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Институт экспери ментальной биологии АН Армянской ССР, 
лаборатория молекулярной энзимологии. Ереван.

Аннотация — Выделена пуриннуклсозндфосфорнлаза (КФ—2-1.2.11 из по­
чек кролика В результате шести стадий очистки с использованием фрак­
ционирования сульфатом аммония и колоночной хроматографии на ДЭАЭ- 
целлюлозе н гидроксилапаткте получен электрофоре гнческн гомогенный 
препарат Фермент специфичен к нуклеозидам гипоксантина, гуанина, а 
также к ксантозину, но нс расщепляет нуклеозиды адеилна.

Ա1՜пinшI)]»»u — երիկւսմնԼրիէք . nAtt։umi(wA /, պո։րիննոլ ■ ֆոոֆորի-
չաւլւս (,։Ֆ— 3- 4- *. 1)։ Օգսսսւչործեէով մաքրման վեց ւիուչԼր, որոնք ըՆւչ^րկում 
են րամանումր ամոնիումի սույֆսէ/ոով ե քրոմաւոուչրաֆիան Դ1>Ահ-ցեւ/ուքոդի nt 
Հիրչրոքսիրսպատի։ոի սյունհրում, ստացված է կլեկւորաֆորետիկ Հոմոր/են պախրաս- 
ս-Ոէկ. Ֆհրմենսյր սպեցիֆիկ Հ հիպորսանսփնի էւ րյուանինի նուկւեոզիղնհրի. ինչպես 
Նսւե րսանտոզինի նկատմ։։>4ր, րաչց չի տրոհում սւղրւնինի նո։ կքեո/քիւյննրր։

Abstract — Purine nucleoside phosphorylase (EC—2.4.2.1) from rabbit 
kidney has been isolated. The six-step purification procedure by (N1I4)5SO, 

768



fractionation and o’wmn throne tog։.:p iy ;>n DEAE-cellulose and hydro- 
Xlapaille has. resulted in the receipt o; an electrophoretically homoge- 
ticoas preparation.

Enzyme is specific to nucleosides of hypoxanthine, guanine, and 
xanlltdsin-՝. too, but is no: specific to nucleosides of adenine.

Ключевые слова: пуриннуклеозидфосфорилаза. гомогенность фермента, субстрат- 
на.ч специфичность.

Пурцннуклеозмдфосфорилаза (КФ—2.-1.2.1 ) выполняе՛։ к анаболиче­
скую. и катаболическую функции в метаболизме пуриновых нуклеози­
дов; Возросший интерес к пей обусловлен еще и тем обстоятельством, 
м ՛ недостаточность клеточного иммунитета, по-видимо.му, связана 
также с понижением уровня активности этого фермента [10]. Пурин- 
нуклеозидфосфррнлаза выделена из ряда биологических объектов [3, 
5—9, 11 — 13, 15, 17]. Данные по очистке из ночек кролика представля­
ются впервые

Материал и методика. Работа была выполнено в лаборатории молекулярной эн- 
зичолопш ЦЭБ АН АрмССР и 1985 г. Все операции по очистке фермента проводили 
грн Р. На всех стадиях очистки центрифугирование проводили при 15000 g в тече­
ние 20 инн. Колонки были предварительно уравновешены стартовыми буферами.

Кроликов забивали декапитацией. Почки быстро извлекали, кровь удаляли пер­
фузией буфером Л <0.1 М трис—НС1, pH 7.2. 2 мМ ЭДТЛ). Затем почки (47 г) из­
мельчали ножницами, промывали буфером А, добавляли 180 мл того же буфера. • >- 
могенизнровалн а гомогенизаторе 4Р\\ 302 (ПНР) в течение 7 минут. Гомосека, 
центрифугировали. Белки нллосадочной жидкости фракционировали сульфатом аммо­
ния (35—80% насыщения). Осадок растворяли в буфере Б (20 мМ трис-НС!. pH 7.6, 
2мМ ЭДТЛ) и днализовывали н течение 11 ч против буф-ера Б. Диализованный ре- 
парат наносили ла колонку с ДЭЛЭ-иел.'ИОЛозой (1,6X34 см). Фермент элюировали 
линейным градиентом XaCl (0- 0.1 .4) на буфере Б. Скорость элюции—9 мл/ч. .Ак­
тивные фракции объединяли н наносили на колонку с сидрокспллпатитом (1.6X15 см) 
Колонку промывали 40 мМ Ха-фосфатиым буфером, pH 6.9. Пуриннуклеозндфосфо- 
рвдазу элюировали линейным градиентом Na-фосфаттяо буфера (40—160 мМ>. Объ- 
единенные активные фракции вновь фракционировали сульфатом аммонии (4.5—70% 
насыщения). Осадок растворяли в буфере Б и диализовывали против этого же бу­
фера. Диализованный ферментный препарат наносили на колонку с ДЭАЭ-неллюло- 
гО>՜՛ (1.6X22 см). Колонку нромыгали 40 .м,4 XaCl из буфере Б. а затем фермент 
элюировали линейным градиентом X’aCl (40—250 мМ) иа буфере Б. Фракции, обла­
дающие фермента:ивной активностью объединяли и наносили па колонку 11.6X7 с.м; 
с гндроксилаиатитом Колонку промывали -10 мМ Ха-фосфатным буфером, pH 6,9, 
а затем элюировали линейным градиентом Ха-фосфатного буфера (40 100 м.Ч). 
Объединенные активные ферментативные фракции для концентрирования поносили из 
колонку (0.9Х2.5 см) с гидроксил апатитом и элюировали 200 м.4 Ха-фосфатиым бу- 
Фером. Активные фракции объединяли и хранили в 40%-ном глицерине при —18°.

Пуриннуклеоэидфосфорилатую активность определяли колоримет рическя.
I метол—по приросту основания [2].
II мстоду-ло приросту рибозы I-фосфат, по цветной реакции рибозы с орцином 

11 ]■ Реакционная смесь содержала 100 мМ Х'а-фосфаТа. pH 7,0, 1.5 мМ рнбонуклео- 
чи. 12 ME фермента в конечном объеме 0,3 мл. Реакцию останавливали 0.3 мл 
0,|.М N'aAc. pH 3,8. содержащим 10% активированного угля. Смесь кипятили 30 сек, 
фильтровали, в фильтрате определяли содержание рибозы [I] Для стабилизации окрас 
»,н объем раствора доводили до 2.8 мл 95%-ны.м этанолом.

Ill метод—по приросту дезоксирибозе-1-фосфата, по цветной реакции окисленной 
дезоксирибозы тирбарбитуровой кислотой [14]. Реакционная смесь содержала 50 у.4 
КНлРО<-Х'аО11, pH 6,8, 1,5 м4 ле.чокенрибоиуклеознд, 0,8-:-1,2 .ME фермента: конек- 
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нын объем -0,2 мл Реакцию останавливали даб,'’пленном 80 мкл 15 мУ» И5Ю6 в 0,03 и 
1-1.,БО... а не 0,125 н. йо избежание иеферментатавного расщепления нуклеозиде», при 
г.том pH снижался до 2,5- Далее, как в оригинальном методе [14]. Для стабилиза­
ции окраски объем раствора доводили до 2,8 мл изоиропанолом Во всех экспери­
ментах по колориметрическому определению ферментативной активности /.лнтсльндсп. 
инкубации, проводимой при 37°. была равна 0 мин.

Концентрацию белка определяли пи методу Лоури [16]. используя в качестве 
стандарта бычин сывороточный альбумин.

Электрофорез з полиакриламидном геле проводили при pH 8,9 в 6.2%-ном ПЛАТ 
Белки окрашина.՛։։։ 0.2%-ным водным раствором кумзсси И-25О, содержащим 10% ук­
сусной кислоты. 25% этанола Для. идентификации пуриинуклеозидфосфорнлаяной ак­
тивнее: и после электрофореза гели инкубировали и течение ! ч при 37е' в 80 мМ кат 
рий-зреенантном буфере, pH 6,8. содержащем I мМ гуанозин, затем свободную рибо­
зу окрашивали тркфеннлтетразолием 14].

Результаты и обсуждении. По описанной выше методике из почек 
кролика была выделена иурнннукл^зидфосфорнлаза: двукратным 
фракционированием сульфатом аммония, двукратной хроматографией 
на ДЭАЭ-цёллюлоЗе и двукратной хроматографией на гидроксил апа*
Схема очистки пурнннуклёозядфосфорилазы из почек кролика
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Исходный экстрах। 21и С. 24 50.82 2316.3 0.022 100 0
1 оса ж ленис (1!,), 3 О ։. фр л к цля 

35-80% 130 0.35 45.11 988 9.016 89 2.1
1 хрома нм рафии на Д.-МЭ —цел­

люлозе 93 0.48 44.64 231.1 0.188 85 8.5
1 хроматогра ;»»։я ։։л гнлрбкеилзил* 

ТИТС 53 0.42 22.10 23.2 0,954 44 43.4
11 осаждение (.XI! ։)25О։. расиля 

45 73% насыщен։։։֊ 21 0.92 19 26 13.7 1.41 3» 64.1
и ՝1.1 ՛ м! р.՝.ф։ы лл Д. А 1 - цел­

люлозе 255 0.07 18.18 10.2 1.73 3 1 ЙО.7
II хромам. рафпя на ։ :лр;ж< !1лага- 

тите к' 1.63 13.06 1.1 12.28 26 558.1

Активность определяли методом 1 : субстрат—1 :иМ гуанозин и 50 мЧ X.։-фосфат-
кого буфера.

гите. Кривые элюирования белка и иурнниуклеозидфосфорнлазы с 
колонок ДЭАЭ целлюлозы и гидрою илапатнта приведены на рис. 1, 2. 
Схема очистки пуриннуклеозидфосфорйлазы из почек кролика приве­
дена в таблице.

В результате всех использованных этапов достигнута 558-кратная 
очистка фермента, с выходом обшей активности 26%. При диск «элек­
трофорезе очищенного препарата фермента обнаруживается одна бел­
ковая полоса, совпадающая с иурнинуклеозидфосфррилазной актив­
ностью (рис. 3).

Субстратная специфичность пуриннуклеозидфоофорилазы из по­
чек кролика была изучена как по фосфоролизу, так и по синтезу нук­
леозидов. Относительная скорость фосфоролиза (pH инкубационной 
смеси 7) для инозина—100, гуанозина—73, дезоксигуанозина—66, дез- 
оксиинбзина—55, ксантозина—4, дезоксиаденозина 4, аденозина—0%.
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При отсутствии в реакционной смеси ионов фосфата нс происходит рас­
щепления нуклеозидов, что свидетельствует о фосфоролитическом ха­
рактере реакции. Относительная скорость синтеза (pH инкубационной

Рис. I а) Кривые элюирования белка и пурнкнуклсоэндфосфорилвэы при 
последовательной хроматографии экстракта почек кролика на 1 ДЭАЭ- 
цсллюлозс. 1-оптическая плотность при 280 нм. 2—пурнннуклсоэндфос- 
форилазная активность (ед/мл). определявшаяся методом I. б) Кривые 
элюирования белка и пурнлнуклеозядфосфорилазы при последовательной 
хроматографии на 1 гндрокснлапатяте. I—оптическая плотность при 
280 нм, 2—пуринпуклеозндфосфорилазиая активность (ед/мл), определяй֊ 

шаяся 1 методом.

Рис 2. о) Кривые элюировании белка и пуриннуклсазидфосфорила о.՜ при 
последовательной хроматографии на II ДЭАЭ‘Пе.1ЛЮЛ03с. I—оптическая 
ПЛОТПОСТЬ при 280 нм. 2—пурипнуысоэнАфосфорплаэввм активность 
(ед/мл), определявшаяся методом I, б) Кривые элкжропанмн белка и 
пурнннуклсо.шдфосфорилалы при последовательной хроматографии на II 
։идрокс։1лаплтитс. I опте, сская плотность при 280 мм. 2—пурмнкуклсо- 

зкдфоофорилаяная активность (сл/мл). определявшаяся методом I

смеси 7) инозина—100. гуанозина -26. ксантозина 10, аденозина—
Субстратную специфичность пурнннуклеозндфосфорилззы к ну 

леозндам определяли II методом, а к дезоксирибонуклеозидам —III ме­
тодом.
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Настоящая работа является первым этапом исследований пурин-
иуклеозилфосфорнлазы из почек кролика, 
различия в физико-химических свойствах

Так как были обнаружены 
пурнппуклеозидфосфорилазы

Рис. 3. Определение гомогенности пуриннуклсо?.:<дфосфорилаз^ методом 
диск-электрофореза н полиакриламидном, геле: а—окраска п > белку, б— 
окраска па пурнннуклеозидфоефорнлазвоА активное, и, в денситограм- 

мз гели «а»

ночек и других органов кролика, 
считаем цел е сооб р аз н ы м.

дальнейшее изучение этого фермента
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