
тивных способов управления активностью этой рефлекторной дуги в 
норме и н условиях воздействия экстремальных факторов.
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АФФИННАЯ ОЧИСТКА ПУРИ Н ПУКЛ ЕОЗИДФОСФОРИЛАЗЫ 
ПОЧЕК КРОЛИКА. ИНГИБИРУЮЩИЙ ЭФФЕКТ НЕКОТОРЫХ 

АНАЛОГОВ ПРИРОДНЫХ СУБСТРАТОВ

Ն Б. АНАНЬЕВА. Ж. И АКОПЯН. Р Г. МЕДИК-ОГАН ДЖАННИ 
К). А. МАУ РИН ЫИ**. Р. А. ПАЭГДЕ**, М. Ю. ДИ ДАК'* 

Институт экспериментальной биологии АН АрмССР. Ереван.
’Институт тонкой органической химии нм. Мкджоянэ АН АрмССР. Ереван, 

’•Институт органического синтеза АН Латвии, Рига

Разработан новый метод очистки пуривиуклеозидфосфорилазы 
(КФ 2.1.2.1.). включающий биосиецпфнческую аффинную хроматографию 
Впервые получены гомогенные препараты пуршшуклеозидфосфорилазы 
из почек кролика, выход—75% общей активности.

Изучено влияние 23 синтетических производных .’.уриновых нуклеози
дов и родственных конденсированных пиримидиновых соединений па ак
тивность фермента.

ւքշակվսւմ Լ պուրիննուկքհոդՓղֆոսֆորքղաւվ, ,ււն^ւ,ո/ւ։1 шЬ Նոր մԼ[1որ;, որն (ւր սե;
րնր}4րք/ում Լ ււպե I)/>/։կ ,սֆи/1ին րրոմւս աո հրաֆիա:

Сокращения: ППФ-аза—пуринкуклеозндфосфорнлаза.
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ftiuuurmtj' ^uirpUjifi L-ftftfywJ ftp, jit/jy iwijni/i u։^m[t։[ni^jutb h[pn‘l— 75 - fhnntj-

btutifip^ujd / 23 1։т1ц1.П1][1Г}ЪЬ[ф ч։^и։11 д риIt l/nh-

гф.1։иыдфи/) tuqnwlfyurfpub J(iiur.ntl)jntblir.(։b ojqqf.ffltl (IpH I/.,

.’ftipdtibaifi uj/{иф։[п ifJpul։ i^puii

"՛'՛ f method of purification of purine nucleoSiuc phosphorylase (EC—. .4.2.1), 
i-uSui. ng blospcclfic affinity chromatography. has been developed. The 
ck-ctrophore fcally homogenous enzyme :s obtained with 75% yield.

The effect o’ 2< synthetic derivatives nf purine nucloo«:de< md re
lative condenslty pinmtdlne compounds on enzyme activity is studied.

Пурикнуклеозидфсн-фориАаза—аналоги природных yfierpato-t.

Пуриннуклеозидфосфорилаза (Кф 2. 4. 2. 1.) играет принципиаль
ную роль в усвоении клеткой нуклеотидов и нуклеозидов. Фермент 
катализирует обратимую реакцию фосфоролиза пуриновых (дезокси) 
рибонуклеозидов с образованием (б) К!в-1-Р и соответствующих 
оснований, которые служат основным источником пуринов. Он вы
делен был из разных органов и тканей млекопитающих [11, 12].

Наиболее удачные из описанных методы очистки включаю: аф
финную хроматографию, при которой в качестве лиганда исполь
зовались аналоги инозина. В качестве .первого аффинного лиганда՛ 
был применен периодат-оксядироваииый формицип Б. связанный с 
сефарозой 4Б [8, 15]. Применение колонки с этим аффинным сор
бентом сразу после единственного этапа ионио-обменион хроматографии 
позволяет получить гомогенные препараты из эритроцитов человека 
[9, 15], фибробластов [16] и гранулоцитов [14], а ։акже из печени 
крысы [8] и цыпленка [13]. Второй из двух известных аффинных 
лигандов, б-гидрокси-9-р-беизлламииопурии, связанный на трихлоро
триазин активированной сефарозе С1-6В, был использован для очистки 
ПНФ-азы из эритроцитов человека [10].

Разработка и совершенствование новых эффективных методов 
счистки ПИФ-аз из различных источников актуальны в связи с интен
сивным поиском малотоксичных ингибиторов этого фермента. Не? 
торыс из них уже находят применение в создании селективного Тх.՛.- 
точного иммуннодефицитного статуса организма при трансплап- 

ицнн органов и тканей, а также при химиотерапии ряда патологий 
[I]. По для успешного практического применения необходимо глу
бокое знание структуры, функций, аффинности как ППФ-азы чело
века, так и фермента из органов тех лабораторных животных, на ко
торых будут испытываться препараты. С пашей точки зрения, удобным 
объектом для этой цели является кролик, так как ПНФ аза кролика 
по своим физико-химическим свойствам и субстратной специфичности 
имеет большое сходство с ферментом человека [3, И, 15].

Нами разработан новый метод очистки ПИФ-азы почек кролика 
с применением биоспецифической аффинной хроматографии, прове
рена способность 'К ингибированию фермента некоторыми аналога мн 
пуриннуклеозидов и конденсированных пиримидиновых соединений.
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Материал и мегодика. Аффинный лиганд—9(р-амннобензил) гипоксантин был сип 
и-.шр.жпн н любезно предоставлен нам ,.р-м А Голи из Института органической химии 
и. биохимии АН ЧССР Соединения 1 -13 были синтезированы и любезно предостав

лены лабораторией синтетических лекарственных средств Института органического 
синтеза АН Латвии [4], соединения 14—23—лабораторией синтеза противоопухоле
вых препаратов Института тонкой органической химии им. Мнджояна АН Арм. 
ССР [5]

Аффинный сорбент индивидуальной специфичности получали путем связывания 
9(р-амимобензнл)гипоксантина на В.՜ С.Х активированной сефарозе 4В. Для этого к 
:■ атрице Вг СК-активированной сефарозы 4В в качестве сясйсера присоединяли 6- 
лминокапроковую кислоту в буфере А., содержащем 100 мМ Х'аНСО3—ИаСО3 pH 
5.0 и 0.5М КаС1 (перемешивая при комнатной температуре я течение 10 ч). Отношение 
6-аминокапроновой кислоты к матрице составляло 20 мкмоль/1 мл. Затем матрицу 
с присоединенным к ней спейсером дважды промывали растворами з следующей по- 
гледоватсльности: 0.1 МКа-ацетат (pH 4); буфер А; Н2О. Для создания прочной пеп- 
Т1ЦПРЙ связи между свободной аминогруппой лиганда н свободной концевой карбок
сильной группой спёйсера использовали карбодинмид. катализирующий эту реакцию. 
Стандартная процедура включала следующие процедуры: гель промывали разбав
ленным до 50% и подкисленным до pH 4.5 диоксаном (0,5 л); лиганд растворяли 
(50 мкМоль/мл геля) также в 50%-ном дноксане (pH ֊1.5); карбодинмид- а воде, 
доводя pH до 4.5 разбавлением НС1. Концентрацию карболним-.-.да брали из расчета 
Ю мг на I мл геля. Растворы лиг-лиц, кари .ли՛.- дп и гель ом*ш. шли и. контролируя 
pH оставляли при комнаткой температуре на мапштноя мешалке. После 20-часового 
перемешивания оставшиеся спейсеры блокировали давлением эганолам.нна, а затем 
пбнльйо промывали 50%-ным этанолом и использовавшимися буферами, а также буфе
ром Б. содержащим 2и мМ трнс-НС1. (pH 7.6) и 2 мМ ЭДТА, перед нанесением на 
аффинный сорбент фермента

Перед нанесением па аффинную колонку экстракт ил почек кролика подвергали 
предварительной очистке, повторяя первые два этапа (осаждение сульфатом аммония 
г хроматографию на колонке с ДЭАЭ֊целлюлозой), описанного ранее пыделення [2]. 

’•ьтем активные фракция объединяли и наносили на колонку (0.9x7.11 е сефарозой 
4 В, иммобилизованной аффинным лигандом—9 (р-амипобензнл) гипоксантином. Ко
лонку нррмыналн сначала 250 мл буфера Б, затем 100 мл того же буфе;՛.։, содержаще
го 0,5М .\аС1. После такой промывки связанная с сорбентом Г1НФ была элюирована 
буфером В, содержащим 40 мМ \аН2РО4—ХаОН (pH 6,9) и 4 мМ инозина. Объеди
ненное активные фракции диализовали против 100-кратпого объема буфера Б в тече
ние 20ч с четырьмя сменами диализного буфера. Диализованный препарат фермента 
концентрировали, используя колонку (0,9x2,5 см) с ։ пдрокпглпплтито.’.!. как описано 
ранее [12]. Сконцентрированный препарат ПИФ нз почек кролика хранили н 40%-ном 
глйцерине при —18°.

Ферментативную активность в процессе очистки определяли калориметрически по 
иросту гуанина (но цветной реакции этого основания с. риакп:вом Фолина) [6].

Все пуриновые я конденсированные пиримидиновые производные были изучены на 
способность ингибировать реакцию фосфоролиза гуанозина. Пан этом фосфоролнти- 

секую активность фермента определяли спектрофотометрически (на двухлучевом 
՛■ чектрофотометре БресогН М 40 (ГДР) с терм. татнруемоЙ кюветой) по изменению 
поглощения вследствие разлитии п .молярной а,. орГшии субстрата и продукта (Xе 
258 нм). Конне - . аналога и реакционной с....,л, . м.<иржйщ<Л 50 мМ .Ха-фосфата 
(pH 7,0), составляла 0.1 мМ и превышала концентрацию субстрата—гуанозина в 
4 раза.

Реакции фосфоролиза ну -•-•зидов проводили при 3.՝:, за единицу ферментативной 
гкп-зностн принимали количество фермент;;, катализирующее превращение 1 мкМоль 
субстрата за 1 мин. Во всех спектральных исследованиях использовали кзарцезые кю
веты ՛ длиной пробега 1 см. Объем реакционной смеси составлял 2 мл. Концентрацию 
белка определяли по методу Лоури, используя в качестве стандарта бычий сывороточ
ный альбумин. Электрофорез в ПЛАТ проводили при ранее описанных условиях [2].

В экспериментах были использованы; гуанозин, инозин, ксантозин, ги.. ксантин,



гуанин ксантин, набор маркерных белков. трис, 2.3,5-трифенилтетразо.1мя хлорид, ак- 
тивирэваниый уголь, ксантнноксидаза (уд. акт. 1 Е/мг) производства фирмы «Серва» 
(ФРГ), 1)Э-.Х’а—«Сигма» (США). ВгСК активированная сефароза 4В-<Фармация> 
(Швеция); ДЭАЭ-целлюлоза ДЕ-32 Ватман» (Англия), глицерин «Мерк» (ФРГ), 
кумзсси И-250—«Ферак» (Зап Берлин), набор реактивов для электрофореза «Реа- 
нал» (ВНР)

Результаты и обсуждение. Большинство изученных к настоящему 
времени ПНФ нз различных биологических объектов были выделены 
с помощью многоэтапной очистки, включающей фракционирование 
сульфатом аммония, хроматографию на ДЭАЭ-целлюлозе и гидро
ксил апатите с небольшими модификациями [II. 12]. Ранее нами были 
использованы эти подходы при получении гомогенных препаратов ПНФ 
из эмбрионов и различных органов кролика [3]. Из почек кролика 
был выделен гомогенный препарат фермента с удельной активностью 
12.3 Е'мг и с 26%-иым выходом общей активности [21.

Бвоспенифическая аффинная хроматография ГП1Ф из почек кро
лика на колонке с ВгСК’ активированной сефарозой, иммобилизован
ной литзндом—9(р-амииобеизил) гипоксантином, впервые осущест
вленная (5 данном исследовании, оказалась гораздо более эффективной

Таблица 1. Схема аффинной очистки ПНФ и:։ почек кролика
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Экстракт 95 17.3 761.5 0.023 100 1
Осаждение сульфатом аммония 57 15.7 325.6 0.048 91 2.1
ДЭАЭ-целлюлоз । 35 14.8 77 4 0.191 8г> 8.3
Аффинная хроматография 8 12.9 0.7 19.4 ~5 Я47

Как видно из табл. 1, при использовании таков очистки удалось но-
лучить около 75% выхода общей активности, что почти в 3 раза выше, 
чем при традиционной многоэтапной очистке. Данные литературы 
также указывают на го, что без использования аффинной хромато
графии при очистке не удается избежать больших потерь и выход сос
тавляет от 5 до 36% |11, 12]. Удельная активность полученного пре
парата фермента 19,4 Е/мг также значительно выше аналогичного 
пока -.чтеля полученного ранее препарата (12,3 Ел.мг).

Большим преимуществом данного метода является также то, что 
аффинный гель можно использовать .многократно без видимой утраты 
специфичности. Электрофорез очищенного препарата ПНФ из почек 
кролика выявил одну белковую полосу, совпадающую с 11 НФ актив
ностью, что говорит о высокой степени гомогенности полученного пре
парата.

Аффинный лиганд—9(р-аминобензнл) гипоксантин является ана
логом инозина и конкурентно ингибирует фермент с К.։^—2х 10' [7]. 
Бензильная группа иммобилизованного ингибитора эффективно свя
зывается. по-види.мому, в том участке активного центра, с которым 
обычно связываются рибоза или дезоксирибоза. В условиях отсутствия 
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фосфатных ионов ПНФ настолько хорошо связывается с гелем, что 
выдерживает промывку колонки буфером с очень высокой молярно
стью, содержащим свыше 0,5 М МаО. При этом элюируются песне- 
пифически связанные белки. Попы фосфата (одного из субстратов) ос
лабляют связывание ПИФе аффинным гелем и уменьшают емкость 
колонки. Поэтому удавалось элюировать фермент буфером, содер
жащим I М NaCl и 200 ,мМ фосфат, но пик элюции при этом был 
намного шире, чем при пропускании через колонку инозин-фосфатного 
буфера. Полученный гомогенный препарат ПНФ из почек кролика 
был использован нами при исследовании влияния на его активность 
некоторых отдаленных аналогов природных субстратов.

Была проверена группа производных мочевой кислоты и ксантина, 
гликозилированных триацетатом Р-О-гйюкофуранур.оно-6,3-лактона 
[4]. Ранее нами было показано |3], что скорость фосфоролиза ксан
тозина составляет всего 4% от скорости фосфоролиза инозина, г. е. 
кетогруппа в положении С (2) резко уменьшает сродство пуринового 
нуклеозида с ПНФ. Наша задача заключалась IB проверке возможности 
предотвращения этого уменьшения некоторыми заменами в положе
ниях 1, 3. 7, 9 гетероциклического основания (табл. 2). Спектральное 
исследование аналогов ксантозина было сопряжено с некоторыми 
объективными трудностями из-за невозможности использований: наи
более чувствительного метода определения активности фермента по 
приросту гипоксантина в сопряженной с ксангиьокси ла:ь ■ ՛•: рея ции 
ввиду того, что многие аналоги легко вступают во взаимодейсгвт с 
ксаитиноксидазрй и окисляются ею. Поэтому эти соединения были 
изучены только в прямом спектральном исследовании на способность 
ингибировать реакцию фосфоролиза гуанозина. Результаты показыва
ют, что проведенные модификации не обеспечивают аналогам ксантози
на способности значительно подавлять реакцию фосфоролиза гуано
зина (табл. 2), хотя, как было показано ранее, аналогичные замены 
приводят к повышению аффинности производных инозина и гуанозина 
[7. 17]. Видимо, кислотность ксантозина (рКа = 5,7) может мешать 
связыванию с ферментом. Возможно также, что гидроксильная группа 
в положении С (2) взаимодействует с углеводным остатком, мешая 
связыванию с активным центром фермента. Метилирование положений 
N (I) и N (3) также не приводит к усилению ингибирования этими 
аналогами. Это можно объяснить, видимо, тем, что мстил-группы в 
этих положениях не воздействуют на ароматические свойства пури
нового кольца гетероцикл и чех'кого основания и не влияют на сродство 
аналогов ксантозина с ферментом.

Были исследованы также отдаленные аналоги пуринов конден
сированные пиримидиновые соединения (14—23 из табл. 3 и 4). Пир
роло-2,3-пири.мидины несколько сильнее влияют на активность ПНФ, 
чс соединения 14 — 19 из табл. 3. но ннгибируюший эффек։ настолько 
незначителен, что какие-либо выводы о связи химической структуры 
этих соединений с их биологической активностью делать прежде
временно. Однако исследование таких соединений, по своему строению 
отдаленно напоминающих природные субстраты ПНФ-азы и не обла-
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Таблица 2. Ингибирование фосфоролитической активности ПИФ производными 
мочевой кислоты и ксантина

0 0

л?

5Ь

1 /5

ч ч Ч

п ■?. 3. 1 5, 6, К. и. л).^. *з

.V? к- 1<; 1?, "о КИИ . юолачпи

1 и II и" И 7
2 н 11 в;?1’ л 12
Л • м 1 с։։4 и |А‘ 1-.»
4 СИ 3 СНгСН(СНл)а о..'г л 9
5 и СЯАг Н О!1 8
б с ;1 'И (Ха) И 3
'< и н 61а И и

н н Ла II 1/
9 » II СН, О.‘а Н ■> • •

10 С։ 1у С.Н3СН (СП;|)_ (Па Н 7
11 н н Р|Ь ОН 10
21 н К1Ь ОН 11
31 и и И|Ь ОН 16

Н0-К| ^=йй- 
Пт О Ас

еда*)

Таблица 3. Ингибирование фосфоролитической активности НПФ конденсированными 
фуро | 2,3-6] пиримидинами

14 .\HXCHQHJ-’ С1'з 5
15 .\НХСНСвН,ХО7 С Из 5
16 С11э СНХ.Х’НСпН., 7
17 С1Ь СНХХНСи114ХО= 6
18 ОН сна 7
19 Х(СНл), сн_, б

470



даюшнх сильным ингибирующим действием, все же необходимо, тан 
«сак- дальнейшее направление работы предполагает компьютерный 
анализ соотношений между химической структурой аналогов пурин- 
нуклеозидов и их биологической активностью. Для -.того необходим
Таблица 4. Ингибирование фосфоролитической активности II НФ конденсированными 
лкрроло [2.3-11] пиримидинами

№ % ин) нднропЛннп

20 SCH <> 13

23 Nik о 11
°? CP \ • пен, ♦ I •

23 •»

определенный набор стап.егпч-.СлЯх ты. > со<;;т;:՛ .т ;м, об ՜., 
дающим различной конформацией и ингибиторной способностью. 
После проведения такого анализа можно будет целена правлении сил- 
тсризовать гораздо более эффективные ингибиторы ПНФ-азы и соз
давать на их основе новые лекарственные препараты.
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