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{54) Spésob pripravy (U-"*C) fruktézo-6-fosfatuy

Vyndlez riedi spdsob pripravy /U-IAC/ fruktdzo-6-fosfitu ndslednym d&inkom enzymov
fosfoglukomutézy /ulfa~D—g1ukézo~1,6—difosfét: alfa~D~glukdzo-1-fosfat fosfocransferéza, EC
2.7.5.1/ a glukozofosfit ‘izomerdzy /D-glukdzo-6-fosfat ketol-izomeraza, EC 5.3.1.9/ na alfa-~
~D-glukopyranozylfosfdt /U-‘4C7 0 vysokej mGlovej aktivite, pripraveny G&inkom enzymu fosfo-
ryldzy na vodorozpustny. polysacharid typu alfall . 4/6/] glukdnu podla /A.0. &. 194 587/ jzo-
lovany z rddioaktivneho biologického materidlu, s vyhodou zo zelenych a modrozelenych rias,

v procese komplexného spracovania rddioaktivnej biomasy /&s. pat. 121 808/, prilom produkt
enzymovej reakcie sa separuje z reakinej zmesi chromatograficky, o vytaZku a¥ 44 2 pre fruk-

tézo-1,6-difosfit 4% 23 % pre fruktézo-6-fosfdt a a3 23 % pre glukdzo-6-fosf4t.

7 biochemickyjch metod pripravy glukézo-§-fosfdty /U-1AC/ je uvddzany Postup vyuZivajdci
D-glukdzu /U—'AC/ a2 enzym hexokindzu /EC 2.7.1.1/, prifom reakcia prebieha za pritomnosti ATP,
Aj ked vytazok v tejto reakcii je vysoky, névyhodou je, %e sa spracovéva D-glukoza a nie vy~
chodzi zdroj D-glukdzy, vodorozpustny alfa/1 —» 4/6/] glukédn /U—’AC/.

T4dto nevyhoda je riesend postupom podla vyndlezu, kedy vychodzou litkou pripravy je pria-
mo vodorozpustny polysacharid, pripraveny v rémci komplexného spracovania rddioaktivnej bioma-
sy /Cs. pat. &. 121 808/.

Podstata vyndlezu spofiva v tom, Ze na vetveny polysacharid typu alfa/1 —*,4/ glukdnu-
s vetvenim alfa/1 ~» §/ vizbami, izolovany z ridioaktivneho biologického materidlu, s vyhodou
§0 zelenych, resp. modrozelenych rias, v Procese komplexného spracovania rddioaktivnej biomasy
sa pdsobi enzymom fosforyldzou /alfa-1,4-glukén ortofosfit glqkozyltransferéza, EC 2.4.1.1./

v pritomnosti pufrovaného roztoku fosfdtu o pH 6 a% 7 /A.0. &. 194 587/, prifom na ziskany

alfa-D-glukopyranozylfosfat /U-'QC/ sa pbdsobi pufrovanym roztokom fosfoglukomutdzy v pritom~
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nosti cysteinu, siranu horeénatého a glukézu—1,6—difosfécu /pH 7,5 ai 8,0/ a na ziskany glu-~
kozo-6-fosfdt /U—1AC/ sa pbdsobi pufrovanym roztokom glukdzo~6—fosfét izomerdzy pri pH 9,0
a vytvdrany fruktozo-6-fosfdt sa oddeli chromatografiou na papieri. yzhtadom na alfa-D-glu-

y 4
'kopyranozylfosfét /U—"C/ je vytaZok fruktozo-6-fosfdtu aZ 76 Z%.

Vyhodou navrhovaného spdsobu pripravy /U—1AC/ zna&enych fosforylovanych derivdtov D-glu-

kézy a D-fruktézy je, Ze:

cely postup pripravy je velmi jednoduchy v technickom prevedeni a umo¥nuje ukonlenie
reak&ného procesu na Grovni jednotlivych medziproduktov glykolytickej dréhy,

14

poskytuje dal$iu moznost vyuZitia vodorozpustného glukdnu /u-'"¢c/, izolovaného 2 rddio-

aktivneho biologického materidlu,

vietky enzymy potrebné k preﬁedeniu naznalenych postupov st komeréne dostupné, pr padne

pripravicalné v laboratornych podmienkach.
Priklad 1

K 0,1 mlL 1 % roztoku vodorozpustného polysacharidu /U—’AC/ zo zelenych rias o celkove]
aktivite 17 kBgq sa pridal ml 0,2 M fosfdtového pufru o pH 6,0 a 1 ml fosforyldzy zo zemia-
kov /A.0. &. 194 588/ a reakdni zmes sa inkubovala pri 35 °¢ pe dobu 5 hodin.

Po prebehnutl reakcie sa nastavilo pH reak&nej zmesi na bhodnotu 7,5 pomocou 0,5 M fosfdt.
pufru /pH 8,0/ a pridal sa cystein na vysledni komc. 50 mM, siran horednaty na 6 mM konc. a
glukézo~1,6~difus£ét na' 0,1 mM konc. a 10 al fosfoglukomutdzy /z kvasiniek, 0,34 U/ a reakl-

ni zmes sa inkubovala daldie 2 hodiny pri 35 °c.

Po ukonieni reakcie s fosfoglukomutdzou pH hodnota reakénej zmesi sa nastavi na 9,0 po-
mocou 0,5 M glycin - hydroxid sodny ¢lmivého roztoku /pH 10/ a pridd sa kvasnidnd glukozo-6-
o

—fosfit izomerdza /10 aml, 0,23/ a inkubécia prebieha po dalgiu hodinu pri 35 C.

Po spracovéni reakénej zmesi sa separdcia fosforylovanych derivatov prevedie v systéme
kyselina izomaslové—épavok—vada /66:1:32/ papierovou chromatografiou po dobu 100 hodin. Fru-
ktozo-6-fosfdt sa ziskal o vytazku /U—1AC/ 5,9 kBq /76 %/.

Fosforylované metabolity D-fruktozy su déleZité biochemikdlie, ktoré v znadenom stave
ako /U—‘AC/ rddiochemikdlie moZno pouzit k $tuidiu enzymovych procesov prebiehajicich in vitro,
ako aj histochemickym jtidiam a sledovaniu priebehu glykolyzy v bunkdch, MoZno ich povaiovai

aj za ddlezité vjchodzie ldtky k chemickym syntézam Vv oblasti chémie cukrov.
Tabulka I

Hodnoty chromatografickych pohyblivosti niektorych fosfdtov D-glukozy a p-fruktozy, vzta=

hované na glukézu-é*fcsfét v systéme kyselina izomaslové:épavok—voda /66:1:33/.

Glukozo-6-fosfdt 1,0
Fruktozo-6-fosfit 1,31
Fruktozo-1,6-difosfdt ) 0,51

Alfa—D—glukopyranozylfosfét 1,11
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PREDMET VYINALEZU

Spdsob pripravy /U—iAC/ fruktozo-6-~fosfdtu z rddioaktivneho biologického materidlu,
s vyhodou vetveného vadorozpustného alfa/1 —» 4/6/] glukdnu zo zelenych alebo modrozelenych
rias, vyznadujdci sa tym, ¥e na roztok ziskaného alfa-D-glukopyranozylfosfatuy /U-1AC/ sa pdso~
bi pufrovanym roztokom fosfoglukomutdzy pri PH 7,5 a% 8,0 v pritomnosti cysteinu, glukézo-
-1,6-difosfdtu a horvednat$ch soli a na ziskany /U—14c/ glukdzo-6~fosfdt sa pdésobi pufrovanym
roztokom glukézo-6-fosfat izomerdzy pri pH 9,0 a vzniknuty produkt sa izoluje chromatografiou

na papieri.
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