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CZESC DOSWIADCZALNA

Odczynniki specjalmne. D-glukoza bezwodna cz.d.a. — POCH
(Gliwice). Polifosforan potasu (7=250) — BDH (Anglia); preparat han-
dlowy przemyto woda od niskoczasteczkowych zanieczyszczen (gloéwnie
orto-P) i wysuszono. Dowex 50 WX 2 (mesh 200—400) — Serva (RFN).
Zywice przemyto 4-krotnie woda, nastepnie ogrzewano z kwasem solnym
na lazni wrzacej przez 2X1 godz. (50 g zywicy+2X50 ml 4 N HCI), po
czym traktowano kolejno (na lejku Buchnera): wodg, lugiem sodowym
(100 ml 2 N NaOH), woda, kwasem solnym (100 ml 4 N HCI) i wodg —
za kazdym razem do odczynu obojetnego. Dehydrogenaza G-6-P — Sigma
(USA); krystaliczny preparat z drozdzy Torula dializowano wobec wody.
NADP — Reanal (Wegry).

Polifosforanowa glukokinaza. Materialem wyjsciowym
do preparacji enzymu byl eluat z zelu fosforanowo-wapniowego, otrzy-
many wedlug procedury opisanej poprzednio (5). Dalsze oczyszczanie
obejmowalo: 1) zageszczenie roztworu przy pomocy siarczanu amonowe-
go (75% nasycenia) z dodatkiem albuminy (0,5 mg/ml); 2) odsolenie na
kolummnie wypelnionej przez Sephadex G-50 oraz 3) chromatografie jono-
. wymienng. Do tego celu zastosowano DEAE-celuloze (5X3 cm) ekwili-
browang 10 mM buforem Tris-HC1 (pH 7,2), zawierajagcym 1 mM EDTA,
9 mM 2-merkaptoetanol i 100 mM glukoze. Biatka eluowano linijnym
gradientem stezenia NaCl (0—0,3 M, 2X250 ml). Frakcje najbardziej ak-
tywne zageszczono przez wysolenie i po rozpuszczeniu osadu odsolono
jak wyzej. Tym razem uzyto buforu pozbawionego glukozy. Koncowy
preparat nie wykazywal fosfoglukoizomerazy i zawieral w 1 ml 25 jed-
~ nostek miedzynarodowych aktywmosci glukokinazowej. Aktywnos¢ te¢ na-
tychmiast stabilizowano, dodajgc MgCl, i polifosforan w ilosciach odpo-
wiednio 5 wmoli i 20 pmoli P na 1 ml.

W alternatywnej metodzie postuzono sie preparatem stanowigcym
przedostatni etap oczyszczania (5). Pule aktywnych frakeji wzbogacono
w biatko przez dodanie albuminy (1,5 mg/ml) i zageszczono przez wyso-
lenie siarczanem amonowym, po czym odsolono i stabilizowano jak w po-
przedniej wersji.

Do dializy stosowano zwykly celofan handlowy po uprzednim prze-
myeciu 5% NaHCO; (30 min., 100°C), 10% CH;COOH (<50°C) i woda.

Wszystkie odczynniki sporzadzano uziywajac wody dejonizowanej.

Metody amnalityczmne. Fosfor nieorgamniczny (orto-P i Plap)
oznaczano metodg Fiske-Subbarowa przed i po 10-minutowym gotowaniu
w 1 N H,SO,, fosfor caltkowity — po spaleniu probki za pomocg 10 N
H,S0, i H,0; (150—170°C, blok aluminiowy z termoregulacja). Glukozo-
-6-P oznaczano w spekirofotometrze firmy Zeiss (VSU-2G) na podstawie
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przyrostu absorbancji w reakeji z dehydrogenazg G-6-P i NADP przy
340 nm (1), Fruktozo-6-P oznaczano metodg Roe’a z odczynnikiem rezor-
cynolowym (8). ‘

SYNTEZA ESTRU GLUKOZO-6-FOSFOROWEGO

Synteze G-6-P prowadzono w worku celofanowym, zawierajagcym na
poczatku inkubacji 50 ml mieszaniny o nastepujgcym skladzie: 20 mM
glukozy, 5 mM MgCl,, 200 mM NaCl, 1 g polifosforanu (175 pmoli P/ml),
5 ml 2% azydku sodu, 0,3 ml 2 N NaOH (do pH 8,6) oraz 60 jedn. m. ak-
tywnosci glukokinazowej.

Celem utrzymania szybkosci syntezy jak najdiuzej na poziomie zbli-
zonym do poczatkowego, worek celofanowy z mieszaning umieszczono
w zlewce zawierajgcej 10-krotnie wiekszg objetos¢é roztworu glukozy,
MgCl; i NaCl w stezeniach jak wyzej. Dzieki temu niskoczgsteczkowe
produkty reakeji, tj. glukozo-6-P i niewielkie ilosci trojpoli-P dyfundo-
waly z worka na zewnatrz, podczas gdy enzym i dlugotancuchowy poli-
fosforan pozostawaly w worku.

Poniewaz reakcji fosforylacyjnej towarzyszy uwalnianie protonéw,
optymalny dla enzymu zakres pH 8—9 starano sie utrzymac przy uzyciu
2 N NaOH. Lug dodawano co kilka godzin do plynu zewmnetrznego, a cza-
sem réwniez do worka. Dyfuzje przyspieszano za pomocg mieszadel: me-
chanicznego w worku i elektromagnetycznego w plynie zewnetrznym.
W ciggu dnia zlewke z ukladem syntetyzujgcym inkubowano w lazni
wodnej o temp. 37 *3°C. Przebieg syntezy $ledzono wykonujge co pe-
wien czas oznaczenia polifosforanu (Piap) W probkach mieszaniny reak-
cyjnej, a takze estru w prébkach plynu zewmnetrznego. W miare potrzeby
dodawano polifosforan i glukoze (in subst.) do worka dializacyjnego. Re-
akcja ulegala zahamowaniu, gdy stezenie G-6-P w worku osiggalo war-
tosci bliskie 0,1 M. Dalsza kilkunastogodzinna dializa powodowala spadek
tego stezenia w worku do ok. 0,07 M i odpowiedni wzrost w plynie ze-
wnetrznym (do ok. 0,05 M). Aby synteza mogla przebiegaé¢ nadal z za-
dowalajgcg szybkoscig, nalezalo ptyn zewmetrzny zastgpi¢ nowym. W to-
ku miniejszej procedury wymiane taka przeprowadzono 3-kroinie, uzy-
skujgc lagcznie 1,3 1 dializatu. Jednoczes$nie objetos¢ worka wzrosta do
175 ml. Ester resztkowy zawarty w tej objetosci (10—15%) prazedializo-
wano do 1 1 wody, nastepnie zageszczono i polgczono z pulg pltynéw ze-
wnetrznych.
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WYODREBNIANIE GLUKOZO-6-P W POSTACI SOLI BAROWEJ

Pule roztworéw G-6-P doprowadzono do pH 8,2 i dodano 2-krotny
w stosunku do fosforu nadmiar baru (12,5 ml 25% octanu barowego na
kazde 100 ml). Po 30 min. niewielki osad oddzielono filtrujge na lejku
Buchnera przez podwoéjny saczek (Filtrak FN 2 Spezialpapierfabrik Nie-
derschlag/Ergeb.) i klarowny piyn (pH 17,7) zageszczono ok. 2-krotnie
przy uzyciu wyparki prozniowej w temp. 60°C. W wyniku zageszczenia
nastapila krystalizacja znacznej cze$ci produktu, jednakze maksimum
estru mozna bylo odzyska¢ dopiero pod wplywem etanolu (8). W tym
celu zageszezony 1 schlodzony do 0°C preparat potraktowano 2,5-krotng
objetosécig zimmego 96% etanolu. Po uplywie kilkunastu godzin biaty osad
zebrano przez wirowanie (4000 obr./min.) i przemyto kolejno: mieszaning
(v/v) etanol—woda (4:1, 5X150 ml), 96% etanolem (150 ml), mieszaning
etanol—eter etylowy (1:1, 150 ml) i samym eterem (150 ml). Koncowy
preparat suszono w ciggu doby w temperaturze pokojowej na powietrzu,
potem do stalej wagi in vacuo nad bezwodnym CaCl, lub P,Os.

! ANALIZA PRODUKTU

Oznaczenia enzymatyczne wykazaly, ze w puli dializatéw nagroma-
dzilo sie 175 mmoli G-6-P, czyli ze ponad 85% uzytego polifosforanu we-
szlo w sklad estru. Powyzsza iloé¢ odpowiads 39,1 g siedmiowodnej soli
barowej G-6-P. Z ilosci tej odzyskano 80%, tj. 32 g produktu zawierajg-
cego 47,9% kwasu G-6-P (lub 96% G-6-PBa - 7 Hy0).

W puli dializatéw znajdowalo sie réwmiez 1,65 mmola fosforu nieor-
ganicznego (2,2% W stosunku do fosforu G-6-P). W preparacie kohcowym
zawartos$¢ procentowa orto-P+Py,, byla 3-krotnie mniejsza i wynosila —
po przeliczeniu na sé! barows z uwzglednieniem 80% wydajnosci — ok.
0,4% masy. Konkretnie znaleziono 0,18% ortofosforanu baru i 0,15% labil-
nego w kwasie oligofosforanu baru (gtéwnie tréjpoli-P).

Ponadto produkt koncowy zawieral, jako zanieczyszczenie, jedno- lub
dwuwodng s6l barowg fruktozo-6-P w ilosci ok. 2%. Reszte nalezy od-
nie$¢ do wody niekrystalizacyjnej i, by¢ moze, §ladéw innych skladnikéw
roztworu wyjSciowego.

Skrecalnosé optyczna [a]p?® wynosita +21,6 (c=1 w 1 N HCI).

OTRZYMYWANIE SOLI SODOWEJ G-6-P

Glukozo-6-fosforan sodu otrzymywano w oparciu o prace Seegmil-
lera i Horeckera (2) z barowej soli G-6-P. W jednym z doswiad-
czenn 5 g preparatu zmieszano z wodng zawiesing Dowex 50 (forma wo-
dorowa) i naniesiono ma kolumne tegoz kationitu (5,5X4 cm) celem cal-
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kowitego zwigzania baru. Powstaly kwas glukozo-6-fosforowy eluowano
wodg, stosujac jako wskazniki reakcje Fehlinga i pH. Z kolei kwasny
eluat zatezano na wyparce prézniowej w temp. 35—40°C do konsystencji
gestego syropu, ktory po rozpuszczeniu w ok. 100 ml 96% etanolu mia-
reczkowano na lazni lodowej bezwodnym metanolowym roztworem NaOH
(0,1 N) wobec blekitu bromotymolowego jako wskaznika. Wytracit sie
bialy osad, ktéry na noc pozostawiono w lazni lodowej. Osad ten odwi-
rowano w chlodni przy 4000 obr./min., a nastepnie przemyto kilkakrot-
nie metanolem (4X25 ml), mieszaning etanol—eter (v/v) w proporcjach:
4:1 (25 ml), 1:1 (25 ml), 1:4 (25 ml) i samym eterem etylowym (2X25 ml).
Preparat wysuszono w prozni do stalej wagi w obecnosci CaCl; lub P,0Os.
Otrzymano 2,56 g substancji zawierajgcej 92,8% soli sodowej G-6-P, w
tym 79,3% kwasu G-6-P (warto$¢ teoretyczna 85,5%), ponadto 0,84% soli
sodowej F-6-P i 0,52% fosforanéw nieorganicznych.

OMOWIENIE WYNIKOW 1 WNIOSKI

We weczesniejszych badaniach nad polifosforanowg glukokinazg (3, 4)
ustalono parametry warunkujgce maksymalng szybko§é reakeji, tj. pH
8—9, 0,2—0,3 M NaCl oraz odpowiednie stezenie substratow (co najmniej
2 mM glukoza, 1 mM polifosforan krétkolancuchowy i 1 mM MgCl,).
Stwierdzono rowniez, ze o ile szybkos¢ maleje wraz z dlugoscig lancucha
polifosforanowego, to wydajno$¢ reakecji roénie wg wzoru:

(n—3) 100

n

gdzie 7l oznacza liczbe reszt P w czgsteczce poli-P. Tak np. w przypadku
(P)1o stopier wykorzystania fosforu wynosi 70%, podczas gdy so6l Kurrola,
bedgca polimerem tysigcy reszt P, jest zuzytkowana praktycznie w ca-
tosci.

W niniejszej pracy uwzgledniono powyisze parametry, starajac sie
jednoczesnie o stworzenie warunkow zblizonych do chemostatu. Dzieki
wielkoczgsteczkowemu charakterowi nie tylko enzymu, ale i donatora
fosforu (200—300 reszt P na 1 miol) synteze G-6-P mozna bylo prowadzié¢
w worku celofanowym, pozwalajgcym na wielokrotne dodawanie sub-
stratéw i usuwanie — drogg dializy — produktéw reakeji. Nalezy pod-
kresli¢, ze wybrany do tego celu polifosforan reagowal z enzymem dosc¢
szybko (cho¢ wolniej niz krétkolancuchowe preparaty), ulegajac przy
tym wysokiemu zuzyciu (ponad 95%). _

Zarowno glukoze, jak i polifosforan stosowano w iloSciach 100—1000-
-krotnie przekraczajacych ich stale Michaelisa. Tak duze iloSci poczat-
kowe spadaly do poziomu ograniczajgcego synteze dopiero po kilku go
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dzinach inkubacji i wtedy dodawano nastepne porcje substratéw in sub-
stantia. Niekorzystnemu dla aktywnoS$ci enzymu obmnizaniu sie pH
zapobiegano, dodajac do plynu zewmetrinego 2 N NaOH (pH<10). Kie-
runek i szybkosé¢ dializy warunkowaly gradienty stezen; i tak, stezenie
G-6-P bylo zawsze wieksze w worku, a stezenie NaOH — zawsze wieksze
w plynie zewnetrznym.

Pod wzgledem szybkosci dializy gorsze wyniki uzyskiwano stosujac
zamiast zwyklego celofanu waz dializacyjny firmy Kolle Aktiengesell-
schaft (Wiesbaden—Biebrich).

W obecnosci 0,02% azydku sodu drobnoustroje nie rozwijaly sie, wo-
bec czego proces syntezy mozna bylo kontynuowaé przez wiele dni; en-
zym pozostawal akiywny, jakkolwiek objeto$¢ mieszaniny inkubacyjnej
w worku stale rosta.

Wyodrebnianie soli barowej estru z mieszaniny o bardzo prostym
skladzie (ester, glukoza, NaCl, MgCl,;, niewielkie ilo$ci orto-P i Pjgp...)
nie nastreczalo trudnosci. Dodatek octanu baru w pH 8,2 powodowal
wytracenie fosforanéw nieorganicznych, a w obecnosci etanolu — réwniez
soli barowe]j estru. W roztworach zawierajacych co najmniej 0,06 M G-6-P
krystalizacja tej soli zaczynala sie juz po dodaniu octanu baru, jednakze
dla maksymalnego odzysku konieczne bylo traktowanie nadmiarem 96%
etanolu. Aby zmniejszy¢ zuzycie tego rozpuszczalnika, roztwor zageszcza-
no na wyparce prézniowej do poziomu ok. 0,1 M G-6-P.

Opisana wyzej procedura (z nastepujacym po niej przemyciem i su-
szeniem) dawala preparaty o 96% czystosci (47,9% kwasu G-6-P), co sta-
nowi warto$¢ nizszg od proponowanych przez firmy zagraniczne (98%),

a to glownie z powodu zanieczyszczenia fruktozo-6-fosforanem. Ester ten
powstawal pod wplywem S$ladow fosfoglukoizomerazy, ujawmiajgcej sig
w ciggu dlugiego czasu inkubacji przy duzym stezemiu G-6-P. Dodatko-
wym, nieswoistym czynnikiem mogacym prowadzi¢ do niepozadamych
zmian (z z6tknieciem produktu wlgcznie) okazala sie w serii prob zbyt
wysoka temperatura i (lub) zbyt wysokie pH badZz to podczas syntezy,
badz zageszczenia dializatow.

Przeprowadzenie soli barowej w s6l sodowg lub rekrystalizowanie
glukozo-6-fosforanu baru pozwolilo zmniejszy¢ zawartos¢ F-6-P 2—3 ra-
zy. W tym ostatnim przypadku eluat z kolumny kationitu, zawierajgcy
co najmmniej 0,96 M kwas G-6-P, doprowadzono do pH 8,2 i po schtodzeniu
potraktowano zimnym octanem baru jak zwykle, a nastepnie sgczeniem
na lejku Buchnera. Metniejacy filtrat odstawiono do chlodni, gdzie w cig-
gu 48 godz. wykrystalizowato bez etanolu 90% soli barowej siedmiowod-
nej. Osad zebrano przez wirowanie, przemyto i wysuszono. Tak otrzy-
many produkt zawieral ok. 0,6% fruktozo-6-fosforanu baru i <<0,4% soli
barowych orto-P+ Pj,p.
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Wnioski

1. Opisana w pracy metoda pozwala otrzymac¢ glukozo-6-fosforan
o czystosci niewiele ustepujacej preparatom importowanym. Male do-
mieszki zanieczyszezen w postaci F-6-P i fosforanéw nieorgamicznych nie
stanowia przeszkody przy oznaczaniu aktywnosci odpowiednich enzymoéow
(po rekrystalizacji — takze fosfoglukoizomerazy). Preparat madaje sie
rowniez do wytwarzania ekwiwalentéw redukcyjnych in vitro.

2. Istnieje mozliwo$¢ doskonalenia tej metody w zakresie: a — pre-
paracji enzymu (uwolnienia go od $ladéw fosfoglukoizomerazy); b —
toku syntezy (lepsze funkcjonowanie chemostatu, ewentualnie za pomoca
unieruchomionego enzymu); ¢ — izolowania soli (wieksza wydajnoé¢ przy
mniejszym zuzyciu odczynnikéw, zwlaszeza etanolu).

3. Zastosowanie optymalnych warunkéw syntezy i preparacji G-6-P
w ilo$ciach odpowiednio wiekszych moze spowodowaé¢ potanienie metody
enzymatycznej w stopniu konkurencyjnym dla innych metod.

4. Nalezy doda¢é, ze polifosforanowa glukokinaza zostata uzyta juz
wczesniej do syntezy glukozoamino-6-fosforanu baru (7).
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PE3IOME ..

I'paMMOBBIE KOJIMYECTBa TAOKO030-6-cdhocdhaTa cHMHTETUMIMPOBAIN, IPUMEHAN IIOJIM-
docdaruyrw riawkokuuazy (EC 2.7.1.63) B eMmécu comepxalueil IJIMHHONENOYHBIA
noaudocdar, D-rarokosy, MgCly 1 NaCl, pH 8—9. MHKybauMOHHYI0 CMeCh IIOMECTMIN
B LUeaN0daHOBOM MeEIUKEe C LeJbI0 AMain3a IIPOAYKTOB peakKIMM IO BHEILIHEro pac-
TBOpa. Takmm o6pa3oM ¢epMeHT AEeMCTBOBAJ B YCJIOBMAX COMMKEHHBIX K XWUMO-
crary.

JnanuzaTel KOHIEHTPUPOBAJIYM M HAKOIUIEHHBI 3(UP M30JIMPOBAiIM MeTOnOM bOa-
PHEBO-3TAaHOJIOBOM IpenumuTanMy. PHUHANBHBI NPOAYKT cocroAlx B 96% w3 C.H,,0
PBa: TH,O. I3 37T0i1 coau mojiy4yajiyd HATPUEBYIO COJb, npumeHAs Dowex 50 u me-
TanoaoBbli NaOH aaa HeliTpanm3auyum riaoko30-6-¢hocdopHoil KMCHOThL

SUMMARY N

Inorganic poliphosphate D-glucose-6-phosphotransferase (EC 2.7.1.63) was used
to synthesize small quantities of glucose-6-phosphate in a mixture containing long-
-chained polyphosphate, MgCl,, D-glucose, NaCl and enzyme, pH 8—9. The mixture
was put into the cellophane bag to allow dialysis of the reaction products into an
external solution, thus enabling the enzyme to act under chemostat-like conditions.

The dialysates were pooled, concentrated by vacuum evaporation and the ester
was purified by the barium-ethanol precipitation method. The final product was
barium sait heptahydrate and its purity amounted to 96 per cent. It could be con-
verted to sodium salt by using Dovex 50 and subsequent titration of the glucose-6-
-phosphoric acid with methanolic NaOH. ' ’



