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АТФ-зависимые дезоксирибонуклеазы — ферменты, гидролизующие 
ДНК только в присутствии АТФ,— широко распространены среди бакте­
рий (1_7, 10). Отсутствие или значительное снижение активности этих фер­
ментов у res В" и rec С- мутантов Ecsherichia coli (7, b), Bacillus subtilis (9), 
дефектных по рекомбинации, и мутантов Diplococcus pneumoniae со сни­
женной способностью к трансформации (10) позволило предположить их 
важную роль в процессах рекомбинации, трансформации и темповой ре­
парации ДНК в бактериальных клетках. Следует отметить, что до настоя­
щего времени не ясно, функционируют ли в клетках эукариотов фермен­
ты, подобные АТФ-зависимым ДНКазам бактерий. Исследования, прове­
денные на дрожжеподобном грибе Ustilago maidis, показали, что в аллель­
ной рекомбинации у этого организма участвует нуклеаза, в значительной 
степени отличающаяся по своим свойствам от бактериальных АТФ-зави- 
симых ДНКаз. Фермент ингибировался АТФ (“).

В процессе исследования ферментов метаболизма ДНК в дифференци­
рующихся клетках эмбрионов морского ежа Strongylocentrotus intermedius 
мы обнаружили, что добавление АТФ активирует ферментативную дегра­
дацию ДНК.

В данной работе приводятся результаты исследования свойств АТФ-за- 
висимой ДНКазы, выделенной из клеток эмбрионов морского ежа Strongy­
locentrotus intermedius. Активность ДНКаз определяли по количеству кис­
лоторастворимых олигонуклеотидов, освобождаемых в процессе фермента­
тивного гидролиза ДНК. Инкубационная смесь содержала 450 мкг натив­
ной или денатурированной нагреванием ДНК, 50 мкмол трис-HCl буфера 
pH 8,5—9,0, 0,01 мкмол АТФ и 150—200 мкг фермента в общем объеме 
1 мл. Пробы инкубировали при 37° в течение 1 часа. Реакцию останавлива­
ли добавлением 2 мл 0,5 N НС1О4. В некоторых случаях перед добавлением 
хлорной кислоты реакционную смесь прогревали при 100° в течение 10 мин. 
Дальнейшее определение активпости ДНКазы проводили, как описано ра­
нее (12). Концентрацию белка определяли по поглощению в ультрафио­
лете при 2^=280 нм и двухволновым спектрофотометрическим методом (13). 
Для приготовления ферментного препарата клетки эмбрионов морского 
ежа Strongylocentrotus intermedius на стадии средней бластулы 
(12—14 час. развития) гомогенизировали в растворе 0,01 М трис-HCl 
буфера, pH 7,2, содержащем 0,005 М ЭДТА и 0,002 М fj-меркаптоэтанол. 
К экстракту добавляли сухой сульфат аммония до 80 % насыщения. Собран­
ный центрифугированием активный ферментный препарат обессоливали 
на колонке с сефадексом G-25 и фракционировали на колонке с ДЭАЭ-цел­
люлозой в трис-HCl буфере, pH 7,0, в линейном градиенте (0—0,5 М) NaCl. 
АТФ-зависимая ДНКаза выходила в первом пике белка при концентрации 
NaCl 0,08—0,12 мол/л. Дальнейшая очистка фермента проводилась на ко­
лонке с сефадексом G-150 (25X90 см) в том же буфере. Активный пик, 
элюируемый сразу же за свободным объемом колонки (140 мл), наносили 
на колонку с КМ-сефадексом G-25 (2X20 см) и промывали 0,01 М трис- 
HCl буфером, pH 7,6. Фермент элюировался трис-HCl буфером, pH 8,9, со-
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держащим 0,3 М NaCl. Полученный препарат фермента не содержал при­
месей рибонуклеазы п фосфатазы, был очень нестабилен и инактивировал­
ся при хранении в течение 10 час. при 4°. При аналитическом дисковом 
электрофорезе в полиакриламидном геле очищенный препарат фермента

Рис. I. Влияние pH, ионов Mg2+, Са2+ и АТФ на активность АТФ-завпси- 
мой ДНКазы из клеток эмбрионов морского ежа Str. intermedins. Гидролиз 
нативной (о) и денатурированной (в) ДНК в присутствии: 7-10~4 М 
АТФ, 2 — 0,005 47Mg2+, 3 — 0,005 М Са2+. Реакция останавливалась добавле­
нием 0,5 N НСЮ4. Гидролиз нативной ДНК (б) в тех же условиях, но пе­

ред добавлением хлорной кислоты инкубационная смесь прогревалась 
давал одпу белковую полосу, совпадающую с ферментатпвпой актив­
ностью.

Оптимум pH АТФ-завпсимость ДНКазы из эмбрионов морского ежа 
при гидролизе нативной ДНК находится в области pH 6,5—9 (рис. 1а). 
При использовании в качестве субстрата денатурированной ДНК оптимум

Рис. 2. Хроматография 
продуктов ферментного 
гидролиза ДНК на ко­
лонке с ДЭАЭ-сефадек- 
сом А-25 в 7 М мочевине. 
На колонку (0,4X15 см) 
наносили 20 о. е. фер­
ментного гидролизата 
ДНК в 0,015 М трис-НС1 
буфере. pH 7,5 с 7 М мо­
чевиной. Элюция линей­
ным градиентом NaCl 
(0, 0,36 М) в том же бу­
фере. 1 - контрольный 

пик мононуклеотида

pH фермепта сдвигается в область pH 9—9,5 (рис. 1в). АТФ и дезокси- 
АТф вызывают значительную активацию ферментативной активности по 
отношению к нативной и денатурированной нагреванием ДНК при опти­
мальной концентрации 10~4 мол/л. Другие рибо- и дезоксирибонуклеотид­
трифосфаты не способны замещать АТФ в активации ферментного гидро­
лиза ДНК. АТФ-зависимая ДНКаза из эмбрионов морского ежа активиру­
ется добавлением ионов Mg2+ в концентрации 0,005 мол/л ионы Са2+ не 
увеличивают активности ДНКазы (рис. 16, в).

Интересной особенностью фермента является его способность гидроли­
зовать нативную ДНК с образованием одиночных разрывов без освобожде­
ния образующихся олигонуклеотидов из двойной цепи ДНК. Продукты 
ферментного гидролиза освобождались в реакционную смесь только после 
разрушения нагреванием водородных связей в молекуле ДНК (рис. 16). 
Анализ величины продуктов ферментного гидролиза проводили после их 
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разделения на колонке с ДЭАЭ-сефадексом А-25 в 7 М мочевине по методу 
Томлинсона — Тернера (14). Как видно из рис. 2, продуктами фермента­
тивного гидролиза нативной и денатурированной ДНК являются короткие 
олигонуклеотиды препмуществено ди-, три- и тетрануклеотиды. Образова-

Егб, 
^0

Рис. 3 Гельфильтрация 
на сефадексе G-100 про­
дуктов гидролиза дена­
турированной ДНК, об­
разующихся при дейст­
вии АТФ-зависимой 
ДНКазы из эмбрионов / о
морского ежа (а) и кис- '
лой ДНКазы из печени 
камбалы (б) на ДНК в 
течение 7—0 мин.; 2— 
30 мин., 3 — 60 мин., 4—

120 мин

05ьем, мл

ние олигонуклеотидов при ферментном гидролизе ДНК характерно для эн­
донуклеаз. Но при исследовании кинетики изменения полимерности на­
тивной и денатурированной ДНК в процессе ферментного гидролиза с 
помощью гельфильтрации на колонке с сефадексом G-100 (15) было обна­
ружено, что АТФ-зависимая ДНКаза из эмбрионов морского ежа гидроли­
зует ДНК по экзонуклеазному типу. В частности, увеличение количества 
низкомолекулярных олигонуклеотидов в процессе ферментного гидролиза 
происходит на фоне почти полного отсутствия разрывов внутри молекулы 
ДНК (рис. Зя). При появлении таких разрывов, например, в процес­
се ферментного гидролиза ДНК типичной эндонуклеазой — кислой 
ДНКазой из печени камбалы (12), происходит быстрое перераспределение 
полинуклеотидов ио всему объему колонки (рис. 36).

На основании полученных данных можно предположить, что АТФ-за­
висимая ДНКаза из эмбрионов морского ежа последовательно гидролизует 
фосфодиэфирные связи с конца одной из цепей молекулы нативной ДНК, 
в результате чего образующиеся олигонуклеотиды удерживаются водород­
ными связями на интактной цепи ДНК. Не исключена также возможность 
того, что фермент предварительно вносит одиночные разрывы в молекулу 
нативной ДНК на значительном расстоянии от конца молекулы с после­
дующим гидролизом ДНК от места разрыва. Оба этих механизма обнару­
жены у бактериальных АТФ-зависимых ДНКаз (2_6).
Тихоокеанский институт биоорганической химии Поступило
Дальневосточного научного центра 30 IX 1974
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