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КРАТКИЕ НАУЧНЫЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 577.15.152Ж- И. АКОПЯН. А. 3. КИРКЕЛЬ
АМФ-АМИНОГИДРОЛАЗА СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ КРЫСЫ, 

ОЧИСТКА

В настоящем сообщении описывается простой метод одноэтапной
счистки 5£ ермента из скелетных мышц крысы.

Аденилатдезаминаза (АМФ-аминогидролаза, КФ 3, 5, 4, 6) катали-озирует реакцию гидролитического дезаминирования адениловой кисло
ты с образованием инозиновой кислоты и аммиака по уравнению:

АМФ 4֊ Н..0-----> ИМФ + МН,.Ш ’ V

Физиологическая функция аденилалдезаминаз плохо .изучена.
По-видимому, дезаминазный путь катаболизма аденозин монофос-
фата играет определенную роль при болезнях сердечно-сосудистой, нерв
ной систем и других болезнях [1, 4].

Для изучения молекулярных механизмов регуляции активности, 
физико-химических и каталитических свойств фермента необходимо по
лучить его в высокоочишенном виде.

Материал и методика. В наших опытах были использованы следующие реагенты: 
5 —АМФ-динатриесая соль (Реанял, ВНР); экстрагирующий буфер, состоящий из 
0.18 М КО; 0.054 М КН2РО4; 0.035 М К2НРО4, (pH 6,5); 0,45 М и 11,0 М растворы 
КС1. pH 7.0. целлюлоза фосфат, тип Р-11 (Ватман. Англия). Перед использованием 
фосфат целлюлозы дополнительно обрабатывался, что в значительной степени увели
чивало его адсорбционные свойства (5}. К 50 г целлюлозы добавлялся с ■перемешивани
ем раствор, состоящий .из 75 г ХаОН и 185 мл воды. Вязкая масса выдерживалась в 
ледяной бане в течение 30 мин, затем медленно добавлялось 330 мл Н2О с перемешива
нием и охлаждением. Спустя 15 мин ло каплям (примерно в течение 50 мин) добавля
лось 80 мл эфирного раствора хлор ан гидр ада фосфора — РОС13, при температуре сус
пензии 25—30°. Конечное значение pH .равно приблизительно 6,0. Через .несколько ми
нут суспензия разводилась .водой до 2 л в большом кристаллизаторе и оставлялась ня 

. ч'1ь. Осадок промывался повторными декантациями до получения чистой суспензии, 
фильтровался. промывался спиртом, высушивался. Продукт представлял собой белый 
порошок, весом около 30 г и содержал 1,9% фосфата (0.6 ммоль фосфата на г).

Акшвносгь фермента в процессе очистки определялась спектрофотометрическим 
методом [2]. с измерением увеличения оптической плотности при 285 нм. Коэффициент 
молярной экстинкции при этой длине волны для АМФ равен 480, для ИМФ—730.

0,73—0.48 = 0,25. Следовательно, при увеличении оптической плотности на вели
чину 0,25 из 1 ммоля АМФ образуется 1 моль ИМФ в 1 литре Реакция проводилась з 
пробе, объемом 3 мл (в 10 мм кювете). Следовательно, ДС = 3 мкмоля на кювету.
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Если в пробе образуется 1 ммоль И.МФ, то увеличение оптической плотности при 285 нм 
/ ДД \

составляет 0,083 I Е= —I-
\ АС /

За *. 1нниц\ ИК1НВНОСТН (ед.) фермента принималось его количество, катализирую 
щее образование I мкмоля ИМФ за минуту при комнатной температуре, в 0.05 М ими 
дазол-НС буфере. pH 6,5.

Содержание белка в пробах определялось по методу Чоурн [3].
Использовались свежие скелетные мышцы крыс-самцов, весом 

жащихся на стандартной диете.
120—150 г, содер-

Очистка фермента.

Пример очистки аденилатдезаминазы скелетных мыши крысы
Таблица
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11адосадочная 
фракция 270 14,2 3827 13,5 1.05 1 100

Адсорбция на 
фосфоцелдюлозе 2,75 432 1 1188 1,5 288 274 31

В основе принципа данного метода лежит феномен избирательной 
(возможно аффинной) адсорбции аденилатдезаминазы на фосфате цел

люлозы.
Гомогенат. 100 г свежей ткани гомогенизировался в 3,3-кратном 

объеме экстрагирующего буфера в гомогенизаторе типа Вейринга снача
ла при 8000 об/мин (5 мин), а затем 25 мин при малых оборотах (4000 
об/мин) при комнатной температуре. Центрифугировалось при 14000 £ 
в течение 30 мин при охлаждении. Осадки отбрасывались, надосадочная 
фракция фильтровалась через 3 слоя марли.

Обработка надосадочной фракции. Ко всей надосадочной фракции 
прибавлялось 1,25 г фосфоцеллюлозы (сухой вес) и при медленном пе
ремешивании магнитной мешалкой выдерживалось 30 мин. При этом на 
фосфоцеллюлозе адсорбировалось около 90% общей аденилатдезами
назной активности. После отстаивания надосадочная жидкость слива
лась, фосфо целлюлоз а переносилась на воронку со стеклянным филь
тром (№ 2—3) для удаления части балластного белка и промывалась 
330 мл (порции по 80—100 мл) экстрагирующего буфера с легким под
сасыванием водоструйным насосом. Затем на топ же воронке фосфоцел- 
люлоза промывалась 330 мл (порции 80—100 мл) 0,45 М раствором 
КС1 (pH 7,0), -содержащим I мМ меркаптоэтанола. Фосфоцеллюлоза 
суспендировалась в последней порции 0,45 М раствора КС1 (pH 7.0) л 
переносилась в колонку (2,5X25 см). Адсорбированная на фосфоцел.по
лозе аденилатдезаминаза элюировалась 1 М раствором КС1, содержа
щем I мМ меркаптоэтанола. Фермент элюируется одним острым, сим
метричным пиком, в котором сосредоточено около 30% общей актив-
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пост» фермента, очищенного в 250 300 раз по сравнению с исходной 
надосадочпой фракцией. Элюцию фермента 1 М раствором КС1 можно 
проводить и на воронке, но в этом случае значительно уменьшается вы
ход обшей активности фермента (до 3—5%).

Некоторые свойства фермента.
Фермент стабилен в течение 20—25 дней в 1 М растворе КС1, содер

жащем 1 мМ меркаптоэтанол.
Величина Кт (константа Михаэлиса), определенная графически 

методом двойных обратных величин, составляла I мМ (субстрат— 
АМФ).

Оптимальные величины реакции дезаминирования адениловой кис
лоты наблюдались при pH 6,5.
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Ամփոփում

ներկայացված են տվյալներ առնետի կմախքային մկանների ադենիրււտ- 
դ ե գ ա մինա զայի մաքրման վերաբեր (ար

Մաքրման սկզբունքի հիմքում րնկած է ցելուլոզայի ֆոսֆատի կողմից 
ֆերմենտի րնտրողական (հնարավոր Լ աֆֆինային) ադսորբցիայի երևույթք։

նկարագրված / ֆոսֆո ցե լուլոգա յի ադսորբցիոն տարողութ լան գ գալի 
ավելա ցմ ան մ եթոգր։
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