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(54) Spdsob pripravy (U-"C) fruktézo-1,6-difosfatu

14C/ fruktdzo-1,6-difosfdtu naslecnym dtinkom enzymov

Vyndlez rie8i spdsob pripravy /U-
fosfoglukomutdzy /alfa-D-glukdzo-1,6-difosfét: alfa-D-glukdzo-1-fosfit fosfotransferdza, EC
2.7.5.1/ a glukozofosfédt izomerdzy /pD-glukdozo-6-tosrdt ketol ~ izomerdza, EC 5.3.1.9/ a fosfo-
fruktokindzy /ATP: D-fruktdzo-6-fosfdt 1-fosfotransferdza,EC 2.7.1.11/ na alfa-D-glukopyrano-
zylfosiat /U-1“C/ o vysokej molovej aktivite, pripraveny dinkom enzymu fosforyldzy na vodo-
rozpustny polysacharid typu alfaflt— 4 /6.7 glukénu,@odla A.0. &. 194 587/ izolovany z raaio-
aktivneho biologického materiilu, s vyhodou zo zelenjch a modrozelenych rias, v proéese kom-
plexného spracovania rddioaktivne]j biomasy. /8s. pat. 121 808/, priom produkt enzymovej re-

" akcie sa separuje z reakinej zmesi chromatograficky, o vytaZku aZ 44 7 pre fruktdzo-1,6-difos~-

fat az 23 % pre fruktézo-6-fosfat a a? 23 % pre glukdzo-6-fosfét.

Z biochemickych metdd pripravy glukozo-6-fosfdtu /U-‘AC/ je uvddzany postup vyuZivajdci
D-glukdzu /U-146/ a enzym nexokindzu /EC 2.7.1.1/, priom reakcia prebieha za pritomnosti ATP.
Aj ked vytaZok v tejto reakcii je vysokﬁ; nevyhodou je, %Ze sa spracovdva D-glukéza a nie vy-
chodzi zdroj D-glukdzy, vodorozpustny alfa/l —> 4/6/] glukéan /U-14C/.

Tdto nevyhoda je rieSend postupom podla vyndlezu, kedy vychodzou ldtkou pripravy je pria-
mo vodorozpustny polysacharid, pripraveny v rédmci komplexného spracovania rddioaktivmnej bioma-
sy /Cc. pat. ¢. 121 308/.

Podstata vyndlezu spolivd v tom, %e na vetveny bolysacharid typu /1 —> 4/glukdnu s vetve=-
nim alfa/t —> 6/ vizbami, izolovany z rddioaktivmeho biologického materidlu, s vyhodou so
zelenych, resp. modrozelenych rias, v procese komplexného spracovania rddioaktivnej biomasy
sa pbsobi enzymom fosforyldzou /alfa-1,4-glukdn ortofosfdt glukozyltransferdza, EC 24010107
v pritomnosti pufrovaného roztoku fosfdtu o pH 6 a% 7 /A.0. &, 194 587/, prifom na ziskany
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a}fa—D—glukopyranozylfosfét /U—14C/ sa pbsobi pufrovanym roétokom fosfoglukomutdzy v pritom-
nosti cysteinu, siranu hore&natého a glukdzo-1,6-difosfdtu /pH 7,5 a% 8,0/ a na ziskany gluké-
zo-6-fosfdc /U-1AC/ sa pbsobi pufrovanym roztokom glukdzo-6-fosfit izomecdzy pri pH 9,0 a na
vytvdrany fruktozo-6-fosfdt pufrovanym roztokom fosfofruktokindzy /pH 8,0 a% 8,5/, v pritom-
nosti adenozintrifosfdtu, cysteinu a horeénaﬁich soli a vznikly produkt sa oddeli chromatogra-
fiou na papieri. Uvedenym postupom moZno ziskat fruktézo-1,6~difosfdt o vytaiku a% 44 %.

‘AC/ znafenych fosforylovanych derivdtov D-glu-

Vyhodou navrhovaného spdsobu pripravy /U-
kozy a D-fruktdzy je,Ze:

cely postup pripravy je velmi jednoduchy v technickom prevedeni a umoZfiuje ukonlenie
reak&ného procesu na drovni jednotlivych medziproduktov glykolyticke] drahy a%Z po fruktdzo-
~1,6~difosfit

14

poskytuje dal¥iu mo¥nost vyuZitia vodorozpustného glukdnu /U-' 'C/, izolovaného z rddio-

aktivneho biologického materidlu

vietky enzymy potrebné k prevedeniu naznalenych postupov sd komer&ne dostupné, pripadne

pripravitelné v laboratdrnych podmienkach.
Priklad 1

K 0,1 ml 1 % roztoku vodorozpustného polysacharidu /U—14C/ zo zeleuych rias o celkove]j
alktivite 17 kBq sa pridal 1 ml 0,2 M fosfdtového pufru o pH 6,0 a 1 ml fosforyldzy zo zemia-

ov fA.0. €. 194 588/ a reakdénd zmes sa inkubovala pri 35 °¢ po dobu 4 hodin.

Po prebehnuti reakcie sa nastavilo pH reakénej zmesi na hodnotu 7,5 pomocou 0,5 M fosfict.
pufru /pH 8,0/ a pridal sa cystein na vyslednd konc. 50 mM, siran hore&naty na 6 mM konc. a
glukézo-1,6-difosfdt na 0,1 mM konc. a 10 Ml fosfoglukomutdzy /z kvasiniek, 0,34 U / a re~

akind zme’s sa inkubovala daliie 2 hodiny pri 35 %.

Po ukondeni reakcie s fosfoglukomutdzou pH hodnota reaktnej zmesi sa nastavi na 9,0
pomocou 0,5 M glycin-hydroxid sodny tlmivého roztoku /pH 10/ a pridd sa kvasnidnd glukdzo-
-6-fosfdt izomerdza /10 wl, 0,23 U/ a inkubdcia prebiecha po dal3iu hodinu pri 35 °C. Reakind
zmes po prebehnuti reakcie s glukézo-6-fosfdt izomerdzou sa upravi pomocou Tris-HCI pufru na
pH 8,0, pridd sa adenozinctrifosfdt /Na sol, 0,02 M/ a fosfofruktokindza Jz0 svalu zajaca/

/20 aul, 4,2 U/ a reakcia sa nechd be?at 3 hodiny pri 35 °c.

Po chromatografickej separdcii fosforylovanych metabolitov, papierovou chromatografiou
na papieri Whatmaun | v systéme kyselina izomaslovd-&pavok-voda /66:1:3/ po dobu 100 hodin
sa zéna odpovedajica fruktSzo-1,6-difosfdtu vystrihla a eluovala 50% vedu$m roztokom etano-

lu. VytaZok fruktdzo-1,6-difosfdtu /U-iAC/ bol 3,24 kBq /44 % /.

Fosforylované metabolity D-fruktozy si dbleZité biochemikilei, ktoré v znalenom stave ako
/U—IAC/ rddiochemikdlie moZno pouZit k Ftddiu enzymovych procesov prebiehajdcich in vitro,
ako aj k histochemickym 3tddiam a sledovaniu priebehu glykolyzy v bunkdch. Mo¥no ich povaZo-

vat aj za ddle2ité vychodzie ldtky k chemickym syntézam v oblsati chémie cukrov.
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Tabulka I

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

hovaué na glukdézo-6-fosfat v systéme kyselina izomaslovd-Zpavok=-voda /66:1:33/.

Glukdzo~6-fosfdt 1,0
FruktSzo-6~fosfit 1,31
Fruktdzo~1,6~difosfdt 0,51
alfa-D~glukopyranozylfostdt 1,11

PREDMETT VYNALEZTU

Spdsob pripravy /U—1AC/ fruktézo~1,6~difosfdtu z rddioaktivneho biologického materialu,
s vihodou vetveného vodorozpustného alfa/1 —» 4/6/] glukdnu zo zelenych alebo modrozelenych
rias, vyznadujici sa tym, Ze sa na roztok alfa-D-glukopyranozylfosfdtu /U-IAC/ pdsobi pufro-
vanym roztokom fosfoglukomutdzy pri pH 7,5 aZ 8 v pritomnosti cisteinu, glukdzo-1,6~difosfd~
tu a horeénatych soli a na ziskany /U—1AC/ glukdzo-6-fosfat sa pdsobi pufrovanym roztokom glu-
kézo-&-fosfdt izomerdzy pri pH 9 a na vytvoreny fruktézo-6-fosfdt /U“]AC/ pufrovanym roztokom
fosfofruktokindzy pri pH 8 a% 8,5 v pritomnosti adenozintrifosfdtu, cisteinu a hore&natych

soli a vzniknuty produkt sa izoluje chromatograficky na papieri.

Severografia, n. p., zévod 7, Most
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