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Пуриннуклеозидфосфорилазы (ПНФ) (КФ 2.4.2.1) – ферменты нуклеинового обмена, принимающий участие в утилизации и реутилизации пуриновых нуклеотидов. Данный тип ферментов катализирует обратимый фосфоролиз пуриновых нуклеозидов как природного происхождения, так и их модифицированных аналогов. Бактериальные ПНФы широко используются в синтезе аналогов нуклеозидов, которые активно применяются в качестве противовирусных и противоопухолевых препаратов (флударабин, клофарабин, рибавирин, меркаптопурин, тиогуанин и др.) [1,2]. В последнее время все больше внимания сосредоточено на использовании аналогов нуклеозидов в качестве антибактериальных агентов, которые могут являться альтернативой для лечения пациентов с заболеваниями, вызванными антибиотико-резистентными штаммами [3].
Аналоги нуклеозидов могут быть получены как химическим, так и ферментативным синтезом. У ферментативного синтеза существует ряд преимуществ: высокая региоселективность и стереоспецифичность, а также, что особенно важно, экологичность. Однако, использование ферментов ограничено по причине их низкой стабильности в жестких условиях (при повышенной температуре, при высоких или низких значениях рН, в присутствии органических растворителей). Данные ограничения возможно нивелировать при использовании ферментов из различных экстремофильных источников, в том числе из термофильных микроорганизмов. Использование ферментов из различных источников может расширить диапазон возможностей применения ферментативных реакций, что обеспечит оптимизацию условий синтеза. Например, позволит применять повышенные температуры или органические растворители для улучшения растворимости субстратов.
В данной работе на примере ПНФ из мезофильных (Escherichia coli и Enterobacter cloacae) и термофильных (Thermus thermophilus I и II типа) источников, нами была изучена субстратная специфичность и измерены основные кинетические характеристики фосфоролиза как природных субстратов – рибонуклеозидов, так и их аналогов - арабинонуклеозидов в присутствии данных ферментов. Исследована зависимость ферментативной активности от температуры и содержания ряда органических растворителей, а также долгосрочная стабильность при повышенных температурах. C учетом подобранных условий нами была изучена возможность применения ПНФ в синтезе ряда природных нуклеозидов и модифицированных аналогов.
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