
Док л а ды Л к а д е м и н н а у к СССР
15171, Том 200, Лз 2

УДК 577,15,02 ХИМИЯ
И. А . КОЗЛОВ, Р. К. ЛЕДНЕВЛ, 3. Л. ШАБ.4РОВА,
Чдащ-коррмтгондеит ЛН СССР М , А. ПРОКОФЬЕВ

ГИДРОЛИЗ ОЛИГОДЕЗОКСI1HУКЛЕОТИДОВ ЭКЗОНУКЛЕАЗОЙ Л5
В ПРИСУТСТВИИ НУКЛЕОФИЛЬНЫХ АГЕНТОВ

Способность некоторых окэоиуклеаэ осуществлять перенос нуклеотида
гл п \ клеофшп.ные агенты ( J-?) представляет большое интерес для выяс¬

нения механизма ферментативного катализа. С другой стороны , нсполь-
алвапне этих ферментов для синтетических целей открывает новые воз-
ш -жяостн получения труднодоступных соединений: широко известны,
азпрнмер, успехи, достигнутые в синтезе мвжнуклеотиднои связи при
5>K>I? различных рибонуклеаз и ряда других ферментов нуклеотидного
семена (* ) .

В настоящей работе была исследована возможность переноса 5'-деао-- нрпбонуклеотида на нуклеофильные акцепторы при инкубации олигодез-
оксинуклеотпдов и присутствии экзопуклеаяы А3 ( ') .
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В качестве пуклеофилышх акцепторов были использованы уридив, ме-

:иловый эфир фенилаланина и пара-бромбензальокош. Куклеозиды и
аминокислоты — широко распространенные в природе нуклеофильные ак¬
цепторы. Выбор пара-бромбензальоксама обусловлен его чрезвычайно вы
экой пуклеофилыюстью (*) и наличием сильного хромофора , что позво¬
лит применить этот акцептор а будущем для ышетичоекго изучения меха
гизма действия экзонутигеазы As.

Субстратами ферментативной реакции служили синтетические олиго-
Де- iOKcинуклеотиды — (d p A ) i u ( (]pG) 2 t полученные по методу Кораны ( J ) .
Для осуществления реакции переноса моновуклпотедкого остатка на нук¬

леофильный акцептор олнгодезоксинуклеотиды инкубировали в течение
" мнн , при 20° с пкзонуклеазой А ,, * в присутствии соответствующих нук¬

леофильных агентов. Состав пробы: 1- 10~ ; М субстрат, 0,001 мг формой -
:3. нуклеофильный акцептор в концентрации - указпииой » табл. 1,
1 10" 1 М трис. -буфер pH 8.136 и 5-10'1 М Мд 2'1' в общем объеме 1 мл, Конт¬

ры п 'М служила реакционная смесь того же состава без фермента. Продукты
реакции разделяли электрофорезом на бумаге в 0,05 М триэтиламмоний
5икарбоиатном буфере pH 7,5 в течение 3,5 час. при 350 л. В процессе фер
оптативной реакции наблюдали полное превращение исходных олигодеа-
ы;«нуклеотидов я 5'-мононуклеотиды, являющиеся продуктами тдроли-
5 . п соединения, образующиеся в результате переноса мопонуклеотидно-
остатка на соответствующий нуютеофильдый агент. Некоторые характе-

ястикл полученных соединений представлепы в табл. 1,

* Препарат экаолуклсаяы А, бы .г любезно предоставлен сотрудникам» Иастатута
I ыекулярной биологии АН СССР Р. И. Татарской и Т. Н . Львовой.
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Дли облегчения идентификации соединения, образующегося при ис-

1тплшгшятгич в качестве акцептора вуклеозида , применяла С1' уридин.
Сравнение электрофоретической и хроматографической! подвижностей со
единения, полученного в результате ферментативного переноса остатка
.V -де :к>нсиаде IL iиовой кислоты на С1'-уридин. с синтезированным но ме¬

тоду Корины ilApU свиде¬

тельствует о том , что уто со-
единение является дипуклео-

зндфосфатом, природу меж¬

нуклеотиднон связи в кото¬

ром не устанавливали. Строе¬

ние метилового эфира дезо-
ксиаденилиЛ ’ ( Г/ N) -фенил¬

аланина доказывали гидроли¬

зом 6 Дг IIC1 ( 2 часа, 37°) п
определенном соотношения
аденнн : фенилаланин ( 1 :
: 1 ,05 ) . Хроматографическая
IT электрофоретическая по¬

движности метилового эфира
дсзокс иаденилпл- (5'— К ) -фе ¬

нилаланина , полученного в присутствии эндонуклеазы А* и спнтезировап-
ного из смешанного ангидрида дезоксиадёнозин-5' фосфата и дяфеннлфос-
форнотг кислоты ( fl ) , совпадали (табл. 1 ) .

Гидролиз динуклеотнда (dpG ) s экзонуклеавоп Л , , в присутствии пара-
бромбензальоксимз приводит к образованию соединений I п II . У.-ф.
спектры утих соединений близки по характеру, причем оба продукта име¬

ют ярко выряженный максимум в далеком ультрафиолете (рис . 1) . Для
идентификации соединений I и II были синтезированы нуклеотидные
производные пара-бромбензальоксима из смешанного ангидрида дезоксы-

гуапойии-5'-фосфата и днфеннлфосфорной кислоты. Синтезированные
этим путем соединения полностью идентичны но хроматографическим я
спектральным свойствам соединениям I и II. При инкубации соединения
II яря pH 5.5 ц течение 7 дней (2°) образуются п эквимолярных количе ¬

ствах паро-бромбензальоксим ( ?vmu 261 мц, е-т 2 ' 10' ) и де.шкеигуапозин-

5''-фосфат. Соединение I в этих условиях устойчиво. Известно , что арома¬

тические окспомы вступают в реакции нуклеофильного замещения с обра-
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Риг. 1. У.-ф- спектр соединений I и II
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Некоторые характеристики соединений , образующихся при гидролизе
олнгодазокс.циуклсотпдон экаоиуклензой Ал н присутствии нуклеофильных атен го*
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tdpAb С^урпдна i - pacil/мнп ** Днвуклсоацдфос- 0,22 0,60 0,45
фат, содержащий
С,4-урндвн***

(djiA)i Метиловый 3-11Vi м Дезокснадеиилал- 15 0,50 0,55
wbnn фопил- (б'-уфеии.твлаиип.аланина метиловый эфир

(dpG)i е-Ьромбом- 2-10-* М I 0,10 0,35
альоксим U 0,02 0 ,50

- ВнгсдЦпрОдуктпв акдепти равання миссительво реам?кта, ввятсио я тгедпггггтк.
» Лкдептнровзлне С1*-у ридяной приводили и зриоутепмгп пзйытна олягофэимгччуклкиидд
Природа чекиукпеотиддой свчзд в дяггукподзиз^иэсфлтр на устанавливали.
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яп&ниех KEi г; N-, так и О-производных. Учитывай идентичность хромо-
*• ; них систем соединений I и И (близкий характер у.-ф. спектров), а

кпелотолабняьность соединения II, мы предполагаем для атих со ¬

единений следующее строение:

о
К Г— ((^')'V-OH=N — О— у— О

он
(О

И
/7=̂\ ? К
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оно

, но

Наличие частичного отрицательного заряда па связанном с азотом атоме
58A.юрода соединения II объясняет его несколько большую электрофоре-
т*ч.-|. кую и меньшую хроматографическую подвижность.

Все использованные нами нуклеофильные акцепторы существенно от-
п г гютгя как ш » своему строению, так и по нуклеофилыюстн. Отсутствие
} фермента специфичности к структуре акцептора свидетельствует, по¬

мнимому, о том. что п ходе реакции имеет место скорее всего активация
с\бстратя, а но акцептора.
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