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(АДФ-рибоза) полимераза (КФ 2.4.99) — ядерный фермент, ката
лизирующий .посттрансляционную модификацию ядерных белков, ис
пользуя НАД в качестве донора модифицирующей группы ('). Данный 
фермент вовлечен в ряд биологических процессов, сопровождающихся 
разрывом и восстановлением цепей ДНК, таких как структурные пере
стройки хроматина, репарация и репликация ДНК, клеточная проли
ферация и дифференциация (2).

(АДФ-рибоза) полимераза проявляет каталитическую активность 
при взаимодействии с ДНК, содержащей разрывы одной или обеих це
пей (3). Несмотря на ряд исследований, 'посвященных изучению вза
имодействия (АДФ-рибоза) полимеразы с различными типами ДНК 
(3՛4), механизм активации этого фермента остается невыясненным. От
части это связано со сложностями при интерпретации и обобщении ре
зультатов исследований, ввиду того, что в этих работах использова
лась ДНК различного происхождения, состава, структуры и химического 
строения концевых участков. Для удобства интерпретации полученных 
данных представляется целесообразным использование в качестве ак
тиваторов (АДФ-.рибоза) полимеразы синтетических ДНК известного 
состава и строения.

В настоящем сообщении приведены результаты исследования осо
бенностей активации (АДФ-рибоза) полимеразы синтетическими дуп
лексами, сформированными из гомологичных олигомеров дезо.ксиаде- 
нозинфосфата и дезокситимидинфосфата—d(pA)53o, d(pA)։6, d(pT)16.

В работе использовали НАД, гистон Н1, ДНК тимуса теленка про
изводства «Sigma», [аденин-и֊14С] НАД—«Amersham», нуклеазу S 1 — 
«Serva», олигодезоксинуклеотиды d(pA)։6, d(pT)ie, а также d(pA)s3o 
длиной 530±50 нуклеотидных остатков, которые были предоставлены 
Е. А. Невинским (Новосибирский институт биоорганической химии).

(АДФ-рибоза) полимеразу из семенников быка получали по мето
ду, описанному в работе (5). Активность фермента определяли по реак
ции автоАДФ-рибозилирования (5). Олигодезоксинуклеотидные дуп
лексы получали смешиванием соответствующих компонентов в 5 мМ 

183 



трис-НС! буфере (pH 8,0), содержащем 5 мМ МдОа, 0,05 М ЫаС1, и 
0,5 мМ Хитиотрейтол. Смесь прогревали 'На водяной бане до 50°С, ин
кубировали в течение 3—5 мин, затем выдерживали в течение 1 ч. при 
25°С. При получении дуплексов типа с! (рА)53о:[с! (рТ) ։6]п концентрация 
й(рА)530 составляла Ю՜5 М, концентрация б(рТ)16—пХ 10~5М, где 0< 
<п<30. При получении остальных дуплексов компоненты смешивали 
в эквимолярной пропорции в концентрациях 10՜6—10՜5 М. Гидролиз 
дуплексов нуклегзой 51 проводили в 50 мМ натрий-ацетатном буфере 
(pH 4,5), содержащем 0.2 М Ыа-С1, 1 мМ 2пС1г, 0,5% глицерин при 
25°С. Концентрация с!(рА) 530:[с1 (рТ) 16]10 в реакционной смеси состав
ляла 10՜5 М. Содержание нуклеазы 51 составляло 3—5 ед. на 1 мкг 
олигодезоксинуклеотида. Уровень гидролиза дуплексов контролиро
вался методом электрофореза в ПААГ.

Исследования показали, что ни один из испытанных олигодезокси- 
нуклеидов б(рА)55а, б(рА)։6, Н(рТ)16 в концентрациях до 10՜5 М вне 
комплекса не активирует (АДФ-рибоза) полимеразу. Указанные ну
клеотиды в тех же концентрациях не оказывают влияния на реакции, ка
тализируемые ферментом в присутствии ‘высокомолекулярной тимус
ной ДНК. Эти данные свидетельствуют о том, что однонитевые олиго
дезоксинуклеотиды не взаимодействуют с (АДФ-рибоза) полимеразой 
и не конкурируют с ДНК за место связывания. Вместе с тем эквимо
лярные смеси комплементарных олигодезоксинуклеотидов [б(рА) 530: 
:б (рА)1б1; [б (рА) 16:с1 (рТ) 16] при концентрациях в интервале 10՜8— 
10~6М, обработанные описанным выше методом, являются эффектив
ными активаторами (АДФ-рибоза) полимеразы в реакции автоАДФ- 
рйболизирования. Эти данные свидетельствуют об образовании из ком
плементарных олигодезоксинуклеотидов дуплексов, являющихся акти
ваторами фермента.

Анализ зависимостей скоростей ферментативной реакции от кон
центрации дуплексов б (рА)530:[6 (рА) 161 п в координатах Лайнуивера— 
Берка при различных п показал, что повышение п до 30 не отражается 
на Утах реакции, составляющей 1200 н.моль/мин на 1 мг белка. В то 
же время увеличение п сопровождается понижением Кт дуплекса. На 
рис. 1а представлена зависимость Кт дуплексов б(рА)5зо-!б(рА) 16]п от 
п, из которой следует, что при повышении п до 15 понижение проис
ходит по обратнопропорциональной зависимости. Дальнейшее увеличе
ние п не отражается на значении Кт. Поскольку дуплексы указанно
го типа моделируют ДНК с однонитевыми разрывами, а параметр л 
представляет собой количество б(рТ)16, связанных с комплементар
ными б(рА)5зо, и соответствует числу этих разрывов, следует предпо
ложить, что наблюдаемое понижение Кт дуплексов обусловлено фак
тическим увеличением количества активирующих участков дуплексов.

На рис. 1,6 показана зависимость Кт активирующих участков дуп
лекса от п, представленная в виде Кт б(рТ)16. Видно, что Кт активи
рующих участков не зависит от п при п<15. Дальнейшее повышение 
л до 30 сопровождается линейным ростом Кт б(рТ) |б. Неизменность 
Утах и Кт от п (для Кт в интервале 0<п< 15) позволяет заключить, 
что разрывосодержащие участки дуплексов <1 (рА) 530: (б (рТ) 16]п облада
ют как одинаковой активирующей эффективностью, так и одинаковым 
сродством к (АДФ-рибоза) полимеразе. При этом активирующая эф
фективность не зависит от размера однонитевого фрагмента дуплекса 
во всем исследованном интервале п, а сродство к ферменту—только $



Рис. 1. Зависимость Кт дуплексов <1 (рА)83о:[<1 (рТ) 16]п от значения п. а—Кт, рассчитанная по концентрации <1 (рА)63о; б—Кт, рассчитанная 
по концентрации д(рТ)16.



Кт олигодезокспнукаеотидных дуплексов и Утах реакции 
автоАДФ-рибозилировования

Таблица 1

Дуплексы Ктй(рТ)16, пМ
^тах- НМОЛЬ. МИН՜1 

на 1 мг белка

й (рЛ)5зо:с1 (рТ) 1б Տ 1200
й (рА)взо-' [й (рТ) 1б] ю О 1200
й (рА) |в:й(рТ) 16 12 1.100
й(рА)|6:й(рТ)16* 16 1100

* Дуплексы, полученные путем гидролиза дуплексов [с1 (рА)5з0]: [с! (рТ) 16] ։о ну
клеазой 51.

интервале 0<п<15. Не исключено, что уменьшение размера однони- 
тевого фрагмента дуплекса при п> 15 может отразиться на значении 
Кт. Однако наблюдаемое повышение Кт при п> 15 скорее всего свя
зано со стерическими факторами. Очевидно, что дуплекс ограниченного 
размера может связывать ограниченное число молекул фермента. Пре
небрегая возможным влиянием однонитевого фрагмента на Кт, можно 
заключить, что исследованный Дуплекс может связывать одновременно 
не. более 15 молекул (АДФ-'рибоза) полимеразы. Это заключение под
тверждается тем фактом, что аналогичные закономерности наблюда
лись при исследовании зависимости Кт активирующих центров от п 
для дуплексов б (рА)5з0: [6 (рТ) 10]п.

Для получения информации об активирующей эффективности кон
цевых двухц&почечных разрывов в качестве моделей активирующей 
ДНК были использованы дуплексы, сформированные из эквимолярных 
количеств б(рА)16 и б(рТ)16, а также гидролизаты дуплекса б(рА)5зо: 
:[с! (рТ) 16]10, 'полученного путем его обработки нуклеазой 51, строго 
специфичной к однонитевым участкам ДНК.

В табл. 1 приведены Кт активирующих участков различных дуп
лексов, а также Утах реакции автоАДФ-рибозилирования. Видно, что 
двухцепочечные разрывы по сравнению с одноцепочечными обладают 
несколько худшим сродством к (АДФ-рибоза) полимеразе. Однако, судя 
по незначительной разнице в значениях Утах (не более 10%), активи
рующая эффективность одно- и двухцепочечных разрывов практически 
не различается при неизменности нуклеотидного состава и химической 
структуры концевого участка.

Институт молекулярной биологии
НАН Армении

Լ. Վ. ԿԱՐԱՈԱՇՅԱՆ, Դ. Լ. 2ԱՐՈԻԹՅՈԻՆՅԱՆ, Ա. Դ. ՄԽԻԹԱՐՑԱՆ

(ԱԴՖ-ի ոիբոց) պոլիմերացի ակտիվացումը օլիգոդեզօք սինուկլեոտիդային 
• կոմպլե ք սներուէ

Օլիդո֊ և սլոլիդեզօքսինուկլեոտիդներից ձևավոովել ևն երկշդթայանի 
կոմ պլեքսներ, որոնք մ ոդե լավո բում են մի- և ե րկշղթա յանի <կ\տ րվածքներ 
պա րունսէկտ ղ ԴՆՒ։

Ցույց է տրված, որ օլիդոդեզօքսինուկ/եոտիդներր շեն կարոդ ակտիվաց
նել ( ԱԴՖ֊ռիբ ո զ)պո լխէ ե ր ադը ։ Օլվիգոդե զօքս^Նուկլեա սփդն ե րիդ ձևավորված 
երկքջղթա Հ'անի կամ պլեքսներ ր րույյ արերում են ֆերմենտր ա\կ>տիվացն եյոլ 
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բարձր ունակություն ավտո՛ ԱԴՖ֊ ռի բո զի լա ցմ ան ռեակցիայում ։ dfpA)63O 
rtdfpT^oJn տիպի կոմ պլեքսն ե րի կտրվածք պարունակող հատվածն երբ օժ~ 
տրված են ֆերմենտի ակտիվաց՚ման նույն էֆեկտիվությամբ և ֆերմենտի 
նկատմամբ նույն խնա՛մակցությամբ։ Ֆերմենտն ակտիվացնելու էֆեկտիվու֊ 
թյամբ էա՛կանա րեն չեն տարբերվում նաև մի֊ և երկշղթայանի կտրվածքնե֊ 
րր, նուկլեո՚տիդային միազմի և ծայրային հատվածի քի\միական կառումվածքի 
ան՚վրոփոխւությսՀե դեպքում։
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