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(54) Sposob pripravy (U-'*C) glukézo-6-fosfatu
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Vyndlez rieii spdsob ptipfavy /U-jAC/ gluk&zo—G—fosfétu #&inkom enzyau fosfoglukomutdzy
/d—D—glukézo»l,6~difosfét:d—D—glukézo~1—fosfét fosfotransferdza, EC 2.7.5.1/ na o -D-gluko-
pyranozylfosfét /U—1AC/ o vysokej mélovej aktivite, pripraveny d¢inkom enzymu fosforyldzy
na vodorozpustny polysacharid typu alfa[1 _54/6/]g1ukénu podla /A.O. ¢. 194 587/ izolovany
2z tadioaktivneho biochemického materidiu, s vyhodou zo zelenych a modrozelenych rias, v pro-
cese komplexného spracovania r4dioaktivnej biomasy /Ts. pat. 121 808/, priom produkt enzymo-
vej reakcie sa separuje 2z reak&nej zmesi chromatograficky, © vytaiku aZz 23 % pre glukdzo—-6-
—fosfat. Z biochemickych metod pripravy glukozo—6-fosfétu /U-‘AC/ je uvadzany postup vyuZiva-
jdci p-glukdzu /U~1AC/ a enzym hexokindzu JEC 2.7.1.1/, pritom reakcia prebieha za pritomnosti
ATP. Aj ked vytazok v tejto reakcii je vysoky, nevyhodou je, Ze sa spracovdva D-glukoza a nie
vychodzi 2droj D-glukézy, vodorozpustny alfalt > 4/6/7 glukdn /U—1AC/. T4to nevyhoda je rieSe-
ni4 postupon podla vynédlezu, kedy vychodzou létgou pripravy Je priamo vodorozpustny polysa-

charid, pripraveny Vv rameci komplexného spracovania réddioaktivnej biomasy /Cs. pat. &. 121 BOQL

Podstata vynédlezu spoliva v tom, e na vetveny polysacharid typu alfa /1 > 4/ glukédnu
s vetvenim alfa/1 —> 6/ vizbami, izolovany 2z ridioaktivného biologického materidlu, s vyhodou
so zelenych,resp. modrozelenych rias, v procese komplexného spracovania ridioaktivnej biomasy,
sa pbsobi enzymom fosforylédzou Jalfa-1,4-glukdn ortofosfét glukozyltransferéza, EC 2.4.1.1/
v pritomnosti pufrového roztoku fosfdtu o pH 6 a%Z 7 /A.O. &. 194 587/, priCom na ziskany
alfa*D—glukopyranozylfosfét /U—14C/ sa posobi pufrovanym roztokom fosfoglukomutdzy v pritomnos-—
ti cysteinu, siranu horeinatého a gluk&zo~1,6-difosfétu /pR 7,5 aZ 8,0/ a ziskany glukézo~6-
-fosfat /U—1AC/ sa oddeli jednoducho chromatografiou na papieri. Uvedenym postupcm moZno ziskat
glukdzo-6-fosfit /U~1AC/ o vysoke] mélovej aktivite a vytatku aZ 95 %, vzhladom na alfa-D-glu-
kopyranozylfosfat /U—‘AC/.
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Vyhodou navrhovaného spdsobu pripravy /U-‘AC/ glukozo-6-fosfitu ie, Ze:

- cely postup pripravy je velmi jednoduchy v technickom prevedeni

~ poskytuje dal3iu moZnost vyuZitia vodorozpustného glukdnu /U—’AC/, izolovaného z rddioaktiv-
neho biclogického materidlu

~ vietky enzymy potrebné k ‘prevedeniu naznadenych postupov su komeréne dostupné, pripadne

pripravitelné v laboratérnych podmienkach.
Priklad 1

K 0,1 ml 1Z roztoku vodorozpustného polysacharidu /U-14C/ zo zelenych rias o celkovej
aktivite 17 kBq sa pridal 1 ml 0,2 M fosfitového pufru o pH 6,0 a 1 ml fosforyldzy zo zemia-
kov /A.0. 194 588/ a reakénd zmes sa inkubovala pri 35 °¢ po dobu 4 hodin. Po prebehnuti reak-
cie sa nastavile PH reakénej zmesi na hodnotu 7,5 pomocou 0,5 M fosf4it. pufru /pH 8,0/ a pri-
dal sa cystein na vyslednd konc. 50 mM, siran horednaty na 6 mM konc, a glukézo-1,6-difosf4t
na 0,1 mM kone. a 10 m1 fosfoglukomutdzy /z kvasiniek, 0,34 U/ a reakind zmes sa inkubovala
dal¥ie 2 hodiny pri 35 °c. po ukonéeni reakcie sa reakénd zmes naniesla na papier Whatman 1
2 separdcia glukézo-6-fosfitu sa previedla v systéme kyselina izomaslovd~Epavok-voda /66:1:33/
po dobu 100 hodin. Vytazok glukdzo-6-fosfitu /U—‘AC/ 7,2 kBq, to je 95 Z na mnoZstvo vytvo-~
reného alfé—D—glukopyranozylfosfétu‘/7,64 kBq/. ‘

Priklad 2

Tak ako je uvedené v priklade 1, 8 tym rozdielom, 3e po ukonfeni reakcie sa zvyS§kovy
alfa-D~glukopyranozylfosfat /U-'AC/ rozloZi pridavkom HCl na vyslednd koncentrdciu 0,1 N
k reakinej zmesi, t4 sa povari po dobu 3 mindt a kyselina chldérovodikovd sa odpari na vékuo-

vej odparke. Chromatografickd separdcia asa prevedie tak, ako je uvedené v priklade 1.

Glukozo~6-fosfit je ddle¥itd biochemikdlia, ktord v znadenom stave ako /U-IQC/ rddioche-
mikdlia sa méZe pouzit k %tddiu enzymovych procesov pretiehajicich in vitro, ako 2aj k histo-
chemickym $tddiam a sledovaniu priebehu glykolyzy v bunkdch. MoZno ho povaZovat aj za ddle¥i-

td vychodziu 1l4tku k chemickym syntézam v oblasti chémie cukrov,
Tabulcka 1

Hodnoty chromatografickych pohyblivosti niektorych fosfatov D-glukézy a D-fruktdzy,

vztahované na glukdzo-6-fosfat v systéme kyselina izomaselnd~&pavok~voda /66:1:33/.

Glukozo~6-fosf4t 1,0
Fruktozo-6-fosfit 1,31
s Fruktdzo-1,6~difosf4dt 0,51
d-D—gLukopyranozylfusfét 1,1

PREDMET VYNALEZU

Spdsob pripravy /U-14C/ glukdzo-6-fosfdtu z rddioaktivneho biclogického materidlu,
s vyhodou vetveného vodorozpustného alfa/l »4/6/Jglukdnu zo zelenjch alebo modrozelenych
rias, vyznalujdci sa tym, Ze na roztok ziskandho alfa-D-glukopyranozylfosfatu /U—’AC/ sa po-
sobi pufrovanym roztokom fosfoglukomutdzy pri pH 7,5 a3 8,0 v pritomnosti cysteinu, glukdzo~

-1,6-difosfdtu a horelnatyéh soli a vzniknaty produkt sa izoluje chromatograficky na papieri.
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