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(%) Spdsob pripravy 140-:b—D—glukézo-l—fosfétu vysokej molovej rédiocaktivity a rddio-
chemickej distoty .

Vynélez sa tyka spbsobu pripravy ~D-glukozo-1-fosfdtu znadeného rédioskt{vnym uhl{-
kom 140 vysokej m610vej réddioaktivity enzymatickou cestou a jeho izoldcie z reakdnej zmesi.
Vyndlez riedi novy postup pripravy uvedenej ldtky vysokej rddiochemickej &istoty a Spedi-
fickej rd4dioaktivity.

140—eo-D-glukézo-l-fosfét sa vyufiva v biochémii eko enzymovy substrat Q r&de reakeif,
ktoré sa podieIajdvna vistavbe a degraddcii Strukturdlnych a zdsobnych polysacharidov Zivfch
buniek rézneho pévodu. Studium mechanizmu takychto reekcif, sko i vlastnost{ odpovedajicich
enzymov vyZaduje dostupnost glukozo-1-foefdtu zna¥eného rddioakt{vnymi izotopmi. Okrem to-
ho 14C—tx-D-gluk6zo-17fosfét se d4 vyu¥it sko medziprodukt enzymovej alebo chemickej synté-
zy rbznych nukleozid difosfét glukoz znadenjch v glukézovej gasti molekuly (N. K. Kochetkov
a V. N. Shibaev, Adv. Carb. Chem. 28, 307 (1973)).

| 14c-oc-D-glukézo—l-fosfét sa beZne pripravuje dvoma spdsobmi. Prvy spdsob, cheﬁické
syntéza,.je zaloZeny na kondenzécii peracetylovanych alebo halogénperacetylovanych derivé-
tov 14C-D-gluk6zy 8 kyselinou fosforeénbu, Jjej solami a derivdtmi v bezvodom prostredi
(T. Posternek, Methods in Enzymology, Vol. 3, str. 129; L. L. McDonald? Je. Orge Chem; 27,
1107, 1962; Y. Y. Kusov.a N. V. Shibaev, Usp. Biol. Khim. 12, 182, 1971). Uvedené chemické
postupy sdi pomerne bvacné a v niektorych pripadoch vedd i k tvorbe malych mnofstiev A-anomé-
* ru glukozo-l-fosfdtu, ktory je nutné od poZadoveného produktu separovat. Druhou metodou na

pripravu 14C-cL-D-glukézo-l-fosfétu je enzymatickd fosforolyza 14C-znaéeného Skrobu kata-
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lyzovand rastlinnymi fosforyldzemi (R. M. McCready a W. Z. Zassid, Methods in Enzymology,

Vol. 3, str. 137, Academic Press, New York, 1957). Této metoda vyZaduje dostupnost Zkrobu
znafeného uhlfkom +%C vysokej molovej rddioektivity.

14¢_ & -D-glukdzo-

Teraz bol vypracovany novy netradidny spdsob enzymetickej pripravy
-1-fosf4tu vysokej molovej rédiocaktivity, ktory vychddza z 14C-D-glukézy. Podstata vyndlezu
spodiva v tom, Ze 14C-D-glukéza sa u¥inkom kvasni&nych enzymov konvertuje na UDP—14C-D-g1u-
kézu,-ktoré sa priemo v pﬁvodnej reak®nej zmesi po odstrénenf rusivych ldtok alkelickou
fosfatdzou kvantitatfvne rozlo%f d&inkom hadej fosfodiesterdzy na uridin monofosfit
a 140-eb-D-glﬁk&zo-l-foéfét, ktory sa z reek¥nej zmesi izoluje preparativnou papierovou
chromatografiou. Fosfodiesteriza Stiepi UDP-14C-D.g1uk6zu vyluéné za vzniku ot~anoméru l4c.
-D-glukozo-1-fosfdtu, & sa potvrdilo enzymatickymi testami. Produkt sa y&inkom fosfogluko-
mutdzy konvertuje na 14C-gluk6zo-6-fosfét, ktory sa identifikoval enzymaticky pomocou glu-

kozo-6-fosfdt dehydrogendzy.
Vyhodou tohto postupu pripra§y 14@-cu-D-gluk6zo-1-foafétu Je, %e:
- vychddza z 14C-D-glukézy domdceho p&vodu, |
- poskytuje jednozna¥ne o ~anomér 14C-D-g1uk6zo-l-fosfétu,
- produkt sa izoluje z reak&ne] imesi jednoduch&m sp8sobom, papierovou chromatografiou,

- v8etky reakcie vedice k produktﬁ, poéndc od 14C-D-gluk6zy a% po jeho chromatograficky

separdciu a ¥istenie, sa uskuto®nujd v jedinej reak®nej nédobe,

- 8 vynimkou niekolkych komer&ne dostupngch enzymov sa v postupe vyu¥ivaji domdce suroviny,

14q

- produkt mé rovnaki molovy rédioaktivitu sko vychodzia -D-glukéza.

Priklad prevedenia

Reak¥nd zmes obsahujica v 2,4 ml (celkovy objem) 0,4 ml O,1 M Tris-HC1l pufru (pH 7,8),
1l mg 14C-D.glukézy 8pecifickej rddioektivity 555 Bg/fmmol a vy88ej, 12 mg trojsodnej soli
uridin 5?-trifosfdtu, 20 mg fosfoglycerdtu sodného, 10 mg hexahydrdtu chloridu horeZnatého,
0,05 mg glukozo-1,6-difosf4tu, 0,2 mg hexokindzy, 0,2 mg anorgenickej pyrofosfatédzy a 15 mg
bielkovfn enzymového prepardtu pripraveného z pekdrenskych kvasiniek podla A. Wright a
P. W. Robbins (Biochem, Biophys. Acta 104, 594, 1965) sa inkubuje pri 30 %, kym sa nedo-
siehne maximdlna konverzia 14C-D-glukdzy na UDP- 4C-Drglukdzu. Inkuba&né zmes sa potom
zahreje na 100 °% na 2 a% 3 min. a po ochladeni pH zmesi upravi sa nasytenym roztokom
N32C103 na hodnotu zhodnd s farebnym prechodom fenolftaleinu. Pridé sa 50 pl prepardtu
alkalickej fosfatdzy a po 3 a% 6 hodinovej inkubdcii sa zmes opit zsehreje na 100 % na
2 af 3 min. Do vychladenej zmesi, ktorej pH je zhodné & farebnym prechodom fenolftaleinu
sa pridd 50 pl roztoku fosfodiesterdzy z Crotalue terr, terr a zmes sa nechd inkubovat
pri laboratornej teplote 2 a% 3 hodiny. Po tomto Zase, ked sa dosiahne dplny rozklad uri-
din difosfo-14c-D-gluk6zy na uridin 5°'-monofosfdt a 140-eL-D-glukézo-l-fosfét, sa inkubad~
né zmes zshustf na 0,5 a% 1 ml a chromatografuje sa na vodou premytych papieroch Whaiman
3 MM v systéme etanol - 1 M octan amonny (pH 7,3) 5 : 2 po dobu 60 a% 80 hodin. Chromato-
grem sa po lokalizdeii uridin monofosfdtu a 14C-D-gluk6zo-l-fosfétu dbkladne odsoll premy~
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tim v absolitnom etanole a acetone. 14C— er-glukézo-l-fosfét sa eluuje z &ysuéeného chro-

matogramu vodou a predist{ sa rechromatografiou za tych istych podmienok. VyteZky na vy=-

chodziu 14C-D-gluk<>'zu sa pohybujd v rozmedz{ 40 aZ 60 %.

PREDNMET VYINALEZU

Spbésob pripravy 140-od-D—glukézo—l—fosfétu vysokeJ mélovej rédioaktivity a rddioche~
mickej %istoty enzymatickou syntézou, vyznafujici sa tym, Ze 14C-D-g1ukéza sa enzymaticky
prevedie na uridin difoso-14C-D-gluk6zu, ktord sa priamo v pdvodnej reskdnej zmesi po. roz-
klade ostatnych fosforylovenych derivdtov alkalickou fosfatdzou 3tiepi G¥inkom hedej fos-
fodiesterdzy ne uridin 5’-monofosfét a 140, 4 ~-D-glukozo-1-fosf4t, ktor§ sa zo zmesi izolu-

je papierovou chromatografiou.
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