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Представлены результаты исследований взаимодействия нуклеа
зы с нуклеотидами и их компонентами—ближайшими производными 
субстратов. Эти соединения обладают способностью взаимодейство
вать с теми же аминокислотными остатками активного центра моле
кулы фермента, с которыми взаимодействуют субстраты при образо
вании фермент-субстратного комплекса, что позволяет получить но
вую информацию о механизме каталитической реакции (,—а).

Использован гомогенный ферментный препарат, очищенный из 
отечественного амнлорнзина ПХ10, полученного из грибов Aspergillus 
oryzae (*). При определении эффективности ассоциации нуклеазы с 
аденнинуклеотидамн н их производными УФ-спектры записывали на 
регистрирующем спектрофотометре «Весктпап» (США) шкала длин 
волн 200— 350 нм, скорость регистрации—1000 см՜1 за инн Остаточ
ную активность нуклеазы выражали по формуле °о = НМ'о» r^e I /
-скорость расщепления денатурированной молекулы ДНК нуклеазой, 

преннкубированной с нуклеотидами и их производными, в конечной 
концентрации 1.5 10~$М за / мни, V,-скорость расщепления денату
рированной молекулы ДНК нуклеазой без предварительной обработки
1а то же время.

Инкубация препарата нуклеазы с адениновыми нуклеотидами и 
их компонентами дала возможность обнаружить следующие измене
ния УФ спектров от аддитивности уменьшение поглощения в области 
֊’35—270 нм (—Д Амт. при 265 нм) и уменьшение в области 270- 
300 и и ( А Ам.« при 285 нм) Подобное отклонение от аддитивности 
указывает на наличие устойчивой ассоциации между ферментом и 
субстратом (։).

Эффективность ассоциации нуклеазы с нуклеотидами и составля 
ющнми их компонентами коррелирует с составом и строением 1\б 
стратов Аденин и аденозин проявляют слабую тенденцию к асюцил
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инк с ферментом, тогда как 5' АМР, 5’—АДР и 5։—АТР образуют 
более устойчивым фермент-субстратный комплекс с нуклеазой. Эф
фективность ассоциации усиливается в ряду: аденин < аденозин <5’-. 
АМР<3‘—АМР<2’-ЛЧР<5’—АДР<5'—АТР (рис. I).

Рис. I. Отклонение УФ-спскгров от ад
дитивности при внесении фермента в нику, 
батю иную среду, содержащую: /—аденин. 
2—аденозин; 3—51—АМР; 4—3*—АМР; 5— 
—2։—А.МР; 6—5։—АДР;7—51—АТР Усло
вия опыта: 0,1'ЗМ натрий-ацетатный буфер. 
pH 4,6; конечная концентрация нуклеазы —
-I. 2 Ю-^М. конечная концентрация ну

клеотидов—I, 5х1<>_$.М По оси абсцисс— 
длина волн п нм По оси ординат измене
ние ошическоА плотности (Л А> раствора

С целью определения молярных соотношений фермента и субстра 
тон проведены исследования с возрастающими концентрациями ну
клеотидов. На кривых титрования—Д Аж наблюдаются изгибы, при 
холящиеся иа область молярных соотношений нуклеотид/нуклеа <а =» I 
(рис 2). Исследован вопрос об участии фосфатов в формировании 
фермент-субстратного комплекса. Были использованы пуриновые ну
клеотиды с нарастающим числом остатков фосфорной кислоты и цик
лическая ферма. Изучение взаимодействия с фосфатами показало от 
сутствие сколько-нибудь заметного влияния 3'. 5’—АМР на нуклеаз
ную активность, в той же концентрации активность фермента подав 
лялась на 25% в присутствии 5' АМР, наиболее выраженный инги
бирующий эффект отмечался при наличии в среде 5'—ATI’ (рис. 3)

Экспериментальные данные, полученные при исследовании от
клонения УФ-спектров от аддитивности, по-видимому, указывают на 
наличие устойчивой ассоциации между ферментом и субстратом Эф
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фскгнвносгь ассоциации нуклеазы с нуклеотидами и составляющими 
их компонентами коррелирует с составом и строением субстратов 
Наличие зависимости между числом звеньев (РО։)~, т е зарядом

Рис 2.Зависимость изменения—Л Лиг, от 
добавления к ну клене воэрлстаютик кон* 
центрацнй нуклеотидов Условия опыта: см. 
рис. 1 Конечная концентрация фермента 
!.8 < 10-*.М; нуклеотидов—1,5 Ю~*М /-5։ 
— АТР,2—51—АДР, J-5>-AMP; /-адено
зин; 5—леннн; 6—51—рнбозофосфат. По 
оси абсцисс—отношение нуклеотид нукле
аза. По осн ординат—изменение оптичес
кой плотности (А А) раствора

рис- 3. Влияние структуры нуклеотидов ил 
нуклеазную активность. Условия опыта: СИ. 
рис. I /—3’. 5«—АМР(ЦИК.1ическ.։»>;2-5։
—АМР; J—З1—АТР. По осн абсцисс— 
концентрации иуялеотндои. По оси орди
нат—поглощение при 260 и*

фосфитного остатка нуклеотида и степенью ассоциации cooib* тствхн» 
щего соединения с нуклеазоП. позволяет сделать допущение о прнсут-
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ctbiiii в фосфатсвязываюшем участке активного центра фермента 
аминокислотных остатков, способных к протонированню (имидазол, 
s —аминогруппа лизина). Это допущение вытекает из результатов, 
указывающих на относительно слабую тенденцию к ассоциации с ф» о- 
ментом аденина и аденозина, аналогично данным, полученным при 
исследовании подобных параметров у РНКазы Rh из Rhizopus sp ('). 
Адениннуклеотиды и составляющие их компоненты обладают значи
тельным сродством с субстратами нуклеазы и благодаря этому про
изводные субстратов способны взаимодействовать с теми же амино
кислотными остатками активного центра нуклеаз, с которыми взаимо
действуют субстраты при формировании фермент-субстратных комп
лексов Из данных, полученных нами, также вытекает, что чем боль
ше сродство нуклеотидов с субстратом, тем больше его способность к 
ассоциации с каталитически активным центром фермента. В наших 
опытах эффективность ассоциации возрастает в ряду: 5'—АМР< 
51—АДР<5'—АТР, что. по-внднмому, подтверждает предположение 
о степени сродства нуклеозид монофосфатов с активным центром фер
мента. Нетрудно заметить, что из изомеров аденозинмонофосфорных 
производных наименьшей ассоциативностью обладает 5'—АМР и о< ■ 
давление эффективности ассоциации наблюдается в направлении 
2' А.МР<3* АМР<5’—АМР, что, по видимому, может быть связа
но с меньшим соответствием пространственной геометрии положения 
фосфатов молекулярной архитектуре активного центра нуклеазы 
Сопоставление данных, имеющихся в литературе о влиянии изомеров 
2'- N.MP. З1— NMP и 5‘—N.MP на гидролазную активность других 
нуклеаз, укатывает на одинаковое отношение изомерных нуклеотидов 
ко всем сравниваемым нуклеазам («ЛАМ),
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