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Приводятся литературные данные последних лет по изучению нуклеаз, специфически 
гидролизующих однонитевые полинуклеотидные цепи. Обсуждается сравнительная 
лрактсрнстнка по субстратной специфичности данных ферментов
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Многообразие нуклеаз очень затрудняет их рациональную класси­
фикацию; согласно международной классификации, все нуклеазы объе­
динены в одну группу (К. Ф. 3.1.4.Х), н пределах которой различным 
нуклеазам присвоены различные значения X.

По отношению к субстратам различают прежде всего нуклеазы, 
гидролизующие РНК (РНазы), ДНК (ДНазы), и нуклеазы, действую­
щие на оба типа нуклеиновых кислот Нуклеазы различают также по 
взаимодействию со вторичной структурой субстрата: нуклеазы, специ­
фичные к однонитевым полинуклеотндным цепям (sss-нуклеазы), спе­
цифичные к двунитевым цепям нуклеиновых кислот (dss-нуклеазы)* и 
действующие на оба типа полинуклеотидов. Среди dss-нуклеаз имеет­
ся особая группа, названная гибридидазами или РНазами II, которая 
включает в себя ферменты, избирательно расщепляющие РНК в соста­
ве ДНК/РНК гибрида. Кроме того, имеются нуклеазы, узнающие про­
странственную структуру полинуклеотида, например, нуклеазы процес­
синга тРНК.

Нуклеазы классифицируют также по взаимодействию с первичной 
структурой субстрата; здесь различают нуклеазы, специфические по 
отношению к определенным основаниям или группе оснований и нсспе- 
цифические.

Субстратная специфичность нуклеаз может выражаться и по месту 
гидролиза субстрата в полинуклеотиднон цепи (экзонуклеазы, эндонук­
леазы и неспсцнфическне). Экзонуклеазы, как известно, действуют 
только на свободные концы полинуклеотндиой цепи (либо на 3’-конец, * •
либо на 5'-конец). Они нс способны к образованию фермент-субстрат-

* Сокращения: sss —специфичная к однонитевым участкам (single siranded spe- 
г ||с, dss — специфичная к двунитевым участкам (double siranded specific).
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них комплексов с кольцевыми полинуклеотидами, в то время как я|д0. 
нуклеазы расщепляют фосфодиэфирную связь внутри полинуклеотид, 
нон цепи и способны к образованию комплексов с кольцевыми поли­
нуклеотидами. Причем продуктами расщепления экзонуклеаз во мио- 
। их случаях являются небольшие молекулы олигонуклеотиды и моно­
нуклеотиды в отличие от эндонуклеаз, для которых .характерно обра. 
зование крупных молекул олигонуклеотидов. Однако в последнее нре. 
мя показано, что конечными продуктами каталитического действия 
многих экзонуклеаз, как например, экзонуклеазы, участвующей в ре. 
комбинации, могут быть также крупные полннуклеотндные молекулы 
Кроме того, описаны ферменты, не проявляющие определенной специ­
фичности по отношению к месту приложения к субстрату.

В последнее время в литературе накопилось много данных об осо­
бой группе ферментов (фосфоднэстераз), неспецифических относитель­
но типа субстрата (РНК, ДНК), однако гидролизующих преимущест­
венно однонитевые цепи полинуклеотида и в том числе абсолютно спе­
цифичных к денатурированным молекулам ДНК и РНК-

Линн и Леман в 1965 году описали эндонуклеазу из Neurospora 
crassa, которая при определенных условиях проявляет активность в от- 
ношении нативной ДНК приблизительно на 2%, по сравнению с актив­
ностью фермента, гидролизирующего денатурированную молекулу ДНК 
[2] Однако степень деградации нативной ДНК оптимальна при кис­

лых значениях pH среды и в присутствии ионов Мп2* , тогда как для 
гидролиза денатурированной молекулы ДНК необходимо присутствие 
в инкубационной среде ионов Мп при щелочных значениях pH. Наз­
ванная выше нуклеаза из N. crassa как бы дополняет экзонуклеазу I 
(фосфоднэстеразу) из Е. coli [19]. Оба фермента показали почти абсо­
лютную специфичность ко вторичной структуре полинуклеотидов, и в 
обоих случаях показан низкий уровень активности гидролиза нативной 
молекулы ДНК. что в некоторой степени отражает действие этого фер­
мента на денатурированные или однонитевые участки внутри молеку­
лы нативной ДНК. Важной отличительной особенностью этих двух I 
ферментов является механизм каталитического действия, что дополня­
ет действие их при использовании в качестве инструментов при различ­
ных исследованиях. Нуклеаза из Е. coli по механизму действия являет- 
ся экзонуклеазой, тогда как нуклеаза из N. crassa действует по эндо- I 
нуклеазному типу. Фермент из N. crassa по своей субстратной специ­
фичности подобен ферменту, выделенному из мозга ягненка, для кото- j 
рою показана высокая избирательность степени деградации дснатурн- | 
рованных молекул ДНК или однонитевых молекул ДНК [12]. j

Весьма характерным для механизма ферментативного гидролиза ]1 
субстратов олигомерной структуры является механизм действия ДН- | 
азы, выделенной из поджелудочной железы [29]. При описанных ус* | 
ловиях нуклеаза из N. crassa атакует гексануклеотиды (но не менее). 1 
которые имеют на конце 5'фосфатную группу. Оба фермента пре»* 1 
мущественно расщепляют внутренние связи, образуя в качестве продув 1 
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т0(| реакции моно- и дннуклеотнды |29]. Показано, что <1(рТ)5р ата- 
куется ферментом почти с той же скоростью, что и с1(рТ)а; эти резуль- 
таТЫ аналогичны экспериментальным данным, полученным Кораной и 
.Пасьовским, которые показали, что З'-фосфомоноэфирная группа моле- 
к\.։и субстрата моделирует фосфоди эфирную связь, что создает опти- 
мад1,ные условия для действия панкреатической ДНазы [31].

Интересно, что эндонуклеаза, выделенная из 14. сга$$а, не была спо­
собна к гидролизу олигонуклеотидных молекул, не содержащих конце- 
ные фосфатные группы, так как использованная в качестве субстрата 
ДНК была предварительно обработана высокоактивной фосфатазой 
Активность нуклеазы тормозится в случае отсутствия терминальных 
фосфатных групп только при наличии небольших молекул кислоторас­
творимых субстратов. Дефосфорилироваиные олигонуклеотиды нс яв- 
ляются субстратами для панкреатической ДНазы [31].

Нуклеаза из 14. сгазза относительно высоко специфична по отноше­
нию к связям, включающим гуанозиновые и дезоксигуанозиновые остат­
ки. На начальной стадии гидролиза денатурированной молекулы ДНК 
уровень дезоксигуанозин-51-фосфата был приблизительно в три раза 
ьыше грех других дезоксирибонуклеотидов (АМФ, ТМФ, ЦА\Ф). Ана­
логичные данные получены относительно рибосомальной РНК [24- 
Авторы допускают по меньшей мере два объяснения этих результатов; 
препарат нуклеазы нз И сгазза содержит как эндонуклеазную. так и 
неспецифичную экзонуклеазную активности; эндонуклсазная актив­
ность должна была бы продуцировать олигонуклеотиды с концевым 
дезокси гуанил атом, тогда как последующая экзонуклеазная активность 
должна была атаковать эти олигонуклеотиды с образованием первого 
дсзоксигуанозин-б'-фосфата и затем, как продолжение экзонуклеазного 
действия, продуцировать другие мононуклеотиды [21]. Прямым след­
ствием подобного механизма действия фермента было бы образование 
в результате гидролиза раннего дезоксигуанилата относительно высо­
кой концентрации. Главным затруднением в объяснении этой гипотезы 
является непропорционально низкий уровень образованного дезоксицн- 
тиднн-б'-фосфата, особенно в очень ранней стадии катализа. Другой 
трудностью является отсутствие значительной экзонуклеазной актив­
ности в очищенных препаратах нуклеазы. Таким образом, можно до­
пустить отсутствие гидролизующего действия фермента на дезоксити- 
мидиновые олигонуклеотиды, тем более что в пределах чувствитель­
ности хроматографических методов исследования не было обнаружено 
Даже следовых количеств продуктов нуклеазной реакции-мононуклео­
тидов. Конечными продуктами реакции оказались тетрамер, тример и 
Димер. С другой стороны, при достаточно высокой концентрации фер­
мента и большой длительности инкубации (24 часа) молекула ДНК мо- 
*ет деградировать почти полностью до мононуклеотидов. Вторая мо­
дель объясняет преобладание дезоксигуанилата среди продуктов ран- 
ией стадии деградации, во-первых, допуская, что фермент характерпзу- 
'Тся исключительно эндонуклеазным механизмом, способным вызывать

1109



высокую степень деградации при отсутствии абсолютной специфичности 
относительно дезокенгуанозинового остатка внутри полинуклеотидиой 
цепи. После того, как были идентифицированы все четыре мононуклео­
тида среди конечных продуктов реакции, было постулировано, что рас­
щепление может идти по диэфнрной связи, включающей любые остатки, 
и что относительная частота найденных мононуклеотидов легко отра. 
жает относительную чувствительность этих связей к эндонуклеазе.

Ограниченная скорость гидролиза олигонуклеотидов, чрезвычайно 
богатых дезоксицитидином и относительно низкий уровень образования 
дезоксицнтидилата на ранних стадиях гидролиза позволяет допустить, 
что днэфирные связи, включающие эти остатки, относительно стабиль­
ны в отношении гидролитического действия фермента [18].

Мио и др. изучали механизм действия нуклеазы, выделенной из ми­
целия И. сга$$а, и показали эндонуклеазный характер действия фермен­
та [22]. Линн и Леман, исследовавшие этот фермент из того же биоло­
гического объекта, показали незначительную активность фермента в 
отношении к нативной молекуле ДНК. что, по их мнению, объяснялось 
наличием в ферментных препаратах примесей других нуклеаз [21]. Бо­
лее детальными исследованиями однозначно была показана способ­
ность нуклеазы из № сга$$а катализировать гидролитическое расщеп­
ление нативной молекулы ДНК и молекулы ДНК. денатурированной 
нагреванием. После полного гидролиза денатурированной ДНК под 
действием нуклеазы обнаружили следующие олигонуклеотиды в каче­
стве продуктов нуклеазной реакции, содержащие в основном Б'-конце- 
вые группы, % мононуклеотидов—4,4. динуклеотидов—30,3, тринук­
леотидов—36,4, тетрануклеотидов—21 и пентануклеотидов—3,3. Фрак­
ция 5*-мононуклеотидов имела следующий состав оснований: дТМФ^> 
дЦМФ>дИМФ>дАМФ. 51- и 3' концевые участки олигонуклеотидов 
содержали тимидин Аналогичные результаты были получены при ана­
лизе продуктов неполного гидролиза денатурированной ДНК. Авторы 
полагают, что нуклеаза из М. сгаэьа преимущественно расщепляет по­
следовательность —I > рТ- или —Т I рХ. Активность нуклеазы в отно­
шении синтетических полимеров распределялась следующим образом: 
пол и-д I А—Т) 3> поли-дА-поли-дТ>поли-д (Г-Ц)>поли-дГ-поли-дЦ [22],

Аналогичную субстратную специфичность к полимерам с Б’-конце- 
ны.м фосфатом проявляют нуклеазы, выделенные из ТБегтив Изегто- 
рЬЛиэ НВ8 [23]. Ферменты гидролизуют дезоксиолигонуклеотнды с 
Б'-концевым монофосфатом, с накоплением в инкубационной среде 51- 
мононуклеотидов в качестве продуктов реакции. Олигонуклеотиды, не 
имеющие Б'-концевой фосфатной группы, независимо от наличия или 
отсутствия З'-фосфата при гидролитическом расщеплении, деградируют 
как до Б1-монофосфонуклеотидов, так и до динуклеозидмонофосфатов, 
которые отщепляются с Б'-конпа. Показано также, что динуклеотиды 
с Б'-концевой фосфатной группой расщепляются до Б’-мононуклеоти- 
дов, а линуклеозидмонофосфаты устойчивы к действию фермента Ско­
рость гидролиза уменьшается в ряду денатурированная нагревание**
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.,р|К >нативная ДНК 
(ЧЯостью В отношен и г 

быть широко испол

РНК [22]. Фосфогидролазы с такой специ- 
। к нуклеополимсрам с 5'-фосфатным концом мо- 
эЗованы при прямом определении последователь- 

,i)(Tii у 5։-конца, а также предпоследнего положения в олигопуклеоти- 
при использовании газожидкостной хроматографии.
Сходную субстратную специфичность относительно олигонуклео- 

.й10в с 51-концевым фосфатом проявляют также sss-нуклеазы, выделен­
ные из плесневых грибов Aspergillus oryzae [1, 2].

фермент, выделенный нами из амилоризина, гидролизует дезокси- 
„тгонуклеотиды с 5'-концевым фосфатом с образование^։ 5'-мононукле- 
отядов. Показано, что тимидиннуклеотид является субстратом для дан­
ной нуклеазы и гидролизуется до 5։-тлмиднннуклеотидов [3].

Нами также показана корреляция связывания фермента с субстра­
тами с образованием фермент-субстратиого комплекса в зависимости 
от состава и строения субстратов. Показано, что аденин и аденозин 
проявляют слабую тенденцию к ассоциации с ферментом, в то время 
цк 2'-АМФ. 5'-АДФ, 5‘-АТФ образуют более устойчивый фермент 
субстратный комплекс с нуклеазой. Эффективность ассоциации этих 
ымпонентов усиливается в ряду аденин<аденозин<51-АМФ<'3'-АМФ< 

12-ДМФ<5-АДФ<5|-А 1Ф (табл. 1). Исследование защиты нуклеазы 
теми же нуклеотидами и составляющими их (компонентами от инактиви­
рующего действия высокой температуры подтвердило полученные нами 

ранные об эффективности ассоциации [4].
В 1956 году Канингхем и corp, показали, что нуклеаза, выделенная 

из микрококков, оказалась более активной в отношении участков ДНК, 
ршых остатками дезоксиадениловон и тимидиловой кислот. Скорость 
[акции понижается в ряду (А—Т)п >денатурированная ДНК>натявная 

LHK. Конечными продуктами являются З’-монофосфаты. Фермент 
1нрактеризуется как эндо-, так и экзонуклеазной активностями [8]. В 
Ьротнвоположность нуклеазе из N. crassa для экзонуклеазы 1 из Е. coli 
|;.1я проявления ферментативной активности крайне существенно нали­
чие свободных 3*-гидроксильных групп дезоксирибоолигонуклеотндов. 
[Авторами показана высокая специфичность этой нуклеазы к одноните- 
рым молекулам ДНК. Фермент атакует дезоксирибонсклеотнд с З1֊ 
[идроксильного конца с образованием б’-мононуклеотидов. однако по- 
|11еднни динуклеотид не является субстратом для этого фермента. Экзо- 
■вуклеаза 1 из Е. coli атакует денатурированную молекулу ДНК в 40000 
1?« быстрее, чем нативную ДНК. Образование в качестве конечных 
продуктов гидролиза в большом количестве 5։-.мононуклеотидов, в от- 
Гичие от олигонуклеотидов, предполагает, что ограниченное действие 
■«Шенной экзонуклеазы на нативную ДНК не является результатом 
■^рязнения эндонуклеазой. Введение ДНК-фосфатазы в инкубацион­
ную среду (от 78 до 90%) значительно увеличивало степень гидро- 
г)а ДНК, денатурированной нагреванием. Олигонуклеотиды с 3'- 
I фоэфирным концом, линуклеозиддифосфаты и динуклеозид- 
I '^фосфаты не являются субстратами для экзонуклеазы I [25]. С дру-

ический журнал Армении, XXXIV, № 11-2
1111



т а блИц։
Отрицательные отклонения УФ-спектров от адлнтнпностн при внесении в среду 

нуклеазы из амилорнзина и производных ее субстратов

Производные 
субстрата AjiS

Ajas 
нуклеаза {- 
нуклеотид •

нуклсаза 
пукле»iид •

Отклонении 
от адднтнв. 

ностн

Аденин 0,080 0.092 0,102 -о.ою
А дснозин 0.082 0,094 0.112 -0.018
5» _ дМФ 0.092 0.101 0.129 ֊0,025
31 _ А МФ 0.091 0.103 0.134 -0.031
2» _ д МФ 0,0 ‘2 0,104 0.113 -0,039
5’ — АДФ 0,е93 0 105 0,1.53 -0.018
5* - АТФ 0,093 0.105 0.1Ы ֊ 0 ,<’56

А,,։ нуклеазы—0,012

Положительные отклонения УФ-спектров от аддитивности при внесении в среду 
нуклеазы из амилоризина и производных се субстратов

Производные 
субстрата Ajas

а285 
нуклеаза 4- 
нуклеотид

Ajas 
куклеа за/ 
нуклеотид

Отклонения 
or аддитивности

Аденин 0,063 0.089 0.086 Н-о.ооз
Аденозин 0.064 0-090 0,043 + 0.007
51 _ ДМФ 0.078 0.104 U. <95 +0.009
31 _ АМФ 0,076 0,102 0,092 + 0.010
21 _ АМФ 0.077 0,103 0.091 + 0.012
5‘ - АДФ 0,080 0,106 0,091 + 0.015
5>_ АТФ 0,081 0. 107 0,0Ь9 п 0,018

?.։85 нуклеазы -0,026

Условия опыта: 0,03 М ацетатный буфер, pH 4,6.
1,2X10 -»М. Конечная концентрация нуклеотидов

Конечная концентрация нуклеазы
1,5X10 М

гой стороны, олигонуклеотиды, содержащие более двух нуклеотидных 
остатков, атакуются ферментом почти с той же скоростью, что и дена­
турированная молекула ДНК. Однако концентрация субстрата, при 
которой тестируется половина максимальной скорости, несоизмеримо 
выше (10ь раз) для олигонуклеотидов, чем для денатурированной 
ДНК. Подобные результаты получены и для экзонуклеазы 11 из Е. соН 
[20]. Дезокситимидинтринуклеотид (д-рТрТрТ) с З'-концевым моно- 
фосфатом полностью инертен к действию экзонуклеазы 1. Гидролиз 
тринуклеотида с З'-концевон гидроксильной группой тормозит нуклеаз­
ною активность примерно в той же степени, что и З'-концевой фосфо 
тритимидилат. Эти результаты противоречат данным, согласно кото­
рым присутствие З'-концевых монофосфоэфирных групп в полидезоксн-| 
рибонуклеотидах в большей степени тормозит активность экзонуклеазы 
1 с З'-гидроксильного конца полинуклеотида. По-виднмому, значи­
тельная разница в К н между длиной цепи полидезоксирибоиуклсотн.1՛։ 
и тринуклеотида может иметь важное значение в характеристике инти

Г
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-)|1Торных свойств, в связывании экзонуклеазы I, даже в очень высоких 
оНцеЯтраииях тринуклеотида, с З'-фосфатной группой

Показано, что олигонуклеотиды, в которых ацетилируется З'-коице- 
(й гидроксильная группа, не являются субстратами экзонуклеазы I 

[9]. Такие же данные были получены Леманом и др. при изучении фер­
ментативного гидролиза гексатимидилата и его З'-О ацетильного произ­
водного. Из вышесказанного следует: 1—цепи, в которых З'-концевая 
гидроксильная группа блокируется фосфорильным или ацетильным ос- 
чтками, становятся устойчивыми к действию экзонуклеазы I; 2 по- 
1инуклеотнды с З'-концевой фосфорильной группой являются ингибито- 

1Мн ферментативной активности относительно олигонуклеотидов с 3'- 
к0нцевон гидроксильной группой. Малые олигонуклеотиды (3 остатка) 

31-фосфатом не являются ингибиторами фермента; 3-олигонуклеоти- 
ды с 3 н 6 остатками атакуются лучше, чем 55-ДНК, но К м для них 
приблизительно в Ю6 раз выше, чем для денатурированной молекулы 
ДНК.

Как было уже описано, экзонуклеаза I гидролизует двуннтевые 
биосинтетические и д(А—Т) полимеры, однако экзонуклеазная харак­
теристика этого фермента из Е. соН предусматривает ограничения, че­
го нельзя сказать о нуклеазе, выделенной из фасоли. Нуклеаза I из 
фасоли не узнает д(А—Т)п участки, как типичную двунитевую структу­
ру ДНК фага А, но атакует именно в этой области, поскольку она из­
вестна высоким содержанием АТ-богатых участков в середине молеку­
лы [16]. Например, при температуре инкубационной среды 37° в при­
сутствии ионов магния это значение равно 30000 для Т4 ДНК, для 
1(А֊Т) и— 65, и менее чем 2—для биосинтетического субстрата. Авто­
ры не обнаружили гидролиза поли-дГ, полн-дЦ даже при 100-кратном 
избытке фермента. Прибавление ионов магния в концентрации I мМ 
в 13 раз понижает степень гидролиза биосинтетического субстрата, но 
ускоряет в 2—3 раза гидролитическое расшепленис денатурированной 
ДНК. Температурный коэффициент реакции в области 27—37° в 5 раз 

I выше для биосинтетического субстрата, чем для природной молекулы 
*<А֊Т),.

I Наиболее важным свойством нуклеазы 1 из фасоли является: 1—ее 
I способность в низких концентрациях удалять однонитевую молекулу 
I ДНК из среды с обеими формами ДНК (нативной и денатурирован- 
I вой); 2—способность в высоких концентрациях специфически расшеп- 
I пять АТ-богатые участки двунитевой ДНК. Авторы дают название 
I’область специфическая нуклеаза», которое предполагает, по-видимо- 
|*У. наличие нового класса ферментов, подобных нуклеазе I из фасоли. 
I Нуклеаза I классифицируется как эндонуклеаза. Нативная ДНК. вы- 
■ ленная из тимуса теленка, расщепляется приблизительно на 2.5%, 
I '1я тс же препараты ДНК полностью гидролизуются после денатура֊ 
110)11 сУбстрата нагреванием. Гидролиз 2,5%-нон нативной ДНК авторы 
I Уясняют как доказательство того, что их препарат нативной ДНК со- 
|- Р*ал примесь денатурированной формы [16].
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Экспериментальные данные, полученные при изучении нуклеазы 
из фасоли, показали, что фермент гидролизует как нативную, так н а 
натурнрованную формы д (Л- Т) полимеров. Опыты с линейной двуцНт 
вой молекулой ДНК фага Л. в которых использовали большие кол 
чества нуклеазы I. выделенной из фасоли, показали возможность ра 
щепления молекулы субстрата на один и более фрагментов. ДНал( 
двух больших фрагментов показал, что место разрыва насыщено АТ-п; 
рами [16]. .

При исследовании активности фермента на диэфнрную связь, цу, 
леаза из фасоли не проявляла специфичности по отношению к сахара 
му остатку субстрата, а при наличии З'-фосфомоноэфира проявлял 
определенную специфичность к углеводному остатку субстрата, ибо ну» 
лсазному воздействию подвержены только З'-рибонуклеотиды. Опр< 
деленный интерес представляет обнаружение у нуклеазы I из фасол 
нуклеотидазной активности. Исследования по определению 3‘- и 5*-ну» 
теотидазных активностей проводились при значениях рП равной 5,0 
денатурированной ДНК в качестве субстрата (ДНазная активность) 
При этом же значении pH исследовалась б’-нуклеотидазная активность 
З’-нуклеотндазная активность определялась при pH 5,0 и 8,0. Бы.к 
показано наличие всех трех ферментативных активностей примерно։ 
равной степени [15]. V <֊՝з '

Микульский и Ласковский также показали неспецнфическое дей 
ствие нуклеазы 1 из фасоли на углеводную половину субстрата [24] 
Ьыло показано, что фермент гидролизует рибозо-, дезоксирнбозо-, ара- 
бинозопронзводные, а также проявляет ю-монофосфатазную активность, 
Рибозные производные гидролизовались ферментом в 50 раз лучше, чей 
дезоксирибозные производные. Как о-монофосфатаза, фермент прояв­
лял предпочтение к различным основаниям (А>Т(У)>Ц>Г). После] 
нифичности к рибозной половине субстрата нуклеаза I из фасоли очень, 
напоминает эндонуклеазу, выделенную из яда змеи, но отличается оя 
нуклеазы, выделенной из микрококков, которая гидролизует рибо- к 
дезоксирибопроизводные, но не расщепляет арабинозопронзводныи 
Нуклеаза I в низких концентрациях (около 0,015 единиц активности)! 
способна в различной степени расщеплять АрАр, дАрАр, УрУр, ДТрЦр! 
Как нуклеаза, она отдает предпочтение рибогетерополпмерам, че« 
ДНК Был также установлен ряд предпочтения А>Т(У)>Ц>Г; поле! 
У гидролизуется быстрее, чем поли-А. Эта аномалия, вероятно, вызы| 
вается специфичностью действия нуклеазы 1 из фасоли на зв-структури

При высокой концентрации нуклеазы I из фасоли нативная ДН

деградирует не только на ограниченное число гндролнзованных уч։С1 
ков, но расщепляется также по экзонуклеазному типу реакции 
направленная на концевые участки субстрата активность является!* 
зультатом относительной термодинамической нестабильности пары 
новации на концах дуплексов. Эти концы постоянно деградируют да 
действием ззв-нуклсазы, с образованием моно- и динуклеотидов в к* 
стве продуктов реакции [17]. Проведенные тщательные исследопЗЙ
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(| изучению механизма действия нуклеазы 1 на двунитевую молекулу 
д[|К показали два возможных механизма его расщепления: 1—накоп- 
u'Hiie разрывов на потенциально расщепляемых участках двунитевых 
молекул субстрата до образования второго разрыва на противополож­
ной нити молекулы на участке либо совпадающем, либо близлежащем; 
'’-быстрое и предпочтительное расщепление противоположной нити 
(убстрата, существующей до разрыва. Таким образом, фермент ката­
лизирует расщепление двунитевых субстратов на ограниченное число 
участков ДНК фага 17, предпочитая расщепление противоположной 
интн. существующей до разрыва. Авторами показано отсутствие высо­
ки специфичности нуклеазы 1 из фасоли по отношению к фосфодиэфнр- 
ль-м связям Ts-st (0) р’азрывов. Устранение только нескольких нуклеоти­
де на разрезанных участках фага Т5 создает участки, благоприятные 
для быстрого эндонуклеазного расщепления, катализируемого нуклеа­
зой I из фасоли.

Описано несколько моделей участков в субстратах дуплексной мо­
лекулы ДНК. которые расщепляются ss-нуклсазой: 1—термостабнль- 
вые или «етруктурно-дышащие» области, т. е. области, богатые АТ- 
ирамн [ I4J или области, которые содержат модифицированные нукле­
отиды [б]; 2—непарные основания как в крестообразной части молеку­
лы ДНК [10], так и в петле [7] и в ошибочно-спаренных основаниях, 
‘-дуплекс по поп-ДНК В-типа спирали, т. е области с измененным 

[спиралевидным углом или измененным углом пар оснований [6]. Из­
вестно предпочтительное отношение фермента к Aj pN и T pN соеди­
нениям; термолабильность расщепляемых участков, вероятно, обус­
лавливается скорее обогащенностью АТ последовательности, чем при­
сутствием модифицированных нуклеотидов. Крокер и сотр. исследовали 
[механизм гидролиза линейной дуплексной молекулы ДНК, содержащей 
[разрывы или пропуски [17]. Эксперименты, выполненные с молекулой 
[ДНК фага Т5 в качестве субстрата, показали, что разорванные участки 
I змк по себе недостаточны для узнавания дуплексной молекулы ДНК 
(нуклеазой 1 из фасоли. Более важны разрывы в ДНК фага Т5, которые 
(содержат последовательность 5*-р-Г-Ц-Г-Ц [26], где определенной З1- 
(юнцсвой последовательностью является радикал —R-R-A-OH, в ко­
тором R = T на двух больших фрагментах и R = A на одном фрагменте 
1щ]. Преимущественного расщепления участков, где Р = А должно бы- 
Вопривести к уменьшению мол. массы фага Т5 на 8%, обнаружить не 
Велось. Участки, где R=r, не удобны для ферментативного расщеп- 
то’лня, что, по-видимому, обусловлено их природным богатством ГЦ-па- 

которые склонны к минимизации структурного «дыхания». В от
•'Чнеот нуклеазы из фасоли, нуклеаза SI преимущественно гидролизу- 
■ -1НК фага Т5 на большие фрагменты и превращает в линейную фор- 
д՛ Разорванную циркулярную молекулу ДНК [5]. Однако нс показа-

Действительно ли SI нуклеаза узнает разорванные участки сама 
И'и՛ наоборот, узнает пропуски, которые являются результатом внут- 
■ н,то иди загрязненного экзонуклеазной активностью действия па 
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пикированный участок . Нуклеаза I из фасоли расщепляет линейны 
двсннтевые молекулы ДНК фага Т7, рЬ-1 и РМ2 на ограниченное чц< ъ 
отрезков, размеры которых лежат в пределах 300—2100 иуклеотиднщ 
пар. Число отрезков и их величина для фата Т7 совпадает с числом н 
величиной структурных генов. Исследование зависимости скоросщ 
гидролиза от температуры и ионной силы, а также использование ДНК 
фага Т5 с естественными предшествующими надрезами одной из цепей 
позволили предложить модель, согласно которой специфичные к одно, 
китовой ДНК эндонуклеазы, и в частности нуклеаза I. расщепляют на­
тивную двунитевую ДНК в особых термолабильных участках, богатых 
АТ-парами [13]. , , . ‘

В противоположность нуклеазе из фасоли и «пшеницы [11] описа­
на нуклеаза из другого растительного объекта—внеклеточная нуклеаза 
из культуры клеток табака, которая катализирует гидролиз дз-ДНК 
полностью, до образования кислоторастворимых фрагментов [28]. Та. 
кую же специфичность в отношении к нативной ДНК проявляют фер­
ментные препараты из листьев овса [32] и клубней картофеля [30], ко­
торые катализируют быстрый гидролиз нативной молекулы ДНК, хотя 
скорость гидролиза денатурированной ДНК ферментными препаратами 
выделенными из листьев овса и клубней картофеля, как и у нуклеазы 
из табака, значительно превышает скорость гидролиза нативной ДНК 
(90% от общей активности). В то время как нуклеазы из фасоли и пше­
ницы атакуют нативную ДНК только в областях, очень богатых АТ-па­
рами, и количество кислоторастворимых продуктов, образованных в
результате гидролиза, очень .малое, нуклеаза из культуры клеток табака 
способна к полному гидролизу нативной ДНК. с образованием кислото- 
растворимых продуктов из всего пула ДНК-

Денатурированная нагреванием молекула ДНК под воздействием 
нуклеазы из культуры клеток табака деградирует на начальные кисло- 
торастворимые фрагменты, либо на пентануклеотиды, либо на молоку 
лы большей длины. В ходе дальнейшей реакции эти фрагменты гидро­
лизуются до малых олигонуклеотидов и мононуклеотидов, что позво­
ляет допустить эндонуклеазный характер действия фермента. Меха 
низм действия нуклеазы окончательно не выяснен и требует дальней­
шего детального исследования.

Нуклеаза из культуры клеток табака неспецифична в отношении 
углеводного остатка. Помимо способности к гидролизу денатурирован­
ной и нативной ДНК, фермент проявляет и нуклеотидазную активность, 
расщепляя с заметной скоростью и З'-нуклеотиды. Для различных .мо-1 
нонуклеотидов скорость ферментативного гидролиза различна. Дей-1 
ствие внеклеточной нуклеазы на нуклеотиды и нуклеиновые кислотыI 
выглядит следующим образом (табл. 2) [28]. I

Активность фермента, способного катализировать гидролиз 3 -А ՝ ('1> I 
локализуется при электрофорезе препарата в двух областях полиак?11՜! 
ламидного геля. Идентичная картина распределения активности |։?"| 
зональном электрофорезе выявлена и для ьь-ДНК, РНК и дь-ДН1՝՝ I

I
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Таблица 2
Субстратная специфичность нуклеазы из табака

Субстраты Удельная 
активность

3» — АМФյ։ _ УМФ

РНК рибосомальная (Е. coli)
ДНК денатурированная фага Т4
ДНК нативная фага Т4

10.3
3.2
7.6

Н.1
2,3

Таким образом, внеклеточная нуклеаза из культуры клеток табака 
очень напоминает ферменты, выделенные из различных тканей высших 
растений, следующими свойствами: активна при низких значениях pH 
среды; не требует для каталитического действия присутствия двухва­
лентных катионов; проявляет достаточно высокую активность в отно­
шении З'-нуклеотидов, РНК. вз-ДНК в качестве субстратов, полинуклео­
тиды гидролизуются до 5'-мононуклеотидов и олигонуклеотидов; ЭДТА 
твляется реагентом, тормозящим ферментативную активность [28].

Нвстнтут экспери мен талькой биологии 
АН Армянской ССР Поступило 3.VI 1981 г.

1Ո)Կ 6ՂԹԱՅԱՆՈՑ ՊՈԼԻՆՈԻԿԼԵՈՏԻԴՆԵՐ 21՚ԴՐՈԼ1>9.ԱՑՆՈՂՆՈԻԿԼԵԱ$Ն1)ՐԻ ՍՈԻՈՍՏՐԱՏԱՅԻՆ ՍՊԵ8ԻՖԻԿԱՆ
ժ. 1«. ՀԱնՈՕՑԱՆ. Ik Ե. ԱՐՐԱՄ1ԻԼ

Հոդվածում ներկայացված են վերջին տարիների դրականության տվյալ֊ 
ներրէ որտեղ հետազոտվում են մեկ շղթայանոց նուկլեինային թթուներ հիդ- 
րղիզացնո ղ սպեցիֆիկ նուկլետդները , որոնք ընդհանրացվում են իրենց

աէէւրստրատ ա յին սպեցիֆիկ

ON SU3STRATE SPECIFIC FEATURES OF NUCLEASES 
HYDROL1SING SLNCLE-STRAND POLYNUCLEOTIDES

J. I. HAKOPIAN. R. E. ABRAMOV

Recent data in the study of nucleases, which specifically hydroIlse 
angle-strand polynucleotide chains, are given In this paper. Comparative 
characteristics according to substrate specific features of the mentioned 
ferments is discussed.
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