e n t y - n i n e  y e a r  o l d  w h i t e  f e m a le  w h o se  e r y t h r o c y t e s  

w e r e  d e f i c i e n t  i n  I n o s i n e  T r i p h o s p h a t a s e  ZE.C. 3 . 6 . 1 . 1 9 7  (335). 

The l i n e  p r o d u c e d  I g M  a n d  Kappa c h a i n s  IgG w as w e a k ly  

p o s i t i v e .

M e t a b o l i c  E x p e r im e n t s

L i n e s  u t i l i z e d  a s  c o n t r o l s  f o r  i n c u b a t i o n  s t u d i e s  w e r e  

e s t a b l i s h e d  from  h e a l t h y  i n d i v i d u a l s  who a r e  h e t e r o z y g o u s  

c a r r i e r s  f o r  v a r i o u s  d i s o r d e r s .  GM 2133  w a s  d e r i v e d  from  a 

65 y e a r  o l d  w h i t e  m a le  who w a s  a " l a t e n t  c a r r i e r  f o r  a c u t e  

i n t e r m i t t e n t  p o r p h y r i a ,  " GM 2 1 5 0  from  a h e a l t h y  28 y e a r  o l d  

w h i t e  f e m a le  a t  r i s k  f o r  H u n t in g t o n s  C h o r e a ,  and NB 8 2 ,  a 

l i n e  e s t a b l i s h e d  b y  D r . N. B e r a t i s  a t  t h e  Mount S i n a i  H o s p i t a l  

from  a h e t e r o z y g o t e  w i t h  f a m i l i a l  t y p e  I I  h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a .  

EBV 2 1 ,  a l i n e  d e r i v e d  from  an i n d i v i d u a l  h o m o zy g o u s  f o r  hom o-  

c y s t i n u r i a ,  w as  u s e d  i n  a s i n g l e  i n c o r p o r a t i o n  e x p e r i m e n t .

T h e se  l i n e s  w e r e  a s s a y e d  f o r  IT P a se  a c t i v i t y  b y  tw o  

d i f f e r e n t  m e th o d s  ( s e e  b e l o w ) .

L i n e s  u t i l i z e d  f o r  IT P a se  a s s a y  on  HPLC i n  a d d i t i o n  t o
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t h e  a b o v e  i n c l u d e d  GM 2 1 4 8 ,  a l i n e  e s t a b l i s h e d  fr o m  a h e a l t h y ,  

n o rm a l 54 y e a r  o l d  w h i t e  f e m a le  (m oth er  o f  GM 2 1 5 0 ) ,  GM 1 4 8 8 ,  

a l i n e  e s t a b l i s h e d  from  a 23 y e a r  o l d  w h i t e  m a le  w i t h  s c h i z o ­

p h r e n i a ,  GM 213 5 ,  a l i n e  from  a 21 y e a r  o l d  w h i t e  m a le  w i t h  

a c u t e  i n t e r m i t t e n t  p o r p h y r i a  ( s o n  o f  GM 2 1 3 3 ) ,  NB 8 3 ,  NB 5 9 ,  

and NB 79 l i n e s  e s t a b l i s h e d  b y  D r .  N. B e r a t i s  from  a p a t i e n t  

h o m o zy g o u s  f o r  h o m o c y s t i n u r i a , a h e t e r o z y g o t e  f o r  t y p e  I I  

f a m i l i a l  h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a ,  and a f e m a le  h e t e r o z y g o t e  f o r  

t y p e  I I  h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a  r e s p e c t i v e l y .

H ig h  P r e s s u r e  L iq u id  C h rom atograp h y  E q u ip m en t

H ig h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a to g r a p h y  w a s  p e r fo r m e d  on  

e q u ip m e n t  m a n u fa c tu r e d  b y  L a b o r a t o r y  D a ta  C o n t r o l .  The 

g r a d i e n t  c a p a c i t y  o f  t h e  s y s t e m  w as p r o v i d e d  b y  G r a d ie n t  

M a ste r  I ,  M odel 1 6 0 1  e l e c t r o n i c s  u n i t .  Pumps c a p a b l e  o f  

w i t h s t a n d i n g  5 , 0 0 0  p s i  w e r e  a l s o  m a n u fa c tu r e d  by  L a b o r a t o r y  

D a ta  C o n t r o l  ( C o n s t a m e t r i c  I  and C o n s t a m e t r i c  I I ) . A 

v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  s p e c t r o p h o t o m e t e r  w as  a t t a c h e d  t o  t h e  

s y s t e m  ( s p e c t r o  m o n i t o r  I ) . A LDC c h a r t  r e c o r d e r  w as  

c o n n e c t e d  t o  t h e  U .V .  m o n i t o r .

C olum ns u se d  f o r  h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a to g r a p h y  

w e r e  t h e  SAX a n io n  e x c h a n g e  colum n f o r  n u c l e o t i d e  a n a l y s i s .

A g u a r d  co lum n a l s o  s u p p l i e d  b y  Whatman w a s  a t t a c h e d  t o  t h e  

SAX c o lu m n . R e v e r s e  p h a s e  uBondpak C18 w as u s e d  f o r  n u c l e o ­

s i d e  a n a l y s i s  (W ater A s s o c i a t e s ) . B u f f e r s  w e r e  i n i t i a l l y
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p r e p a r e d  f r e s h  d a i l y  and d e g a s s e d  b y  p a s s a g e  t h r o u g h  a 2 0 u 

f i l t e r  ( M i l l i p o r e  I n c . )

S u b s e q u e n t l y ,  i t  w as fou n d  t h a t  b u f f e r s  w o u ld  l a s t  f o r  

a w eek  i f  s t o r e d  a t  4 ° C .  pH o f  th e  b u f f e r s  w e r e  c h e c k e d  

d a i l y  and b u f f e r s  d e g a s s e d  b y  p a s s a g e  th r o u g h  a 2 0 u f i l t e r  

u n d er  vacuum  im m e d ia t e ly  p r i o r  t o  u s e .  A f u l l  d i s c u s s i o n  o f  

HPLC w i l l  b e  i n c l u d e d  i n  th e  b a ck g r o u n d  s e c t i o n .

M ethods

1 .  C e l l  C u l t u r e

Lymphoid c u l t u r e s  w e re  m a in t a in e d  i n  16% h e a t  i n a c t i v a t e d  

f e t a l  c a l f  seru m , RPMI 1640  s u p p le m e n te d  w i t h  2mM g l u t a m in e  

and 10 U /m l p e n i c i l l i n ,  10 u g /m l  s t r e p t o m y c i n .  C u l t u r e s  grown  

i n  g l u t a m i n e - f r e e  m ed ia  w e r e  s u p p le m e n te d  w i t h  P e n / S t r e p  o n l y .  

C u l t u r e s  grown i n  g lu t a m in e  and a s p a r t a t e - f r e e  m ed ia  w ere  

grown i n  RPMI 1 6 4 0  r e c o n s t i t u t e d  from  p ow d ered  form  from  

GIBCO's s e l e c t a m i n e  k i t .  C e l l  c u l t u r e s  w ere  r o u t i n e l y  t e s t e d  

f o r  b a c t e r i a l  and m ycop lasm a i n f e c t i o n s  and c o n s i s t e n t l y  

fou n d  t o  b e  n e g a t i v e . A chrom osom al k a r y o ty p e  o f  t h e  ly m p h o id  

l i n e  GM 1619  w as p e r f o r m e d ,  and t h e  l i n e  w as fo u n d  t o  be  

e u p l o i d  (4 6 X X ).

The c u l t u r e s  w e r e  c a r r i e d  b y  d i l u t i n g  i n t o  f r e s h  m edia  

(on e  t o  one d i l u t i o n )  o f  c o m p le t e  RPMI 1640  o n ce  a w e e k .  

V i a b i l i t y  s t u d i e s  o f  t h e  c u l t u r e s  w e re  p e r fo r m e d  b y  a o n e - t o -  

one d i l u t i o n  o f  an a l i q u o t  o f  th e  c e l l  c u l t u r e  w i t h  0.4%
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t r y p a n  b l u e  0-55) . C e l l  c o u n t s  w e r e  t h e n  p e r f o r m e d  o n  t h e  

d i l u t e d  a l i q u o t  o f  c e l l  c u l t u r e  b y  u s e  o f  h e m o c y t o m e t e r .

L i n e s  w e r e  a l s o  s e e d e d  a t  2 x  1 0 “ ^, f e d  f o u r  d a y s  l a t e r ,  

and c e l l  c o u n t s  p e r fo r m e d  a t  d a i l y  i n t e r v a l s .  U nd er t h e s e  

c o n d i t i o n s  c e l l s  e n t e r e d  l o g  g ro w th  p h a s e .  I n c o r p o r a t i o n  

s t u d i e s  w e r e  p e r fo r m e d  w i t h  c e l l s  u n d er  v a r i o u s  g r o w th  c o n ­

d i t i o n s  a s  i n d i c a t e d .

2 .  IT P a se  A s s a y

1 .  P r e p a r a t i o n  o f  enzym e f o r  a s s a y

A. Red B lo o d  C e l l s

B lo o d  w a s  c o l l e c t e d  b y  v e n i p u n c t u r e  i n t o  

1 . 2 % h e p a r i n  ( 1 ,0 0 0  U / m l ) . The w h o le  b lo o d  

w as c e n t r i f u g e d  f o r  t e n  m in u t e s  a t  2 , 0 0 0  x  g ,  

t h e n  t h e  p la s m a  and b u f f y  c o a t  rem oved  and  

d i s c a r d e d .  The p a c k e d  e r y t h r o c y t e s  w e r e  w a sh ed  

tw o  t i m e s  i n  n o rm a l s a l i n e .  L y s i s  o f  t h e  p a c k e d  

e r y t h r o c y t e s  w a s  a c c o m p l i s h e d  b y  a d d in g  f o u r  

v o lu m e s  d i s t i l l e d  w a t e r .  The h e m o l y s a t e  w a s  

c e n t r i f u g e d  f o r  t h i r t y  m in u t e s  a t  2 7 , 0 0 0  x  g 

a t  4°C  t o  rem ove  s t r o m a .  H e m o g lo b in  d e t e r ­

m i n a t i o n s  w e r e  p e r fo r m e d  on th e  h e m o l y s a t e s  

b y  t h e  m ethod  o f  A u s t i n  and D r a b k in  (356) .

B . Lym phoid C e l l s

Lym phoid c e l l s  w e r e  c e n t r i f u g e d  f o r  t e n  m in u t e s
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a t  2 , 0 0 0  x  g ,  t h e n  w a sh ed  tw o  t i m e s  i n  n o r m a l s a l i n e .

The c e l l s  w e r e  t h e n  l y s e d  ( a p p r o x i m a t e l y  2 . 5  x  10^

c e l l s )  i n  e i t h e r  0 . 3  ml d i s t i l l e d  w a t e r  ( f o r  p h o s p h a t e

a s s a y )  o r  1 . 0  ml d i s t i l l e d  w a t e r  ( f o r  HPLC a s s a y ) ,

and s o n i c a t e d  i n  a B r o n so n  S o n i f i e r  f o r  3 x  10

s e c o n d s  a t  33% p ow er  o u t p u t .  The l y s a t e s  w e r e  t h e n

c e n t r i f u g e d  a t  4°C f o r  30 m i n u t e s  ( 2 7 ,0 0 0  x  g )  .

P r o t e i n  w a s  d e t e r m in e d  b y  t h e  m eth od  o f  Low ry (35^

on t h e  s u p e r n a t a n t .

I n o s in e  T r ip h o s p h a t a s e  A c t i v i t y  As M easu red  
b y  R e le a s e  o f  I n o r g a n ic  P h o sp h a te

A s s a y  o f  i n o s i n e  t r i p h o s p h a t a s e  (E .C .  3 . 6 . 1 . 1 9 )  w as  

a c c o m p l i s h e d  b y  u s e  o f  a m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  a s s a y  r e p o r t e d  

b y  H olm es  e t  a l .  (127) . The a s s a y  w a s  a s  f o l l o w s :  I n  a

f i n a l  v o lu m e  o f  0 . 8  m l 1 0 0  mM t r i s / H C l  pH 8 . 5 ,  10 0  mM

MgCl2 , 1 mM d i t h i o t h r e i t o l ,  1 . 2 5  mM ITP, 1 u n i t  i n o r g a n i c  

y e a s t  p y r o p h o s p h a t a s e ,  and 0 . 0 2 5 - 0 . 1  m l enzym e p r e p a r a t i o n  

w e r e  a d d e d .  The enzym e p r e p a r a t i o n  c o n t a i n e d  1 - 2  m g/m l  

p r o t e i n  f o r  ly m p h o id  c e l l  l y s a t e s  and 2 0 - 4 0  m g/m l h e m o g lo b in  

f o r  h e m o l y s a t e s .  The r e a c t i o n  m ix t u r e  w a s  r o u t i n e l y  i n c u b a t e d  

f o r  t e n  m i n u t e s  a t  3 7 ° C .  L o n g e r  i n c u b a t i o n  p e r i o d s  (up t o  

30  m in u t e s )  w e r e  u t i l i z e d  w h ere  i n d i c a t e d .

The r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  a d d i t i o n  o f  0 . 2  m l i c e  c o l d  

TCA (20% W /V ) . A l t e r n a t i v e l y  t h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  

a d d i t i o n  o f  0 . 1 6  m l 2 . 1  N p e r c h l o r i c  a c i d  and n e u t r a l i z e d
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with 0.16 ml o f  2 .2 1 N  KOH. The t u b e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  and th e  

s u p e r n a t a n t  rem oved  f o r  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  d e t e r m i n a t i o n  

b y  t h e  m eth od  o f  R athb un  and B e t l a c h  (158) .

P h o s p h a te  D e t e r m i n a t i o n

8 0 0  u'l o f  t h e  s u p e r n a t a n t  w as  t r a n s f e r r e d  t o  a f r e s h  

t u b e .  To a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1M a c e t i c  a c i d  b u f f e r  

(3M a c e t i c  a c i d  and 3M so d iu m  a c e t a t e ) ,  0 . 7  5% f o r m a ld e h y d e ,

0.06%  ammonium m o ly b d a te  (from  2 % ammonium m o ly b d a te  s t o c k ) ,

0 . 4 5  mM s t a n n o u s  c h l o r i d e  (made a s  a 7 mM s t o c k  s o l u t i o n  

i n  w h ic h  100 u l  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  w a s  added  t o  3 ml 1^ 0  

c o n t a i n i n g  38  mg s t a n n o u s  c h l o r i d e ,  t h e n  t h e  s o l u t i o n  w as  

b r o u g h t  t o  a f i n a l  v o lu m e  o f  25 m l ) . The m ix t u r e  w as  i n c u ­

b a t e d  f o r  15 m in u t e s  a t  2 5 °C ; t h e n  a b s o r b a n c e  a t  720 n a n o m e te r s  

w as d e t e r m in e d  i n  a G i l f o r d  301  S p e c t r o p h o t o m e t e r .  I t  w as  

fo u n d  im p o r t a n t  t o  add t h e  a c e t i c  a c i d / f o r m a l d e h y d e  b u f f e r  

f i r s t ,  t h e n  t h e  m o ly b d a t e ,  and f i n a l l y  s t a n n o u s  c h l o r i d e  

i n  t h e  p r o p e r  o r d e r .  The m ix t u r e  m u st  b e  v o r t e x e d  i m m e d ia t e ly  

a f t e r  a d d in g  s t a n n o u s  c h l o r i d e  t o  o b t a i n  r e l i a b l e  r e s u l t s .  

M o n o b a s ic  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  w as  u s e d  a s  a r e f e r e n c e  s t a n d a r d  

f o r  p h o s p h a t e  d e t e r m i n a t i o n .

S e v e r a l  t y p e s  o f  c o n t r o l s  f o r  t h e  enzym e a s s a y  w e r e  p e r ­

fo r m e d .  F i r s t ,  a f u l l  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  m in u s  t h e  s u b s t r a t e  

ITP w as in c u b a t e d  f o r  37°C  f o r  10 m i n u t e s ,  t h e n  s t o p p e d ,  and  

p h o s p h a t e  d e t e r m in e d  a s  a b ove  ( t o  d e t e r m in e  t h e  am ount o f
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p h o s p h a t e  i n  a l l  l y s a t e s ) . More r o u t i n e l y ,  an i n c u b a t i o n  

m i x t u r e ,  m i s s i n g  t h e  enzym e p r e p a r a t i o n ,  w a s  i n c u b a t e d  f o r  

1 0  m in u t e s  a t  3 7 ° C .  The enzym e p r e p a r a t i o n  w as  t h e n  added  

w h i l e  t h e  tu b e  w a s  on  i c e  j u s t  b e f o r e  t h e  TCA w a s  a d d e d .

The p h o s p h a t e  v a l u e  o b t a i n e d  i n  t h i s  b l a n k  w a s  t h e n  s u b ­

t r a c t e d  fro m  t h e  v a l u e  o b t a i n e d  f o r  th e  f u l l  i n c u b a t e d  

r e a c t i o n  m i x t u r e ,  i n  some e x p e r i m e n t s  a s u b s t r a t e  b la n k  

w a s o b t a i n e d  b y  i n c u b a t i n g  t h e  e n t i r e  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  m in u s  

t h e  enzym e p r e p a r a t i o n  f o r  t e n  m i n u t e s ,  and t h e n  d e t e r m i n i n g  

p h o s p h a t e  c o n t e n t .

3 .  I n o s i n e  T r i p h o s p h a t a s e  A s s a y  b y  H ig h  
P r e s s u r e  L i q u i d  C h r o m a to g ra p h y —
C h r o m a to g r a p h ic  D e t e r m i n a t i o n  o f  
I n o s i n e  M o n op h osp h ate____________________

A H igh  P r e s s u r e  L iq u id  C h rom atograp h y  a s s a y  w a s  

d e v e l o p e d  a s  f o l l o w s :  Enzyme p r e p a r a t i o n s  w e r e  made a s

d e s c r i b e d  a b o v e .  The r e a c t i o n  m ix t u r e  f o r  t h e  HPLC 

IT P a se  a s s a y  c o n t a i n e d  t h e  f o l l o w i n g :  1 0 0  mM t r i s / H C l

pH 8 . 5 ,  1 0 0  mM MgCl2 , 1 . 2 5  mM IT P , and 2 5 - 1 0 0  u l  enzym e  

p r e p a r a t i o n .  The m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  a t  37°C f o r  

t e n  m in u t e s  and s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  160  u l  2 . IN  

PCA, n e u t r a l i z e d  w i t h  1 6 0  u l  2 .2 1 N  KOH. The r e a c t i o n  

m ix t u r e  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  on e  m in u te  i n  a  m i c r o -  

f u g e  (Brinkm an) a t  4 ° C .  C o n t r o l s  w e r e  p e r fo r m e d  b y  

i n c u b a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  m in u s  th e  c e l l  l y s a t e ,
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a t  37°C f o r  t h e  a p p r o p r i a t e  t i m e  i n t e r v a l .  The c e l l  

l y s a t e s  w e r e  ad d ed  a f t e r  t h e  2 . IN PCA had b e e n  .added  

t o  t h e  t u b e .  2 5 - 1 0 0  u l  o f  t h e  a s s a y  m ix t u r e  w as  t h e n  

a n a l y z e d  b y  HPLC.

A n a l y s i s  b y  HPLC w a s  a c c o m p l i s h e d  u s i n g  a b u f f e r  

s y s t e m  c o n s i s t i n g  o f :  B u f f e r  A = 0 .007M  KH2 P 0 4 ,

0 .007M  KCl pH 4 . 0 ,  B u f f e r  B = 0 .25M  KH2 PC>4 , 0 .50M  

KCl pH 5 . 0 .  S e p a r a t i o n  o f  IT P /ID P /IM P w a s  a c c o m p l i s h e d  

u t i l i z i n g  a t e n - m i n u t e  l i n e a r  g r a d i e n t  o f  z e r o  t o  1 0 0 % 

B u f f e r  B, f o l l o w e d  b y  a f i v e - m i n u t e  p e r i o d  o f  100%

B u f f e r  B ru n  i s o c r a t i c a l l y . A f l o w  r a t e  o f  1 . 5  m l /m in  

w a s m a i n t a i n e d .  U .V . a b s o r b a n c e  w a s  m o n i t o r e d  b y  an 

LDC v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  S p e c t r o  M o n i t o r  I ,  s e t  a t  248  

n a n o m e t e r s .  A L a b o r a t o r y  D a ta  C o n t r o l  c h a r t  r e c o r d e r  

w as c o n n e c t e d  t o  t h e  S p e c t r o  M o n ito r  I  S p e c t r o p h o t o m e t e r .  

The r e t e n t i o n  t im e  o f  ITP, IDP, and IMP w e r e  com pared  

t o  t h e  r e t e n t i o n  t im e  o f  s t a n d a r d s ,  a l t h o u g h  t h i s  p r o v e d  

t o  b e  u n n e c e s s a r y ,  s i n c e  t h e  o n l y  com pounds p r e s e n t  

i n  m e a s u r a b le  a m o u n ts  w e r e  ITP, IDP, and IMP.

I n  a s s a y s  o f  IT P a se  w h ic h  u t i l i z e d  8 - 1 4 C ITP, 10  uC i  

o f  ITP w a s  added t o  a t o t a l  o f  t e n  ml o f  th e  i n c u b a t i o n  

b u f f e r  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  An a p p r o p r i a t e  r e d u c t i o n  

w a s  made i n  t h e  am ount o f  u n l a b e l e d  ITP added t o  t h e  

i n c u b a t i o n  m ix t u r e  t o  k e e p  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f
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ITP a t  1 . 2 5  mM. A f r a c t i o n  c o l l e c t o r  w a s  c o n n e c t e d  t o  

t h e  o u t f l o w  o f  t h e  HPLC s y s t e m ,a n d  f r a c t i o n s  w e r e  

c o l l e c t e d  a t  0 . 4  m in u t e  i n t e r v a l s .  The f r a c t i o n s  w e r e  

c o u n t e d  i n  ACS, an a q u e o u s  a c c e p t i n g  l i q u i d  s c i n t i l l a n t .

3 .  S t a r c h  G e l E l e c t r o p h o r e s i s

S t a r c h  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  p e r fo r m e d  i n  a c c o r d a n c e  

w i t h  t h e  H olm es m o d i f i c a t i o n (1 2 7 )  o f  H o p k in so n  and E d w a rd s'  

m eth o d  034) . The b r i d g e  b u f f e r  w a s  a 0 .1M  t r i s / O . l M  

m a le  a t e / 0 . 01  m e d i a / 0 . 1 M  M gC ^ pH 7 . 4 .  The g e l  b u f f e r  

w as a 1 : 1 0  d i l u t i o n  o f  t h e  b r i d g e  b u f f e r .  A 12% s t a r c h  

g e l  w as p r e p a r e d  w i t h  B m e r c a p t o e t h a n o l  ( 0 . 7  5 m l / 2 4 0

m l s t a r c h )  ad d ed  a f t e r  h e a t i n g  and j u s t  b e f o r e  d e g a s s i n g .

The e l e c t r o p h o r e s i s  w as  run  a t  1 2 0  V a c r o s s  t h e  g e l  ( 1 . 5  V /cm )  

b e t w e e n  c o o l i n g  p l a t e s  a t  4°C f o r  17 h o u r s .  The s t a i n i n g  

m eth od  w a s  a t w o - s t a g e  p r o c e d u r e .  S t a g e  o n e :  f i l t e r  p a p e r  

s a t u r a t e d  with a s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 .05M  MgCl2  2 mM IT P ,

0.1M  t r i s / K C l  w a s  o v e r l a y e d  on  a c u t  g e l  s u r f a c e .  The 

g e l  w a s  i n c u b a t e d  a t  37°C  f o r  on e  t o  tw o  h o u r s .  The 

f i l t e r  p a p e r  w a s  t h e n  rem o v ed , and a m i x t u r e  o f  2 0  m l 

2 % a c i d  m o ly b d a t e ,  1  gram a s c o r b i c  a c i d ,  and 2 0  m l 2 % 

a g a r  w a s  p o u r e d  o v e r  g e l .  A r e a s  o f  en zym e a c t i v i t y  w e re  

v i s u a l i z e d  a s  b l u e  b a n d s  on a y e l l o w  b a c k g r o u n d  w h ic h  

a p p e a r  w i t h i n  30 m i n u t e s  t o  2 h o u r s .

4 .  I n c o r p o r a t i o n  S t u d i e s

An a l i q u o t  o f  c e l l  c u l t u r e  w a s  rem oved  f o r  v i a b i l i t y
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p e r f o r m e d  a t  v a r i o u s  t i m e s  o f  s u b c u l t u r e .  A l i q u o t s  

c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  2 . 5  x  1 0 7  c e l l s  w e r e  c e n t r i ­

f u g e d  ( 1 0 0 0  x  g  f o r  1 0  m i n u t e s )  and w a sh ed  tw o t i m e s  

i n  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  ( D u l b e c c o ' s ,  w i t h  no  CaSO^ 

a d d e d ) . An a l i q u o t  w a s  e x t r a c t e d  and d e s i g n a t e d  a s  

a b s o l u t e  z e r o  t im e  o f  t h e  s a m p l e .

F o r  i n c o r p o r a t i o n  s t u d i e s  t h e  r e m a in in g  c e l l s  w e r e  

r e s u s p e n d e d  i n  an i n c u b a t i o n  b u f f e r  o f  1 0  mM g l u c o s e ,

50 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  pH 7 . 5 ,  2 mM MgSO^, 75 mM 

so d iu m  c h l o r i d e ,  and w i t h  1  u  p e n i c i l l i n / m l  and 1 0  ug  

s t r e p t o m y c i n / m l  ( 9 4 ) .  The c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  a t  

a p p r o x i m a t e l y  1 0 7  c e l l s  p e r  2 0 0  u l  i n c u b a t i o n  b u f f e r .

The c e l l s  susp en d ed  in the i n c o r p o r a t i o n  m ix t u r e  w ere  p r e ­

i n c u b a t e d  f o r  30  m in u t e s  a t  37°C w i t h  s h a k i n g .  At  

t h i s -  t i m e  an  a l i q u o t  o f  t h e  i n c u b a t i o n  m ix t u r e  w as  

e x t r a c t e d  and c o n s i d e r e d  a " g lu c o s e  z e r o . "  I n o s i n e  o r  

h y p o x a n t h in e  w a s  a d d ed  t o  t h e  i n c u b a t i o n  m ix  t o  a f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  50 uM olar (25  u l  o f  1 . 6  mM i n o s i n e  

p l u s  30 0  u l  o f  8 - ^ 4 C i n o s i n e  p e r  50 0  u l  o f  i n c u b a t i o n  

m ix) .

The c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  and a b s e n c e  

o f  n u c l e o s i d e s  w i t h  s h a k in g  f o r  o n e  and  tw o  h o u r s .  

A l i q u o t s  o f  25 0  u l  w e r e  r em o v ed ,  c e n t r i f u g e d ,  and t h e
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p e l l e t s  e x t r a c t e d  a t  a p p r o p r i a t e  t i m e  p o i n t s  a s  d e s c r i b e d  

b e l o w .

The e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  w a s  a s  f o l l o w s :  One m l o f

70% MeOH w a s  added t o  t h e  c e l l  p e l l e t  and v o r t e x e d  

v i g o r o u s l y .  The m e th a n o l  e x t r a c t  w a s  a l l o w e d  t o  s t a n d  

a t  -2 0 °C  f o r  a t  l e a s t  t w e n t y - f o u r  h o u r s .  The e x t r a c t  

w a s  c e n t r i f u g e d  i n  a m ic r o f u g e  (Beckman) f o r  o n e  m i n u t e . 

The s u p e r n a t a n t  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a f r e s h  tu b e  and  

e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  u n d er  a s t r e a m  o f  e x t r a  d ry  

n i t r o g e n  g a s .  The p o w d er  w as  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0 - 2 0 0  u l  

o f  w a t e r  and f r o z e n  a t  - 2 0 ° C .  C e l l  e x t r a c t s  p r e p a r e d  

i n  t h i s  w ay  w e r e  s t a b l e  f o r  a t  l e a s t  one w e e k .  The 

p e l l e t s  fro m  t h e  m e t h a n o l  e x t r a c t  w e r e  s o l u b i l i z e d  

w i t h  0 . 5  m l o f  IN NAOH/1% SDS a t  3 7 ° C .  2 5 - 5 0  u l  o f  t h i s

s o l u t i o n  w a s  u s e d  f o r  p r o t e i n  d e t e r m i n a t i o n  b y  m eth od  

L o w r y  (355) . I n  e x p e r i m e n t s  i n  w h ic h  r a d i o a c t i v e  

l a b e l  w as  u t i l i z e d ,  25 0  u l  o f  t h e  s o l u b i l i z e d  p e l l e t  

w a s  added t o  15 ml o f  an  a q u e o u s  a c c e p t i n g  s c i n t i l l a t i o n  

f l u i d  (ACS, A m ersh a m ), a l l o w e d  t o  s t a n d  f o r  tw o  t o  

f o u r  h o u r s  and r a d i o a c t i v i t y  d e t e r m i n e d .

4 .  Red c e l l  i n c u b a t i o n

Red c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  i n o s i n e  a s  d e s c r i b e d  

b y  A g a r w a l (94 ) . W hole  b l o o d  o b t a i n e d  b y  v e n i p u n c t u r e  

o f  h e a l t h y  i n d i v i d u a l s  w a s  c o l l e c t e d  i n  h e p a r i n i z e d
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s y r i n g e s  (1 0 0 0  u /rn l) . The w h o le  b l o o d  w a s  c e n t r i f u g e d  

and w a sh ed  tw o  t i m e s  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e .

P a ck ed  e r y t h r o c y t e s  w e r e  r e s u s p e n d e d  t o  a t w e n t y  p e r c e n t  

s u s p e n s i o n  i n  t h e  same i n c u b a t i o n  medium u s e d  f o r  

ly m p h o id  l i n e s  d e s c r i b e d  a b o v e .  The s u s p e n s i o n s  w e re  

i n c u b a t e d  a t  37°C f o r  30 m in u t e s  a t  w h ic h  t im e  50 uM 

i n o s i n e  w a s  a d d e d .  2 0 0  u l  a l i q u o t s  w e r e  ad d ed  t o  1 0 0  u l  

c o l d  12% p e r c h l o r i c  a c i d .  The a c i d  e x t r a c t s  w e r e  

n e u t r a l i z e d  e i t h e r  b y  a d d in g  an e q u a l  v o lu m e  o f  2 .2 1 N  

KOH f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  t o  rem ove t h e  KClO^ 

p r e c i p i t a t e  o r  b y  e x t r a c t i n g  t h e  a c i d  i n  0 .5M  n - o c t y l a m i n e  

i n  f r e o n  (Kyhm) 0-59) .

5 .  A n a l y s i s  o f  n u c l e o s i d e s ,  n u c l e o t i d e s ,  and  b a s e s

I n  i n i t i a l  s t u d i e s  a n a l y s i s  o f  n u c l e o s i d e s  and 

n u c l e o t i d e s  w e r e  a c c o m p l i s h e d  b y  t h e  m eth od  o f  C r a b t r e e  

and H e n d e r s o n  ( 2 4 ) .  N u c l e o t i d e s  w e r e  a n a l y z e d  by  

t h i n  l a y e r  chromatography o n  PEI c e l l u l o s e  s h e e t s .  The 

s h e e t s  w e r e  p l a c e d  i n  4 m o la r  s o d iu m  fo r m a t e  f o r  f i v e  

h o u r s  and l e f t  o v e r n i g h t  i n  m e t h a n o lr w a t e r  ( 1 : 1 ) .

S t a n d a r d s  w e r e  s p o t t e d  on e a c h  c h a n n e l  (5 u l  o f  a 15 u m o l/m l  

s o l u t i o n ) . A w i c k  o f  3MM Whatman p a p e r  w a s  a p p l i e d  t o  

t h e  t o p  o f  t h e  s h e e t .  S a m p le s  w e r e  t h e n  s p o t t e d  on  

e a c h  c h a n n e l  ( 2 0 - 3 0  u l  o f  n e u t r a l i z e d  c e l l  e x t r a c t  i n  

5 u l  a l i q u o t s ) . The s h e e t  w a s  l e f t  s t a n d i n g  o v e r n i g h t  i n
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m e t h a n o l  : w a t e r ,  and t h e  p a p e r  w i c k  w a s  r e m o v e d .  The chrom atogram  

w a s  d e v e l o p e d  i n  0 .5M  so d iu m  f o r m a te  w i t h  t h e  s o l v e n t  

f r o n t  r i s i n g  t o  2 . 5  cm s. a b ove  o r i g i n ,  t r a n s f e r r e d  t o  

2.0M  so d iu m  fo r m a t e  w i t h o u t  d r y in g  and t h e  s o l v e n t  f r o n t  

a l l o w e d  t o  r i s e  t o  7 cms o r i g i n ,  and f i n a l l y  t o  4M so d iu m  

fo r m a t e  w i t h i n  t h e  s o l v e n t  f r o n t  a l l o w e d  t o  r i s e  t o  th e  t o p  

o f  t h e  s h e e t .  N u c l e o t i d e s  w e r e  v i s u a l i z e d  u n d e r  s h o r t  

w ave U .V . I n  e x p e r i m e n t s  i n  w h ic h  a l a b e l e d  p r e c u r s o r  

h ad  b e e n  u s e d ,  an a u t o r a d io g r a m  o f  t h e  TLC s h e e t  w as  

d e v e l o p e d .  The s e n s i t i v i t y  w a s  i n c r e a s e d  b y  u s e  o f  a 

1% P P O /e t h e r  f l u r  s o l u t i o n  p o u r e d  on  t h e  TLC s h e e t  (160) .

A b l u e  s e n s i t i v e  X - r a y  f i l m  w as  u s e d  f o r  d e v e lo p m e n t  o f  

a u t o r a d io g r a m .  The a u t o r a d io g r a m  w a s  l e f t  i n  a dark  

f r e e z e r  f o r  a p p r o x i m a t e l y  one w e ek  b e f o r e  b e i n g  d e v e l o p e d .  

A r e a s  o f  r a d i o a c t i v i t y  w e r e  c u t  o u t  o f  t h e  PEI c e l l u l o s e  

s h e e t s ,  e l u t e d  w i t h  0 .1 N  HC1 and c o u n t e d  i n  ACS.

N u c l e o s i d e s  and b a s e s  were s e p a r a t e d  b y  t w o - d i m e n s i o n a l  

t h i n  l a y e r  c h r o m a to g r a p h y  ( C r a b t r e e  and H e n d e r so n )  (24)  

on c e l l u l o s e  s h e e t s .  S t a n d a r d s  and n e u t r a l i z e d  c e l l  

e x t r a c t  ( 2 0  u l )  w e r e  s p o t t e d  a t  o r i g i n ,  d e v e l o p e d  i n  

t h e  f i r s t  d i r e c t i o n  i n  a  s o l v e n t  s y s t e m  c o n s i s t i n g  o f  

a c e t o n i t r i l e : ammonium a c e t a t e  O .lM p H  7 .0 :a m m o n ia  ( 6 0 : 3 0 : 1 0 ) .  

The s h e e t  w a s  a i r  d r i e d .  One c e n t i m e t e r  o f  c e l l u l o s e  i s  

s c r a p e d  o f f  a t  t h e  t o p  and b o t t o m  o f  t h e  p l a t e s .  The



p l a t e  w as  r o t a t e d  s o  t h a t  t h e  sa m p le  w a s  i n  t h e  lo w e r  r i g h t  

c o r n e r  and d e v e l o p e d  tw o  t i m e s  i n  1 - b u t a n o l : m e t h a n o l : w a t e r : 

ammonia ( 6 0 : 2 0 : 2 0 : 1 ) .  N u c l e o s i d e s  and b a s e s  a r e  v i s u a l i z e d  

u n d e r  s h o r t  w ave  U .V .  l i g h t .  R a d io a u t o g r a p h y  w as  p e r fo r m e d  

a s  d e s c r i b e d  f o r  n u c l e o t i d e s .

I n  a d d i t i o n ,  h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a to g r a p h y  was  

u t i l i z e d  f o r  a n a l y s i s  o f  n u c l e o t i d e s  and n u c l e o s i d e s .  For  

a n a l y s i s  o f  n u c l e o t i d e s  a Whatman SAX a n io n  e x c h a n g e  co lu m n  

w as u s e d .  F i f t y  t o  on e  h u n d red  m i c r o l i t e r s  o f  c e l l  e x t r a c t  

w e r e  i n j e c t e d  o n t o  th e  c o lu m n . B u f f e r  c o n d i t i o n s  w e re  

s l i g h t l y  m o d i f i e d  from  th e  m ethod  o f  McKeag and Brown ( 1 6 1 ) .  

B u f f e r  A w a s  0 .0 0 7 M  KH2 P04 , 0.007M KCl, pH 4 . 0 ;  B u f f e r  B w as  

0 .2 5 M  KH^PO^, 0 .5M  KCl pH 5 . 0 .  F lo w  r a t e  w as  a c o n s t a n t

1 . 5  m l / m i n u t e .  B u f f e r  A w a s  ru n  i s o c r a t i c a l l y  f o r  5 

m in u t e s  a t  w h ic h  t im e  a t w e n t y - m in u t e  l i n e a r  g r a d i e n t  ( 0  t o  

100% B u f f e r  B) w a s  r u n .  B u f f e r  B w a s  r u n  i s o c r a t i c a l l y  f o r  

t w e n t y  m in u t e s  f o r  e l u t i o n  o f  t r i n u c l e o t i d e s  f o l l o w i n g  t h e  

g r a d i e n t .  R e e q u i l i b r a t i o n  t i m e  w as  k e p t  c o n s t a n t  a t  15 m in u te  

D u r in g  a n a l y s i s  o f  s a m p l e s ,  i n  w h ic h  r a d i o a c t i v i t y  w a s  p r e s e n t  

a f r a c t i o n  c o l l e c t o r  (LKB) w a s  c o n n e c t e d  t o  t h e  o u t l e t  o f  t h e  

U .V . d e t e c t o r .  A l l  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  i n  0 . 4  m in u te  

i n t e r v a l s  d i r e c t l y  i n t o  c o u n t i n g  v i a l s  ( B i o v i a l s - B e c k m a n ) .

3 . 5  m l o f  ACS S c i n t i l l a n t  w as  add ed  t o  e a c h  v i a l ,  and  t h e  

f r a c t i o n s  w e r e  c o u n t e d  i n  a l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  

( H e w le t t  P a c k a r d  I s o c a p  3 0 0 ) .  A p p r o x im a t e ly  12 0  f r a c t i o n s
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w e r e  c o l l e c t e d  p e r .  s a m p le .

N u c l e o s i d e  a n a l y s i s  on HPLC w a s  a c c o m p l i s h e d  b y  u s e  o f  a 

W a te r s  A s s o c .  c 18  m ico b o n d p a k  c o lu m n .  B u f f e r  c o n d i t i o n s  w ere  

a s  f o l l o w s :  B u f f e r  A 0 .01M  NH4 H2 PC>4  pH 5 . 5 ,  B u f f e r  B 40%

m e t h a n o l  i n  B u f f e r  A . A l i n e a r  g r a d i e n t  (0-50%  B) w a s  r u n  f o r  

t h i r t y  m i n u t e s ,  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m eth o d  o f  H a r tw ic k  and  

Brown (1 6 2 ) F lo w  r a t e  w a s  1 . 5  m l / m i n .  R e e q u i l i b r a t i o n  t im e  

w a s  15 m i n u t e s .

Q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  am ount o f  n u c l e o t i d e  o r  n u c l e o s i d e  

p r e s e n t  w a s made b y  a c o n p a r is o n  o f  t h e  a r e a  u n d er  a p ea k  

com pared  t o  th e  a r e a  o f  a s ta n d a r d  o f  known c o n c e n t r a t i o n .

A rea  was m e a su r e d  m a n u a l ly  and  w as  c a l c u l a t e d  b y  m u l t i p l y i n g  

h e i g h t  t i m e s  w i d t h  a t  o n e  h a l f  o f  t h e  p e a k  h e i g h t .

I d e n t i f i c a t i o n  o f  com pounds p r e s e n t  i n  t h e  c h r o m a to ­

gram  u t i l i z e d  s e v e r a l  m e t h o d s .  I n i t i a l l y ,  t h e  r e t e n t i o n  

t i m e  o f  an unknown p e a k  w a s  com pared  t o  t h a t  o f  a s t a n d a r d .

The s t a n d a r d  w as  t h e n  c o i n j e c t e d  w i t h  a c e l l  e x t r a c t  and  

w as w a t c h e d  f o r  c o - e l u t i o n  w i t h  t h e  unknown p e a k .  On p e a k s  

o f  p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  a d d i t i o n a l  m e th o d s  w e r e  e m p lo y e d .  

I n o s i n e  t r i p h o s p h a t e  w as  p o s i t i v e l y  i d e n t i f i e d  i n  e x t r a c t s  

made from  c e l l s  t h a t  h ad  b e e n  i n c u b a t e d  w i t h  r a d i o a c t i v e  

i n o s i n e .  From t h e s e  c e l l  e x t r a c t s  t h e  p e a k  s u s p e c t e d  o f  

b e i n g  ITP w a s  c o l l e c t e d  a s  i t  w as e l u t e d  from  t h e  SAX 

c o lu m n .  The e l u a n t  w as  t h e n  s u b j e c t e d  t o  b o i l i n g  i n  1M 

p e r c h l o r i c  a c i d  f o r  30  m in u t e s  ( 1 1 2 ) .  The a c i d  h y d r o l y z e d
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s a m p le  w as  n e u t r a l i z e d  w i t h  5N KOH and  c o n c e n t r a t e d  b y  b lo w in g  

a s t r e a m  o f  n i t r o g e n  o v e r  t h e  s a m p le .  The c o n c e n t r a t e  w as  

r e c h r o m a t o g r a p h e d  on  a  W a te r s  c 18  m ic r o b o n d p a k  co lu m n  f o r  

n u c l e o s i d e  and b a s e  a n a l y s i s  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  The p e a k  

e l u t i n g  a s  h y p o x a n t h in e  w a s  c o l l e c t e d  an d  c o u n t e d  i n  ACS. 

R a d i o a c t i v i t y  w as  r e c o v e r e d  i n  a p e a k  c o - e l u t i n g  w i t h  h y p o x a n ­

t h i n e  .

XMP w a s  i d e n t i f i e d  b y  t r e a t i n g , t h e  s u s p e c t e d  compound  

( c o l l e c t e d  a s  a b o v e  fr o m  c e l l  e x t r a c t s  t h a t  h a d  b e e n  

i n c u b a t e d  w i t h  r a d i o - l a b e l e d  i n o s i n e )  w i t h  5 1 n u c l e o t i d a s e  

(10  u l  5 '  n u c l e o t i d a s e  . /2 5 0  u / 0 . 6  m l /  p l u s  100  u l  c e l l  

e x t r a c t )  and r e a n a l y z i n g  f o r  x a n t h o s i n e  on  a n u c l e o s i d e  

c o lu m n .  F r a c t i o n s  e l u t i n g  fro m  t h e  co lu m n  w e r e  c o l l e c t e d  

and c o u n t e d  i n  ACS. The r a d i o a c t i v i t y  w a s  fo u n d  i n  th e  

x a n t h o s i n e  p e a k  w i t h  an  a d d i t i o n a l  u n i d e n t i f i e d  m in o r  c o n ­

t a m in a n t  p r e s e n t  (5% o f  r e c o v e r e d  r a d i o a c t i v i t y ) .  An a l i q u o t  

o f  t h e  "XMP" w a s  t r e a t e d  w i t h  5 '  n u c l e o t i d a s e  and p u r in e  

n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a s e  ( 1 0  u l  y e a s t  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a s e  

+ 10 u l  lM NaPO^ + 100  u l  c e l l  e x t r a c t )  and r e a n a l y z e d  on  

a n u c l e o s i d e  co lu m n  f o r  x a n t h i n e .

I n  com pounds w h ic h  w e r e  p r e s e n t  i n  l a r g e  e n o u g h  

c o n c e n t r a t i o n s  t h e  e l u a n t  fr o m  t h e  HPLC s y s t e m  w a s  c o l l e c t e d  

and s u b j e c t e d  t o  a  U .V .  s c a n  b y  a  s c a n n i n g  G i l f o r d  s p e c t r o ­

p h o t o m e t e r .

A d e n o s in e ,  i n o s i n e ,  and h y p o x a n th in e  w e r e  p o s i t i v e l y
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i d e n t i f i e d  b y  u s e  o f  t h e  e n z y m a t i c  p e a k  s h i f t  (Brown) (113) .

An a l i q u o t  o f  t h e  c e l l  l y s a t e  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  c a l f  i n t e s t i n a l  

a d e n o s i n e  d e a m in a s e  / 1 0  u l  o f  1 : 1 0  d i l u t i o n  o f  ADA + 100  u l  

c e l l  e x t r a c t /  f o r  on e  h o u r  a t  3 7 °C . 50 u l  o f  t h i s  i n c u b a t i o n

m ix  w a s  r e a n a l y z e d  on t h e  n u c l e o s i d e  c o lu m n . The d i s a p p e a r a n c e  

o f  t h e  t e n t a t i v e l y  i d e n t i f i e d  a d e n o s i n e  p e a k  and t h e  a p p e a r a n c e  

o f  a g r e a t e r  am ount o f  t h e  t e n t a t i v e l y  i d e n t i f i e d  i n o s i n e  

p e a k  w as  o b s e r v e d .  T he r e m a i n i n g  50  u l  o f  t h e  c e l l  e x t r a c t  

w a s t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a s e  

(10  u l  PNP and 50  u l  c e l l  e x t r a c t ) , and a s h i f t  fro m  i n o s i n e  

t o  h y p o x a n t h in e  w as i d e n t i f i e d  on  t h e  ch r o m a to g r a m .
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RESULTS

A . P h o s p h a t e  A ss a y

The s t a n d a r d  a s s a y  f o r  i n o s i n e  t r i p h o s p h a t a s e  h a s  

r e l i e d  on a l i n k e d  enzym e s y s t e m .  I n  t h i s  a s s a y  s y s t e m  

ITP i s  c o n v e r t e d  t o  IMP + PP^ b y  t h e  enzym e p r e p a r a t i o n .  

The PP^ i s  s p l i t  t o  2P^ b y  p y r o p h o s p h a t a s e .  I n o r g a n i c  

p h o s p h a t e  i s  t h e n  d e t e r m i n e d .  The a s s a y  t h u s  r e l i e s  

on a p h o s p h a t e  d e t e r m i n a t i o n  f o r  l e v e l s  o f  a c t i v i t y  o f  

I T P a s e . IT P a se  a c t i v i t y  i n  ly m p h o id  l i n e s ,  a s  m ea su red  

b y  p r o d u c t i o n  o f  p h o s p h a t e ,  w a s  l i n e a r  w i t h  i n c r e a s i n g  

p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s ,  t e s t e d  from  100  t o  500 ug o f  

p r o t e i n  p e r  ml o f  r e a c t i o n  m i x t u r e .  A c t i v i t y  f e l l  o f f  

a b o v e  50 0  ug o f  p r o t e i n  p e r  ml o f  r e a c t i o n  m ix t u r e  

( F ig u r e  6 ) .  IT P a se  a c t i v i t y  i n  human e r y t h r o c y t e s ,  a s  

m e a su r ed  b y  p r o d u c t i o n  o f  p h o s p h a t e ,  w a s  l i n e a r  from  

13 t o  10 0  ug h e m o g lo b in  p e r  1 ml r e a c t i o n  m ix t u r e  w i t h  

a f a l l  o f f  o f  a c t i v i t y  o c c u r r i n g  a b o v e  1 0 0  ug h e m o g lo b in  

p e r  ml r e a c t i o n  m ix t u r e  ( F ig u r e  7) . M axim al enzym e  

a c t i v i t y  w a s  o b t a i n e d  a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  1 .2 5  mM ITP  

( F ig u r e  8 ) .

S i n c e  d e t e c t i o n  o f  en zym e a c t i v i t y  i n  t h e o r y  s h o u ld  

r e q u i r e  s p l i t t i n g  o f  p y r o p h o s p h a t e  t o  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e

(PPj_ ^  2Pj_) , a c t i v i t y  w as  d e t e r m in e d  w i t h  and w i t h o u t

t h e  a d d i t i o n  o f  e x o g e n o u s  p y r o p h o s p h a t a s e .  F i g u r e  9



F i g u r e  6

L i n e a r i t y  o f  IT P a se  A s s a y  w i t h  P r o t e i n  

C o n c e n t r a t i o n  As M easu red  b y  P h o sp h a te  

D e t e r m i n a t i o n  i n  Lym phoid C e l l s
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F i g u r e  7

L i n e a r i t y  o f  IT P a se  A ss a y  w i t h  P r o t e in  

C o n c e n t r a t io n  As M easu red  b y  P h o sp h a te  

D e t e r m in a t io n  i n  E r y t h r o c y t e s
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F i g u r e  8

M axim al ITP C o n c e n t r a t io n  

f o r  IT P a se  A c t i v i t y
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i n d i c a t e s  t h a t  th e  a d d i t i o n  o f  e x o g e n o u s  p y r o p h o s p h a s e  

had  no e f f e c t  on t h e  d e t e c t i o n  o f  IT P a se  a c t i v i t y  i n  

human e r y t h r o c y t e s  w hen  a s s a y e d  a t  pH 9 . 2 .  P r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  w as  shown t o  h a v e  n o  e f f e c t  on t h e  a c t i o n  

o f  t h e  e n d o g e n o u s  p y r o p h o s p h a t a s e  u n d er  c o n d i t i o n s  u s e d  

t o  a s s a y  I T P a s e .  T a b le  2 i n d i c a t e s  t h a t  t h e  p r e s e n c e  

o r  a b s e n c e  o f  e x o g e n o u s  p y r o p h o s p h a t a s e  had o n l y  a v e r y  

s l i g h t  e f f e c t  on t h e  d e t e c t i o n  o f  IT P a se  a c t i v i t y  a s  

m e a su r ed  b y  p h o s p h a t e  p r o d u c t i o n  e i t h e r  i n  r e d  c e l l s  o r  

l y m p h o c y t e s .  I n d e e d ,  i n  ly m p h o c y te  p r e p a r a t i o n s  t h e r e  

a p p e a r s  t o  b e  a s l i g h t  q u e n c h in g  o f  P^ d e t e c t i o n  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  e x o g e n o u s  p y r o p h o s p h a t a s e .  T h e r e f o r e ,  

t h e  e n d o g e n o u s  p y r o p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  u n d e r  c o n d i t i o n s  

u t i l i z e d  f o r  a s s a y  o f  IT P a se  a c t i v i t y  w as  i n v e s t i g a t e d .

D a ta  p r e s e n t e d  i n  T a b le  2 i n d i c a t e  t h a t  t h e  p r e s e n c e  

o r  a b s e n c e  o f  e x o g e n o u s  p y r o p h o s p h a t a s e  had l i t t l e  

e f f e c t  on  t h e  c l e a v a g e  o f  p y r o p h o s p h a t e  u n d e r  c o n d i t i o n s  

u s e d  f o r  IT P a se  a s s a y  i n  human h e m o l y s a t e s .  I n v e s t i g a t i o n  

o f  t h e  e f f e c t s  o f  pH show ed t h a t  t h e  e n d o g e n o u s  p y r o ­

p h o s p h a t e  w a s  a c t i v e  a t  pH 8 . 5 ,  pH 8 . 7 ,  and pH 9 . 5  i n  

human h e m o l y s a t e s .  I n  l y s a t e s  from  human ly m p h o id  l i n e s  

t h e  a d d i t i o n  o f  e x o g e n o u s  p y r o p h o s p h a t a s e  had a s l i g h t  

e f f e c t  on t h e  c l e a v a g e  o f  p y r o p h o s p h a t e .  T h is  d a t a  

w o u ld  i n d i c a t e  t h a t  i n  l y s a t e s  o f  human ly m p h o id  l i n e s



F ig u r e  9

E f f e c t  o f  A d d i t i o n  o f  E x o g en o u s  P y r o ­

p h o s p h a t a s e  on D e t e c t i o n  o f  IT P a se  A c t i v i t y  

b y  P h o s p h a te  P r o d u c t i o n

---------------------  no  e x o g e n o u s  p y r o p h o s p h a t a s e  added

______________  e x o g e n o u s  p y r o p h o s p h a t a s e  add ed
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T a b l e  2

E n d o g e n o u s  P y r o p h o s p h a t a s e  A c t i v i t y — P h o s p h a t e  A s s a y * -

B .  I T P  S u b s t r a t e  a n d  
A .  I T P  S u b s t r a t e *  E x o g e n o u s  P P a s e * *  % D i f f e r e n c e

L y m p h o i d
n o r m a l  1 . 2 8 1  1 . 2 0 0  - 6
I T P a s e  v a r i a n t *  1 . 0 0 8  0 . 9 7 9  - 3

E r y t h r o c y t e s
n o r m a l  1 . 3 3 6  1 . 4 5 2  + 8
h e a t  i n a c t i v a t e d

5 '  5 5 ° C  1 . 2 3 5  1 . 2 3 7  0 . 1 6

C .  P y r o p h o s p h a t e  D .  P y r o p h o s p h a t e  S u b s t r a t e  a n d
S u b s t r a t e  E x o g e n o u s  P P a s e  % D i f f e r e n c e

L y m p h o i d
n o r m a l 0 . 9 0 3 1 . 0 3 2 + 1 3
I T P a s e  v a r i a n t 0 . 9 2 9 1 . 1 3 5 + 1 8

r y t h r o c y t e s
pH  8 . 5 0 . 9 4 0 0 . 9 4 7 +1
pH  8 . 7 0 . 8 9 0 0 . 8 9 7 +1
pH 9 . 5 * * 0 . 7 8 3 0 . 7 7 9 +1

♦ A p p r o x i m a t e l y  f o u r  t i m e s  a s  m u c h  p r o t e i n  w a s  u s e d  f o r  I T P a s e  v a r i a n t .  A l l  o t h e r  p r o t e i n s  
a r e  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l .

* * A l l  a s s a y s  w e r e  c o n d u c t e d  i n  a  t r i s / H C l  b u f f e r  o f  p H  8 . 5 ,  u n l e s s  n o t e d .  T h e  a s s a y  a t  
pH  9 . 5  w a s  c o n d u c t e d  w i t h  B - a l a n i n e  a s  b u f f e r .

+ A c t i v i t y  m e a s u r e d  b y  a b s o r b a n c e  a t  7 2 0  n a n o m e t e r s .
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and human h e m o l y s a t e s  t h e  amount o f  p y r o p h o s p h a t e  form ed  

by t h e  a c t i o n  o f  IT P a se  can  b e  t o t a l l y  d e g r a d e d  t o  

i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  b y  t h e  a c t i o n  o f  an e n d o g e n o u s  

p y r o p h o s p h a t a s e .

In  a d d i t i o n ,  d a t a  a r e  p r e s e n t e d  (T a b le  2) s h o w in g  t h a t  

i n c u b a t i n g  human h e m o l y s a t e s  a t  55°C f o r  f i v e  m in u t e s  d id  n o t  

i n a c t i v a t e  t h e  e n d o g e n o u s  p y r o p h o s p h a t a s e ,  a s  w as r e p o r t e d  

f o r  r a b b i t  h e m o l y s a t e s  (124) .

A ly m p h o id  l i n e  v a r i a n t  i n  I T P a se  a c t i v i t y  ( t o  b e  

d i s c u s s e d  l a t e r )  w as  shown n o t  t o  b e  d e f i c i e n t  i n  t h e  

a b i l i t y  t o  c l e a v e  p y r o p h o s p h a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  

a b s e n c e  o f  IT P .

R e s u l t s  show n i n  T a b le  3 i n d i c a t e  t h a t  t h e  mean 

v a l u e  o f  IT P a se  a c t i v i t y  i n  human h e m o l y s a t e s  w as  

289 + 170  u m o le s  P P ^ /h r /g r a m  Hb (n = 10) w i t h  a r a n g e  

from  1 9 8  t o  51 0  u m o les  P P ^ /h r /g r a m  Hb.

D e t e r m i n a t i o n  o f  IT P a se  a c t i v i t y  i n  l y s a t e s  from  

human ly m p h o id  l i n e s  i n d i c a t e s  a mean v a l u e  o f

1 5 ,6 8 7  + 75 0  u m o le s  P P ^ /h r /g r a m  p r o t e i n .  The r a n g e  

w a s fo u n d  t o  b e  from  1 4 ,7 0 0  t o  1 6 , 5 7 8  u m o le s  PP -^ /hr/gram  

p r o t e i n  (n = 4 ) .

The l e v e l  o f  IT P a se  a c t i v i t y  i n  a ly m p h o id  l i n e  

e s t a b l i s h e d  fro m  an i n d i v i d u a l  w h o se  r e d  c e l l s  w e r e  

r e p o r t e d  t o  b e  t o t a l l y  d e f i c i e n t  i n  I T P a se  a c t i v i t y  (335)



T a b l e  3

C o m p a r i s o n  o f  L e v e l s  o f  A c t i v i t y  

o f  I n o s i n e  T r i o h o s o h a t a s e

L y m p h o i d  L i n e s  

N o r m a l  

S a m p l e  S i z e

P d e t e r m i n a t i o n s / s a m p l e  

SEM

A s s a y  M e t h o d  

P h o s o h a t e *  H P LC **

1 5 , 6 8 7  + 7 5 0  

4 

2 - 4  

3 7 5

1 0 , 1 8 6  + 

12 

1 - 3  

84 5

V a r i a n t * * *

S a m p l e  S i z e

P d e t e r m i n a t i o n s / s a m p l e  

SEM

3 , 1 1 4  + 9 1 2  

1 

6

3 7 2

2 , 2 8 9  + 

1 

6

1 0 9

E r y t h r o c y t e s  

N o r m a l  

S a m p l e  s i z e

#  d e t e r m i n a t i o n s / s a m p l e  

SEM

2 8 9  + 1 7 0

10

1 - 4

55

1 2 4

1

2

* V a l u e s  e x p r e s s e d  a s  u m o l e s  P P ^ / h r / g r a m  p r o t e i n .

* * V a l u e s  e x p r e s s e d  a s  u m o l e s  I M ? / h r / g r a m  p r o t e i n .

* * * S t a n d a r d  d e v i a t i o n  g i v e n  f o r  t h e  n u m b e r  o f  d e t e r m i n a t i o n s ,  

n o t  f o r  s a m p l e  s i z e .

100

2 9 2 8

2 6 6



w a s  fou n d  t o  h a v e  p a r t i a l  I T P a se  a c t i v i t y ,  w i t h  a mean 

o f  3 ,1 1 4  _+ 91 2  ( 6  d e t e r m i n a t i o n s ) ,  a p p r o x i m a t e l y  20% 

o f  t h e  mean f o r  ly m p h o id  l i n e s .  T h i s  v a l u e  f e l l  b e n e a t h  

tw o  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  from  t h e  mean (T a b le  3 ) .

U nder c o n d i t i o n s  u t i l i z e d  f o r  t h e  IT P a se  a s s a y  

IDP i s  d e g r a d e d  a t  a b o u t  4% t h e  r a t e  o f  IT P . IMP and 

ATP a r e  n o t  u t i l i z e d  a s  s u b s t r a t e s  u n d e r  s t a n d a r d  a s s a y  

c o n d i t i o n s  (T a b le  4  ) .  H o w ev er ,  i t  w a s  fo u n d  t h a t ,  i f  

a h i g h - s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  s p i n  o f  t h e  l y s a t e  ( 2 7 ,0 0 0  x  g) 

w as o m i t t e d ,  ATP w as  a l s o  u t i l i z e d  as  a s u b s t r a t e  (T a b le  4 ) .  

HPLC A s s a y

An HPLC a s s a y  o f  IT P a se  w a s  d e v e l o p e d  t h a t  m e a s u r e s  

d i r e c t  c o n v e r s i o n  o f  ITP t o  IMP. As shown i n  F i g u r e  1 0 ,

ITP, IDP, IMP, and i n o s i n e  a r e  v i s i b l e  a s  w i d e l y  s e p a r a t e d  

U .V . a b s o r b i n g  p e a k s .  H y p o x a n t h in e  c o - e l u t e s  w i t h  

i n o s i n e .  As l i t t l e  a s  f i v e  p i c a m o l e s  o f  IMP c a n  be  d e t e c t e d .

As shown i n  F i g u r e  1 1 ,  t h e  a s s a y  o f  IT P a se  by HPLC 

w a s  l i n e a r  from  10 t o  4 0  u l  o f  a 1 : 5  d i l u t i o n  o f  p a c k e d  

e r y t h r o c y t e s  p e r  m l o f  r e a c t i o n  m i x t u r e .  The a s s a y  w as  

l i n e a r  f o r  t w e n t y  m i n u t e s  ( F ig u r e  1 2 ) .

The HPLC a s s a y  o f  human ly m p h o id  l i n e s  f o r  IT P a se  

w a s  l i n e a r  i n  t h e  r a n g e  o f  5 - 7 5  ug p r o t e i n  p e r  m l r e a c t i o n  

m ix t u r e  ( F ig u r e  13) and l i n e a r  f o r  t w e n t y  m in u t e s  

( F i g u r e s  1 4 ,  15) .

The d a t a  p r e s e n t e d  i n  T a b le  5 show t h a t  t h e  a s s a y



T a b le  4 

A b i l i t y  o f  C e l l  E x t r a c t s  

t o  D egrad e  IDP, IMP, and ATP u n d e r  IT P a se  A s s a y  C o n d i t i o n s

% A c t i v i t y  o f  ITP As S u b s t r a t e

2 7 , 0 0 0  x  g  IT P a se  V a r i a n t *
s u p e r n a t a n t  Norm al L ym phoid* Lymphoid Human H e m o ly s a te * *

ITP 100 100 100

IDP 4 . 1  5 . 0  4 . 4

IMP 0 0 0

ATP 0 0 0

Crude H om ogen ates

ATP 120  100

* A ss a y  b y  p h o s p h a t e  d e t e r m i n a t i o n .

* * A ss a y  b y  HPLC. 102
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F i g u r e  10

HPLC A s s a y  o f  IT P a se

A b so rb a n c e  a t  2 48  n a n o m e te r s  

f u l l  s c a l e  IMP .0 8

f u l l  s c a l e  IDP . 0 8  n o r m a l and b l a n k

.1 6  v a r i a n t  

f u l l  s c a l e  ITP .6 4

N o te  f u l l  s c a l e  s w i t c h e d  d u r in g  a n a l y s i s .
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L i n e a r i t y  o f  HPLC A s s a y

w i t h  P r o t e i n  C o n c e n t r a t i o n  i n  E r y t h r o c y t e  

% c o n v e r s i o n  o f  ITP t o  IMP
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F ig u r e  12

L i n e a r i t y  o f  HPLC IT P a se

A s s a y  w i t h  Time i n  E r y t h r o c y t e s  

% c o n v e r s i o n  o f  ITP t o  IMP
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F i g u r e  13

L i n e a r i t y  o f  HPLC IT P a se

A s s a y  w i t h  P r o t e i n  C o n c e n t r a t i o n  i n  

Lym phoid L i n e s
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F ig u r e  14

L i n e a r i t y  o f  IT P a se  A s s a y  b y  HPLC 

w i t h  Time i n  Lym phoid L in e s
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F ig u r e  15

L i n e a r i t y  o f  HPLC IT P a se  A s s a y  

w i t h  Tim e and P r o t e i n
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T a b l e  5

R e p r o d u c i b i l i t y  o f  HPLC I T P a s e  A s s a y

R e p l i c a t e s  o f  S a m e  S a m p l e  
p i c o m o l e s  I M P / h r / m g / 5 0  u l

2 1 7 . 6 5

2 1 6 . 0 0

2 0 8 . 0 0

E f f e c t  o f S t o r a g e  a t  - 2 0 ° C R e p r o d u c i b i l i t y  o f  S a m e
o f  N e u t r a l i z e d R e a c t i o n L y m p h o i d  L i n e  A s s a y e d
M i x t u r e  b e  f o r e A n a l y s i s  o n  HPLC O v e r  a  P e r i o d  o f  S e v e r a l  M o n t h s
p i c o m o l e s I M P / h r / m g / 5 0  u l  a n a l y z e d p i c o m o l e s / h r / m g / 5 0  u l  a n a l y z e d

d a y  0 1 7 0 . 2 ( I T P a s e  v a r i a n t )
L i n e  1  L i n e  2

d a y  1 1 6 6 . 4
2 2 9 . 3 1  4 3 . 8 0

d a y  2 1 9 2 . 0
2 2 5 . 7 7  5 6 . 3 2

d a y  3 1 5 9 . 4
2 2 7 . 3 5  4 5 . 2 7

d a y  4 1 6 0
4 7 . 7 7

d a y  8 2 4 0
4 4 . 3 0

5 5 . 7 1

m e a n  =  2 1 3 . 8 8 m e a n  =  1 8 1 . 3 3 m e a n  =  2 2 7 . 4 8  m e a n  =  4 8 . 8 6 1

SD = 5 . 1 6 SD = 3 1 . 1 1 SD  = 1 7 . 7 4 SD  = 5 . 7  0 9

n  = 3 n  = 6 n  = 4 n  = 6

SEM = 2 . 9 7 SEM = 1 2 . 7 0 SEM = .88 SEM = 2 . 3 3

Ul
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i s  h i g h l y  r e p r o d u c i b l e  f o r  r e p l i c a t e s  o f  t h e  same sam p le  

( 2 1 3 . 8 8  + 5 . 1 6 ,  n = 3 ) .  I n  a d d i t i o n ,  tw o  ly m p h o id  l i n e s  

f r e s h l y  a s s a y e d  o v e r  a p e r i o d  o f  m on th s  show ed l i t t l e  

v a r i a t i o n  i n  t h e  am ount o f  IT P a se  a c t i v i t y  p r e s e n t .

L in e  o n e  h ad  a mean o f  2 2 7 .4 7 8  + 1 . 7 7 4  u m o le s  I M P /h r /  

gram p r o t e i n / 5 0  u l  a n a ly z e d  (n = 3 ) .  L in e  tw o  ( t h e  

IT P a se  v a r i a n t )  had  a mean o f  4 8 . 8 6 1  ±  5 . 7 0 9  u m o le s  IMP/ 

h r /g r a m  p r o t e i n / 5 0  u l  a n a l y z e d  (n = 6 ) .

S i n c e  t h e  a s s a y  i s  b a s i c a l l y  a t w o - s t e p  a s s a y ,  th e  

e f f e c t  o f  s t o r a g e  o f  th e  n e u t r a l i z e d  r e a c t i o n  m ix t u r e  

( s t e p  1) a t  -2 0 ° C  b e f o r e  a n a l y s i s  on HPLC ( s t e p  2) w as  

i n v e s t i g a t e d .  The r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  T a b le  5 i n d i c a t e  t h a t  

t h e  n e u t r a l i z e d  r e a c t i o n  m ix t u r e  i s  s t a b l e  t o  f r e e z i n g  

f o r  a minimum o f  f o u r  d a y s .  ITP i s  u n s t a b l e ,  and i t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  t h e  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  IMP s e e n  on  d a y  

e i g h t  w a s  due t o  n o n - e n z y m a t i c  d e g r a d a t i o n  o f  IT P .

The mean o f  IT P a se  a c t i v i t y  fo u n d  i n  ly m p h o id  l i n e s  

w a s  1 0 , 1 8 8  +_ 2 9 2 8  (n = 12) . The r a n g e  w as  from  5 ,9 0 6  

u m o les  IM P /h r /g r a m  p r o t e i n  t o  1 3 , 9 1 7  u m o le s  IM P /h r /gram  

p r o t e i n  ( F ig u r e  1 6 ,  T a b le  6 ) .  IT P a se  a c t i v i t y  i n  a 

ly m p h o id  l i n e  e s t a b l i s h e d  from  an i n d i v i d u a l  r e p o r t e d  

t o  h ave  no IT P a se  a c t i v i t y  i n  r e d  c e l l s  w as  fo u n d  t o  

b e  2 , 2 8 9  + 268  i n  s i x  d e t e r m i n a t i o n s ,  a p p r o x im a t e ly  

22.4%  o f  m ean . T h i s  v a l u e  w as  more t h a n  tw o  s t a n d a r d
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T a b le  6

IT P a se  A c t i v i t y  i n  Lym phoid L i n e s  b y  HPLC A s s a y

u M oles  IM P /h r /g ra m  p r o t e i n

Lym phoid #  o f  D i f f e r e n t
L in e  V a lu e  P r o t e i n  C o n c e n t r a t i o n s

1 7705  3

2 5 9 0 6  2

3 8907  3

4 1 3 , 8 2 4  3

5 5 8 0 5  2

6  1 3 ,9 1 7  2

7 1 2 ,6 3 5  2

8  1 0 , 2 7 4  2

9 1 1 , 9 1 4  1

10 1 2 , 2 0 0  3

11  8 1 7 6  2

12  1 0 , 2 0 0  1

#  o f  T im es  
A s s a y e d

3

1

2

1

3

2

1

1

1

1

2

Mean 1 0 , 1 8 8  + 2 9 2 8

SEM = 845
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T a b le  7

IT P a se  A c t i v i t y  i n  a L in e  w i t h  V a r i a n t  IT P a se  A c t i v i t y

D e t e r m i n a t i o n  #
u M oles  I M P /h r /  
Gram P r o t e i n

#  o f  D i f f e r e n t  
P r o t e i n  C o n c e n t r a t i o n s

1

2

3

4

5

6

2 0 5 4

2 6 4 0

2120

2240

2077

2613

3

3

3

3

3

2

mean

SEM

2 . 2 8 9  + 26 8  

56



F ig u r e  16

D i s t r i b u t i o n  o f  IT P a se  A c t i v i t y  i n  Human 

Lym phoid L i n e s  b y  HPLC A s s a y
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d e v i a t i o n s  fro m  t h e  mean (F ig u r e  1 6 , T a b le  7) .

P r o d u c t s  o f  t h e  IT P a se  R e a c t i o n

The enzyme a c t i v i t y  w a s  fo u n d  t o  b e  p y r o p h o s p h o r -  

l y t i c  i n  b o t h  n o rm a l ly m p h o id  l i n e s  and t h e  v a r i a n t

ly m p h o id  l i n e .  E v id e n c e  o f  t h i s  w a s  o b t a i n e d  b y

14 14i n c u b a t i n g  c e l l  l y s a t e s  w i t h  C IT P . The C ITP

u t i l i z e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w as  fo u n d  t o  b e  c o n t a m in a t e d

w i t h  5% IDP, .18% IMP, and 1% h y p o x a n t h i n e / i n o s i n e .

14 14When c o n v e r s i o n  o f  C ITP t o  C IMP w as m o n i t o r e d  by  

HPLC, no r a d i o a c t i v i t y  a b ove  t h e  l e v e l s  p r e s e n t  i n  t h e  

r a d i o - l a b e l e d  s u b s t r a t e  w as  fo u n d  i n  IDP, h y p o x a n t h i n e , 

o r  i n o s i n e  ( i f  t h e  l y s a t e s  u t i l i z e d  a s  an enzym e s o u r c e  

had b e e n  c e n t r i f u g e d  a t  2 7 , 0 0 0  x  g )  ( F ig u r e  1 7 ,  T a b le  8 ) .

H o w ever , i n  c r u d e  h o m o g e n a te s  ( l y s a t e s  w e r e  n o t  

c e n t r i f u g e d  a t  2 7 , 0 0 0  x  g) t o t a l  h y d r o l y s i s  o f  ITP 

w a s fo u n d  t o  b e  a p p r o x im a t e ly  tw o  t i m e s  a s  g r e a t  a s  

t h a t  i n  a l y s a t e  w h ic h  had  b e e n  c e n t r i f u g e d  a t  2 7 , 0 0 0  x  

g .  In  c o n t r a s t  t o  t h e  s t u d i e s  w i t h  l y s a t e s  t h a t  had b e e n  

c e n t r i f u g e d  a t  2 7 , 0 0 0  x  g ,  t h e  r e a c t i o n  a p p e a r e d  t o  

p r o c e e d  from  I T P —>IDP + Pj_ IMP + P i  s i n c e  r a d i o a c t i v i t y  

w a s fo u n d  i n  IDP (T a b le  8 ) .

The l i n e  v a r i a n t  i n  IT P a se  a c t i v i t y  w a s  fo u n d  t o  

h a v e  c o m p a r a b le  a c t i v i t y  t o  a n o rm a l l i n e  i n  t h i s  

s e d i m e n t a b l e  I T P a s e ,  w h i l e  e x h i b i t i n g  25% o f  n orm al



I T P a se  A c t i v i t y  a s  M o n i t o r e d  b y  t h e  

C o n v e r s i o n  o f  1 4 C ITP t o  14C IMP 

b y  HPLC
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T a b le  8  

14 14
C o n v e r s io n  o f  C ITP t o  C IMP M o n ito r e d  by HPLC A s s a y

% T o t a l  C o u n ts

H x / l n o

IMP

IDP

IDP

Norm al Lymphoid  
C o n t r o l  2 7 ,0 0 0  x  g  S u p e r n a t a n t

1.00  1.00

0 . 1 7  1 8 .0 0

4 . 6 7  5 . 0 0

9 4 . 3 3  7 6 .0 0

IT P a se  V a r i a n t  
( S u p e r n a t a n t )

1.00

4 . 5 0

5 . 0 0

8 9 . 0 0

Norm al Lymphoid  
(C ru d e)

1.00

2 8 .0 0

2 0 . 0 0

4 9 . 0 0

IT P a se  V a r i a n t  
(C rude)

2 . 0 0

2 4 .0 0

2 0 . 0 0

5 5 . 0 0

124



a c t i v i t y  i n  th e  c y t o s o l  I T P a se  ( F ig u r e  1 7 ,  T a b le  8 ) .

The 25% r e s i d u a l  a c t i v i t y  o f  t h e  c y t o s o l  IT P a se  i n  th e

v a r i a n t  l i n e  w a s  n o t  due t o  t h e  a c t i v i t y  o f  th e

p a r t i c u l a t e - b o u n d  I T P a s e ,  s i n c e  t h e  m ech a n ism  o f  th e  

tw o  r e a c t i o n s  a p p e a r s  t o  d i f f e r .

S t u d i e s  c o n d u c t e d  i n  s t r o m a - f r e e  r e d  c e l l  h em o-  

l y s a t e s  i n d i c a t e d  t h a t ,  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  I T P a se  a s s a y ,

IMP and ATP w e r e  n o t  d e g r a d e d  e n z y m a t i c a l l y ,  w h i l e  IDP

w a s  d e g r a d e d  a t  a p p r o x i m a t e l y  4% t h e  r a t e  o f  ITP i n  

a g r e e m e n t  w i t h  t h e  d a t a  o b t a i n e d  from  ly m p h o id  l i n e s  

b y  p h o s p h a t e  d e t e r m i n a t i o n  (T a b le  4 ) .

C o m p a r iso n  o f  HPLC A s s a y  and P h o s p h a te  A s s a y

C o m p a r iso n  o f  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  b y  HPLC a s s a y  

and p h o s p h a t e  p r o d u c t i o n  a s s a y  w e r e  i n  f a i r l y  c l o s e  

a g r e e m e n t .  The mean v a l u e  o b t a i n e d  b y  HPLC a s s a y  o f  

ly m p h o id  l i n e s  w a s  1 0 , 1 8 8  + 2 9 2 8  u m o le s  IM P /h r /g ra m  

p r o t e i n .  The mean v a l u e  o b t a i n e d  b y  p h o s p h a t e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  IT P a se  a c t i v i t y  i n  ly m p h o id  l i n e s  w a s

1 5 , 6 8 7  + 750  u m o le s  P P ^ /h r /g r a m  p r o t e i n .  The r e a c t i o n  

i s  known t o  p r o c e e d  s t o i c h i o m e t r i c a l l y  a s  ITP “-s"IMP + PP^- 

The d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  m eans c a n  e a s i l y  be e x p l a i n e d  

b y  t h e  s m a l l  s a m p le  s i z e s  (n = 4 f o r  p h o s p h a t e  a s s a y ,  

n = 12 f o r  HPLC a s s a y ) , t h e  l a r g e  p o p u l a t i o n  v a r i a n c e ,  and  

t h e  u s e  o f  d i f f e r e n t  ly m p h o id  l i n e s i n a  p o p u l a t i o n  s a m p le .

The mean v a l u e  o b t a i n e d  o f  IT P a se  a c t i v i t y  i n  a



ly m p h o id  l i n e  e s t a b l i s h e d  from  an i n d i v i d u a l  r e p o r t e d  

t o  b e  d e f i c i e n t  i n  IT P a se  a c t i v i t y  i n  r e d  c e l l s  w as  

2 ,2 8 9  + 2 6 8  u m o le s  IM P /h r /g ra m  p r o t e i n  a s  a s s a y e d  b y  

HPLC (T a b le  7 ) .  T h a t  o b t a i n e d  b y  m e a su rem en t o f  p h o s p h a t e  

p r o d u c t i o n  w as  3 , 1 1 4  +_ 912 u m o le s  IM P /h r /g ra m  p r o t e i n  

f o r  t h e  same ly m p h o id  l i n e .

H e a t  I n a c t i v a t i o n  S t u d i e s

H e a t  i n a c t i v a t i o n  s t u d i e s  o f  n o rm a l ly m p h o id  l i n e s  

and t h e  l i n e  w i t h  r e d u c e d  IT P a se  a c t i v i t y  fou nd  t h a t  

t h e  m u ta n t  l i n e  show ed  s l i g h t  i n s t a b i l i t y  t o  h e a t .

No s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  w a s  fo u n d  i n  h e a t  d e n a t u r a t i o n  

s t u d i e s  a t  50°C b e t w e e n  t h e  v a r i a n t  l i n e  and a n o rm a l  

l i n e  w hen  l y s a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  15  m i n u t e s ,  w h i l e  

l o n g e r  t i m e s  o f  i n c u b a t i o n  (up t o  o n e  h o u r)  show ed a 

s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d  l e v e l  o f  a c t i v i t y  i n  t h e  v a r i a n t  

l i n e  ( F ig u r e  1 8 ) .  P r e i n c u b a t i o n  o f  a n o rm a l and t h e  

v a r i a n t  l i n e  a t  56°C show ed s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  a c t i v i t y  

a t  a l l  t im e  p o i n t s  ( F ig u r e  1 9 ) .

S t a r c h  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s

D e t e c t i o n  o f  IT P a se  a c t i v i t y  on s t a r c h  g e l  i s  b a s e d  

on p h o s p h a t e  p r o d u c t i o n .  ITP i s  c l e a v e d  t o  IMP + PPj_ 

b y  IT P a se  im m obilized  i n  t h e  s t a r c h  g e l  a f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s .  

The PP^ i s  c l e a v e d  n o n - e n z y m a t i c a l l y  b y  t h e  a c i d  pH o f  

t h e  a c i d  m o ly b d a te  o v e r l a y .



F i g u r e  18

H e a t  I n a c t i v a t i o n  o f  IT P a se  i n  Lym phoid

L y s a t e s  I n c u b a t e d  a t  50°C

I T P a se  A c t i v i t y  D e te r m in e d  b y  HPLC A s s a y
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F i g u r e  19

H ea t I n a c t i v a t i o n  o f  IT P a se  i n  L ym phoid

L y s a t e s  I n c u b a t e d  a t  56°C

IT P a se  A c t i v i t y  D e te r m in e d  b y  HPLC A ssa y
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The enzym e p r e p a r a t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  b y  s e r i a l  

d i l u t i o n s  o f  a l y s a t e .  As c a n  be s e e n  i n  F i g u r e  2 0 ,  t h e  

l y s a t e  o f  a n orm al ly m p h o id  l i n e  d i l u t e d  l t o  4  s t a i n e d  

w i t h  a p p r o x i m a t e l y  th e  same i n t e n s i t y  a s  an u n d i l u t e d  

l y s a t e  o f  t h e  IT P a se  v a r i a n t  a t  t h e  same p r o t e i n  c o n ­

c e n t r a t i o n  .

On s t a r c h  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  th e  v a r i a n t  IT P ase  

l i n e  w as  shown t o  have  a p p r o x i m a t e l y  25% o f  t h e  a c t i v i t y  

o f  a n orm al l i n e .  The a c t i v i t y  o f  IT P a se  i n  t h i s  

v a r i a n t  l i n e  w a s  a p p r o x im a t e ly  t h e  same u t i l i z i n g  XTP, 

dITP, o r  ITP a s  a s u b s t r a t e  b y  s t a r c h  g e l  (F ig u r e  2 0 ) .



F i g u r e  20

S t a r c h  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  n o rm a l and v a r i a n t  

w e r e  t h e  s a m e .

The same c o n c e n t r a t i o n  o f  ITP and XTP was  

u t i l i z e d  f o r  d e t e c t i o n  o f  IT P a se  a c t i v i t y .
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M e t a b o l i c  S t u d i e s  i n  Red C e l l s

A n a l y s i s  by  T h in  L a v er  C hrom atograph y

S i n c e  ITP a c c u m u la t io n  w a s  i n i t i a l l y  r e p o r t e d  i n  r e d  

c e l l s ,  human e r y t h r o c y t e s  w e r e  c h o s e n  f o r  p r e l i m i n a r y  s t u d i e s  

o f  ITP m e t a b o l i s m .  Red c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  r a d i o -  

l a b e l e d  i n o s i n e  f o r  one t o  tw o  h o u r s  un d er  c o n d i t i o n s  t h a t  

w e re  r e p o r t e d  t o  r e s u l t  i n  ITP a c c u m u la t io n  i n  some i n d i v i d u a l s .  

A l i q u o t s  o f  t h e  r e a c t i o n  m ix t u r e  w e r e  s p o t t e d  on  PEI c e l l u l o s e  

s h e e t s  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  The amount o f  n u c l e o t i d e  

com pounds p r e s e n t  i n  an a l i q u o t  o f  c e l l  e x t r a c t  w as  b e n e a t h  

t h e  l e v e l  n e e d e d  t o  v i s u a l i z e  t h e  n u c l e o t i d e  on PEI c e l l u l o s e  

b y  U .V . l i g h t .  T h e r e f o r e ,  r a d i o - l a b e l e d  p r e c u r s o r s  w e r e  

u t i l i z e d  and c a r r i e r  s t a n d a r d s  add ed  t o  e a c h  c h a n n e l .  A u to ­

r a d io g r a m s  o f  t h e  t h i n  l a y e r  ch rom atogram  w e re  d e v e lo p e d  t o  

l o c a l i z e  a r e a s  o f  r a d i o a c t i v i t y .  T h ese  a r e a s  w e r e  t h e n  e l u t e d  

from  t h e  ch ro m a to g ra m .

When r e d  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  tw o  h o u r s  un der  

t h e  s t a t e d  i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s ,  t h e  r a d i o a c t i v i t y  was  

p r e s e n t  i n  a b an d  t h a t  c o m ig r a t e d  w i t h  a u t h e n t i c  AMP/IMP.

L e s s e r  am ou nts  o f  r a d i o a c t i v i t y  w e r e  fou n d  i n  a band t h a t  

c o m ig r a t e d  w i t h  ATP. An a r e a  o f  r a d i o a c t i v i t y  w as b a r e l y  

v i s i b l e  i n  t h e  r e g i o n  o f  ADP (T a b le  9 ) .  A n a l y s i s  o f  n u c l e o ­

s i d e s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  r a d i o - l a b e l e d  b a s e  o r  

n u c l e o s i d e  p r e s e n t  w as  h y p o x a n th in e  (T a b le  9 ) .



T a b le  9

R a d io - L a b e le d  Compounds P r e s e n t  i n  Human E r y t h r o c y t e s  
I n c u b a t e d  f o r  Two H ours w i t h  8 - ^ C  I n o s i n e  

A n a ly z e d  b y  T h in  L a y e r  C h rom atograp h y

% T o t a l  cpm

Compound S am p le  1 Sam ple  2

GTP 0 0

ITP 0 0

ATP 4 4

IDP 0 0

ADP 1 1

GMP 0 0

AMP/IMP 69 71

h y p o x a n t h in e 26 23

i n o s i n e 1 1

x a n t h i n e 0 0

g u a n o s in e 0 0

a d e n in e 0 0

a d e n o s i n e 0 0

u r i c  a c i d 0 0
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A n a l y s i s  b y  H igh  P r e s s u r e  L i q u i d  C h rom atograp h y

I t  b ecam e a p p a r e n t  t h a t  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  was  

r e q u i r e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  IT P . T h e r e f o r e ,  n u c l e o t i d e s  

w e r e  a n a l y z e d  b y  h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a to g r a p h y .  I n i t i a l  

a n a l y s i s  o f  n u c l e o t i d e s  by  HPLC u t i l i z i n g  p u b l i s h e d  m eth o d s  

d id  n o t  r e s u l t  i n  a d e q u a te  s e p a r a t i o n  o f  i n o s i n e  and a d e n o s i n e  

n u c l e o t i d e s .  H e n c e ,  d e v e lo p m e n t  o f  a h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  

c h r o m a to g r a p h y  s y s t e m  p a r t i c u l a r l y  s u i t e d  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  

i n o s i n e  n u c l e o t i d e s  and n u c l e o s i d e s  w as i n i t i a t e d .  The a d v a n ta g e  

o f  t h i s  a n a l y s i s  s y s t e m  w a s  t h a t  u n l a b e l e d  com pounds c o u l d  b e  

q u a n t i t a t e d  a s  w e l l  a s  l a b e l e d  co m p o u n d s . A t y p i c a l  s e p a r a t i o n  

o f  p u r i n e  and p y r i m i d i n e  b a s e  and n u c l e o s i d e  s t a n d a r d s  i s  shown  

i n  F i g u r e  2 1 .  S e p a r a t i o n  o f  p u r i n e  and p y r i m i d i n e  n u c l e o t i d e s  

i s  show n i n  F i g u r e  2 2 .  The r e t e n t i o n  t i m e s  o f  s t a n d a r d  com -  

p o u n d sw ere  i n i t i a l l y  d e t e r m in e d  i n d i v i d u a l l y  i n  t h e s e  s y s t e m s .

The r e t e n t i o n  t im e  o f  t h e  p u r i n e  and p y r i m i d i n e  n u c l e o t i d e s  

on a SAX a n i o n  e x c h a n g e  c o lu m n , u n d e r  s t a t e d  b u f f e r  c o n d i t i o n s ,  

i s  show n i n  T a b le  1 0 .  The r e t e n t i o n  t im e  o f  p u r i n e  and p y r i ­

m id in e  b a s e s  and n u c l e o s i d e s  on a C-j_8  m ic r o b o n d p a k  co lum n  

i s  shown i n  T a b le  1 1 .  A b s o l u t e  r e t e n t i o n  t i m e s  v a r i e d  som e­

w h a t  i n  c e l l  e x t r a c t s ;  t h e r e f o r e ,  r e l a t i v e  r e t e n t i o n  t i m e s  

w h ic h  r e m a in e d  c o n s t a n t  w e r e  a l s o  m o n i t o r e d .

Human e r y t h r o c y t e s  i n c u b a t e d  w i t h  50 uM i n o s i n e  show ed  

a t h i r t y  f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  amount o f  IMP (T a b le  1 2 ) .



F i g u r e  21

S e p a r a t i o n  o f  N u c l e o s i d e  S t a n d a r d s  b y  HPLC 

c o n d i t i o n s  a s  d e s c r i b e d  i n  m e th o d s  s e c t i o n

A b so r b a n c e  a t  248  n a n o m e te r s  

A b so r b a n c e  f u l l  s c a l e  = .0 1
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F i g u r e  22

S e p a r a t i o n  o f  N u c l e o t i d e  S t a n d a r d s  b y  HPLC 

c o n d i t i o n s  a s  d e s c r i b e d  i n  m e th o d s  s e c t i o n

A b so r b a n c e  a t  24 8  n a n o m e te r s
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Table 10

R e t e n t i o n  T i m e  o f  N u c l e o t i d e  S t a n d a r d s  

R e t e n t i o n  T i m e
( i n  M i n u t e s )  s . d .  N u m b e r  o f  R u n s

CMP 7 . 8 3  0 . 0 4  1 6

NAD 7 . 8 8  0 . 3 2  5

UMP 8 . 5 1  0 . 2 0  1 1

AMP 9 . 8 8  0 . 0 5  17

IMP 10  . 5 0  0 . 1 0  13

GMP 1 4 . 1 3  0 . 2 2  12

UDPG 1 4 . 6 5  1

XMP 1 5 . 0 0  0 . 2 6  4

UDP 1 8 . 1 0  0 . 3 4  12

NADP 1 9 . 1 2  0 . 6 5  3

CDP 1 9 . 5 1  0 . 3 1  8

I D P  2 0 . 3 8  0 . 0 9  20

ADP 2 2 . 5 0  0 . 2 0  1 8

d I D P  2 3 . 1 0  1

GDP 2 4 . 6 0  0 . 3 4  12

XDP 2 6 . 2 5  0 . 0 3  5

UTP 2 9 . 2 5  0 . 2 6  16

CTP 3 0 . 8 8  0 . 1 7  16

I T P  3 2 . 7 5  0 . 0 9  2 8

ATP 3 6 . 5 0  0 . 1 6  2 0

d I T P  3 6 . 5 3  2

GTP 4 0 . 2 5  0 . 0 8  17

XTP 4 3 . 6 4  0 . 3 4  4

dATP 4 3 . 6 4  1
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T a b le  11

R e t e n t i o n  Time o f  N u c le o s id e  S t a n d a r d s  

R e t e n t i o n  Time
( i n  m in u t e s )  s . d .  Number o f  Runs

U r a c i l  3 . 9 2  0 . 5 4  15

C y t i d i n e  5 . 1 2  0 . 8 4  14

H y p o x a n th in e  6 . 4 4  0 . 1 0  15

U r i d i n e  6 . 7 2  0 . 0 5  7

D e o x y c y t i d i n e  7 . 2 5  0 .1 3  3

X a n t h in e  7 . 2 8  0 . 1 2  9

I n o s i n e  1 1 . 4 3  0 . 1 4  12

X a n t h o s i n e  1 1 . 7 6  0 . 2 7  15

G u a n o s in e  1 2 .3 3  0 . 1 1  9

A i e n i n e  1 2 . 8 3  0 . 1 5  15

D e o x y i n o s i n e  1 3 . 1 4  0 . 1 8  5

D e o x y g u a n o s in  1 4 . 5 0  1

T y m id in e  1 4 . 6 6  0 . 1 0  7

A d e n o s in e  1 9 . 7 3  0 . 2 6  12

D e o x y a d e n o s in e  2 2 . 0 2  0 . 1 3  4
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T a b le  12

R e s p o n s e  o f  Human E r y t h r o c y t e s  t o  I n c u b a t i o n  w i t h  I n o s i n e  
n a n o m o l e s / 1 0 ^ c e l l s

0  t im e  1  h r .  2  h r .
- I n o s i n e + 1 n o s i n e - I n o s i n e ' t l n o s i n e

IMP 0 . 0 6 0 . 1 5 1 . 5 0 0 . 5 1 . 5

AMP 0 . 2 4 0 . 1 8 0 . 2 9 0 . 3 5 0 . 2 6

GMP 0 . 1 6 0 . 1 8 0 .1 3 0 . 1 2 0 . 1 2

IDP — — — — —

ADP 2 .9 2 1 . 9 8 1 . 6 0 1 .4 9 1 . 9

GDP 0 . 5 6 0 . 4 4 0 . 4 6 0 . 3 2 0 . 4 7

ITP — — — — —

GTP 2 . 4 1 2 . 4 6 2 . 0 8 2 . 9 3 1 .8 9

ATP 1 8 . 0 2 7 . 6 2 4 . 6 1 7 . 1 2 8 . 9

CTP 0 . 0 6 0 . 2 8 0 . 2 8 0 . 2 8 0 . 1 8

UTP 0 . 0 6 0 . 1 5 0 . 1 5 0 .0 7 0 . 1 4



14 4

On i n c u b a t i o n  a l o n e  t h e r e  w as  a t e n  f o l d  i n c r e a s e  o f  IMP.

T h e re  w a s  n o  c o r r e s p o n d i n g  i n c r e a s e  i n  GTP, GDP, GMP, ADP, 

o r  AMP. W h i le  t h e  am ount o f  CTP and UTP sh ow s a s l i g h t  

i n c r e a s e ,  t h e  i n c r e a s e  w a s  p r e s e n t  i f  t h e  c e l l s  w e re  i n c u b a t e d  

i n  t h e  i n c u b a t i o n  medium a l o n e .  Thus t h e  i n c r e a s e  o f  CTP 

and UTP w a s  due t o  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  i n c u b a t i o n  medium and  

n o t  due t o  i n c u b a t i o n  w i t h  i n o s i n e .  No ITP w as p r e s e n t  u n d er  

t h e s e  c o n d i t i o n s  ( F ig u r e  2 3 ) .  I t  w as  p o s s i b l e  w i t h  t h e  l a r g e  

am ount o f  ATP p r e s e n t  that Tl'P mdcfat h a v e  b e e n  b u r i e d  u n d er  t h e  

ATP p e a k ,  s o  s t a n d a r d  ITP, IDP, and IMP w ere  c o c h r o m a to g r a p h e d  

w i t h  t h e  c e l l  e x t r a c t  ( F ig u r e  2 4 ) .  The l i m i t  o f  d e t e c t i o n  

w as 25 p i c a m o l e s  o f  ITP r e l a t i v e  t o  289 n a n o m o le s  o f  ATP. 

F i g u r e  24 i l l u s t r a t e s  t h e  p o s i t i o n  o f  ITP r e l a t i v e  t o  t h e  

p o s i t i o n  o f  ATP i n  t h e  c e l l  e x t r a c t s .  F i g u r e  25 sh ow s t h e  

s e p a r a t i o n  o f  n u c l e o s i d e s  and b a s e s  p r e s e n t  i n  th e  c e l l  

e x t r a c t .  U nd er  t h e s e  i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s  n o rm a l r e d  c e l l s  

fro m  t h r e e  i n d i v i d u a l s  d i d  n o t  show  ITP a c c u m u l a t i o n .

A t tw o  h o u r s  o f  i n c u b a t i o n  no i n o s i n e  o r  d e o x y i n o s i n e  

w a s d e t e c t a b l e .  H o w ev er ,  t h e r e  w as an  i n c r e a s e  i n  h y p o -  

x a n t h i n e .  F i g u r e  26 i n d i c a t e d  t h a t  d e o x y i n o s i n e  and  i n o s i n e  

w o u ld  h a v e  b e e n  v i s i b l e  i f  p r e s e n t .

E x t r a c t i o n  o f  F r e e  N u c l e o t i d e s

E a r l i e r  s t u d i e s  i n d i c a t e d  a h i g h  l e v e l  o f  n o n s p e c i f i c  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  ly m p h o id  l i n e s .  I n v e s t i g a t i o n  o f  

e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e s  w as  i n i t i a t e d  i n  t h e  h op e  o f  m i n i m i z i n g



F i g u r e  23

F r e e  N u c l e o t i d e  C o n t e n t  i n  Human E r y t h r o c y t e s

A b so r b a n c e  a t  248  n a n o m e te r s

C o n d i t i o n s  a s  d e s c r i b e d  i n  m e th o d s  s e c t i o n
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F i g u r e  24

F r e e  N u c l e o t i d e  C o n t e n t  i n  Human E r y t h r o c y t e s  

p l u s  i n t e r n a l  s t a n d a r d s  o f  IMP, IDP, and ITP

A b so r b a n c e  a t  248  n a n o m e te r s
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F i g u r e  25

N u c l e o s i d e  and B a se  C o n t e n t  i n  a Human E r y t h r o c y t e  E x t r a c t

A b so r b a n c e  a t  2 48  n a n o m e te r s
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F i g u r e  26

N u c l e o s i d e  and B a se  C o n t e n t  i n  Human E r y t h r o c y t e  E x t r a c t s  

p l u s  i n t e r n a l  s t a n d a r d s  o f  h y p o x a n t h i n e ,  i n o s i n e ,  

d e o x y i n o s i n e ,  a d e n o s i n e ,  and d e o x y a d e n o s in e
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T a b le  13

I n v e s t i g a t i o n  o f  E x t r a c t i o n  P r o c e d u r e s

S t a n d a r d s — % R e c o v e r y  o f  U n e x t r a c t e d  S t a n d a r d  

M ethod I n o s i n e  ITP

PCA + KOH 78  65

PCA + F r e o n  Amine 79 70

70%* M e th a n o l  8 6  81

'fc “fc
70% M e th a n o l  7 5

*ITP added a f t e r  m e t h a n o l  w a s  a d d e d .

**ITP added t o  c e l l  m ix t u r e  p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  M e t h a n o l .
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t h e  e x p o s u r e  o f  ITP t o  n o n s p e c i f i c  n u c l e o t i d a s e .

In  a d d i t i o n ,  ITP i s  a compound t h a t  i s  p a r t i c u l a r l y  a c i d  

l a b i l e .  E x t r a c t i o n  o f  f r e e  n u c l e o t i d e s  i s  c l a s s i c a l l y  

p e r fo r m e d  u s i n g  p e r c h l o r i c  a c i d ,  f o l l o w e d  b y  n e u t r a l i z a t i o n  

o f  t h e  e x t r a c t .  T h e r e f o r e ,  v a r i o u s  m eth o d s  o f  n e u t r a l i z a t i o n  

w e r e  i n v e s t i g a t e d .  I t  w a s  fo u n d  t h a t  ITP w as more s t a b l e  

t o  f r e o n - a m i n e  n e u t r a l i z a t i o n  t h a n  t o  n e u t r a l i z a t i o n  w i t h  

KOH. H ow ever , b o t h  o f  t h e s e  m e th o d s  d ep en d  on t h e  s k i l l  

o f  t h e  i n v e s t i g a t o r ,  d e p e n d in g  on t h e  s p e e d  w i t h  w h ic h  t h e  

e x t r a c t  i s  n e u t r a l i z e d  a f t e r  PCA a d d i t i o n .  E x t r a c t i o n  w i t h  

70% m e t h a n o l  d o e s  n o t  s u b j e c t  t h e  n u c l e o t i d e s  t o  a c i d  c o n ­

d i t i o n s .  T h e r e f o r e ,  e x t r a c t i o n  w i t h  m e th a n o l  w as com pared  t o  

t h e  tw o  o t h e r  m e t h o d s .  ITP w a s  ad d ed  a f t e r  e x t r a c t i o n  w i t h  

p e r c h l o r i c  a c i d  o r  m e t h a n o l .  The m e th a n o l  e x t r a c t s  w e re  

e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  and  r e c o n s t i t u t e d .  The PCA e x t r a c t s  

w e r e  n e u t r a l i z e d  w i t h  e i t h e r  KOH o r  f r e o n  a m in e .  As show n  

i n  T a b le  1 3 ,  ITP i s  m ore s t a b l e  t o  m e th a n o l  th a n  t o  e i t h e r  o f  

t h e  m e th o d s  u s i n g  p e r c h l o r i c  a c i d .

I n  a d d i t i o n ,  i t  w a s  fou n d  t h a t ,  i f  ITP w as added  t o  a c e l l  

m ix t u r e  p r i o r  t o  e x t r a c t i o n  b y  70% m e t h a n o l ,  a p p r o x i m a t e l y  75% 

o f  t h e  ITP w as r e c o v e r e d .  T h i s  w o u ld  r u l e  o u t  s u b s t a n t i a l  

d e g r a d a t i o n  o f  ITP b y  a n u c l e o t i d a s e  p r e s e n t  i n  t h e  c e l l  e x t r a c t .  

M e t a b o l i c  S t u d i e s — Lym phoid L i n e s

ITP a c c u m u l a t i o n  i n  i n t a c t  c e l l s  o t h e r  t h a n  e r y t h r o c y t e s  h as  

n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  d e m o n s t r a t e d .  I t  i s  p resu m ed  t h a t  t h e
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XTPase a c t i v i t y  i n  ly m p h o id  t i s s u e  i s  s u f f i c i e n t  t o  d e g r a d e  

a l l  o f  t h e  ITP s y n t h e s i z e d  o r  t h a t  t h i s  t i s s u e  l a c k s  t h e  

a b i l i t y  t o  s y n t h e s i z e  IT P . The d i s c o v e r y  o f  an i n d i v i d u a l  

w i t h  r e d u c e d  a c t i v i t y  o f  IT P a se  i n  ly m p h o id  c e l l s  p r e s e n t e d  

a u n iq u e  o p p o r t u n i t y  t o  i n v e s t i g a t e  p a r a m e t e r s  a f f e c t i n g  ITP 

a c c u m u l a t i o n .

B e c a u s e  o f  t h e  l e v e l  o f  r e s i d u a l  enzym e a c t i v i t y  (20%) 

i n  t h e  IT P a se  v a r i a n t  i t  w as  u n c e r t a i n  i f  a n y  m e t a b o l i c  

a b n o r m a l i t i e s  w o u ld  e x i s t  i n  t h e s e  ly m p h o id  c e l l s .  An i n i t i a l  

i n v e s t i g a t i o n  o f  a g r o w in g  c e l l  c u l t u r e  r e v e a l e d  t h a t  t h e  

IT P a se  v a r i a n t  l i n e  c o n t a i n e d  0 . 1 4 4  n a n o m o le /1 0 ^  c e l l s  o f  

IT P . No ITP w as d e t e c t e d  i n  t h e  n o rm a l c o n t r o l .  F u r t h e r m o r e ,  

on i n c u b a t i o n  i n  a g l u c o s e  medium ITP w a s  a l s o  p r e s e n t  i n  t h e  

v a r i a n t  l i n e .  When 8 - ^ C  i n o s i n e  ( c o n d i t i o n s  a s  d e s c r i b e d  

i n  t h e  m e th o d s  s e c t i o n )  w as  add ed  t o  t h e  i n c u b a t i o n  medium, 

t h e s e  c e l l s  s y n t h e s i z e d  ITP a t  a r a t e  t h a t  w a s  l i n e a r  f o r  tw o  

h o u r s  ( 0 . 0 3 1  n a n o m o l e s / 1 0 6  c e l l s  a t  one h o u r  and 0 . 0 6 4  

n a n o m o le s /1 0 ^  c e l l s  a t  tw o  h o u r s ) . I n  c o n t r a s t ,  t h e  n o rm a l  

c e l l  l i n e  had  no  ITP p r e s e n t  i n  t h e  g l u c o s e  i n c u b a t i o n  e x t r a c t ,  

and a s m a l l  am ount o f  ITP p r e s e n t  a t  one h o u r  o f  i n c u b a t i o n  

w i t h  i n o s i n e ,  b u t  no d e t e c t a b l e  ITP a t  tw o  h o u r s  ( n o t  

d e t e c t a b l e  e i t h e r  b y  cpm o r  U .V . a b s o r b i n g  m a t e r i a l ) . IDP 

w as p r e s e n t  i n  d e t e c t a b l e  am ou nts  when ITP w as p r e s e n t .  

R a d i o - l a b e l e d  IDP w a s  p r e s e n t  i n  th e  IT P a se  v a r i a n t . ITP w as
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p o s i t i v e l y  i d e n t i f i e d  b y  c o l l e c t i n g  t h e  p e a k ,  h y d r o l y z i n g

w i t h  a c i d  t o  t h e  b a s e ,  and d e t e r m in in g  t h a t  b o t h  t h e  U .V .

a b s o r b i n g  m a t e r i a l  and r a d i o a c t i v i t y  now e l u t e d  w i t h  t h e

e x p e c t e d  r e t e n t i o n  t im e  o f  h y p o x a n t h in e  ( s e e  m eth o d s  s e c t i o n ) .

When t h e  i n o s i n e  i n c o r p o r a t i o n  e x p e r im e n t  w a s  r e p e a t e d ,  ITP

a g a in  a c c u m u la t e d  b u t  i n  a s l i g h t l y  d i f f e r e n t  p a t t e r n .  I n

t h i s  e x p e r i m e n t  n o  ITP w a s  p r e s e n t  i n  t h e  f r e e  n u c l e o t i d e s

o f  t h e  IT P a se  v a r i a n t  grow n i n  c o m p le t e  c u l t u r e  m e d ia  ( F ig u r e  2 7 ) .

When t h e s e  c e l l s  w ere  s w i t c h e d  t o  a g l u c o s e  p h o s p h a t e  m ed ia

f o r  t w e n t y - f i v e  m i n u t e s ,  t h e r e  w as  s t i l l  no ITP p r e s e n t .

H o w ev er , on a d d i t i o n  o f  i n o s i n e  t h e s e  c e l l s  s y n t h e s i z e d
£

0 . 3 1  n a n o m o le s  I T P /1 0  c e l l s  i n  one h o u r ,  and 0 . 0 6 4  n a n o m o le s  

IT P /1 0 ^  i n  tw o  h o u r s  ( F ig u r e  2 9 ) .  I n  c o n t r a s t ,  n o  ITP was  

d e t e c t e d  i n  t h e  n o r m a ls  a t  z e r o  t im e  o r  tw o  h o u r s  o f  i n c u b a t i o n  

( F i g u r e s  28  and 3 0 ) .  A t  one h o u r  a s m a l l  am ount o f  ITP, 

one f i f t i e t h  o f  t h a t  i n  t h e  v a r i a n t ,  w a s  a c c u m u la t e d  (0 . 0 0 1  

n a n o m o le s  IT P /1 0 ^  c e l l s ) .

F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  w a s  c e n t e r e d  on  d e t e r m i n i n g  t h e  

c o n d i t i o n s  o f  c e l l  c u l t u r e  w h ic h  w e re  p e r m i s s i v e  f o r  ITP 

a c c u m u l a t i o n .  S i n c e  t h e  IT P a se  v a r i a n t  w a s  fo u n d  t o  h a v e  a 

m i l d l y  u n s t a b l e  e n zy m e , i t  w as p o s s i b l e  t h a t  t h e  c e l l s  

p o s s e s s e d  e n o u g h  r e s i d u a l  IT P a se  a c t i v i t y  t o  d e g r a d e  a l l  o f  

t h e  ITP s y n t h e s i z e d  w h i l e  a c t i v e l y  s y n t h e s i z i n g  p r o t e i n  i n  

l o g  p h a s e ,  b u t  a t  s t a t i o n a r y  p h a s e  l a c k e d  e n o u g h  r e s i d u a l  

a c t i v i t y  t o  d e g r a d e  a l l  th e  ITP s y n t h e s i z e d .



F i g u r e  27

F r e e  N u c l e o t i d e  C o n t e n t  i n  a  Lym phoid L y s a t e  

o f  IT P a se  V a r i a n t

A b s o r b a n c e  a t  248  n a n o m e te r s  

F u l l  s c a l e  . 0 8  t o  XMP 

. 0 1  t o  CDP 

.0 4  ADP and GDP 

. 0 2  UTP 

. 0 1  CTP

.0 8  ATP and GTP 

N o te  s w i t c h  i n  f u l l  s c a l e  d u r in g  a n a l y s i s



A
B

S
O

R
B

A
N

C
E

ATP

UTP

IMP
NAD—

CTP
GTPXMP ADP

NADPGMP
GDP

srU_JAMP

MINUTES

158



F i g u r e  28

F r e e  N u c l e o t i d e  C o n t e n t  i n  a  Lym phoid L y s a t e  

o f  I T P a se  N orm al C e l l s

A b so r b a n c e  a t  24 8  n a n o m e te r s  

F u l l  s c a l e  . 0 8  t o  XMP 

. 0 1  t o  CDP 

. 0 4  ADP and GDP 

.0 2  UTP 

. 0 1  CTP 

.0 2  ATP 

. 0 4  GTP

N o t c h a n g e  i n  f u l l  s c a l e  d u r in g  a n a l y s i s
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F i g u r e  29

F r e e  N u c l e o t i d e  C o n t e n t  and R a d i o a c t i v i t y

P r e s e n t  i n  IT P a se  V a r i a n t  Lymphoid L in e s

14I n c u b a t e d  f o r  Two H ours w i t h  8 -  C I n o s i n e  

A n a ly z e d  b y  HPLC 

A b so rb a n c e  a t  248  n a n o m e te r s  

F u l l  s c a l e  .0 8  t o  XMP 

. 0 1  t o  ITP 

.0 2  ATP and GTP 

N o te  ch an ge  i n  f u l l  s c a l e  d u r i n g  a n a l y s i s
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F i g u r e  3 0

F r e e  N u c l e o t i d e  C o n t e n t  and R a d i o a c t i v i t y  

P r e s e n t  i n  a IT P a se  N orm al Lym phoid L in e  

I n c u b a t e d  w i t h  8 - ^ 4 C I n o s i n e  f o r  Two H ours  

A n a ly z e d  b y  HPLC 

A b so r b a n c e  a t  24 8  n a n o m e te r s  

F u l l  s c a l e  .0 8  t o  XMP 

. 0 1  t o  CTP 

.0 2  ATP and CTP 

N o te  f u l l  s c a l e  c h a n g e  d u r in g  a n a l y s i s
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C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  c o m p le t e  m e d ia  a t  a 

d e n s i t y  o f  2  x  1 0  ̂ c e l l s  p e r  m i l l i l i t e r  and a l l o w e d  t o  grow  

f o r  s e v e n  d a y s .  C e l l s  w e re  c o u n t e d  and h a r v e s t e d  a t  d a i l y  

i n t e r v a l s .  The c e l l s  e n t e r e d  l o g  p h a s e  on day  1 and w e r e  

i n  s t a t i o n a r y  p h a s e  on  d ay  t h r e e .  N u c l e o t i d e  c o n t e n t  w as  

fo u n d  t o  i n c r e a s e  d u r in g  l o g  g r o w th  and d e c r e a s e  i n  s t a t i o n a r y  

p h a s e  ( F ig u r e  3 1 ) ,  c o n f i r m i n g  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  B r e n t o n  

e t  a l .  ( 1 6 3 ) .  I n c u b a t i o n  w i t h  l a b e l e d  i n o s i n e  on d a y  3 d id  

n o t  r e s u l t  i n  ITP s y n t h e s i s  i n  e i t h e r  t h e  n o rm a l o r  t h e  

v a r i a n t .  I n c u b a t i o n  w i t h  h y p o x a n t h in e  on d a y  3 a l s o  d id  

n o t  r e s u l t  i n  ITP s y n t h e s i s .  I n  l a t e r  e x p e r i m e n t s  c e l l s  

i n  l a t e  s t a t i o n a r y  p h a s e  a l s o  d i d  n o t  a c c u m u la t e  IT P .

The n e x t  p a r a m e t e r  i n v e s t i g a t e d  w a s  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

c u l t u r e  m edium . IMP h a s  s e v e r a l  a l t e r n a t i v e  p a th w a y s  a v a i l a b l e .  

C o n v e r s io n  o f  IMP t o  AMP i s  d e p e n d e n t  on  t h e  p r e s e n c e  o f  

a s p a r t a t e  a s  a c o f a c t o r .  C o n v e r s i o n  o f  IMP t o  GMP i s  

d e p e n d e n t  on g lu t a m in e  a s  a c o f a c t o r .  L i m i t a t i o n s  i n  t h e  

a v a i l a b i l i t y  o f  e i t h e r  o f  t h e s e  c o f a c t o r s  w o u ld  r e s u l t  i n  

b l o c k a g e  o f  an a l t e r n a t e  p a t h w a y .  I n o s i n e  i n c o r p o r a t i o n  

s t u d i e s  d e m o n s t r a t e d  t h a t ,  w hen g l u t a m i n e  w a s  a b s e n t  and  

a s p a r t a t e  w a s  p r e s e n t  i n  th e  m e d ia ,  ITP w as s y n t h e s i z e d  

( 0 . 0 1 1  n a n o m o le /1 0 ^  c e l l s / t w o  h o u r s ) . I n  c o n t r a s t ,  c e l l s  

t h a t  w e r e  grow n i n  m e d ia  w h ic h  e i t h e r  c o n t a i n e d  b o t h  a s p a r t a t e  

and g lu t a m i n e  o r  g l u t a m i n e  w i t h o u t  a s p a r t a t e  f o r  t w e n t y  f o u r  h o u r s  

d i d  n o t  a c c u m u la t e  ITP w h en  i n c u b a t e d  w i t h  i n o s i n e  (T a b le  1 4 ) .



F i g u r e  31

F r e e  N u c l e o t i d e  C o n t e n t  a t  V a r i o u s  T im es o f  

S u b c u l t u r e  i n  a IT P a se  V a r i a n t  and a IT P a se  

Norm al Lym phoid L in e  

A n a l y s i s  b y  HPLC
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R a n d o m + G l u t .

T a b l e  1 4

I T P  n a n o m o l e s / l O 6 

+ A s p .  + G l u t .  - A s p .

c e l l s

- G l u t . + A s p . - G l u t . - A s p .
N o r m a l V a r i a n t N o r m a 1 V a r i a n t N o r m a l V a r i a n t N o r m a l V a r i a n t N o r m a l V a r i a n t

0  t i m e 0 0 0 0 . 0 0 1 0 0 0 . 0 0 1 0 . 0 0 5 0 0 . 0 1 1

g l u e  0 0 0 . 0 7 2 0 0 . 0 0 2 0 0 . 0 0 1 0 0 . 0 1 1 0 0 . 0 1 0

1 '  i n o 0 . 0 0 1 0 . 0 3 8 0 0 . 0 0 1 0 0 0 . 0 0 1 0 . 0 0 3 0 . 0 0 2 0 . 0 0 5

2 ' i n o 0 0 . 0 6 8 0 0 0 0 0 0 . 0 0 1 0 0 . 0 1 0

0 t i m e 0 . 0 0 5 0 . 1 6 9 0 0 . 0 0 2

I D P

0 . 0 0 1 0 . 0 0 1 0 . 0 0 1 0 . 0 0 1 0 . 0 1 0 0

g l u e  0 0 0 . 0 0 4 0 0 0 0 0 0 . 0 0 1 0 0

1 '  i n o 0 0 . 0 0 6 0 0 0 . 0 0 1 0 0 0 . 0 0 2 0 0 . 0 0 2

2 ' i n o 0 0 . 0 1 4 0 0 0 0 0 0 . 0 0 2 0 0 . 0 3 0

0 t i m e 0 . 2 6 7 0 . 5 2 6 0 . 1 2 7 0 . 1 3 7

I M P

0 . 1 3 7 0 . 1 3 1 0 . 0 3 4 0 . 0 2 3

g l u e  0 1 . 1 2 0 1 . 1 6 3 0 . 1 4 2 0 . 2 0 4 0 . 8 5 1 0 . 4 2 9 0 . 1 0 6 0 . 1 2 5 0 . 1 0 4 0 . 5 4 9

1 '  i n o 1 . 0 1 3 2 . 3 3 8 0 . 8 5 9 0 . 8 8 4 0 . 8 9 3 0 . 6 5 2 0 . 0 7 3 0 . 8 8 3 0 . 0 7 0 1 . 9 7 0

2 1 i n o 1 . 2 2 0 2 . 3 5 0 0 . 4 6 0 0 . 9 1 0 0 . 7 8 7 — 0 . 2 1 1 1 . 3 8 0 0 . 0 5 8 1 . 9 7 0

1
6

8
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I n  a d d i t i o n  t o  a l t e r a t i o n s  i n  ITP c o n t e n t ,  o t h e r  

a l t e r a t i o n s  w e r e  o b s e r v e d  i n  c e l l s  grow n i n  g lu t a m i n e  f r e e  

m ed ia  w hen i n c u b a t e d  w i t h  e x o g e n o u s  i n o s i n e .  The r a t i o  o f  

ATP/GTP d ro p p ed  s i g n i f i c a n t l y  i n  t h e  v a r i a n t  l i n e  fro m  t h a t  

o b s e r v e d  i n  t h e  n o rm a l c o n t r o l  u n d er  t h e  same c o n d i t i o n s  

(n o rm a l 4 . 6 5  v s .  v a r i a n t  1 . 0 5 ) .  The d ro p  i n  t h i s  r a t i o  w as  

due t o  a d ro p  i n  t h e  c o n t e n t  o f  ATP i n  t h e  v a r i a n t  l i n e ,  n o t  

due t o  i n c r e a s e d  GTP ( T a b le s  15  and 1 6 ) .  AMP w as p r e s e n t  i n  

g r e a t e r  am ou n ts  i n  t h e  v a r i a n t  l i n e  ( 0 . 9 7 9  i n  t h e  v a r i a n t  

l i n e ,  0 . 0 4 7  i n  t h e  n o r m a l l i n e  f o r  one h o u r  i n c u b a t i o n  w i t h  i n o s i n e )  

(T a b le  1 7 ) .  T o t a l  a d e n in e  n u c l e o t i d e s  w e re  n o t  d i f f e r e n t  

i n  t h e  n o rm a l and v a r i a n t  l i n e s .  I n  a d d i t i o n ,  tw o  t i m e s  a s  

much IMP w as p r e s e n t  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  ITP s y n t h e s i s .

T h ese  a l t e r a t i o n s  w e r e  o b s e r v e d  u n d er  a l l  c o n d i t i o n s  

w h e r e  ITP a c c u m u la t io n  w as  n o t e d .  T h u s, T a b l e s  14  and 22 d e m o n s t r a t e  

t h a t  t h e  r a t i o  o f  ATP/GTP i s  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  u n d er  

c o n d i t i o n s  o f  ITP s y n t h e s i s  i n  t h e  IT P a se  v a r i a n t  l i n e  and  

n o r m a l s .  The r a t i o  o f  ATP/GTP i s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  

i n  t h e  v a r i a n t  l i n e  from  n o rm a l l i n e s  when no  ITP i s  a c c u m u la t e d .

Many o f  t h e  d i f f e r e n t i a l  e f f e c t s  o b s e r v e d  i n  g l u t a m in e  

f r e e  m e d ia  w e re  a l s o  p r e s e n t  i n  g l u t a m i n e  f r e e  a s p a r t a t e  f r e e  

m e d ia .  H o w ev er , t h e  ATP/GTP r a t i o  d rop  w as n o t  a s  e v i d e n t  

i n  c e l l s  grown i n  t h e  m e d ia  t h a t  w as  m i s s i n g  a s p a r t a t e  and  

g l u t a m i n e  a s  t h o s e  grow n i n  g lu t a m i n e  f r e e ,  a s p a r t a t e  p o s i t i v e  

m e d i a .



Table 15
C

ATP n a n o m o l e s / 1 0  c e l l s

R a n d o m + G l u t . + A s p . + G l u t . - A s p . - G l u t . + A s p . - G l u t . - A s p .
N o r m a l V a r i a n t N o r m a l V a r i a n t N o r m a l V a r i a n t N o r m a l V a r i a n t N o r m a l V a r i a n t

0  t i m e 2 . 6 0 8 3 . 2 9 0 3 . 9 3 5 5 . 2 2 0 3 . 0 0 3 1 . 4 7 8 1 . 2 1 0 2 . 0 5 5 0 . 2 3 0 0 . 7 3 9

g l u e  0 0 . 8 9 2 0 . 9 5 9 2 . 5 1 8 1 . 1 4 9 3 . 3 3 4 1 . 0 3 0 1 . 2 6 6 1 . 0 8 0 1 . 1 7 1 1 . 7 1 1

1 '  i n o 1 . 1 4 0 1 . 5 1 0 2 . 5 9 0 1 . 0 5 3 0 . 2 3 7 0 . 8 7 0 1 . 4 5 2 0 . 6 7 0 1 . 0 0 0 0 . 6 9 0

2 ' i n o 0 . 9 0 5 1 . 2 9 7 0 . 8 9 4 1 . 0 5 3 1 . 1 3 7 0 . 6 2 5 1 . 3 1 2 0 . 7 8 3 1 . 1 9 2 0 . 7 8 3

0  t i m e 0 . 8 6 1 0 . 6 8 0 0 . 6 6 1 1 . 0 7 8

ADP

0 . 5 0 8 0 . 2 6 2 0 . 2 5 2 0 . 2 4 4 0 . 0 5 4 0 . 0 9 2

g l u e  0 0 . 3 6 2 0 . 2 2 3 0 . 1 2 9 0 . 1 3 6 0 . 2 0 3 0 . 1 8 1 0 . 1 1 6 0 . 1 1 5 0 . 0 8 5 0 . 2 6 0

1 '  i n o 0 . 1 9 1 0 . 2 4 0 — 0 . 1 3 7 1 . 6 1 0 0 . 4 6 1 0 . 0 6 6 0 . 1 8 6 0 . 0 5 1 0 . 3 8 0

2 1 i n o 0 . 2 4 5 0 . 2 5 9 0 . 3 0 7 0 . 3 0 1 1 . 1 9 4 0 . 3 5 3 0 . 1 4 7 0 . 5 9 5 0 . 0 5 4 0 . 2 3 5

0  t i m e 0 . 0 9 0 0 . 2 3 4 0 . 0 9 9 0 . 2 1 5

AMP

0 . 1 4 3 0 . 1 2 2 0 . 2 1 9 0 . 0 8 7 0 . 0 4 6 0 . 0 4 7

g l u e  0 0 . 1 6 7 0 . 1 5 4 0 . 0 3 1 0 . 0 1 9 — 0 . 1 0 8 0 . 0 4 1 0 . 0 7 4 0 . 0 3 9 0 . 2 3 3

1 '  i n o 0 . 0 7 4 0 . 1 1 0 — 0 . 4 7 4 0 . 5 5 6 0 . 4 4 5 0 . 0 4 6 0 . 1 4 4 0 . 0 5 1 0 . 3 4 2

2 1 i n o 0 . 1 2 8 0 . 1 2 4 0 . 1 7 6 0 . 6 7 2 1 . 8 5 5 0 . 3 8 4 0 . 0 4 7 0 . 9 2 9 0 . 0 1 9 0 . 8 7  3

1
7

0



T a b l e  1 6

GTP n a n o m o l e s / 1 0

R a n d o m
N o r m a l V a r i a n t

+ G l u t .  
N o r m a l

+Asp . 
V a r i a n t

♦ G l u t .
N o r m a l

-Asp.
V a r i a n t

0  t i m e 0 . 5 8 8 1 . 2 1 0 0 . 7 6 3 0 . 9 6 2 0 . 7 5 6 0 . 3 1 8

g l u e  0 0 . 7 0 1 1 . 0 8 1 0 . 2 9 8 0 . 3 9 4 — 0 . 2 8 8

1 '  i n o 1 . 1 8 2 1 . 3 5 0 0 . 5 2 7 1 . 1 8 3 0 . 3 8 2 0 . 3 2 0

2 ' i n o 0 . 7 0 6 1 . 3 4 5 0 . 5 0 3 1 . 1 1 4 0 . 6 1 0 0 . 5 5 7

GDP

0  t i m e 0 . 1 5 4 0 . 1 5 8 0 . 0 4 0 0 . 0 4 3 0 . 1 1 9 0 . 0 7 7

g l u e  0 0 . 3 2 0 0 . 2 6 3 0 . 1 8 1 0 . 2 6 7 0 . 1 0 9 0 . 0 8 8

1 '  i n o 0 . 1 9 4 0 . 1 5 0 0 . 5 7 6 0 . 1 6 6 0 . 0 3 1 0 . 1 9 6

2 ‘ i n o 0 . 2 0 9 0 . 1 8 4 0 . 2 2 0 0 . 3 8 7 0 . 5 3 8 0 . 5 8 0

AMP

0  t i m e 0 . 2 5 2 0 . 9 7 1 0 . 1 6 7 0 . 2 0 6 0 . 1 5 2 0 . 1 4 3

g l u e  0 0 . 0 7 5 — 0 . 0 8 2 0 . 0 8 5 0 . 2 1 9 0 . 0 9 1

1 '  i n o 0 . 2 4 7 0 .  3 0 6 0 . 4 3 4 0 . 1 3 2 0 . 2 7 5 0 . 1 5 0

2  ’ i n o 0 . 0 7 1 0 . 3 2 6 0 . 4 3 2 0 . 2 7 4 0 . 4 1 3 0 . 3 3 3

c e l l s

-Glut. +Asp. -Glut. -Asp.
Normal Variant Normal Variant

0 . 3 9 1 0 . 2 5 7 — 0 . 6 2 7

0 . 1 6 4 0 . 2 3 7 0 . 0 8 1 0 . 8 0 1

0 . 1 8 4 0 . 5 9 5 0 . 0 9 7 0 . 3 5 2

0 . 7 4 0 0 . 9 6 9 0 . 6 8 5 0 . 7 8 7

0 . 0 6 3 0 . 0 5 4 0 . 0 2 2 0 . 1 1 4

0 . 0 5 4 0 . 0 6 9 0 . 0 3 1 0 . 0 3 5

0 . 0 3 2 0 . 1 4 4 0 . 0 5 4 0 . 1 6 8

0 . 0 7 5 0 . 1 3 4 0 . 0 1 6 0 . 2 6 5

0 . 2 3 1 0 . 0 7 3 0 . 0 2 4 0 . 0 4 9

0 . 0 6 2 0 . 0 5 4 0 . 0 5 2 0 . 0 3 4

0 . 0 1 4 0 . 0 8 1 — 0 . 1 1 8

0 . 0 5 0 0 . 1 2 5 0 . 0 2 0 0 . 1 3 8



T a b le  17

R a t i o  o f  ATP/GTP C o n t e n t  o f  Lym phoid L i n e s  Under C o n d i t i o n s  o f  ITP S y n t h e s i s

m u ta n t  n orm al

1 '  i n o s i n e  1 . 0 7 + 0 . 1 7  2 . 1 6 + 0 . 5 3

2 '  i n o s i n e  1 . 0 2  + 0 . 1 5  3 . 8 2  + 0 .9 3

R a t i o  o f  ATP/GTP C o n t e n t  o f  Lym phoid L i n e s  U n d er  C o n d i t i o n s  o f  No ITP A c c u m u la t io n  

1 '  i n o s i n e  2 . 0 3  +  1 . 0 1  2 . 5 5  + 0 . 8 1

2 '  i n o s i n e  2 . 6 9  + 1 . 3 2  2 . 0 8  + 0 . 9 1

172
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The o n l y  d i f f e r e n t i a l  e f f e c t  o b s e r v e d  b e t w e e n  n o rm a l and  

v a r i a n t  c e l l s  grow n i n  a s p a r t a t e  f r e e  g l u t a m i n e  p o s i t i v e  w as  a 

s l i g h t l y  lo w e r  amount o f  ATP i n  t h e  v a r i a n t  a t  z e r o  t i m e .

T h u s , t h e  f a c t o r  t h a t  seem s  t o  b e  t h e  m o s t  im p o r t a n t  i n

t h e  s y n t h e s i s  o f  ITP i s  t h e  a b s e n c e  o f  g l u t a m i n e  i n  t h e  m e d ia .

L e v e l s  o f  O th er  N u c l e o t i d e s  i n  IT P a se  V a r i a n t  and  Norm al  
Lym phoid C e l l s  U nd er A l l  C o n d i t i o n s  o f  G rowth and I n c u b a t i o n

T a b le  18 i n d i c a t e s  t h e  a v e r a g e  n u c l e o t i d e  c o n t e n t  fo u n d  

i n  e x t r a c t s  f o r  n o r m a l ly m p h o id  c e l l s  and t h e  IT P a se  v a r i a n t  

u n d e r  a l l  c o n d i t i o n s  i n v e s t i g a t e d .  No s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  

o t h e r  t h a n  ITP l e v e l s  e x i s t e d  i n  t h e  mean l e v e l  o f  any n u c l e o ­

t i d e s  p r e s e n t  i n  c e l l  c u l t u r e .  I n  m o s t  o f  t h e s e  e x p e r im e n t s  

c e l l s  w e r e  i n  s t a t i o n a r y  p h a s e  a t  w h ic h  t im e  l e v e l s  o f  f r e e  n u c l e o ­

t i d e s  w e r e  lo w e r  t h a n  w hen  c e l l s  a r e  i n  l o g  p h a s e  ( s e e  p a g e  1 6 7 ) .  

T a b le  19 i n d i c a t e d  t h e  mean l e v e l s  o f  f r e e  n u c l e o t i d e s  fo u n d  

i n  t h e  IT P a se  v a r i a n t  and n o r m a l ly m p h o id  l i n e s  w h ic h  had  b e e n  

in c u b a t e d  i n  a g l u c o s e  p h o s p h a t e  b u f f e r  f o r  t w e n t y - f i v e  

m in u t e s  ( g l u c o s e  z e r o )  . A g a in ,  no  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  w a s  

o b s e r v e d .  T a b le  20 i n d i c a t e s  t h e  mean v a l u e s  o f  v a r i o u s  

n u c l e o t i d e s  i n c u b a t e d  f o r  on e  h o u r  w i t h  i n o s i n e . The o n l y  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  o b s e r v e d  w as  t h e  l e v e l  o f  IMP. IMP 

w as i n c r e a s e d  a b o v e  n o rm a l i n  t h e  v a r i a n t  a t  one h o u r  o f  

i n o s i n e  i n c u b a t i o n .  The d i f f e r e n c e  w as  g r e a t e r  a t  tw o  h o u r s ,  

w i t h  t h e  I T P a se  v a r i a n t  p o s s e s s i n g  tw o  t i m e s  a s  much IMP 

(T a b le  21) .



T a b le  18

L e v e l s  o f  F r e e  N u c l e o t i d e s  

Z e r o  Time  

N orm al V a r i a n t
Mean s.e.m. Mean s.e ,m.

NAD* 0.428 0.07 0.595 0.13
M S P ** 0.207 0.09 0.187 0.03
I M P * * 0.099 0.02 0.074 0.02
GM P** 0.210 0.05 0.258 0.04
m * 3 0.150 0.02 0.317 0.05
X M P ^ 0.093 0.02 0.134 0.05
UDP* 0.025 0.01 0.016 0.00
NADP^ 0.030 0.00 0.049 0.01
CDP* 0.030 0.00 0.037 0.01
Di* 0.010 0.00 0.022 0.00
IDP** 0.001 0.00 0.009 0.01
T̂ Dp ♦♦ 0.378 0.07 0.432 0.07
GDP** 0.092 0.01 0.176 0.08
XDP** 0.001 0.00 0.009 0.01
UTP* 0.190 0.02 0.260 0.05
CTP* 0.078 0.01 0.092 0.01
ITP** 0.003 0.00 0.008 0.01
ATP** 1.902 0.32 2.646 0.37
GTP** 0.510 0.07 0.587 0.07

♦ e x p r e s s e d  a s  cm^ x  1 0 ^ / 1 0  ̂ c e l l s
C.

♦ ♦ e x p r e s s e d  a s  n a n o m o le s / 1 0  c e l l s



T a b l e  19 

L e v e l s  o f  F r e e  N u c l e o t i d e s  

G l u c o s e  Z e r o

N o r m a l  V a r i a n t
M e a n s . e  . m . M e a n s . e  .m

NAD* 0 . 3 1 5 0 . 1 4 0 . 3 9 3 0 . 0 9

AM?** 0 . 0 5 1 0 . 0 2 0 . 0 S 6 0 . 0 2

I%1P* * 0 . 4 5 0 0 . 2 5 0 . 4 4 3 0 . 1 2

GM?** 0 . 0 8 4 0 . 0 2 0 . 1 4 7 4/ • ^ Cf

m- * 0 . 2 1 1 C . 09 0 . 1 1 5 0 . 0 2

XM?** 0 . 2 4 6 0 . 1 6 0 . 1 9 1 0 . 0 9

UDP* 0 . 0 6 3 0 . 0 2 0 . 0 2 3 O.OC

NADP* 0 . 0 3 9 0 . 0 1 0 . 0 4 9 0 . C 1

CDP* 0 . 0 4 6 0 . 0 1 0 . 0 4 o 0 . 0 1

D l * 0 . 0 2 5 0 . 0 1 0 . 0 1 9 0 . 0 0

I D P * * 0 . 0 0 1 o . c o 0 . 0 0 1 O.OC

ADP* * 0 . 1 8 9 0 . 0 5 0 . 1 4 8 0 . C 2

GDP** 0 . 1 0 8 ' 0 . 0 4 0 . 0 7  5 0 . 0 1

XDP** 0 . 0 0 1 0 . 0 0 0 . 0 2 6 0 . 0 1

UTP* 0 . 0 B 9 0 . 0 3 0 . 1 3 3 0 . 0 2

CTP* 0 . 0 4 8 0 . 0 1 0 . 0 6 4 0 . 0 1

I T ? * * 0 . 0 0 7 0 . 0 0 0 . 0 1 5 0 . 0 1

A T P* * 0 . 9 7 6 0 . 4 2 1 . 0 3 2 0 . 0 1

G T P * * 0 . 4 4 4 0 . 1 4 0 . 5 0 6 0 . 1 1

* e x p r e s s e d  a s  cm^ x  1 0 3 / 1 q 6 c e l l s

* * e x ? r e s s e d  a s n a n o m o l e s / 1 0 ^ c e l l s
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L e v e l s  o f  F r e e  N u c l e o t i d e s  

1 '  G l u c o s e  I n c u b a t i o n  

N o r m a l  V a r i a n t
- I n o s i n e + I n o s i n e - I n o s i n e +1 n o s i n e

n a d * 0 . 1 0 1 0 . 3 2 9 0 . 2 0 2 0 . 6 6 4

a m p 4 * 0 . 0 8 3 0 . 1 5 1 0 . 1 2 2 0 . 2 6 1

I MP ** 0 . 1 1 6 0 . 5 2 5 0 . 1 3 1 1 . 0 8 2

m^* 0 . 1 1 0 0 . 1 3 0 0 . 2 9 4 0 . 1 1 4

g m p ** 0 . 0 5 8 0 . 1 5 7 0 . 1 4 2 0 . 1 4 9

m^* 0 . 0 2 4 0 . 1 1 6 0 . 1 6 8 0 . 0 8 9

XMP** 0 . 0 7  8 0 . 1 2 3 0 . 0 4 1 0 . 1 4 0

UDP* 0 . 0 1 1 0 . 0 2 0 0 . 0 1 6 0 . 0 2 6

NADP* 0 . 0 1 5 0 . 0 2 9 0 . 0 2 0 0 . 0 5 2

CDP* 0 . 0 1 3 0 . 0 3 3 0 . 0 2 4 0 . 0 4 3

Dx* 0 . 0 0 7 0 . 0 1 1 0 . 0 1 3 0 . 0 2 6

I D P * * 0 . 0 0 4 0 . 0 0 1 0 . 0 0 1 0 . 0 0  2

ADP** 0 . 1 3 5 0 . 3 2 5 0 . 2 6 2 0 . 2 5 8

GDP** 0 . 0 7  2 0 . 1 5 1 0 . 0 8 8 0 . 1 9 3

XDP** 0 . 0 0 1 0 . 0 0 1 0 . 0 0 5 0 . 0 0 2

UTP* 0 . 0 5 5 0 . 1 4 8 0 . 1 1 5 0 . 2 3 4

CTP* 0 . 0 2 5 0 . 0 6 3 0 . 0 2 8 0 . 0 9 5

I T P * * 0 . 0 0 3 0 . 0 1 0 0 . 0 0 1 0 . 0 1 0

ATP** 0 . 4 4 5 0 . 9 7 1 0 . 7 3 9 0 . 8 2 7

GT P** 0 . 1 7 9 0 . 4 2 8 0 . 3 6 1 0 . 5 4 6

♦ E x p r e s s e d  a s  cm2 x  l O ^ / l O ®  c e l l s  

♦ ♦ E x p r e s s e d  a s  n a n o m o l e s / 1 0 ®  c e l l s



T a b l e  2 1

L e v e l s  o f  F r e e  N u c l e  o t  i  d e  s

2 I n c u b a t i o n

N o r m a l  
- I n o s i n e  + I n o s i n e

V a r i
- I n o s i n e

Br* -  
T i n o s i n «

NA D* 0 . 0 8 1 0 . 4 4 . 0 . 4 4 5 0 . 9 2 9

AMP** 0 . 0 6 7 0 . 2 9 0 0 . 0 6 7 0 . 4 6 9

I M P * * G .  0 5 3 0 . 5 7 3 0 . 0 4 1 1 . 1 6 1

m , * 0 . 0 9 8 0 . 1 6 8 0 . 0 1 1 0 . 0 9 4

GMP** C . 0 8 1 0 . 1 2 1 0 . 0 7  3 0 . 2 9 6

m2 * 0 . 0 3 6 0 . 1 0 8 0 . 0 0 8 0 . 0 9 6

x m p ** 0 . 0 3 2 0 . 0 9 5 0 . 1 1 9 0 . 1 4 7

UDP* 0 . 0 0 8 0 . 0 1 3 o.ooa C . 0 2 5

NADP* 0 . 0 1 9 0 . 0 3 ’ 0 . 0 2 8 0 . 0 9 9

CD? * o .co e 0 . 0 2 3 0 . 0 6 5 0 .  0 6 9

D l * 0 . 0 0 5 0 . 0 1 3 0 . 0 1 4 W • W *T

I D ? * * 0 . 0 0 0 0 . 0 0 2 0 . 0 0 1 0 . 0 0 3

ADP** 0 . 2 0 7 0 . 2 8 6 0 . 2 4 4 0 . 3 3 4

GDP** 0 . 0 6 8 0 . 1 6 5 0 . 0 6 9 0 . 2 6 7

XDP** 0 . 0 0 1 0 . 0 0 1 0 . 0 0 1 0 • 00  .L

UTP* 0 . 0 8 5 0 . 0 9 8 0 . 1 0 4 0 . 1 9 9

CTP* 0 . 0 3 6 0 . 0 4 7 0 . 0 7 5 0 . 0 8 3

I T P * * 0 . 0 0 1 0 . 0 0 3 0 . 0 0 1 0 . 0 1 4

ATP** 0 . 5 1 8 0 . 6 1 4 0 . 7  6 8 0 . 8 4 3

GTP** 0 . 3 3 5 0 . 4 C 2 0 . 2 5 7 0 . 7 4 7
♦ E x p r e s s e d  a s  s n ^  x  1 0 ^ / 1 0 °  c e l l s



T a b le  22

Mean R a t i o  o f  P u r in e  Compounds U nd er  V a r io u s  

Z ero  g l u e ,  z e r o
Norm al V a r i a n t Norm al V a r i a n t

T o t a l  A 2 . 4 9 3 . 2 6 1 . 2 2 1 .2 6

T o t a l  G 0 . 8 2 1 . 0 2 0 . 6 4 0 . 7 3

T o t a l  Hx 0 . 1 1 0 . 0 9 0 . 4 6 0 . 4 8

ATP/GTP 3 . 7 3 5 . 7 9 1 .9 7 2 . 4 1

ATP/ADP 5 . 0 3 7 . 6 3 4 . 8 8 7 . 63

IMP/ATP 0 . 0 6 0 . 0 3 0 . 3 9 0 . 5 4

IMP/AMP 0 . 4 8 0 . 4 0 9 . 0 0 5 . 2 1

IMP/GMP 0 . 4 8 0 . 2 9 5 . 3 6 3 . 05

IMP/XMP 1 . 0 6 0 . 5 5 1 .8 3 2 . 3 5

I n c u b a t i o n  C o n d i t i o n s

1 1 i n o s i n e
Normal V a r i a n t

1 . 4 5 1 . 3 4

0 . 7 4 0 . 8 9

0 . 5 4 1 . 0 9

2 . 3 9 2 . 0 3

4 . 8 7 4 . 2 4

0 . 6 0 1 . 3 7

3 . 4 8 4 . 1 5

3 . 3 4 9 . 4 9

4 . 2 7 7 . 7 3

2 ' i n o s i n e
Norm al V a r i a n t

1 .1 9 1 . 6 6

0 . 6 7 1 . 3 1

0 . 5 8 1 . 1 8

2 . 1 1 1 . 5 5

2 . 9 9 4 . 3 4

0 . 9 3 1 . 3 7

1 . 9 8 2 . 4 8

4 . 7 4 5 . 4 4

6 . 0 3 7 . 9 0
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S e v e r a l  d i f f e r e n t  p a r a m e t e r s  o f  n u c l e o t i d e  m e t a b o l i s m  

h a v e  b e e n  m o n i t o r e d .  I n  a d d i t i o n  t o  d e t e r m i n i n g  f r e e  n u c l e o ­

t i d e  c o n t e n t ,  u n d er  v a r i o u s  i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s  t h e  p a t t e r n  

o f  s y n t h e s i s  and t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  n u c l e o t i d e  

com pounds w e r e  f o l l o w e d .  The l a t t e r  tw o  w e r e  a c c o m p l i s h e d  by  

i n c u b a t i o n  o f  t h e  ly m p h o id  l i n e s  w i t h  a r a d i o - l a b e l e d  p r e c u r s o r .  

T h e o r e t i c a l l y ,  th e  c h a n g e s  i n  n u c l e o t i d e  l e v e l s  may h a v e  b e e n  

due s e c o n d a r i l y  t o  t h e  r e l e a s e  o f  RIP b y  m e t a b o l i s m  o f  i n o s i n e  

and  s u b s e q u e n t  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  HMP s h u n t .  C e l l s  t r e a t e d  

u n d e r  i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s  b u t  w i t h  n o  i n o s i n e  add ed  w e r e  

a l s o  m o n i t o r e d .

R e s p o n s e  o f  Lym phoid L i n e s  t o  I n c u b a t i o n  w i t h  8 - ^ C  I n o s i n e  

On i n c u b a t i o n  o f  ly m p h o id  l i n e s  w i t h  i n o s i n e ,  v a r i o u s  

p u r i n e  n u c l e o t i d e s  w e re  s y n t h e s i z e d .  A p p r o x im a t e ly  tw o  t o  

f i v e  p e r c e n t  o f  t h e  e x o g e n o u s  i n o s i n e  w as i n c o r p o r a t e d  i n t o  

t h e  c e l l .  Of t h i s  f i f t y  p e r c e n t  w a s  p r e s e n t  i n  n u c l e o t i d e s  

w i t h  t h e  r e m a in d e r  p r e s e n t  i n  n u c l e o s i d e s .  F i g u r e s  3 2 - 3 6  i n d i ­

c a t e  t h e  p a t t e r n  o f  s y n t h e s i s  o f  n u c l e o t i d e s  i n  ly m p h o id  c e l l s  

i n c u b a t e d  f o r  tw o  h o u r s  w i t h  i n o s i n e  u n d er  c o n d i t i o n s  o f  ITP 

a c c u m u la t io n  and a l s o  un d er  c o n d i t i o n s  w h e r e  t h e r e  w a s  a 

l a c k  o f  ITP a c c u m u l a t i o n .  As d e m o n s t r a t e d  i n  t h e s e  f i g u r e s ,  

a  h i g h e r  p e r c e n t a g e  o f  t o t a l  n u c l e o t i d e s  s y n t h e s i z e d  w a s  IMP 

u n d er  c o n d i t i o n s  o f  ITP s y n t h e s i s .  Few g u a n in e  n u c l e o t i d e s  

w e r e  s y n t h e s i z e d  u n d er  c o n d i t i o n s  o f  ITP a c c u m u l a t i o n .  I n  

a d d i t i o n ,  t h e r e  w as  r e d u c e d  ATP s y n t h e s i s  d u r in g  ITP s y n t h e s i s



F i g u r e  32 D i s t r i b u t i o n  o f  R a d i o a c t i v e  I n o s i n e  I n c o r p o r a t e d  a t  Two H ours
b y  Norm al Lymphoid L in e s  U nder C o n d i t i o n s  o f  ITP S y n t h e s i s

(10.33)

ATP

( 0 )

ITP
I

( 1)

GTP

A

(1.48)
ADP

( 0 ) 

I DP

A

I

AMP

(79)

IMP

(8.5) 
->  XMP

(0.06)
GDP

A

(0.37)
->GMP

Numbers i n  p a r e n t h e s e s  a r e  p e r c e n t  o f  t o t a l  n u c l e o t i d e s  i n c o r p o r a t e d .

180



F i g u r e  33

D i s t r i b u t i o n  o f  R a d i o a c t i v e  I n o s i n e  I n c o r p o r a t e d  a t  Two Hours  
b y  I T P a se  V a r i a n t  Under  C o n d i t i o n s  o f  ITP S y n t h e s i s

( 2 . 5 )

ATP

t

(2 )

ITP

( 0 . 1 5 )

GTP

/N

( 0 . 5 3 )

ADP

( 0 . 5 6 )  

I DP

1

AMP

I
( 9 2 )  

IMP -

(5)
XMP

( 0 . 0 3 )

GDP

( 0 . 0 5 )

-,>GMP

Numbers i n  p a r e n t h e s e s  a r e  p e r c e n t  o f  t o t a l  n u c l e o t i d e s  i n c o r p o r a t e d . 181



F i g u r e  34 D i s t r i b u t i o n  o f  R a d i o a c t i v e  I n o s i n e  I n c o r p o r a t e d  a t  Two H ours
b y  Norm al Lymphoid L i n e s  U nder C o n d i t i o n s  o f  No ITP S y n t h e s i s

(2 9 )

ATP
A

(0 )

ITP

(1 )

GTP

( 1 1 . 5 )

ADP

( 0  ) 

I  DP

(1 )

GDP

AMP

(5 2 )

IMP

( 4 . 5 )  

XMP •

( 2 )

GMP

Numbers i n  p a r e n t h e s e s  a r e  p e r c e n t  o f  t o t a l  n u c l e o t i d e s  i n c o r p o r a t e d .

182



F ig u r e  35 D i s t r i b u t i o n  o f  R a d i o a c t i v e  I n o s i n e  I n c o r p o r a t e d  a t  Two H ours
b y  IT P a se  V a r i a n t  Under C o n d i t i o n s  o f  No ITP S y n t h e s i s

( 1 2 )

ATP

(9)

ADP

AMP

(0 )

ITP
/\

( 0 )

IDP

(60 )

IMP

(70)

-^XMP

( 1 ) 

GTP

( 1 )

GDP

*

(2 )

■̂GMP

Numbers i n  p a r e n t h e s e s  a r e  p e r c e n t  o f  t o t a l  n u c l e o t i d e s  i n c o r p o r a t e d .
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i n  t h e  v a r i a n t .  A t tw o  h o u r s  t h e  n o rm a l l i n e  w a s  a l s o  fou n d  

t o  s y n t h e s i z e  l e s s  ATP (u n d e r  c o n d i t i o n s  w h e r e  ITP a c c u m u la t io n  

w a s  fo u n d  a t  one h o u r ) . The v a r i a n t  l i n e ,  h o w e v e r ,  e x h i b i t e d  

a lo w e r  l e v e l  o f  ATP s y n t h e s i s .

On s e v e r a l  o c c a s i o n s  lo w  l e v e l s  o f  r a d i o a c t i v i t y  w ere  

fo u n d  i n  t h e  r e g i o n  o f  XTP i n  t h e  v a r i a n t  l i n e .  B o th  t h e  

n o rm a l l i n e s  and t h e  v a r i a n t  l i n e  seem  t o  h a v e  t h e  a b i l i t y  

t o  a c c u m u la t e  r a d i o - l a b e l e d  XDP. T h i s  e x t e n d s ,  t h e  o b s e r v a t i o n  

o f  N e l s o n  e t  a l .  t h a t  n o rm a l human e r y t h r o c y t e s  a r e  c a p a b le  

o f  s y n t h e s i z i n g  XDP and XTP. C o n d i t i o n s  o f  XDP s y n t h e s i s  

w e r e  n o t  d e f i n e d .

S p e c i f i c  A c t i v i t y  o f  N u c l e o t i d e s  i n  Lym phoid  
L i n e s  I n c u b a t e d  w i t h  8 -  C I n o s i n e _____________

On i n c u b a t i o n  o f  ly m p h o id  l i n e s  w i t h  i n o s i n e ,  T a b le  23 

i n d i c a t e s  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  ly m p h o id  c e l l s  i n c u b a t e d  

f o r  one h o u r  w i t h  50  uM i n o s i n e .  T a b le  24  i n d i c a t e s  t h e  

p a t t e r n  o b t a i n e d  i f  ly m p h o id  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  tw o  

h o u r s  w i t h  i n o s i n e .  A s t r i k i n g  f e a t u r e  i s  t h e  h i g h  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  XMP.

Two a l t e r n a t i v e  m odes o f  ITP s y n t h e s i s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  

b a s e d  on t h e  r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  ITP and ID P . I n  

on e  ITP h a s  a h i g h e r  s p e c i f i c  a c t i v i t y  t h a n  IDP, t h e  o t h e r  

IDP h a s  a h i g h e r  s p e c i f i c  a c t i v i t y .

T h i s  d a t a  d o e s  n o t  p e r m i t  d i s t i n c t i o n  o f  tw o  a l t e r n a t i v e  

m od es o f  s y n t h e s i s  o f  ITP, t h e  p y r o p h o s p h o r y l a t i o n  o f  IMP



T a b le  23

One Hour I n o s i n e  I n c u b a t i o n

S p e c i f i c  A c t i v i t y — CPM/pmole
Norm al

IMP/AMP IDP ITP ADP

1 5 . 5 — 7 . 4 3 0 . 1 2

2 a 2 9 . 8 — 8 . 3 5 0 . 4 3

2 b 9 . 8 — 7 .4 3 0 . 8 8

4 2 . 1 — — 2 . 6 8

5 1 8 .3 4 — — 0 . 5 5

6 1 3 .5 9 — 4 . 1 7 1 . 1 0

8 1 8 .9 7 — — 1 . 0 5

9 1 7 .8 2 — — 1 . 1 8

1 0 2 0 . 8 1 — — 2 .2 3

1 1 4 . 8 2 _____ _  — 0 . 6 4

ATP XMP GMP GDP GTP XDP

0 . 2 1 1 6 .7 — — — —

0 . 5 9 7 .7 3 — — 0 . 0 2 —

1 . 0 1 3 8 .4 0 — — 0 . 0 1 —

2 .3 3 0 . 9 1 1 . 4 0 1 . 4 6 0 . 2 7 —

1 . 0 0 5 .0 3 — 0 . 3 2 0 . 0 4

1 .1 4 6 .6 7 — — 0 . 3 4 —

1 .3 5 9 . 6 7 0 . 4 2 0 . 3 0 — —

1 .5 2 6 . 6 5 0 . 2 0 0 . 4 4 — —

2 .3 6 1 0 .6 2 0 . 2 0 0 . 5 2 — —

0 .7 5 5 . 0 3 __ 0 .1 3 0 . 1 1 __
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T a b le  23 (C o n t in u e d )

IMP/AMP IDP

1 5 . 3 4 2 . 2 7

2 1 4 .7 0 1 7 .3 0

3 8 . 4 6 —

4 8 .7 3 —

5 2 1 .5 2 —

6 1 6 .3 4 —

7 3 . 7 8 —

8 2 5 . 0 8 —

9 1 8 . 6 1 —

1 0 3 0 . 2 8 —

1 1 1 .1 9 —

1 2 1 2 . 6 8 __

V a r i a n t
ITP ADP ATP

4 . 6 4 0 . 0 4 0 .1 3

9 . 9 0 . 3 0 0 . 3 6

— 2 .2 7 5 .7

— 2 . 6 4 2 . 4 5

— 0 . 8 9 1 .1 3

— 0 . 4 5 0 . 4 8

— 5 . 8 1 2 .2 7

— 3 . 2 1 6 . 8 0

— 1 . 4 1 1 .4 3

— 1 .7 3 1 . 9 8

— 1 . 9 6 2 . 0 8

__ 0 . 3 6 0 . 3 6

XMP GMP

6 . 9 9 —

2 . 7 —

1 1 . 0 0 . 2 8

1 2 .9 —

5 . 1 5 —

6 . 4 5 —

2 0 . 3 5 0 . 2 9

1 8 .0 4 —

8 . 6 5 0 . 1 6

1 5 .3 4 0 . 3 3

9 . 6 5 0 . 2 4

2 .8 9 0 . 2 9

GDP GTP

0.01  

0 . 0 2

0 . 3 2

0 . 3 5  0 . 7 1

0 . 0 6

0 . 2 7  0 . 0 8

0 . 2 0  0 . 1 1

0 .2 3  0 . 7 0

0 . 1 5  0 . 1 4

0 . 0 9  0 . 1 3

0 . 5 4  0 . 5 0

0 . 1 1  0 . 0 4

XDP

8 . 7 1

7 . 5 1
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T a b le  24 

Two Hour I n o s i n e  I n c u b a t i o n  

S p e c i f i c  A c t i v i t y — CPM/pmole

Normal
IMP/AMP IDP ITP ADP ATP XMP GMP GDP GTP XDP

1 5 . 4 2 — — 0 . 3 6 0 . 4 2 4 . 4 8 — 0 . 1 0 0 . 2 4 —

2 a 6 . 4 4 — — 1 . 6 5 1 .6 0 2 3 .3 2 0 .0 7 — 0 . 1 5 —

2 b 2 4 .9 3 — — 0 . 3 2 1 . 0 6 4 . 8 3 0 . 0 6 — 0 . 1 2 —

4 1 . 9 4 — — 3 .1 9 2 .4 9 1 . 4 6 0 . 3 1 0 . 4 5 0 . 2 4 —

5 1 7 . 2 1 — — 0 . 5 3 2 .5 5 1 1 . 1 0 — 0 . 3 8 0 . 1 6 0 . 8 8

* 6 1 5 .6 9 — 4 . 1 7 1 . 3 9 1 .6 3 1 0 .4 8 1 .3 2 1 . 1 8 1 . 5 6 —

7 1 3 .7 2 — — 2 . 3 8 0 . 0 6 1 0 . 0 2 0 . 2 0 0 . 1 4 0 . 1 5 —

8 6 . 4 2 — — 1 . 7 4 1 .4 3 1 3 .7 5 0 . 2 0 0 . 2 2 0 . 2 0 —

*g 1 3 .5 5 — — 2 . 3 1 2 . 5 4 1 0 .3 4 0 . 3 7 0 . 5 1 0 . 4 5 —

* * 1 0 3 4 .8 5 — — 1 . 4 0 3 .3 9 9 .7 7 0 . 5 9 0 .2 5 0 . 1 4 —

XI

**]_ 2 8 .0 7 0 . 6 6 1 . 4 8 2 .5 3 0 . 3 8 0 . 3 8 0 . 5 1 8 . 50
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T a b l e  24  ( C o n t i n u e d )

V a r i a n t
I MP/AMP I DP I T P AI)P ATP XMP GMP GOP GTP XDP

1 0 . 9 2 2 . 2 .0 4 . 1 7 0 . 4  5 0 . 4 9 1 0 . 0 1 — - - 0 . 0 1 0 . 1 7

2 a 1 5 . 0 1 0 . 5 0 1 2 . 0 0 0 . 0 0 0 . R4 2 . 9 0 — — 0 . 0 2 —

1 0 . 1 — - - 1 . 1 5 2 . R 6 10 . 0 0  . 4 2 0 . 0 7 0 . 5 1 —

4 7 . 7 - - - - 2 . 0 0 3 .  17 2 . 0 9 0 . 2 0 0 . 1 0 0 . 1 4 - -

5 1 0 . 7 — - - 2 . 0  0 1 . 0 0 0 .  l o — 0 . 4 4 (1 .07 —

*f> 1 4 . 1 0 — 4 . 6 0 0 . 0 0 1 . 0 0 1 0 . 7 0 0 . 2 7 0 . 1 1 0 . 1 1 —

7 17 . 6 0 — — 1 . 9 5 4  . 0 0 17 . 0 2 0 . 5 7 0 . 2 2 0 . 2 1 - -

o 13 . 2 9 — — 2 . 7 1 2 . 5 5 10 . 0 0 0 .  14 0 . 0 1 0 . 4 0 1 0 . 1 7

9 14 . 1 2 — — 1 . 1 1 1 . 2 2 1 5 . 0 5 0 .  1.0 0 .  1) 0 . 0 0 - -

* * 1 0 20 . 7 0 — 4 . 0 0 1 .  14 1 . 1 4 11 . 0 0 0 . 2 0 0 .  20 0 . 0 0 —

* * *  1 1 11 . 1  1 — 0 . 9 1 5 . 7 6 0 . 7 2 5 . 7 0 0 .  10 0 .  10 0 . 1 1 9 . 1 7

* * * .12 5 . 2 7 — - - 1 . 6 3 1 . 0 0 1 0 . 0 5 0 . 1 7 — 0 . 0 9 1 0 . 0 0

♦ g r o w n  i n  q ] u f r e e  m o d i n , h o m n c y s t i n u r i c 1 i n n

**qrciwn i n  g l u  f r e e  a s p  f r n r  tnnrlj a 

* * * h y p o x a n t h i n n  s u b s t i t u t e d  i n s t e a d  o f  i n o s i n e
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t o  ITP o r  t h e  s t e p w i s e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  IMP t o  IDP t o  IT P .  

H ow ever , i n  a l l  s i t u a t i o n s  i n  w h ic h  r a d i o - l a b e l e d  IDP was  

p r e s e n t  r a d i o - l a b e l e d  ITP w a s  a l s o  p r e s e n t .  The a p p r o x im a te  

r a t i o  o f  th e  amount o f  ITP and IDP was t h r e e  t o  o n e .  T h u s,  

i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  IDP i s  i n v o l v e d  i n  e i t h e r  t h e  d e g r a d a t i o n  

o r  s y n t h e s i s  o f  ITP i n  i n t a c t  ly m p h o id  c e l l s .

S m a l l  am ounts o f  XDP w i t h  h i g h  s p e c i f i c  a c t i v i t y  w ere  

fo u n d  on s e v e r a l  o c c a s i o n s .  The a b i l i t y  o f  ly m p h o id  l i n e s  

t o  s y n t h e s i z e  XDP h a s  n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  t o  my 

k n o w le d g e .

C o r r e l a t i o n  o f  t h e  Amount o f  ITP w i t h  O th er  V a r i a b l e s

C om puter a s s i s t e d  a n a l y s i s  i n d i c a t e d  t h a t  th e  amount o f

ITP p r e s e n t  w as s t r o n g l y  p o s i t i v e l y  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  r a t i o

o f  IMP/AMP ( 0 . 9 1 )  a t  a l l  t im e  p o i n t s  i n  t h e  IT P ase  v a r i a n t

l i n e .  In  a d d i t i o n ,  t h e  amount o f  ITP c o r r e l a t e d  w i t h  t h e

amount o f  IDP p r e s e n t  a t  a l l  t i m e s  ( 0 . 9 6 ) .  I n  s a n p l e s  w i t h

r a d i o a c t i v i t y  t h e r e  w as a s t r o n g  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  ( - 0 . 9 3 )

o f  ITP w i t h  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  GTP ( a l l  a t  a p v a l u e  o f

0 . 0 0 0 1 ) .  In  t h e  n orm al l i n e s  t h e  am ount o f  ITP p r e s e n t

w as n e g a t i v e l y  c o r r e l a t e d  w i t h  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  GTP

( - 0 . 9 2 )  b u t  no  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  w as o b t a i n e d  f o r  th e

r a t i o  o f  IMP/AMP. I n  a l l  i n s t a n c e s  o f  ITP s y n t h e s i s  t h e r e  w as
£ .

o v e r  1 n a n o g ra m /1 0  c e l l s  o f  IMP. H ow ever , t h e r e  w ere  many i n ­

s t a n c e s  o f  o v e r  1 nanogram  IM P/10^ c e l l s  i n  w h ic h  no ITP a c cu m u la ted .
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C o r r e l a t i o n  o f  t h e  S y n t h e s i s  and A c c u m u la t io n  o f  ITP

The amount o f  r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  ITP c o r r e l a t e d  p o s i ­

t i v e l y  w i t h  t h e  am ount o f  r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  IDP ( 0 . 9 6 )  . 

C o r r e l a t i o n  o f  t h e  S p e c i f i c  A c t i v i t y  o f  ITP W ith  O th er  P a r a m e te r s  

The s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  ITP c o r r e l a t e d  i n v e r s e l y  w i t h  

t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  GTP i n  b o t h  n o r m a ls  and t h e  v a r i a n t .  

C o r r e l a t i o n  o f  t h e  Amount, S y n t h e s i s ,  and S p e c i f i c  A c t i v i t y  o f  IDP 

The amount o f  IDP p r e s e n t  p o s i t i v e l y  c o r r e l a t e d  o n l y  w i t h  

t h e  am ount o f  ITP p r e s e n t  ( 0 . 9 8 ) .  The am ount o f  r a d i o - l a b e l e d  

IDP p o s i t i v e l y  c o r r e l a t e d  ( 0 . 9 9 )  w i t h  t h e  r a t i o  o f  IMP t o  AMP 

and t h e  IMP/ATP r a t i o  a t  b o t h  on e  h ou r  and tw o h o u r  t im e  

p o i n t s  i n  t h e  v a r i a n t .

C o r r e l a t i o n  o f  t h e  Amount, S y n t h e s i s ,  and  
S p e c i f i c  A c t i v i t y  o f  IMP W ith  O th er  V a r i a b l e s

The amount o f  IMP p r e s e n t  f o l l o w i n g  g l u c o s e  i n c u b a t i o n

( g l u c o s e  0 ) c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  t o t a l  amount o f  g u a n in e

n u c l e o t i d e s  p r e s e n t .  The am ount o f  IMP d i d  n o t  c o r r e l a t e

w i t h  th e  cpm p r e s e n t  i n  t h e  n u c l e o s i d e s .

In  r e s p o n s e  t o  e x o g e n o u s  i n o s i n e  (5 0  uM), t h e  IT P a se

v a r i a n t  a c c u m u la t e s  tw o  t i m e s  t h e  l e v e l  o f  i n o s i n e  n u c l e o t i d e s

t h a t  n o rm a l ly m p h o id  l i n e s  d o .  T h i s  i s  t r u e  f o r  b o t h  one

h o u r  and tw o  h o u r  t im e  p o i n t s .  No s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e

w as o b s e r v e d  i n  t h e  mean l e v e l s  o f  t o t a l  a d e n in e  n u c l e o t i d e s ,

t o t a l  g u a n in e  n u c l e o t i d e s  o r  th e  r a t i o  o f  mean l e v e l s  o f

IMP/AMP, ATP/AD P, ATP/GTP, IMP/GMP, and IMP/XMP i n  n o rm a l
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and IT P a se  v a r i a n t  c e l l s .  H o w ev er ,  t h e  r a t i o  o f  IMP/ATP 

w as s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  i n  r e s p o n s e  t o  e x o g e n o u s  i n o s i n e  

i n  t h e  IT P a se  v a r i a n t  a t  b o t h  one h o u r  and tw o  h o u r  i n c u b a t i o n  

t i m e s .

C om puter a s s i s t e d  a n a l y s i s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  mean v a l u e  

o f  IT P a se  v a r i a n t  c e l l s  was n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  t h a n  

t h e  mean v a l u e  o f  n o rm a l IT P a se  w i t h  r e s p e c t  t o  l e v e l s  o f  f r e e  

n u c l e o t i d e s ,  t h e  r a t i o  o f  ATP/ADP/AMP, GTP/GDP, GTP/GDP/GMP, 

ATP/ADP, I T P / lD P ,  UTP/CTP, UTP/ATP, ATP/CTP, UTP/CTP, ADP/GDP, 

AMP/GMP, ATP/XMP, GMP/XMP i n  a l l  c o n d i t i o n s  t e s t e d .  The 

v a r i a n t  was n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  from  n o rm a l l i n e s  

i n  t h e  am ount o f  f r e e  n u c l e o t i d e s  s y n t h e s i z e d  o r  t h e  r a t i o  

o f  t h e  amount o f  r a d i o a c t i v i t y  fo u n d  i n  ATP/ADP, GTP/GDP, GTP/ 

GDP/GMP, GTP + GDP + GMP, GTP + GDP, ADP/GDP, IMP/XMP, XMP/ 

GTP, and t h e  r a t i o  o f  t o t a l  cpm i n  n u c l e o t i d e s  t o  t o t a l  cpm 

i n  n u c l e o s i d e s .

The r a t i o  o f  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  i n  ATP/ADP, ITP/ATP, 

ITP/G TP, IMP/XMP, XMP/ATP, and XMP/GTP w as n o t  s i g n i f i c a n t l y  

d i f f e r e n t  i n  t h e  v a r i a n t  from  t h a t  fo u n d  i n  n o rm a l ly m p h o id  

l i n e s .

In  summary, ITP a c c u m u l a t i o n  w a s  i n c r e a s e d  i n  a l i n e  

v a r i a n t  f o r  IT P a se  a c t i v i t y  i f  t h e  c e l l s  w e r e  g r cw n  f o r  

t w e n t y - f o u r  h o u r s  i n  g l u t a m i n e  f r e e  m e d ia .  The amount o f  

ITP a c c u m u l a t i n g  on i n c u b a t i o n  w i t h  e x o g e n o u s  i n o s i n e  w as
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s t r o n g l y  n e g a t i v e l y  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  s y n t h e s i s  o f  GTP 

( - 0 . 9 9 ) .  T h e se  c e l l s  e i t h e r  s y n t h e s i z e  GTP o r  ITP b u t  n o t  

b o t h  t o  an y  c o n s i d e r a b l e  e x t e n t .  The o b s e r v a t i o n  t h a t  ITP 

a c c u m u l a t i o n  o c c u r s  i n  g l u t a m i n e  f r e e  m e d ia  a g r e e s  w e l l  w i t h  

t h e  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  o f  ITP a c c u m u la t io n  w i t h  th e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  GTP. B otiio f  t h e s e  f a c t o r s  i n d i c a t e  r e d u c e d  GTP 

s y n t h e s i s .  In  a d d i t i o n ,  t h e  v a r i a n t  c e l l  l i n e  s ee m s  u n a b le  

t o  m a i n t a i n  a n o rm a l l e v e l  o f  ATP i f  th e  c e l l s  a r e  grcw n  i n  

g lu t a m i n e  f r e e  m e d ia  f o r  t w e n t y - f o u r  h o u r s  p r i o r  t o  i n c u b a t i o n  

w i t h  e x o g e n o u s  i n o s i n e .  H ow ever , g lu t a m in e  l i m i t a t i o n  may 

b e  o n e  o f  many p r e d i s p o s i n g  f a c t o r s  t o  ITP a c c u m u la t io n  

s i n c e  t h e  l e v e l  o f  ITP a c c u m u la t io n  n e v e r  r e a c h e d  t h a t  

o b s e r v e d  i n  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t .

Under c e r t a i n  c o n d i t i o n s  ly m p h o id  l i n e s  w i t h  n o rm a l  

IT P a se  a c t i v i t y  a r e  a b l e  t o  a c c u m u la t e  s m a l l  am ou nts  o f  ITP 

w hen i n c u b a t e d  w i t h  i n o s i n e  f o r  o n e  h o u r .  H o w ev er , t h e s e  

c e l l s  m e t a b o l i z e  a l l  o f  t h e  ITP p r e s e n t  and do n o t  a c c u m u la t e  

ITP i f  i n c u b a t e d  w i t h  i n o s i n e  f o r  tw o  h o u r s .

XDP w a s  a l s o  p r e s e n t  i n  s e v e r a l  ly m p h o id  e x t r a c t s .  The 

c o n d i t i o n s  o f  XDP s y n t h e s i s  w e r e  n o t  d e f i n e d .

A l l  p a r a m e t e r s  i n v e s t i g a t e d  i n d i c a t e  t h a t  ITP a c c u m u la t io n  

o c c u r s  i f  GTP s y n t h e s i s  i s  l i m i t e d .  The s m a l l e r  c o n t e n t  o f  ATP 

u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  may b e  a c o m b in a t io n  o f  r e d u c e d  s y n t h e s i s  

and i n c r e a s e d  d e g r a d a t i o n .  The r e d u c e d  l e v e l  o f  ATP c a n n o t  b e  

a c c o u n t e d  f o r  s t o i c h i o m e t r i c a l l y  b y  t h e  am ount o f  ITP a c c u m u la t e d .



D i s c u s s i o n

E n z y m a t ic  S t u d i e s

D e v e lo p m e n t  o f  an HPLC a s s a y  o f f e r s  s e v e r a l  a d v a n t a g e s .  

The a s s a y  m e a s u r e s  t h e  d i r e c t  c o n v e r s i o n  o f  ITP t o  IMP.

B o th  com pounds a r e  e a s i l y  v i s u a l i z e d  a s  w i d e l y  s e p a r a t e d  U.V  

a b s o r b i n g  p e a k s  a f t e r  a n io n  e x c h a n g e  ch r o m a to g r a p h y  b y  HPLC. 

In  a d d i t i o n ,  u n e x p e c t e d  U .V . a b s o r b in g  p e a k s  w o u ld  a l s o  be  

v i s i b l e .  In  c o n t r a s t ,  m ea su r em e n t  o f  IT P a se  a c t i v i t y  by  

p h o s p h a t e  d e t e r m i n a t i o n  r e l i e s  on a l i n k e d  enzym e s y s t e m

(IT P — > IMP + P P ^  ^2P^) and d e t e r m i n a t i o n  o f  a n o n s p e c i f i c

en d  p r o d u c t ,  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e .

The HPLC a s s a y  i s  n o t  l i m i t e d  b y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

p h o s p h a t e  a s  m ig h t  be  p r e s e n t  i n  c e l l  e x t r a c t s  o r  b u f f e r s .  

P h o s p h a te  c o n t a m i n a t i o n  o f  l a b o r a t o r y  v e s s e l s ,  a s  o f t e n  

h a p p e n s  from  u s e  o f  d e t e r g e n t ,  p r e s e n t s  no p r o b le m  i f  IT P a se  

a c t i v i t y  i s  a n a l y z e d  b y  HPLC.

The s e n s i t i v i t y  o f  t h e  HPLC a s s a y  i s  i n  th e  ra n g e  o f  

p i c a m o l e s .  A s l i t t l e  a s  5 p i c a m o l e s  o f  IMP can b e  d e t e c t e d .  

H ow ever , due t o  c o n t a m i n a t i o n  o f  c o m m e r c ia l ly  a v a i l a b l e  ITP 

w i t h  IDP and IMP, a p p r o x i m a t e l y  25 p i c a m o l e s  o f  IMP w o u ld  be  

n e e d e d  t o  b e  e a s i l y  v i s i b l e .  The lo w e r  l i m i t  t h a t  h a s  b e e n  

u se d  i n  t h e s e  s t u d i e s  i s  d e t e c t i o n  o f  70  p i c a m o l e s  o f  IMP. 

The p h o s p h a t e  d e t e r m i n i n g  a s s a y  i s  s e n s i t i v e  i n  th e  m ic r o ­

m o le  r a n g e .

D e v e lo p m e n t  o f  an HPLC a s s a y  a l s o  h a s  t h e  a d v a n ta g e  o f
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r e d u c i n g  t h e  number o f  c e l l s  n e c e s s a r y  f o r  e a c h  a s s a y .  W ith  

t h e  m i n i a t u r i z a t i o n  o f  t h e  a s s a y ,  a s  f e w  a s  1 0  ̂ c e l l s  ca n  b e  

a s s a y e d .  IT P a se  a c t i v i t y  a s  d e t e r m in e d  b y  p h o s p h a t e  p r o d u c t i o n  

r e q u i r e s  a minimum o f  5 x  10 c e l l s  s i n c e  t h e  s e n s i t i v i t y  i s  

i n  t h e  m ic r o m o le  r a n g e . A l t h o u g h  th e  HPLC a s s a y  ca n  be  

p e r f o r m e d  on 1 0  c e l l s ,  t h e  minimum number o f  c e l l s  a s s a y e d  

w a s  2 x  10^ i n  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  h e r e .  H e a l t h y  ly m p h o id  

c e l l  c u l t u r e s  u s u a l l y  grow a t  a d e n s i t y  o f  a p p r o x i m a t e l y
5

4 x  10  c e l l s / m l .  H en ce  t h e  HPLC a s s a y  o f  IT P a se  i n  t h e o r y  

r e q u i r e s  l e s s  th a n  one m i l l i l i t e r  o f  a c e l l  c u l t u r e  f o r  

a n a l y s i s .

The HPLC a s s a y  i s  h i g h l y  r e p r o d u c i b l e . As shown i n  

T a b le  5 ,  t h e  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  mean w a s  1 0 9 . 4  u m o le s  

IMP i n  s i x  d e t e r m i n a t i o n s  o f  an i n d i v i d u a l  ly m p h o id  l i n e .

The s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  mean f o r  s i x  d e t e r m i n a t i o n s  o f  th e  

same ly m p h o id  l i n e  a s s a y e d  b y  p h o s p h a t e  p r o d u c t i o n  w a s  

372 .3  u m o le s  PP-j_/hr/gm p r o t e i n .  H ence t h e r e  w as  o v e r  t h r e e  

t i m e s  a s  much v a r i a t i o n  from  t h e  mean i n  t h e  p h o s p h a t e  a s s a y  

a s  i n  t h e  HPLC a s s a y .

B oth  a s s a y s  d e p en d  on a t w o - s t e p  s y s t e m .  I n  t h e  HPLC 

a s s a y  ITP i s  c o n v e r t e d  t o  IMP + PPj^, t h e n  t h e  r e a c t i o n  

p r o d u c t s  ITP and IMP a r e  s e p a r a t e d  by  c h r o m a to g r a p h y .  I n  t h e  

p h o s p h a t e  d e t e c t i o n  a s s a y ,  ITP i s  a l s o  c o n v e r t e d  t o  IMP +

PP^ and t h e  PPj_ s p l i t  t o  2 Pj_ i n  t h e  same r e a c t i o n  m i x t u r e .
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The s e c o n d  s t e p  i s  a p h o s p h a t e  d e t e r m i n a t i o n .  D a t a  p r e s e n t e d  

i n  T a b le  5 show  t h a t  t h e  r e a c t i o n  m ix t u r e  o f  HPLC a s s a y  i s  

s t a b l e  t o  f r e e z i n g  f o r  a minimum o f  4 d a y s  b e f o r e  a n a l y s i s  

on HPLC. T h e r e  i s  a s l i g h t  i n c r e a s e  i n  t h e  amount o f  IMP 

d e t e c t e d  on d a y  e i g h t  w h ic h  may b e  due t o  t h e  n o n e n z y m a t ic  

d e g r a d a t i o n  o f  IT P . ITP i s  known t o  b e  u n s t a b l e  t o  s t o r a g e  

f o r  p r o l o n g e d  p e r i o d s .  I n  c o n t r a s t ,  i f  t h e  r e a c t i o n  m ix t u r e  

i s  f r o z e n  b e f o r e  p h o s p h a t e  d e t e r m i n a t i o n ,  i t  i s  i m p o s s i b l e  t o  

q u a n t i t a t e  t h e  amount o f  p h o s p h a t e  p r e s e n t ,  a s  a l l  s a m p le s  

r e a d  w i t h  an o p t i c a l  d e n s i t y  o f  o v e r  t w o .  T h u s ,  a s s a y  o f  

IT P a se  b y  HPLC o f f e r s  t h e  c o n v e n i e n c e  o f  s t o r i n g  t h e  r e a c t i o n  

m ix t u r e  b e f o r e  f i n a l  a n a l y s i s  i s  p e r f o r m e d .

As show n i n  F i g u r e  6  and F i g u r e  7 ,  a s s a y  o f  IT P a se  b y  

p h o s p h a t e  p r o d u c t i o n  show s a f a l l - o f f  o f  a c t i v i t y  a b o v e  500  ug 

p r o t e i n  p e r  m i l l i l i t e r  r e a c t i o n  m ix t u r e  i n  p r e p a r a t i o n s  from  

ly m p h o id  l i n e s  and a f a l l - o f f  o f  a c t i v i t y  a b o v e  1 0 0  ug o f  

h e m o g lo b in  i n  human e r y t h r o c y t e  p r e p a r a t i o n s .  W h i le  t h e  

b a s i s  f o r  t h i s  o b s e r v a t i o n  i s  u n c l e a r ,  t h i s  f i n d i n g  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  b y  H olm es e t  a l .  (1 2 7 )  and V a n d e r h e id e n  

(1 2 5 )  i n  human h e m o l y s a t e s .  T h i s  o b s e r v a t i o n  w o u ld  be  c o n s i s t e n t  

w i t h  i n h i b i t i o n  o f  enzym e a c t i v i t y  b y  a h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  

i n o r g a n i c  p h o s p h a t e .  An a l t e r n a t i v e  e x p l a n a t i o n  m ig h t  b e  a n o t h e r  

enzym e p r e s e n t  i n  t h e  h e m o l y s a t e  o r  l y s a t e  a t  le w  c o n c e n t r a t i o n s  

t h a t  u t i l i z e d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e .  T h i s  w o u ld  e x p l a i n  l e s s
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p h o s p h a t e  p r e s e n t  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  enzym e p r e p a r a t i o n ,  

a s  you  c o u ld  p o s t u l a t e  t h e  n e e d  f o r  e i t h e r  a c r i t i c a l  c o n c e n ­

t r a t i o n  o f  P i  (p r o d u c e d  b y  t h e  com b in ed  a c t i o n  o f  IT P a se  and 

P P a se )  o r  a c r i t i c a l  amount o f  t h e  t h e o r i z e d  enzym e b e f o r e  

p h o s p h a t e  u t i l i z i n g  a c t i v i t y  becam e a p p a r e n t .

The HPLC a s s a y  o f  IT P a se  w a s  l i n e a r  i n  a l l  r a n g e s  t e s t e d  

from  10 ug p r o t e i n  t o  1 1 0  ug  p r o t e i n  i n  human h e m o l y s a t e s  and 

fro m  5 t o  75 ug  i n  ly m p h o id  l y s a t e s .

C o m p a r iso n  o f  l i n e a r i t y  c u r v e s  w i t h  p r o t e i n  o f  t h e  tw o  

a s s a y  m eth o d s  r e v e a l s  a f a l l - o f f  o f  a c t i v i t y  above  100 ug o f  

p r o t e i n  p e r  m i l l i l i t e r  r e a c t i o n  m i x t u r e  o f  human h e m o l y s a t e s  

a s s a y e d  by  p h o s p h a t e  d e t e c t i o n  v e r s u s  no f a l l - o f f  o f  a c t i v i t y  

a t  11 0  ug o f  p r o t e i n  p e r  m i l l i l i t e r  r e a c t i o n  m ix t u r e  o f  

human h e m o l y s a t e s  a s s a y e d  b y  HPLC. T h is  w o u ld  i n d i c a t e  t h a t  

i n  human h e m o l y s a t e s  f a l l - o f f  o f  IT P a se  a c t i v i t y  a s  m e a su red  

b y  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p h o s p h a t e  w as  n o t  due t o  d e c r e a s e d  

a c t i v i t y  o f  I T P a s e .  E v id e n c e  t h a t  t h e  amount o f  p h o s p h a t e  

p r e s e n t  i n  t h e  r e a c t i o n  m ix t u r e  d i d  n o t  e f f e c t  t h e  a c t i v i t y  

o f  IT P a se  w a s  fo u n d  i n  d a t a  p r e s e n t e d  t h a t  show ed t h e  r e a c t i o n  

w as l i n e a r  f o r  20 m i n u t e s .  Two t i m e s  a s  much p h o s p h a t e  w o u ld  

b e  p r e s e n t  a t  a 20 m in u te  t im e  p o i n t  a s  a t  a 10 m in u te  t im e  

p o i n t  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e . The l e v e l  o f  IT P a se  a c t i v i t y  

w o u ld  n o t  b e  e x p e c t e d  t o  b e  l i n e a r  f o r  2 0 m in u t e s  i f  th e  

am ount o f  p h o s p h a t e  p r e s e n t  i n f l u e n c e d  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  

e n z y m e .  A s s a y  o f  IT P a se  by HPLC r e v e a l e d  t h a t  t h e  r e a c t i o n
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w as l i n e a r  f o r  t w e n t y  m in u t e s  i n  e x t r a c t s  p r e p a r e d  from b o t h  

ly m p h o id  l i n e s  and human e r y t h r o c y t e s .

C om p ar ison  o f  t h e  mean v a l u e  o f  a c t i v i t i e s  o b t a i n e d  b y  

HPLC and p h o s p h a t e  p r o d u c t i o n  a s s a y  a r e  i n  c l o s e  a g r e e m e n t .

The mean v a l u e  o f  1 0 , 1 8 8  + 2 9 2 8  u m o les  IM P /h r /g ra m  p r o t e i n  by  

HPLC a s s a y  and 1 5 , 6 8 7  + 750  um oles P P ^ /h r /g r a m  p r o t e i n  a g r e e  

f a i r l y  w e l l .  The d i f f e r e n c e  c a n  be e x p l a i n e d  b y  t h e  s m a l l  sa m p le  

s i z e  o f  b o t h  s a m p le s  (n = 4 f o r  p h o s p h a t e  p r o d u c t i o n  and  

n = 12 f o r  HPLC).

A s s a y  o f  t h e  same l i n e ,  a v a r i a n t  i n  IT P a se  a c t i v i t y ,  

r e v e a l e d  a mean v a l u e  2 , 2 8 9  + 268 u m o le s  IM P /h r /g ra m  p r o t e i n  

(n = 6) b y  HPLC a s s a y  and a mean o f  3 , 1 1 4  + 9 1 2  u m o le s  P P ^ /  

h r /g r a m  p r o t e i n  (n = 6) b y  p h o s p h a t e  p r o d u c t i o n  a s s a y .  The 

mean o f  t h e  HPLC a s s a y  w a s  w i t h i n  o n e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  

t h e  mean o f  th e  p h o s p h a t e  d e t e r m i n i n g  a s s a y .  H ow ever , th e  

mean o f  t h e  p h o s p h a t e  d e t e r m i n a t i o n  a s s a y  w as  o u t s i d e  one  

s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  mean o f  t h e  HPLC a s s a y .  T h is  d i s ­

c r e p a n c y  w a s  p r o b a b l y  due t o  th e  l a r g e r  v a r i a t i o n  p r e s e n t  

i n  t h e  p h o s p h a t e  a s s a y .  As m e n t io n e d  p r e v i o u s l y ,  th e  s t a n d a r d  

e r r o r  o f  t h e  m ean, i n  s i x  d e t e r m i n a t i o n s  o f  t h e  l e v e l  o f  

IT P a se  a c t i v i t y  i n  t h i s  l i n e ,  w a s  372 u m o le s  P P ^ /h r /m g  

p r o t e i n  i n  t h e  p h o s p h a t e  a s s a y ,  w h i l e  t h i s  v a l u e  w a s  105 f o r  

t h e  HPLC a s s a y .

S i n c e  i n v e s t i g a t i o n  o f  a l i n e  v a r i a n t  i n  IT P a se  a c t i v i t y
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w as i n  p r o g r e s s  ( a p p r o x i m a t e l y  25% o f  n orm al a c t i v i t y  b y  

p h o s p h a t e  a s s a y ,  HPLC a s s a y  and s t a r c h  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s )  , 

i t  w a s  d e s i r a b l e  t o  d i s t i n g u i s h  t h e  p r o d u c t s  o f  t h e  IT P a se  

r e a c t i o n .  I t  w a s  c o n c e i v a b l e  t h a t  t h e  n orm al I T P a se  a c t i v i t y  

m ig h t  c l e a v e  ITP t o  IMP + PP^ (a s  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e ) , 

w h i l e  t h e  v a r i a n t  m ig h t  c l e a v e  ITP t o  IDP + P ^ . F i r s t  a t t e m p t s  

w e r e  made t o  d i s t i n g u i s h  t h e  tw o  a c t i v i t i e s  on t h e  b a s i s  o f  

p y r o p h o s p h a t e  v e r s u s  p h o s p h a t e  p r o d u c t i o n .  H o w ev er ,  i t  

w as fo u n d  t h a t  t h e r e  w a s  an  e n d o g e n o u s  p y r o p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y  t h a t  w a s  a c t i v e  u n d er  t h e  a s s a y  c o n d i t i o n s  

u t i l i z e d  a t  pH 9 . 2 ,  8 . 5 ,  and 8 . 0  (T a b le  2) i n  

b o t h  ly m p h o id  c e l l s  and e r y t h r o c y t e s .  P r e v i o u s  s t u d i e s

r e p o r t e d  t h a t  IT P a se  w a s  a p y r o p h o s p h a t a s e  b a s e d  o n  s t u d i e s

3 2w i t h  e i t h e r  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  enzym e o r  P P -IT P .

F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  e n d o g e n o u s  p y r o p h o s p h a t a s e  

r e v e a l e d  t h a t  t h e  p y r o p h o s p h a t a s e  w a s  a c t i v e  a t  pH 9 . 2  and 

w a s n o t  a l i m i t i n g  f a c t o r  i n  d e t e c t i o n  o f  IT P a se  a c t i v i t y  

a t  v a r i o u s  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s .  H e a t in g  t h e  h e m o ly s a t e  

a t  55°C f o r  5 m in u t e s  d i d  n o t  s u b s t a n t i a l l y  r e d u c e  p y r o ­

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  c o n t r a r y  t o  t h e  r e p o r t  o f  H e rsh k o  

e t  a l .  ( 1 2 9 ) .

A s s a y  b y  HPLC p r o v i d e d  t h e  n e c e s s a r y  m eth o d  f o r  d e t e r ­

m i n a t i o n  o f  p r o d u c t s  o f  IT P a se  a s s a y .  As shown i n  F i g u r e  1 7 ,  

c o m m e r c ia l  p r e p a r a t i o n s  o f  ITP w e r e  n o t  c o m p l e t e l y  f r e e  o f
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c o n t a m i n a t i n g  IDP; h e n c e  IDP w a s  a c o n s i s t e n t  f e a t u r e  o f

c h r o m a to g r a m s .  A l t h o u g h  t h e  amount o f  IDP p r e s e n t  w as

f a i r l y  c o n s t a n t  and n o t  d e p e n d e n t  on p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ,

i t  w a s  p o s s i b l e  t h a t  IDP w as  b e i n g  p r o d u c e d ,  and q u i c k l y

d e g r a d e d  t o  IMP b y  an a c t i v e  I D P a s e . S u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y

s t u d i e s  by  HPLC and p h o s p h a t e  a s s a y  (T a b le  4 )  show ed t h a t

IDP w as u t i l i z e d  a s  a s u b s t r a t e  a t  a b o u t  4 % t h e  r a t e  o f  ITP

u t i l i z a t i o n .  A d d i t i o n a l  p r o o f  o f  IMP p r o d u c t i o n  w a s  o b t a i n e d  

14b y  u t i l i z i n g  C ITP a s  a s u b s t r a t e  i n  an IT P a se  a s s a y  o f  

ly m p h o id  c e l l s  b y  HPLC. The d a t a  p r e s e n t e d  i n  T a b le  8 

and F i g u r e  17 show t h a t  b o t h  a n o rm a l l i n e  and th e  l i n e  

v a r i a n t  i n  IT P a se  a c t i v i t y  c o n v e r t e d  ITP t o  IMP i f  l y s a t e s  

c e n t r i f u g e d  a t  2 7 , 0 0 0  x  g  w e r e  u s e d  a s  an IT P a se  s o u r c e .

In  a d d i t i o n ,  IMP i s  n o t  c l e a v e d  t o  h y p o x a n t h in e  o r  i n o s i n e  

u n d er  t h e s e  a s s a y  c o n d i t i o n s .  T h i s  d a t a  a l s o  i n d i c a t e  t h a t ,  

i f  a c r u d e  l y s a t e  i s  u s e d  a s  t h e  enzym e s o u r c e ,  a p p r o x im a t e ly  

tw o  t i m e s  t h e  amount o f  ITP d e g r a d a t i o n  t a k e s  p l a c e ,  and IDP 

i s  form ed from  ITP a s  w e l l  a s  IMP. The l i n e  v a r i a n t  i n  

IT P a se  a c t i v i t y  ( 2 7 ,0 0 0  x  g) h a d  a p p r o x i m a t e l y  t h e  same 

amount o f  a c t i v i t y  i n  t h i s  p a r t i c u l a t e - b o u n d  I T P a s e .  D ata  

p r e s e n t e d  i n  T a b le  4 sh ow s t h a t  i n  c r u d e  l y s a t e s  ATP i s  

c l e a v e d  a s  e f f e c t i v e l y  a s  ITP, w h i l e  ATP i s  n o t  c l e a v e d  a t  

a l l  i n  p r e p a r a t i o n s  c e n t r i f u g e d  a t  2 7 , 0 0 0  x  g .  T h ese  s t u d i e s  

h a v e  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  i n  2 7 , 0 0 0  x  g s u p e r n a t a n t  l y s a t e s
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o f  ly m p h o id  l i n e s  ITP i s  c l e a v e d  d i r e c t l y  t o  IMP i n  b o t h  a norm al  

ly m p h o id  l i n e  and t h e  IT P a se  v a r i a n t .  I n  a d d i t i o n ,  e v i d e n c e  i s  

p r e s e n t e d  t h a t  i n d i c a t e s  t h e  HPLC a s s a y  c a n  d i s t i n g u i s h  q u i t e  

e f f e c t i v e l y  b e t w e e n  t h e  n o n s p e c i f i c  p a r t i c u l a t e - b o u n d  IT P a se  

and t h e  .ITP p y r o p h o s p h o h y d r o l a s e  p r e s e n t  i n  t h e  c y t o s o l .  The  

v a r i a n t  IT P a se  l i n e  w a s  fo u n d  t o  h a v e  25% o f  t h e  p y r o p h o s p h o ­

h y d r o l a s e  a c t i v i t y  o f  n o rm a l c e l l  l i n e s  and 100% o f  t h e  a c t i v i t y  

o f  n o n s p e c i f i c  ITP d e g r a d a t i o n .

T h e se  d a t a  f u r t h e r  i n d i c a t e  t h a t  t h e  2 5% r e s i d u a l  a c t i v i t y  

o f  th e  l i n e  v a r i a n t  i n  IT P a se  a c t i v i t y  w a s  n o t  due t o  a 

p a r t i c u l a t e - b o u n d  I T P a s e ,  s i n c e  th e  p a r t i c u l a t e - b o u n d  IT P a se  

and t h e  c y t o s o l  IT P a se  a p p e a r  t o  h a v e  a d i f f e r e n t  m ech an ism  

o f  a c t i o n .

H ea t i n a c t i v a t i o n  s t u d i e s  a t  50°C show t h a t  t h e  IT P a se  

v a r i a n t  e x h i b i t e d  a m i l d  h e a t  i n s t a b i l i t y .  S t u d i e s  a t  

56°C c o n f i r m  t h i s  f i n d i n g .

L o ss  o f  a c t i v i t y  o f  IT P a se  se e m s  t o  p l a t e a u  i n  b o t h  t h e  

v a r i a n t  and n o rm a l ly m p h o id  l i n e  i n c u b a t e d  a t  b o t h  50°C and  

5 6 °C . The a c t i v i t y  p l a t e a u s  a t  70% o f  i n i t i a l  a c t i v i t y  i n  

n orm al ly m p h o id  l y s a t e s  h e a t e d  a t  50°C and 48% o f  i n i t i a l  a c t i ­

v i t y  i f  h e a t e d  a t  56°C , w h i l e  t h e  v a l u e s  f o r  t h e  IT P a se  v a r i a n t  

a r e  48% and 24% o f  i n i t i a l  a c t i v i t y  r e s p e c t i v e l y .

W h ile  t h e r e  i s  n o  o t h e r  e v i d e n c e  f o r  i s o z y m e s  o f  I T P a s e ,  

i t  w as p o s s i b l e  t h a t  t h e  25% r e s i d u a l  a c t i v i t y  i n  th e  v a r i a n t
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IT P a se  l i n e  w as  due t o  an i s o z y m e .

T h e r e f o r e ,  an  i n v e s t i g a t i o n  o f  IT P a se  a c t i v i t y  on s t a r c h  

g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  w as  i n i t i a t e d .  The IT P a se  fro m  t h e  v a r i a n t  

l i n e  e x h i b i t e d  t h e  same e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  a s  IT P a se  

from  a n o rm a l l i n e ,  w i t h  a d i m i n i s h e d  i n t e n s i t y  o f  th e  

p h o s p h a t e  b a n d ,  i n d i c a t i v e  o f  d i m i n i s h e d  IT P a se  a c t i v i t y .

W h ile  s t a r c h  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  i s  n o t  u s u a l l y  c o n ­

s i d e r e d  a q u a n t i t a t i v e  m eth o d , s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  a l y s a t e  

a l l o w  an  e s t i m a t e  o f  t h e  amount o f  enzym e a c t i v i t y  p r e s e n t  

i n  c o m p a r is o n  t o  o t h e r  s a m p l e s .  D i l u t i o n s  o f  t h e  enzym e  

p r e p a r a t i o n  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  v a r i a n t  enzym e had a p p r o x i ­

m a t e l y  25% o f  n o rm a l a c t i v i t y  on s t a r c h  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .

T h e re  a r e  s e v e r a l  r e p o r t s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o f  v a r i a n t  

human e n zy m es  i n  w h ic h  enzym e a c t i v i t y  i s  n o rm a l o r  n e a r  n o rm a l  

w i t h  one s u b s t r a t e ,  w h i l e  d i m i n i s h e d  w i t h  a n o t h e r .  One s u c h  

r e p o r t  i s  o f  a v a r i a n t  o f  h e x o s a m in id a s e  A w h o s e  a c t i v i t y  i s  

50% o f  n o rm a l w i t h  an  a r t i f i c i a l  s u b s t r a t e ,  4 m e t h y l - u m b e l l i f e r y l  

b u t  t o t a l l y  l a c k i n g  i n  enzym e a c t i v i t y  i f  t h e  n a t u r a l  s u b s t r a t e  

GM2 s u b s t i t u t e d  i n s t e a d  o f  4 m e t h y l - u m b e l l i f e r y l  ( 1 6 4 ) .  A n o th e r  

s u c h  r e p o r t  i s  o f  a  v a r i a n t  HGPRT w i t h  10% o f  n o r m a l a c t i v i t y  

w i t h  h y p o x a n t h in e  a s  s u b s t r a t e ,  0.5%  o f  n o rm a l a c t i v i t y  w i t h  

g u a n in e  a s  a s u b s t r a t e  ( 7 7 ) .  T h u s ,  i t  w as o f  i n t e r e s t  t o  e s t a b l i s h  

t h e  amount o f  enzym e a c t i v i t y  w i t h  v a r i o u s  s u b s t r a t e s  i n  t h e  

I T P a se  v a r i a n t .  S t a r c h  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  w as  c h o s e n  b e c a u s e  

i t  p r o v i d e d  a p a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  enzym e w h i l e  a l l o w i n g
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an e s t i m a t e  o f  en zym e a c t i v i t y .  The v a r i a n t  IT P a se  l i n e  w as  

shown t o  h a v e  t h e  same r e d u c e d  l e v e l  o f  IT P a se  a c t i v i t y  w i t h  

ITP and XTP o r  dITP a s  s u b s t r a t e .

T h e se  d a t a  s t r o n g l y  s u g g e s t  t h a t  t h e  r e s i d u a l  IT P a se  

a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  th e  v a r i a n t  l i n e  w a s  n o t  due t o  t h e  

p r e s e n c e  o f  a n o t h e r  i s o z y m e  o f  I T P a s e ,  a l t h o u g h  i t  i s  p o s s i b l e  

b u t  n o t  p r o b a b le ,  t h a t  t h e  i s o z y m e  w o u ld  h a v e  t h e  same e l e c t r o ­

p h o r e t i c  m o b i l i t y .

As m e n t io n e d  e a r l i e r ,  IT P a se  a c t i v i t y  h a s  b e e n  fo u n d  t o  

e x h i b i t  a c o n t i n u o u s  s p e c t r u m  o f  a c t i v i t y  i n  human e r y t h r o ­

c y t e s  (3 1 ,1 3 6 ) .  H o w ever , b a s e d  on t h e  d a t a  p r e s e n t e d  ( IT P a se  

a c t i v i t y  b e n e a t h  two s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  from  t h e  m ean, 

m il d  i n s t a b i l i t y  t o  h e a t ,  and r e d u c e d  a c t i v i t y  t o w a r d s  a l l  

known s u b s t r a t e s  o f  I T P a s e ) , i n  a d d i t i o n  t o  no  r e p o r t e d  IT P a se  

a c t i v i t y  i n  r e d  c e l l s  o f  t h e  same i n d i v i d u a l  (135) , t h e r e  i s  

an e x t r e m e l y  s t r o n g  s u g g e s t i o n  o f  a  p a r t i a l  IT P a se  d e f i c i e n t  

ly m p h o id  l i n e  w h ic h  i s  d i s t i n c t  from  t h e  IT P a se  p r e s e n t  i n  

t h e  n o rm a l p o p u l a t i o n .

T h e re  a r e  no r e p o r t s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o f  a p a r t i a l  

IT P a se  d e f i c i e n c y  ( i n d e e d ,  t h e  b o u n d a r y  o f  l e v e l s  o f  h e t e r o ­

z y g o t e  -h o m o z y g o te  a c t i v i t y  h ave  n o t  b e e n  e s t a b l i s h e d  i n  

r e d  c e l l s ) ,  b u t  t h e  m o d el d o e s  e x i s t .  T h e r e  i s  a  r e p o r t  

o f  a p a r t i a l  a d e n o s i n e  d e a m in a se  d e f i c i e n t  i n d i v i d u a l .  The  

enzym e i n  t h e  ly m p h o id  l i n e  e s t a b l i s h e d  from  t h i s  p a t i e n t
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se e m s  t o  h a v e  some r e m a r k a b ly  s i m i l a r  c h a r a c t e r i s t i c s  t o  th e  

p a r t i a l  I T P a se  d e f i c i e n t .  The ADA enzym e e x h i b i t s  25% o f  

n o rm a l a c t i v i t y  i n  ly m p h o id  c e l l s ,  1-2% i n  e r y t h r o c y t e s  and  

i s  p o s t u l a t e d  t o  b e  a h e a t  s t a b i l i t y  m u ta n t  ( 1 1 5 ) .  In  

a d d i t i o n ,  an HGPRT v a r i a n t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  h a s  14% o f  

n o rm a l a c t i v i t y  i n  l e u k o c y t e  l y s a t e s ,  n o  HGPRT a c t i v i t y  i n  hem o­

l y s a t e s ,  and 100% o f  n o rm a l a c t i v i t y  i f  i n t a c t  c e l l s  a s  a s s a y e d  

( ^ C  i n o s i n e  c o n v e r s i o n  t o  "^C IMP i n  w h o le  c e l l s )  . The enzym e  

w as r e p o r t e d  t o  b e  t h e r m o l a b i l e  i n  c o m p a r is o n  t o  n o rm a l e n z y m e .

A l l  e n zy m es  r e p o r t e d  t o  b e  p a r t i a l l y  d e f i c i e n t  i n  th e  

p u r i n e  p a th w a y  h a v e  b e e n  i n v o l v e d  i n  b a s e - n u c l e o s i d e  m e t a b o l i s m .  

A d e n o s in e  d e a m in a s e ,  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a s e , 5 '  n u c l e o t i d a s e ,  

h y p o x a n t h in e  g u a n in e  p h o s p h o r i b o s y l  t r a n s f e r a s e ,  and a d e n in e  

p h o s p h o r i b o s y l  t r a n s f e r a s e  a l l  i n v o l v e  a b a s e  o r  n u c l e o s i d e  

a s  a s u b s t r a t e  or  p r o d u c t .  A r e p o r t  o f  p a r t i a l  d e f i c i e n c y  

o f  a d e n y l a t e  k i n a s e  i s  b a s e d  on t o t a l  d e f i c i e n c y  o f  t h e  

i s o z y m e ,  a d e n y l a t e  k i n a s e  1 .  T h i s  i s  t h e  f i r s t  r e p o r t  o f  a 

p a r t i a l l y  d e f i c i e n t  enzym e i n v o l v e d  s o l e l y  i n  n u c l e o t i d e  

m e t a b o l i s m .

I n  summary, a ly m p h o id  l i n e  h a s  b e e n  fo u n d  t o  h ave  25% 

o f  n o rm a l I T P a se  a c t i v i t y  b y  p h o s p h a t e  a s s a y ,  HPLC a s s a y ,  

and s t a r c h  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  The l i n e  h a s  b e e n  fo u n d  

t o  b e  m i l d l y  u n s t a b l e  t o  h e a t .  An HPLC a s s a y  h a s  b e e n  

d e v e l o p e d  f o r  IT P a se  t h a t  i s  s e n s i t i v e ,  a c c u r a t e ,  and
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r e p r o d u c i b l e . The a s s a y  h a s  show n t h a t  t h e  p r o d u c t  o f  IT P a se  

i s  IMP i n  b o t h  n o r m a l ly m p h o id  c e l l s  and t h e  IT P a se  v a r i a n t ,  

w h i l e  a n o n s p e c i f i c  p a r t i c u l a t e - b o u n d  t r i p h o s p h a t a s e  w i l l  

d e g r a d e  ITP t o  IDP a s  w e l l  a s  IMP
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M e t a b o l i c  S t u d i e s

P u r in e  i n t e r c o n v e r s i o n  and s y n t h e s i s  i s  a c h i e v e d  b y  a 

c o m p le x  s e t  o f  r e a c t i o n s  w i t h  r e g u l a t o r y  c o n t r o l s  a t  many 

p o i n t s .  The b a l a n c e  b e t w e e n  de n o v o  s y n t h e s i s  and s a l v a g e  i s  

f i n e l y  c o n t r o l l e d .  The c o n v e r s i o n  o f  IMP, a c e n t r a l  m e t a b o l i t e  

i n  b o t h  de n o v o  s y n t h e s i s  and s a l v a g e ,  t o  AMP and GMP i s  

u n d e r  s e v e r a l  s e t s  o f  c o n t r o l s .  The c o n v e r s i o n  o f  IMP t o  

AMP i s  m o d u la te d  b y  tw o  e n z y m e s ,  a d e n y l s u c c i n a t e  s y n t h e t a s e ,  

and a d e n y l s u c c i n a t e  l y a s e .  AMP and GDP i n h i b i t  a d e n y l s u c c i n a t e  

s y n t h e t a s e .  In  a d d i t i o n ,  GTP i s  a r e q u i r e d  c o f a c t o r  i n  th e  

i n t e r c o n v e r s i o n  o f  IMP t o  AMP. The c o n v e r s i o n  o f  IMP t o  

GMP a g a i n  r e q u i r e s  tw o  e n z y m e s ,  IMP d e h y d r o g e n a s e  and GMP 

s y n t h e t a s e .  IMP d e h y d r o g e n a s e  i s  i n h i b i t e d  b y  XMP and IDP 

a s  w e l l  a s  GTP. G lu ta m in e  i s  r e q u i r e d  f o r  c o n v e r s i o n  o f  

XMP t o  GMP. The e f f e c t  o f  ITP a s  a r e g u l a t o r y  compound on 

t h e s e  r e a c t i o n s  i s  unknow n.

The u s e  o f  HPLC e q u ip m e n t  and r a d i o - l a b e l e d  p r e c u r s o r s  

h a s  e n a b l e d  t h e  m o n i t o r i n g  o f  s e v e r a l  p a r a m e t e r s  o f  p u r in e  

m e t a b o l i s m .  The c e l l u l a r  c o n t e n t  o f  f r e e  n u c l e o t i d e s  un d er  

s e v e r a l  d i f f e r e n t  c o n d i t i o n s  h a s  b e e n  m e a s u r e d .  I n  a d d i t i o n ,  

t h e  l e v e l  o f  s y n t h e s i s  o f  a compound c a n  b e  m o n i t o r e d  by  

f o l l o w i n g  t h e  p a t h  o f  p e r c e n t  o f  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  i n c o r ­

p o r a t e d  i n t o  e a c h  com pou nd . The c a l c u l a t i o n  o f  s p e c i f i c  

a c t i v i t y ,  b a s e d  on t h e  l e v e l  o f  r a d i o a c t i v i t y  and t h e  amount
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o f  a compound p r e s e n t ,  i s  i n d i c a t i v e  o f  t h e  p o o l  s i z e  p r e s e n t .  

E ach r e a c t i o n  i n v o l v e s  a d i l u t i o n  o f  t h e  r a d i o a c t i v e  p r e c u r s o r .  

H e n c e ,  i n  t h e o r y ,  a compound w i t h  a h i g h e r  s p e c i f i c  a c t i v i t y  

w o u ld  h a v e  b e e n  s y n t h e s i z e d  p r i o r  t o  a compound w i t h  lo w e r  

s p e c i f i c  a c t i v i t y .  The f l o w  o f  t h e  p a th w a y  c a n  t h u s  b e  

m o n i t o r e d .

L y m p h o cy te s  and e r y t h r o c y t e s  h a v e  v e r y  d i f f e r e n t  a l t e r n a ­

t i v e s  a v a i l a b l e  t o  th em  i n  te r m s  o f  p u r in e  b i o s y n t h e s i s .  

E r y t h r o c y t e s  l a c k  t h e  c a p a c i t y  o f  de  n o v o  p u r i n e  s y n t h e s i s  

(165) . ITP a c c u m u l a t i o n  i n  i n t a c t  t i s s u e s  o t h e r  t h a n  e r y t h r o ­

c y t e s  h a s  n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  d e m o n s t r a t e d .  The a c c u m u la t io n  

o f  ITP i n  a c e l l  w h ic h  h a s  t h e  c a p a c i t y  t o  s y n t h e s i z e  p u r i n e s  

de n o v o  and t o  s a l v a g e  p u r i n e s  i s  o f  p a r t i c u l a r  i n t e r e s t .  In  

c e l l s  p o s s e s s i n g  b o t h  t h e  de n o v o  and s a l v a g e  p a th w a y s  

a c c u m u l a t i o n  and s y n t h e s i s  o f  a p u r i n e  compound i s  r e p r e ­

s e n t a t i v e  o f  a b a l a n c e  o f  t h e  tw o  p a th w a y s  and t h u s  i s  

i n d i c a t i v e  o f  c e l l u l a r  f u n c t i o n  w h en  a l t e r n a t i v e  p a th w a y s  

a r e  a v a i l a b l e .  W h i le  enzym e d e f e c t s  a r e  s o m e t im e s  m a n i f e s t  

p r i m a r i l y  i n  e r y t h r o c y t e s ,  t h e  more s e v e r e  d e f e c t s  i n  p u r i n e  

m e t a b o l i s m  h a v e  t e n d e d  t o  be  e x p r e s s e d  a s  d y s f u n c t i o n  o f  t h e  

immune s y s t e m  and  n e u r o l o g i c  d y s f u n c t i o n .  The t i s s u e s  

i n v o l v e d  i n  t h e s e  d e f e c t s  a r e  p r i m a r i l y  l y m p h o c y t e s  and 

c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  t i s s u e .  O th er  t i s s u e s  s u c h  a s  k i d n e y s  

and  j o i n t s  h a v e  b e e n  s e c o n d a r i l y  i n v o l v e d  due t o  an  i n a b i l i t y
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t o  m e t a b o l i z e  t h e  p r o d u c t s  o f  p u r i n e  m e t a b o l i s m .

E r y t h r o c y t e s

M e t a b o l i c  s t u d i e s  i n  human e r y t h r o c y t e s  i n d i c a t e  t h a t

i n t a c t  e r y t h r o c y t e s  i n c r e a s e  th e  l e v e l s  o f  IMP and ATP

p r e s e n t  when i n c u b a t e d  w i t h  50 uM i n o s i n e  i n  a g r e e m e n t  w i t h

B l a i r e  e t  a l .  (1 4 3 )  and D ean e t  a l .  ( 1 6 6 ) .  I n o s i n e  i n c o r p o r a t i o n

e x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  m a jo r  n u c l e o t i d e  form ed

from  i n o s i n e  i s  IMP. Four p e r c e n t  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  w as

fo u n d  i n  ATP. Red c e l l s  a r e  r e p o r t e d  t o  b e  m i s s i n g  t h e

en zym e a d e n y l s u c c i n a t e  s y n t h e t a s e  (165) and l a c k  t h e  c a p a c i t y

t o  c o n v e r t  IMP t o  AMP. The lo w  l e v e l  c o n v e r s i o n  o f  IMP t o

AMP may h ave  b e e n  due t o  c o n t a m i n a t i o n  o f  th e  e r y t h r o c y t e s

w i t h  l e u k o c y t e s  w h ic h  p o s s e s s  t h e  enzym e a d e n y l o s u c c i n a t e

s y n t h e t a s e  o r  t o  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  i n o s i n e  w i t h  a d e n o s i n e .

N e l s o n  e t  a l .  h a v e  r e p o r t e d  no r a d i o - l a b e l  i n  ATP o r  GTP

14w hen human e r y t h r o c y t e s  a r e  i n c u b a t e d  w i t h  8 -  C h y p o x a n t h m e  

i f  t h e  h y p o x a n t h in e  w a s  p u r i f i e d .  A p p r o x im a t e ly  2 - 3  p e r c e n t  

o f  t h e  n u c l e o t i d e s  s y n t h e s i z e d  from  r a d i o - l a b e l e d  i n o s i n e  

i n  e r y t h r o c y t e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  a d e n in e  n u c l e o t i d e s  

b y  v a r i o u s  i n v e s t i g a t o r s  (143145) . The a b i l i t y  o f  e x o g e n o u s  

i n o s i n e  t o  i n c r e a s e  th e  l e v e l  o f  ATP o r  p r e v e n t  d e g r a d a t i o n  

o f  ATP h a s  b e e n  n o t e d  (16  6 ) .  The i n c r e a s e  i n  ATP may b e  

s e c o n d a r y  t o  i n c u b a t i o n  w i t h  i n o s i n e  a s  l i t t l e  ATP i s  s y n t h e s i z e d  

from  i n o s i n e .  U nder t h e  s t a t e d  i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s ,  no  

ITP a c c u m u la t e d  i n  e r y t h r o c y t e s  fr o m  t h r e e  n o rm a l i n d i v i d u a l s .
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ITP a c c u m u la t io n  i n  i n t a c t  ly m p h o id  c e l l s  has  n o t  b e e n  

p r e v i o u s l y  d e m o n s t r a t e d ,  p r e s u m a b ly  b e c a u s e  t h e  ly m p h o id  

c e l l  h a s  h ig h  e n o u g h  a c t i v i t y  o f  IT P a se  t o  m e t a b o l i z e  a l l  o f  

t h e  ITP s y n t h e s i z e d  o r  l a c k s  t h e  c a p a c i t y  t o  s y n t h e s i z e  IT P .

D i s c o v e r y  o f  an i n d i v i d u a l  w h o se  ly m p h o id  c e l l s  in  

c u l t u r e  p o s s e s s e d  r e d u c e d  a c t i v i t y  o f  IT P a se  p r e s e n t e d  a 

u n iq u e  o p p o r t u n i t y  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  a b i l i t y  o f  ly m p h o id  

c e l l s  t o  s y n t h e s i z e  ITP and t h e  p a r a m e t e r s  a f f e c t i n g  ITP 

a c c u m u l a t i o n .  T h i s  p a r t i c u l a r  c e l l  l i n e  e x h i b i t e d  20% 

r e s i d u a l  a c t i v i t y  o f  I T P a s e .  I t  w as u n c e r t a i n  i f  t h e  l e v e l  

o f  r e s i d u a l  a c t i v i t y  i n  t h i s  p a r t i a l  d e f i c i e n t  w as  s u f f i c i e n t  

t o  p r e v e n t  an y  m e t a b o l i c  a b n o r m a l i t i e s  u n d er  t h e  c o n d i t i o n s  

c h o s e n  t o  a s c e r t a i n  t h e s e  m e t a b o l i c  a b n o r m a l i t i e s .

P a r t i a l  d e f i c i e n t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  e x h i b i t  a 

v a r i e t y  o f  m e t a b o l i c  d e f e c t s .  T h e s e  v a r y  fro m  no  m e t a b o l i c  

a b n o r m a l i t i e s  d e t e c t a b l e ,  m e t a b o l i c  a b n o r m a l i t i e s  p r e s e n t  

i n  v i t r o  b u t  n o t  i n  v i v o ,  t o  m e t a b o l i c  a b n o r m a l i t i e s  

d e m o n s t r a t e d  b o t h  i n  v i v o  and i n  v i t r o .  The m e t a b o l i c  

a b n o r m a l i t i e s  i n  v i t r o  w i l l  d e p en d  on t h e  t i s s u e  c h o s e n  t o  

a s s a y  t h e  m e t a b o l i c  d e f e c t  and t h e  m ethod  o f  a s c e r t a i n m e n t .

The a b i l i t y  o f  ly m p h o id  c e l l s  in  c u l t u r e  t o  s y n t h e s i z e  

ITP w as d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  d e t e c t i o n  o f  ITP i n  th e  ly m p h o id  

l i n e  w i t h  r e d u c e d  IT P a se  a c t i v i t y .  F u r t h e r m o r e ,  i n i t i a l  

s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t ,  when t h e s e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  

1 4 C i n o s i n e  i n  a c u l t u r e  m ed ia  c o n t a i n i n g  10 mM g l u c o s e ,
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50  mM PO^, 50 uM i n o s i n e ,  and N aC l, t h e s e  c e l l s  a c t i v e l y  

s y n t h e s i z e d  IT P . The c o n d i t i o n s  o f  i n c u b a t i o n  w e r e  c h o s e n  

t o  e n s u r e  t h a t  t h e s e  c e l l s  w e r e  a c t i v e l y  s y n t h e s i z i n g  

p u r i n e  n u c l e o t i d e s .  The g l u c o s e  w a s  p r e s e n t  t o  h e l p  m a i n t a i n  

e n e r g y  c h a r g e  and  l e v e l s  o f  R5P and t h e  h ig h  p h o s p h a t e  c o n c e n ­

t r a t i o n  t o  i n c r e a s e  PRPP l e v e l s  i n t r a c e l l u l a r l y .  I n c r e a s e  o f  

i n t r a c e l l u l a r  PRPP w o u ld  t h e o r e t i c a l l y  i n c r e a s e  t h e  am ount o f  

IMP s y n t h e s i z e d  w hen th e  c e l l s  w e r e  p r e s e n t e d  w i t h  e x o g e n o u s  

i n o s i n e .

The f i r s t  tw o  i n c o r p o r a t i o n  e x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

IT P a se  n o rm a l ly m p h o id  c e l l s  had t h e  c a p a c i t y  t o  s y n t h e s i z e  

IT P . The a c c u m u l a t i o n  o f  ITP w as fo u n d  t o  o c c u r  i f  t h e s e  

c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  i n o s i n e  f o r  one h o u r .  By tw o  

h o u r s  t h e r e  w a s  no a c c u m u l a t i o n  o f  I T P . T h i s  c o u l d  h a v e  b e e n  

due t o  r e d u c e d ,  s y n t h e s i s  o f  ITP a t  tw o  h o u r s  o r  an i n c r e a s e d  

a b i l i t y  t o  d e g r a d e  ITP, s i n c e  a c c u m u l a t i o n  i s  t h e  b a l a n c e  

b e t w e e n  s y n t h e s i s  and  d e g r a d a t i o n .

In  a d d i t i o n ,  t h e  f i r s t  tw o  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e d  t h a t  

t h e  a b i l i t y  o f  t h e  ly m p h o id  l i n e  w i t h  r e d u c e d  IT P a se  

a c t i v i t y  t o  a c c u m u la t e  ITP w as v a r i a b l e .  I n  th e  f i r s t  

e x p e r i m e n t ,  0 . 1 4 4  n a n o m o le s /1 0 ^  c e l l s  w e r e  p r e s e n t  i n  c e l l  

c u l t u r e  and on g l u c o s e  i n c u b a t i o n .  The s e c o n d  e x p e r i m e n t  

d e m o n s t r a t e d  no  ITP p r e s e n t  a t  z e r o  t im e  o r  on g l u c o s e  

i n c u b a t i o n ,  b u t  ITP w as  s y n t h e s i z e d  w h en  t h e  c e l l s  w e re  

p r e s e n t e d  w i t h  e x o g e n o u s  i n o s i n e .  I n  t h i s  e x p e r i m e n t  IDP



w a s  p r e s e n t  ( 0 . 1 0 4  n a n o m o le s /1 0 ^  c e l l s )  i n  IT P a se  v a r i a n t  c e l l s  

g r o w in g  i n  c u l t u r e .  U nder c o n d i t i o n s  w h e r e  t h e  n o rm a l c e l l  

a c c u m u la t e d  ITP, t h e  v a r i a n t  l i n e  a c c u m u la t e d  a p p r o x i m a t e l y  

1 00  f o l d  more IT P . F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  c e n t e r e d  on c o n d i t i o n s  

o f  c e l l  c u l t u r e  t h a t  w e r e  p e r m i s s i v e  t o  ITP a c c u m u l a t i o n .

As p r e v i o u s l y  m e n t io n e d ,  IT P a se  from  t h e  v a r i a n t  l i n e  show ed  

m i l d  i n s t a b i l i t y .  I t  w as  p o s s i b l e  t h a t  t h e  l i n e  p o s s e s s e d  

e n o u g h  I T P a se  a c t i v i t y  t o  d e g r a d e  a l l  o f  t h e  ITP s y n t h e s i z e d  

w h i l e  a c t i v e l y  g r o w in g  ( i n  l o g  p h a s e )  b u t  a t  s t a t i o n a r y  

p h a s e  l a c k e d  e n o u g h  r e s i d u a l  a c t i v i t y  t o  d e g r a d e  a l l  t h e  ITP 

s y n t h e s i z e d .  I n v e s t i g a t i o n  o f  t im e  o f  s u b c u l t u r e  r e v e a l e d  

no ITP w a s  p r e s e n t  a t  a n y  t im e  fro m  z e r o  t o  t h r e e  d a y s  and  

z e r o  t o  s e v e n  d a y s  a f t e r  r e s u s p e n s i o n  i n  f r e s h  m e d ia  a t  a 

d e n s i t y  o f  2 x  1 0 5 c e l l s / m l .  The c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a t  

d a i l y  i n t e r v a l s .  I n c u b a t i o n  w i t h  l a b e l e d  i n o s i n e  on  d a y  3 

and day  7 r e s u l t e d  i n  n o  ITP b e i n g  d e t e c t e d .  P r e v i o u s  s t u d i e s  

had b e e n  c o n d u c t e d  w i t h  c u l t u r e s  t h a t  had b e e n  m a in t a in e d  

b y  a 1 t o  1 d i l u t i o n  w i t h  f r e s h  m e d ia .

S y n t h e s i s  o f  ITP fro m  IMP i s  j u s t  o n e  o f  s e v e r a l  

a l t e r n a t i v e  p a th w a y s  a v a i l a b l e  t o  IMP. IMP c a n  b e  c o n v e r t e d  

t o  AMP, GMP ( v i a  XMP), o r  i n o s i n e .  A l t e r a t i o n s  i n  t h e  l e v e l s  

o f  AMP, GMP, o r  t h e i r  m e t a b o l i t e s  may h a v e  a n  e f f e c t  on t h e  

l e v e l s  o f  ITP a c c u m u l a t i o n .  C o n v e r s e l y ,  a c c u m u l a t i o n  o f  ITP 

m ig h t  a l t e r  l e v e l s  o f  AMP, GMP, and t h e i r  m e t a b o l i t e s .  To 

i n v e s t i g a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a l t e r a t i o n s  o f  o t h e r  m e t a b o l i t e s
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t h e  f u l l  n u c l e o t i d e  p r o f i l e s  o f  c e l l s  o b t a i n e d  b y  HPLC w e r e

a n a l y z e d .  A n a l y s i s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  mean l e v e l s  o f  v a r i o u s

n u c l e o t i d e s  l i s t e d  i n  T a b l e s  10 t o  13 w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y

d i f f e r e n t  i n  t h e  l y m p h o i d  l i n e  v a r i a n t  i n  I T P a s e  a c t i v i t y

and n o r m a l  l i n e s  grow n i n  c o m p l e t e  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  and

25 m i n u t e  g l u c o s e  i n c u b a t i o n .  H o w ev er ,  on i n c u b a t i o n  w i t h

e x o g e n o u s  i n o s i n e  f o r  one and tw o  h o u r s  t h e  v a r i a n t  l i n e

p o s s e s s e d  s i g n i f i c a n t l y  more IMP ( 1 . 0 8 2  n a n o m o l e s / 1 0 6 c e l l s

6
v s .  0 . 5 3 8  n a n o m o l e s / 1 0  c e l l s ) .  The a c c u m u l a t i o n  o f  ITP 

w a s  n o t  fo u n d  t o  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  l e v e l  o f  IMP p r e s e n t ,  

i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  w o r k  o f  F r a s e r  e t  a l .  i n  e r y t h r o c y t e s  

( 3 1 ) .  The r a t i o  o f  IMP/ATP w as  f o u n d  t o  be  i n c r e a s e d  u n d e r  t h e s e  

c o n d i t i o n s  a s  a r e s u l t  o f  i n c r e a s e d  IMP. The mean v a l u e s  

o b t a i n e d  f o r  l e v e l s  o f  f r e e  n u c l e o t i d e s  p r e s e n t  i n  lymphoid  

c e l l s  c u l t u r e d  i n  c o m p l e t e  m e d ia  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  

r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  b y  B r e n t o n  e t  a l . ,  a l t h o u g h  a l l

v a l u e s  a r e  s l i g h t l y  l o w e r .  The mean v a l u e  o f  ATP ( 1 . 9  n a n o m o l e s /
£

10 ) i s  l o w e r  t h a n  t h a t  r e p o r t e d  b y  B r e n t o n  ( 4 . 2 3 )  e t  a l .  T h i s  

i s  p r o b a b l y  due t o  t h e  s t a g e  o f  c e l l  g r o w th  a t  w h i c h  t h e  c e l l s  

w e r e  a n a l y z e d .  B r e n t o n  e t  a l .  r e p o r t e d  on t h e  n u c l e o t i d e  l e v e l s  

o f  c e l l s  i n  l o g  p h a s e ,  w h i l e  t h e  m a j o r i t y  o f  d e t e r m i n a t i o n s  

p r e s e n t e d  h e r e  w e r e  f r o m  c e l l s  i n  s t a t i o n a r y  p h a s e .  As shown  

b y  t h e  g r o w th  c u r v e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  3 1 ,  t h e  l e v e l s  o f  

n u c l e o t i d e s  v a r y  w i t h  t h e  s t a g e  o f  c e l l  g r o w t h .  T o t a l  c o n t e n t  

o f  n u c l e o t i d e s  i s  l o w e r  i n  s t a t i o n a r y  p h a s e  t h a n  l o g  p h a s e .
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C e l l s  a n a l y z e d  i n  l o g  p h a s e  r e v e a l e d  v a l u e s  o f  4 . 3  i n  t h e  

n o r m a l  and 5 . 5  i n  t h e  v a r i a n t  r e s p e c t i v e l y  f o r  ATP.

C o m p o s i t i o n  o f  t h e  c u l t u r e  medium w as  f o u n d  t o  e f f e c t  

t h e  s y n t h e s i s  o f  IT P .  The p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  g l u t a m i n e ,  

a c o f a c t o r  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  IMP t o  GMP, w a s  f o u n d  t o  

e f f e c t  ITP a c c u m u l a t i o n .  ITP w as  s y n t h e s i z e d  i n  c e l l s  t h a t  

had b e e n  c u l t u r e d  i n  g l u t a m i n e  f r e e  m e d ia  f o r  t w e n t y - f o u r  

h o u r s .  G l u t a m i n e  l i m i t a t i o n  o f  c u l t u r e d  human c e l l s  h a s  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  d e c r e a s e  t h e  l e v e l  o f  PRPP ( 1 6 7 ) .  I n  

a d d i t i o n ,  g l u t a m i n e  i s  a r e q u i r e d  c o f a c t o r  i n  p u r i n e  b i o ­

s y n t h e s i s  de n o v o .  G lu t a m in e  i s  a l s o  a  c o f a c t o r  f o r  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  XMP t o  GMP. I n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s  w e r e  c h o s e n  

t o  i n c r e a s e  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  PRPP and m i n i m i z e  de n o v o  

s y n t h e s i s .  Of t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  f a c t o r s ,  l i m i t a t i o n  o f  

t h e  c o n v e r s i o n  o f  XMP t o  GMP s e e m s  t h e  m o s t  l i k e l y  e f f e c t  

g l u t a m i n e  h a d  on t h e s e  c e l l s ,  a s  r e d u c e d  s y n t h e s i s  o f  g u a n i n e  

n u c l e o t i d e  was  o b s e r v e d .

A l t h o u g h  ITP w a s  s y n t h e s i z e d  and a c c u m u l a t e d  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  g l u t a m i n e ,  t h e  am ount  o f  ITP a c c u m u l a t e d  n e v e r  

r e a c h e d  t h e  l e v e l s  o b s e r v e d  i n  t h e  f i r s t  tw o  e x p e r i m e n t s .

T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  o t h e r  f a c t o r s  m o d i f i e d  t h e  a c c u m u l a t i o n  

o f  IT P .  The p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  a s p a r t a t e  d i d  n o t  seem  

t o  e f f e c t  ITP a c c u m u l a t i o n .

The a c c u m u l a t i o n  o f  ITP w a s  f o u n d  t o  b e  s t r o n g l y
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c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  r a t i o  o f  IM P /A M P y fco rre la t io n  c o e f f i c i e n t  

o f  0 . 9 1  ( p = 0 . 0 0 0 1 } /  and t h e  amount o f  IDP p r e s e n t  ( 0 . 9 6 )  

i n  t h e  v a r i a n t  I T P a s e  l i n e  a t  a l l  t i m e s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e r e  

w a s  a s t r o n g  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  ( - 0 . 9 3 )  w i t h  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  GTP i n  t h e  v a r i a n t .  The i n v e r s e  c o r r e l a t i o n  

w i t h  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  GTP and t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  ITP 

i n  c e l l s  grcw n i n  g l u t a m i n e  f r e e  m e d ia  i n d i c a t e  t h a t  ITP 

a c c u m u l a t e s  when g u a n i n e  n u c l e o t i d e s  a r e  n o t  b e i n g  s y n t h e s i z e d .  

I n  n o r m a l  c e l l  l i n e s ,  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  ITP w as  a l s o  c o r ­

r e l a t e d  i n v e r s e l y  ( - 0 . 9 5 )  w i t h  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  GTP.

No s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  w a s  o b t a i n e d  i n  t h e  IMP/AMP r a t i o  

w i t h  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  ITP i n  n o r m a l  c e l l  l i n e s .  I n  b o t h  

c a s e s  ITP a c c u m u l a t e d  when o v e r  o n e  nanogram  o f  IMP w as  

p r e s e n t  i n  r e s p o n s e  t o  e x o g e n o u s  i n o s i n e .  H o w ev er ,  i n  many 

n u c l e o t i d e  p r o f i l e s  o v e r  o n e  nanogram  IMP/10 c e l l s  w e r e  

p r e s e n t  and no  ITP a c c u m u l a t e d .  The s y n t h e s i s  o f  ITP i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  l a r g e  am ou nts  o f  IMP c o u l d  n o t  b e  e x p l a i n e d  m e r e l y  

b y  a v a r i a t i o n  i n  t h e  l e v e l  o f  a c t i v i t y  o f  HGPRT ( s y n t h e s i s  

o f  IMP) a s  a c c u m u l a t i o n  o f  ITP d i d  n o t  c o r r e l a t e  w i t h  t h e  

s y n t h e s i s  o f  IMP (cpm p r e s e n t )  or  t h e  amount  p r e s e n t .  The  

i n c o r p o r a t i o n  e x p e r i m e n t s  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  a minimum l e v e l  

o f  IMP i s  n e c e s s a r y  b e f o r e  ITP s y n t h e s i s  o c c u r s .  The f i n d i n g  

o f  a  l a r g e  amount  o f  IDP ( 0 . 1 6 9  n a n o m o l e s / 1 0  c e l l s )  p r e s e n t  

i n  I T P a se  v a r i a n t  c e l l s  grown i n  c u l t u r e  m e d ia  w i t h  a r e l a t i v e l y
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h i g h  l e v e l  o f  IMP ( 0 . 5 6 9  n a n o m o l e s / 1 0 ^ )  s u p p o r t s  t h i s .  The 

l e v e l  o f  IMP p r e s e n t  w a s  h i g h e r  t h a n  t h a t  fo u n d  a t  any  o t h e r  

t i m e  i n  c e l l s  g r o w i n g  i n  c o m p l e t e  c u l t u r e  m e d i a .  I t  w o u ld  

a p p e a r  t h a t  a h i g h  IMP c o n t e n t  i s  a n e c e s s a r y ,  b u t  n o t  

s u f f i c i e n t ,  c o n d i t i o n  o f  ITP s y n t h e s i s .  The e n z y m e ( s )  r e s p o n s i b l e  

f o r  s y n t h e s i z i n g  ITP fr o m  IMP may h a v e  a h i g h  Km f o r  IMP. The 

o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  l e v e l  o f  ATP d e c l i n e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  

ITP s y n t h e s i s  i n  t h e  v a r i a n t  l i n e  w a s  f o u n d  t o  be  a c h a r a c ­

t e r i s t i c  o f  t h e  v a r i a n t  l i n e .  D a ta  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  17 i n d i c a t e  

t h a t  t h e  r a t i o  o f  ATP/GTP i s  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  t h a n  n o r m a l  

c e l l  l i n e s  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  ITP s y n t h e s i s  a t  b o t h  1 h o u r  

and 2 h o u r  i n c u b a t i o n  t i m e  p o i n t s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  r a t i o  o f  

ATP/GTP i s  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  i n  t h e  I T P a s e  v a r i a n t  l i n e  

when ITP i s  a c c u m u l a t e d  t h a n  when i t  i s  n o t .  The r e d u c t i o n  o f  

ATP w as  n o t  s t o i c h i o m e t r i c  t o  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  ITP.  T h e r e  

w a s  no s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  n o r m a l  l i n e  o r  b e t w e e n  

t h e  n o r m a l  l i n e  and t h e  v a r i a n t  l i n e  when  n o  ITP a c c u m u l a t e d .

A l l  o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  s ee m  t o  i n d i c a t e  t h a t  ITP 

a c c u m u l a t e s  t o  a g r e a t e r  e x t e n t  i n  t h e  I T P a s e  v a r i a n t  

t h a n  t h e  n o r m a l  l i n e . C o n d i t i o n s  o f  s y n t h e s i s  and  a c c u m u l a t i o n  

i n c l u d e  r e d u c e d  s y n t h e s i s  o f  g u a n i n e  n u c l e o t i d e s ,  d e p l e t i o n  

o f  ATP p o o l s ,  and an i n c r e a s e d  IMP/AMP r a t i o .

W h i l e  t h e  c o n d i t i o n s  u t i l i z e d  t o  d e m o n s t r a t e  ITP 

a c c u m u l a t i o n  a r e  n o t  p h y s i o l o g i c ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  i n  o t h e r
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t i s s u e  t y p e s  i t p  a c c u m u l a t i o n  d o e s  o c c u r  u n d e r  p h y s i o l o g i c  

c o n d i t i o n s . The v a r i a n t  I T P a s e  enzyme e x h i b i t s  t w e n t y  p e r c e n t  

a c t i v i t y  i n  l y m p h o id  l i n e s  and no  r e p o r t e d  a c t i v i t y  i n  - 

e r y t h r o c y t e s .  The l e v e l  o f  r e s i d u a l  a c t i v i t y  t h a t  t h i s  v a r i a n t  

enzym e w o u l d  p o s s e s s  i n  o t h e r  t i s s u e s  s u c h  a s  b r a i n  i s  u n c e r t a i n .  

ITP h a s  r e c e n t l y  b e e n  r e p o r t e d  t o  i n h i b i t  g l u t a m i c  a c i d  

d e c a r b o x y l a s e ,  an a c t i v e  enzyme i n  human b r a i n s .

A c c u m u l a t i o n  o f  g r e a t e r  am ou nts  o f  ITP i n  t h e  I T P a s e  

v a r i a n t  t h a n  n o r m a l s  i s  o f  g r e a t  i n t e r e s t .  D a t a  p r e s e n t e d  

p r e v i o u s l y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  I T P a se  v a r i a n t  h a s  a n  a c t i v e  

p a r t i c u l a t e  b ou n d  I T P a s e  c a p a b l e  o f  c a t a l y z i n g  t h e  d e g r a d a t i o n  

o f  ITP a t  t h e  r a t e  o f  6 . 2 5  u m o l e s / h r / 1 0 6 c e l l s .  The accu m u­

l a t i o n  o f  ITP i n  t h e s e  c e l l s  c o u l d  b e  due t o  s e v e r a l  p o s s i ­

b i l i t i e s .  One p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  t h e  c e l l s  s y n t h e s i z e  

ITP i n  am ou nts  g r e a t e r  t h a n  6 . 2 5  u m o l e s / h r / 1 0 ^  c e l l s .  The  

s e c o n d  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  t h e  s y n t h e s i s  o f  ITP o c c u r s  i n  a 

r e g i o n  w h e r e  t h e  p a r t i c u l a t e  b ou n d  I T P a se  d o e s  n o t  h a v e  a c c e s s  

t o  IT P .  A t h i r d  p o s s i b i l i t y  i s  t h e  i n a c t i v i t y  o f  t h e  p a r t i c u l a t e  

bou nd  I T P a se  i n  i n t a c t  c e l l s  u n d e r  i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s .  

C o m p a r t m e n t a l i z a t i o n  o f  n u c l e o t i d e s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  

N o v i k o f f  tu m or  c e l l s  i n c u b a t e d  w i t h  a d e n o s i n e  ( 1 6 8 ) .  ATP 

w a s  r e p o r t e d  t o  be  c o m p a r t m e n t a l i z e d  i n t o  c y t o s o l i c  and  

m i t o c h o n d r i a l  c o m p o n e n ts  i n  i s o l a t e d  r a t  l i v e r  c e l l s  ( 1 6 9 ) .

A s  s u g g e s t e d  b y  R a p p a p o r t  and  Z a m ecn ik  ( 1 6 8 ) ,  t h e  c o m p a r t ­

m e n t a l i z a t i o n  n e e d  n o t  b e  a p h y s i c a l  b a r r i e r  b u t  may be  a



216

l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  n u c l e o t i d e  i n  t h e  c y t o s o l  s o  t h a t  i t  i s

u n a v a i l a b l e  t o  t h e  g e n e r a l  c y t o s o l i c  p o o l .  C o m p a r t m e n t a l i z a t i o n

o f  a d e n i n e  n u c l e o t i d e s  i n  e r y t h r o c y t e s  w a s  p o s t u l a t e d  by  Dean

and P e r r e t .  I n c o r p o r a t i o n  s t u d i e s  w i t h  a d e n i n e  and

a d e n o s i n e  r e s u l t e d  i n  a h i g h e r  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  ADP t h a n

ATP. ADP and ATP a r e  r a p i d l y  e q u i l i b r a t e d  i n  t h e  c y t o s o l .

I n  c o n t r a s t ,  B e u t l e r  e t  a l .  (1 7 0 )  r e c e n t l y  t h e o r i z e d  a l a c k

32o f  ATP p o o l s  i n  e r y t h r o c y t e s  b a s e d  on P l a b e l i n g  o f  ATP 

fo rm ed  b y  p h o s p h o g l y c e r a t e  k i n a s e .  D a t a  fr o m  o t h e r  s p e c i e s  

h a v e  i n d i c a t e d  ITP i s  s y n t h e s i z e d  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  m em branes .  

C a in  e t  a l .  r e p o r t e d  ITP s y n t h e s i s  i n  f r o g  m u s c l e .  R e c e n t l y  

P l a n k  e t  a l .  (1 7 1 )  h a v e  r e p o r t e d  an ATP-ITP p h o s p h a t e  e x c h a n g e  

i n  dog c a r d i a c  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  W h i l e  t h e  l e v e l  o f  

ATP w a s  n o t e d  t o  d e c r e a s e  i n  human ly m p h o id  l i n e s ,  t h e  d e c r e a s e  

i n  ATP w a s  n o t  s t o i c h i o m e t r i c  t o  t h e  i n c r e a s e  i n  ITP a s  

w o u l d  b e  e x p e c t e d  i f  a  s i m p l e  e x c h a n g e  m e c h a n is m  w a s  o p e r a t i n g .

D a ta  p r e s e n t e d  h e r e  d i d  n o t  a l l o w  t h e  d i s t i n c t i o n  o f  

s e v e r a l  a l t e r n a t i v e  m odes  o f  ITP s y n t h e s i s .  T h i s  d a t a  d i d  n o t  

c l e a r l y  i n d i c a t e  w h i c h  n u c l e o t i d e ,  ITP o r  IDP, w a s  s y n t h e s i z e d  

f i r s t .  I n  one  e x p e r i m e n t  ITP had  a h i g h e r  s p e c i f i c  a c t i v i t y  i n d i ­

c a t i n g  p y r o p h o s p h o r y l a t i o n ,  w h i l e  i n  a n o t h e r  e x p e r i m e n t  IDP had  

a h i g h e r  s p e c i f i c  a c t i v i t y ,  i n d i c a t i n g  s t e p w i s e  p h o s p h o r y l a t i o n  

o f  IMP t o  IDP t o  IT P .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  l y m p h o i d  c e l l s  

a r e  c a p a b l e  o f  s y n t h e s i z i n g  ITP b y  b o t h  p y r o p h o s p h o r y l a t i o n
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and s t e p w i s e  p h o s p h y l a t i o n  o f  IMP. W hich  o f  t h e  a l t e r n a t i v e  

p a t h w a y s  a r e  o p e r a t i v e  may d e p e n d  o n  d i f f e r e n c e s  i n  c u l t u r e  

c o n d i t i o n s  w h i c h  a r e  n o t  a s  y e t  d e f i n e d .  The d a t a  fro m  c e l l  

l y s a t e s  h a s  c l e a r l y  i n d i c a t e d  t h a t  i n  l y m p h o i d  c e l l s  ITP c a n  

b e  d e g r a d e d  t o  IMP ( c y t o s o l i c  I T P a s e )  o r  IDP ( p a r t i c u l a t e  

bou nd  I T P a s e ) .  The p o s s i b i l i t y  e x i s t s  t h a t ,  i f  ITP i s  

s y n t h e s i z e d  b o t h  b y  p y r o p h o s p h o r y l a t i o n  o f  IMP and p h o s ­

p h o r y l a t i o n  o f  IDP s t u d i e s  w e r e  n o t  c o n d u c t e d  i n  an i n  v i t r o  

s y s t e m  c a p a b l e  o f  d i s t i n g u i s h i n g  b e t w e e n  t h e  t w o .

ITP h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n f r e q u e n t l y  a s  a n orm al  c e l l u l a r  

s u b s t i t u e n t  and  f e w  s t u d i e s  h a v e  i n c l u d e d  ITP a s  a p o s s i b l e  

i n h i b i t o r  o f  enzym e a c t i v i t y .  The d a t a  p r e s e n t e d  h e r e  

i n d i c a t e  t h a t  r e d u c e d  amounts o f  ATP and GTP s y n t h e s i s ,  a l o n g  

w i t h  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  IMP i s  n o t  i n c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  

h y p o t h e s i s  t h a t  ITP i s  a r e g u l a t o r  and c a n  s e r v e  a s  an 

i n h i b i t o r  o f  GMP s y n t h e t a s e  (XMP GMP), a n d / o r  one  o f  t h e  

e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  AMP s y n t h e s i s .  To p o s t u l a t e  a r e g u l a t o r y  

r o l e  o f  ITP i n  p u r i n e  m e t a b o l i s m  i s  an  e x c i t i n g  p o s s i b i l i t y  

p a r t i c u l a r l y  i n  l i g h t  o f  t h e  r e p o r t e d  a b i l i t y  o f  ITP t o  

i n h i b i t  L - g l u t a m i c  a c i d  d e c a r b o x y l a s e ,  a n  en zym e w h o se  

r e d u c e d  a c t i v i t y  i s  known t o  be  a s s o c i a t e d  w i t h  s c h i z o p h r e n i a .  

V a n d e r h e i d e n  h a s  r e p o r t e d  ITP t o  b e  s y n t h e s i z e d  b y  p y r o ­

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  IMP i n  w h o l e  b l o o d  b u t  b y  p h o s p h o r y l a t i o n  

o f  IDP i n  l y m p h o c y t e  l y s a t e s  ( 1 4 1 ) .
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G u a n y l a t e  k i n a s e  h a s  b e e n  p o s t u l a t e d  t o  c a t a l y z e  t h e  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  IMP t o  IDP ( 1 5 1 ) .  The d a t a  p r e s e n t e d  

i n d i c a t e  t h a t  l e s s  r a d i o - l a b e l e d  GDP and GTP a c c u m u l a t e s  

u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  IDP and ITP a c c u m u l a t i o n .  T h e s e  d a t a  

c a n  b e  i n t e r p r e t e d  i n  s e v e r a l  w a y s .  I f  GMP and IMP w e r e  

c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r s  o f  g u a n y l a t e  k i n a s e ,  one  w o u l d  e x p e c t  

l e s s  GDP s y n t h e s i z e d  u n d e r  h i g h  IMP c o n d i t i o n s  and v i c e  v e r s a .  

H o w e v er ,  IDP s y n t h e s i s  w a s  n o t  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  l e v e l  o f  

s y n t h e s i s  o f  GMP. A n o t h e r  a l t e r n a t i v e  i s  t h a t  GDP and IDP a r e  

s y n t h e s i z e d  b y  tw o  d i f f e r e n t  e n z y m e s  w h i c h  a r e  n o t  m a x i m a l l y  

a c t i v e  u n d e r  t h e  same c o n d i t i o n s .  D e g r a d a t i o n  o f  IDP and GDP 

a r e  b e l i e v e d  t o  be  c a t a l y z e d  b y  t h e  same en zy m e ,  n u c l e o s i d e  

d i p h o s p h o k i n a s e .

A l l  p a r a m e t e r s  i n v e s t i g a t e d  i n d i c a t e d  t h a t  u n d e r  c o n ­

d i t i o n s  o f  ITP a c c u m u l a t i o n  t h e r e  w as  a r e d u c e d  l e v e l  o f  

g u a n i n e  n u c l e o t i d e  s y n t h e s i s .  T h i s  w a s  e v i d e n t  from  t h e  

p e r c e n t a g e  o f  t o t a l  n u c l e o t i d e s  s y n t h e s i z e d ,  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  g u a n i n e  n u c l e o t i d e s ,  an d  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  

ITP u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  g l u t a m i n e  l i m i t a t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  

t h e  v a r i a n t  l i n e  showed a  marked d e g r a d a t i o n  o f  ATP u n d e r  

c o n d i t i o n s  o f  ITP s y n t h e s i s .  The r a t i o  o f  IMP/AMP w as  

e l e v a t e d  i n  t h e  v a r i a n t  l i n e  due t o  i n c r e a s e d  c o n t e n t  o f  IMP. 

S y n t h e s i s  and A c c u m u l a t i o n  o f  O t h e r  P u r i n e  B a s e s

The p r e s e n c e  o f  XMP w i t h  a h i g h  s p e c i f i c  a c t i v i t y  was  

a c o n s i s t e n t  and s u r p r i s i n g  f e a t u r e  o f  a l l  l y m p h o i d  l i n e s



i n c u b a t e d  w i t h  i n o s i n e .  R a d i o - l a b e l e d  XMP h a s  b e e n  r e p o r t e d  

t o  a c c u m u l a t e  i f  l y m p h o id  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  i n o s i n e  

u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  g l u t a m i n e  l i m i t a t i o n  (2 2 )  . I n  c o n t r a s t ,  

t h e  d a t a  p r e s e n t e d  d e m o n s t r a t e  t h e  s y n t h e s i s  o f  XMP u n d er  

c o n d i t i o n s  w h e r e  g l u t a m i n e  i s  n o t  l i m i t i n g ,  a s  w e l l  a s  

c o n d i t i o n s  o f  g l u t a m i n e  l i m i t a t i o n .  S m a l l  a m o u n ts  o f  XDP 

w e r e  a l s o  o b s e r v e d  i n  l y m p h o id  p r e p a r a t i o n s  ( 0 . 0 0 1  n a n o m o l e s /
g

10 c e l l s ) . The p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  XDP b o r e  n o  c o r r e l a t i o n  

t o  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  ITP.  The s y n t h e s i s  o f  XDP a s  m o n i t o r e d  

b y  a c c u m u l a t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  h a  s  no o b v i o u s  r e l a t i o n s h i p  

t o  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  IT P .  XDP h a s  n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  

r e p o r t e d  t o  b e  p r e s e n t  i n  l y m p h o id  l i n e s .  I n  a d d i t i o n ,  a s m a l l  

amount o f  XTP w a s  s y n t h e s i z e d .  T h i s  amount w a s  d e t e c t a b l e  

o n l y  i n  r a d i o a c t i v i t y  and  n o t  i n  U .V .  a b s o r b i n g  m a t e r i a l .

The lo w  s p e c i f i c  a c t i v i t y  f o u n d  i n  ATP and ADP a r e  i n d i c a t i v e  

o f  t h e  l a r g e  p o o l  s i z e s  p r e s e n t .  ATP had  t h e  g r e a t e s t  p r o p o r t i o n  

o f  r a d i o a c t i v i t y  f o u n d  i n  n u c l e o t i d e s  e x c e p t  f o r  IMP.



220

C o n c l u s i o n

A h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  a s s a y  w as  d e v e l o p e d  

f o r  I T P a s e .  U se  o f  t h i s  a s s a y  h a s  d e t e c t e d  an I T P a se  v a r i a n t  

l y m p h o id  l i n e  w i t h  25% r e s i d u a l  a c t i v i t y .  The v a r i a n t  enzyme  

w a s  fo u n d  t o  b e  m i l d l y  h e a t  l a b i l e  i n  c o m p a r i s o n  t o  n o r m a l  i f  

I T P a s e  l y s a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  50°C and 56°C f o r  up t o  one  

h o u r .  The enzyme w as  f o u n d  t o  b e  a p y r o p h o s p h a t a s e  i n  b o t h  

n o rm a l  and t h e  v a r i a n t  l i n e .  A s e d i m e n t a b l e  p h o s p h a t a s e  w as  

f o u n d  t o  h y d r o l y z e  I T P .  T h i s  enzyme had n o r m a l  a c t i v i t y  i n  

t h e  I T P a se  v a r i a n t .

M e t a b o l i c  s t u d i e s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n t a c t  n o rm a l  ly m p h o ­

c y t e s  have  t h e  a b i l i t y  t o  s y n t h e s i z e  IT P .  M aximal  ITP 

a c c u m u l a t i o n  w a s  100 t i m e s  g r e a t e r  i n  t h e  v a r i a n t  t h a n  i n  

n o r m a l  l i n e s .

Lack o f  g l u t a m i n e  w as  fo u n d  t o  b e  a c o n t r i b u t i n g  f a c t o r  

t o  ITP a c c u m u l a t i o n .  The a c c u m u l a t i o n  o f  ITP w as  f o u n d  t o  b e  

i n v e r s e l y  c o r r e l a t e d  ( - 0 . 9 8 ,  p  = 0 . 0 0 0 1 )  w i t h  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  fo u n d  i n  GTP, p o s i t i v e l y  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  r a t i o  

o f  IMP/AMP, and p o s i t i v e l y  c o r r e l a t e d  w i t h  the  amount o f  

IDP p r e s e n t  ( 0 . 9 6 ,  p = 0 . 0 0 0 1 ) .  I n  a d d i t i o n ,  a d e c r e a s e d  

c o n t e n t  o f  ATP w as  f o u n d  i n  t h e  v a r i a n t  l i n e  u n d e r  c o n d i t i o n s  

o f  ITP s y n t h e s i s .  The d e c r e a s e  i n  ATP c o u l d  n o t  b e  a c c o u n t e d  

f o r  s t o i c h i o m e t r i c a l l y  w i t h  t h e  i n c r e a s e  i n  l e v e l s  o f  ITP 

p r e s e n t .  In  n o r m a l  l i n e s  ITP a c c u m u l a t i o n  w a s  i n v e r s e l y
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c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  GTP ( - 0 . 9 2 ,  p =

0 . 0 0 0 1 ) .  T h i s  d a t a  s u g g e s t s  t h a t  ITP may s e r v e  a r e g u l a t o r y  

r o l e  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  IMP t o  a d e n i n e  and g u a n i n e  n u c l e o ­

t i d e s  .

Lymphoid l i n e s  w e r e  a l s o  f o u n d  t o  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  

s y n t h e s i z e  XDP and XTP. The c o n d i t i o n s  o f  XTP and XDP 

s y n t h e s i s  w e r e  n o t  d e t e r m i n e d .
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S c i e n c e  1 9 3 : 5 8 7 , 1 9 7 6 .

1 6 8 .  R a p a p o r t ,  E .  and Z a m e c n ik ,  P .  C. P r o c .  N a t l .  A c a d .

S c i .  USA 7 3 : 3 1 2 2 ,  1 9 7 6 .

1 6 9 .  S e i s s ,  E.  A. and W i e l a n d ,  0 .  H. B i o c h e m .  J .  1 5 ,6 :9 0 ,  1 9 7 6 .

1 7 0 .  B u e t l e r ,  E . ,  G u i n t o ,  E . ,  K u h l ,  W.,  and M a ts u m o to ,  P .

P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  7 5 : 2 8 2 5 , 1 9 7 9 .

1 7 1 .  P l a n k ,  B . ,  H e l l m a n n ,  G . , P u n z e n g r u b e r ,  C . ,  and S u k o ,  J .  

B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  5 5 0 : 2 5 9 ,  1 9 7 9 .


