CESKOSLOVENSKA A
socnusnes| POPIS VYNALEZU | 233233
REPUBLIKA an ]
| BI)
(19 K AUTORSKEMU OSVEDCENIU
(51) Int. 13
(22) Prihldsené 11 07 83 ¢ 12 P 19/02
(21) (PV 5255-83)
. (40) Zverejnené 17 07 84
URAD PRO VYNALEZY | (15 yyaané 17 04 67
A OBIEVY
(75) ZEMEK JURAJ ing. CSc., LEHNICE, KUSAR STEFAN RNDr. CSc., BRATISLAVA,
Autor vynélezu KOLINA JOSEF ing. CSc., PRAHA

(54) Spbsob pripravy (U-14C) manézo-6-fosfatu

Vyndlez sa tyka oboru biochémie, chémie
sacharidov, ako aj lekdrskej a potravi-
ndrskeg chémie. 14 L

Vyndlez ' rie¥i pr{pravu (U-'"C) manozo-
fosfdtu pre Studium metaboligmu sachari-
dov, sko aj pre teoretické Ztidie v oblasti
chémie a biochémie sacharidov.

Uvedeného udZelu sa dosiahne tym, %e na

roztok (U-'4C)glukdzo-6-fosfdtu, priprave-
ného 2z vodorogpustného alfa (l-p 4,6) glu-
kénu zo selengych alebo modroszelenych rias,
gripmveného podYa ¥s. AO 211 785 sa pBso-

{ pufrovenym rostokom fosfomendzo izomerdzy
pri pH 7,2 a vzniknuty produkt sa izoluje
chromatografion na papieri.
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Vynélez sa t¥ka spbsobu pripravy (U—14C) mandzo-6-fosfitu ndslednym ydinkom enzymu
menéze fosfdt izomerdzy (D-mandze-6-fosfdt ketol izomerdza, BC 5.3.1.8) na (U-'%C) frukté-
zo-6-fosféat, pripraveny podla &s. AO 211 785 o vysokej mélovej aktivite.

Priprava (U-'4C) mendzo-6-fosfétu nie Jje v literature popisovand. Vhodnym zdrojom
cukrov znadenych rddionuklidom 144 Je alfa (1w 4,6) glukén, izolovany z rddioaktfvneho
biologického materidlu, s vyhodou z rias, v procese komplexného spracovania rddiosktivnej
biomasy (&s. pat. 121 808). Ndslednym u&inkom enzymov fosforylézy (alfa-1,4-glukan : orto-
fosfdt elfa-glukozyltransferdza, EC 2.4.1.1.), fosfoglukomutdzy (alfa-D-glukézo-1,6-
-difosfét : alfa-D-glukézo-1-fosfdt fosfotransferdza, EC 2.7.5.1.) glukdzofosfét izomerdzy
(D-glukgzo-G-fosfét ketol izomerdza, EC 5.3.1.9) na (1-» 4,6) glukdén znaleny rddionuklidom
Y46 moZno pripravit po chromatografickej separdcil (U—14C) fruktézo-6-fosfét, ako vychodziu
;étku k priprave delZfch fosforyldvanych derivdtov cukrov,

(U-'4c) D-manézo-6-fosfét moino pripravit d¥inkom monokinézy (ATP : D-manozo 6-fosfo-
transferdza, EC 2.7.1.7) na (U-'%c) D-menézu a ATP, AJ ked vytaiok v tejto reakcii je
vysoky, nevfhodou Je, Ze sa spracovdva vzécny cukor (U—‘4C) D-mandza a nie vychodzi zdroj
pre pripravu cukrov, vodorogpustny glukén. TAto nevfhoda je rieSend postupom podla vy-
ndlezu, kedy vfchodzou ldtkou je priemo vodorozpustny polysecharid, pripraveny v rémeci
komplexného spracovania rddioaktivnej biomasy (&¥s. pat. ¥. 121 808).

' Podstata vyndlezu spodiva v tom, Ze na vetveny polysacharid typu alfa (1—i» 4) glukénu
s vetvenim 13 6 vazbami, 1lzolovany z rédiokatf{vneho biologického materidlu, s vyhodou so
zelenych, resp. modrozelenych rias, v procese komplexného spracovania rédioektfvnej biomasy
se p8sobi enzymom fosforyldzou (alfa-1,4-glukdn ortofosfét glukozyltransferdza, EC 2.4,1.1)
v pritomnosti pufroveného roztoku fosfdtu o pH 6 a¥ 7 (¥s. A0 194 587), pridom na ziskany
alfa-D-glukopyranozylfoafdt (U-14C) sa pdsobi pufrovenym roztokom fosfoglukomutézy v pri-
tomnosti cysteinu, sfranu hore&natého a gluk&io—1,6-difosfétu (pH 7,5 a% 8,0) a na ziskany
glukozo-6-fosfdt (U-'4c) sa pdsobl pufrovenym roztokom glukozo-6-fosfét izomerdzy pri
pH 9,0 a na vytvoreny fruktdzo-6-fosfét (U—‘4C) (¥s. A0 211 785) sa pbsobf enzymom mano-
zofosfdt izomerdzou v pufrovenom prostredf{ o pH 7,2 a vytvoreny manozo-6-fosfét (U-14C)
sa oddeli chromatogrefiou na papieri. Vzhladom na D-alfa-glukopyranozylfosfdt Jje vy¥taZok
mandzo-6-fosfétu (U-'4C) az 38 %.

Vyhodgu navrhovaného postupu pripravy (U—‘4C) znaenfch fosforylovanych derivédtov

D-mandzy je, Ze celf postup pripravy je velmi Jednoduchy a vietky enzymy potrebné k pre-
vedeniu prislusnych realizdcif sui komerdne dostupné, pripadne pripravitelné v laboratdr-
nych podmienkach.

Priklad

K 0,1 ml 1 % roztoku vodorozpustného polysecharidu (U4I4C) zo zelenych rias o celkovej
aktivite 20 kBq sa pridal 1 ml 0,2 mol/1l fosfdtového pufru o pH 6,0 a 1 ml fosforyldzy
zo zemiskov (AO 194 588) a reakdnd zmes sa inkubovala pri 35 °C po dobu 4 hodfn. Po pre-
behnut{ reskcie sa nastavilo pH reak¥nej zmesi na hodnotu 7,5 pomocou 0,5 mol/1 fosfétového
pufru (pH 8,0) a pridal sa cystein na vysledni koncentréciu 50 mmol/l, siran hore&naty
6 mmol/l a glukdzo-1,6-difosfdt na 0,1 mmol/l a 10 pl1 fosfoglukomutdzy (z pekérenskjch
kvesiniek/5 nkat) a reskZné zmes sa inkubovala dalsie 2 hodiny pri 35 °c.

Po ukonZeni reakcie s fosfoglukomutézou pH hodnota reakdnej zmesi sa nastavila na
pH 9,0 pomocou 0 5 mol/l glycinhydroxid sodny tlmivého roztoku (pH 10) e pridala sa
kvesni¥nd gluk‘zo—6-fosfét izomerdza (10 mlj 25 nkat) a inkubdcia prebiehala dal¥iu ho-
dinu pri 35 °C (¥s. AO 211 785). Po ukon¥enf reakcie s glukozo-6-fosfét izomerdzou sa
reak&nd zmes odparila do sucha na vdkuovej odparke pri 70 % o pridal sa zriedeny roztok
kyseliny chlorovodikovej 0,1 mol/l (cca 3 ml) a% pokial visledné pH roztoku bolo 7,2.
Potom sa pridasl enzym fosfomendze izomerdza (10 m1l; 8 nkat) a reakcia prebiehala po dobu



3 233233

dalsej 1 hodiny pri 30 %. Po spracovani{ réakénej zmesi sa separdcia fosforylovangch deri-
védtov previedla v systéme kyselina izomaslovd - épavok - voda (66:1:32) papierovou chro-
matografiou po dobu 100 hodin, Manozo~6- -fosfat (U- '46) sa zfskal o vytaeZku 7,6 kBg (38 %),

Fosforylované derivdty D-mendzy sd dBlefitd biochemikédlie, ktoré v znsdenom stave,
ako (U—1 C) rddiochemikdlie mo¥no pouZit k ¥tddiu enzymovych procesov prebiehajicich
in vitro, ako aj k histochemickym Stidiam a k enzymovej diagnostike metebolickych poriich.
MoZno ich povaZovat aj za d8leZité vychodzie 1ldtky k chemickym syntézém v oblasti cukrov.

PREDMET VYN A’L EZU

Spdsob pripravy (0-140) nandzo-6- fosfdtu z rddioakt{vneho biologického materidlu,
8 vynodou vetveného vodorozpustného alfa (1-»4,6) glukdénu zo zelenych aleho modrozelenych
ries, vyznadujici sa tym, Ze na roztok z{skaného (U- 14 C) glukdzo-6- -fosfdtu, sa p8sobi
pufrovanym roztokom fosfomandze izomerdzy pri pH 7,2 a vzniknuty produkt sa izoluje
chromatografiou na papieri.
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