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Исследование химической природы концевых групп межнуклеотидпых

разрывов в молекуле ДНК, индуцированных ионизирующей радиацией,
имеет важное значение в понимании ферментативных механизмов репа¬

рации ДИК, В работах ( ,-г) методом специфического фосфорилирования
иолннуклеотидфосфокгтназной реакцией было показано, что большая часть
йлипочных разрывов ДНК. индуцированных ионизирующей радиацией,

имеет 5/РО*-группу. Вместе с гем целостность
данных разрывов с З'ОН - конца п их специфич¬
ность к полинуклеотид (ПИ) -лигазным или
ДНК-полимеразным реакциям количественно не
охарактеризована. Как известно, при облучении
ДНК образуется множество дефектов ( 3) , кото¬

рые влияют на состояние ПН-лигазной, ДНК -по-
лнмеразной специфичности о'РО* ~ З'ОН-раз-
рывов. Причем njni разрыве 4' и 3' межуглерод-
поп связи дезоксирибозы также образуются
VPO, 37ОН концы (*) , но они не будут заши¬

ваться ГЬН-ллгазой. В недавних наших исследо¬

ваниях было выявлено значительное восстанов¬
ление трансформирующей активности у облу¬
ченной ДНК при ее обработке АТФ-, ДПТТ - завн-
симымп ПН-лнгааами, что свидетельствовало
также об образовании o'PC) . — • З'ОН-разры-
вов ( ® ).
В настоящей работе исследовано количест¬

венное соотношение образовавшихся ПН-лшааорепараруемых и нерепарируемых фосфоэфнрных разрывов в ДИК в зави ¬

симости от дозы облучении. Анализы проводили путем количественного
соединения разрывов в фосфоэфнрную связь ПН-лигазой и отщеплениемнесянзавшегося фосфора щелочной фосфатазой.
ДНК с радиоактивной меткой получали из культуры Bacillus sabtilis

SHOW, выращенной на среде, содержащей Р®\ Очищенный препарат
ДНК tm (*) с молекулярным весом 3- 107, с концентрацией 166 рг/мл,
имел удельную активность 2,3-10® имп/100 сек, на 1 мг по счетчику
Т-25-БФЛ. Параллельно был получен нерадпоактивный препарат ДНК из
ВасШиа subtilie SHGW с молекулярным весом 1,8-10т с концентрацией
120 цг/мл.
ДПН-завнснмую ПН-лнгазу получали из тон же культуры но методу

Оливера п Леман ( 7 ) . За единицу ПН-лпгазм принимали количество фер
мента, необходимое для перевода я фосфатазоустойчияую форму 1 м ]п«оля
фосфора ДНК-субстрата за 30 мин. при 25°. Субстрат для ПН-лиг азы —ДНК 5' P3E0t ^ З'ОН получали путем обработки 100 рг ДНК Р37

0,1 цг панкреатической ДНКазы в присутствии 0,01 М трпс-HCl, 5мМ
MgCli, pH 8. Смесь объемом 1,2 мл инкубировали ирп 25° 30 мин., далее-
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добавляли 0,1 .мл 0.25 М ЭДТА гг нагревали 10 мин. при 68е, после чего,

днолиповали против 0,15 М NaCl. Облучение раствора ДНК Р’ " проводили
в концентрации 16G цг/мл п 0,15 М -NnCl при 2° на установке Сч13Т при
.мощности дозы 450 рад/мин. Молекулярный вес ДНК н количество двой¬

ных разрывов ( F ) определили вискозиметрическим методом. Анализ ПН -
лпгазоспецифичиы .х и веспецифичных разрывов проводили следующим об-
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FLIC . Й. Зависимость образования фог-
фоэфирямх разрывов от 4>;5* обяуче-
зал . 1 - ПН лигазорепарпруеные.
2 но рсиарирупмые ТШ-лигазой

разом . К 50|LT облученной ДНК добавляли 2 единицы ПН-лигазы с удель¬

ной активностью 2,5 ед; мг белка , 20 рД/ ДПН, 10 мД/ р-меркаптоэтаполй,
5 мД/ MgCli, 0,3 М NlliCl, 10 яМ трис-HQ, pH 8, а общем объеме 0,0 мл,
инкубировали 2 часа при 25°, Параллельно и каждом случае ставили образ¬
цы с денатурированной ПН лигазой. Денатурацию ПН лигазы проводили
нагреванием и течение 10 мин, при 80°, Дальнейшие процедуры были стан
дартны во всех пробах ( 4), После 2-часовой инкубации и смеси добавляли
по 100 дг немеченой ДНК и 2 мл холодной 0,6 М триигоруисукНОЙ кисло¬

ты (Т.ХУК ) , центрифугировали при 12 000 g 15 мин., осадок промывали
два раза 0,0! Лг НО и растворяли в 0,5 мл 0,1 Лт NaOH, сразу добавляли
0,05 мл 1Л’ НС1, 0,2 М трис и 0,05 мл 0,25 М ЭДТА, pH 8,6, Далее смесь ин¬

кубировали с щелочной фосфатазой (0,0 единицы , 40- 15 мин. при 65")
О7 ) , добавляя через каждые 15 мин. по 0,3 единицы фермента. Через
45 мин. реакционную смесь охлаждала и после добавления холодной 0,6 1/
ТХУК центрифугировали при 12 000 g 15 мин. Для подсчета радиоаклпп
пости брали супернатант.
При вышеуказанных условиях анализов происходило количественное

связывание всех 5 "1ЧЛ •— З'ОН-разрывов ДНК ПН-лмтазой и полное от¬

щепление внутреннего и внешнего фосфори щелочной фосфатазой
(рис. 1. 2) . Статистически обработанные результаты анализов с облучен ¬

ной ДНК Рзг представлены в табл. 1 . из которой видно, что количество ра ¬

диоактивного фосфора соответствует суммарному фосфору от 5'РО; и
З'РОгКшщов межнуклеоткдных разрывов и внешнему фосфору (а ) , 2 мо¬
лекулы которого приходятся на 1 молекулу нативной ДНК. Как известно,
при действии радиация образование одиночных и двойных разрывов мо ¬

жет сопровождаться частичным отщеплением фосфатной группы ( ' ) .
В данном анализе отпт фосфат не регистрируется. Из табл. 1 ( «? ) следует,
что после обработки ДИК Р ':; ПН-лигазой получаем суммарный фосфор
З'РСН-конпов п внешний фосфор. Разность а — в представляет количество
фосфора от 5'РОц-концов разрывов, который с помощью лигазпой реакции
связывается с З'ОН-концамп. Из табл. 1 видно также, что исходная псоблу-
ченная ДНК имеет определенное количество разрывов как ПИ -лпгазостге-
цифичных, так и неспецифичных.
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7-,пая удельную активность 1 мимоля фосфора ДНК 1>:12
S которая со¬

ставляет 7, 13 - 10‘имп/100 сек ,, можно рассчитать щыичество «рмол , фос¬

форо. па 1 мимоль ДНК Р!= о молекулярным весом 3 - 10П Выражая резуль¬

таты а эквимолярных отношениях, можно вычислить количество межнук
Т а б л и ц а 1 Т а б л и ц а 2*

Количество радиоактивного фосфора ,
oc iiofii. .ждасиот щелочной фосфатазой
па 10 цг ЛПК паспо облучения

(лктивидать, (тап/100 сек)

Доэл
n крлдах

IJП It! ur p. i -
ПоткИ дсп ii > У
пиравпнилй
ПИ ЛИГАЗОЙ.

Посла Ы5ра-
Вотни ПИТИН ¬

НОЙ ТТН-ли-
гыэой ( л )

0 2750 J- 110 1550 + 50
0,5 3080 + 300 1590 + 45
1.0 3510 + 240 (510 + 70
2.5 4690 ± 360 2110 + 108
5,0 7070 + 230 2570 + 8.)

10 ,0 10605+ 390 3350 + 150
20.0 19100 + 410 6480 + 170

Количество ГШ -литазорепарнруеных и нере*
парируемых фосфоэфирньтх разрывов ДНК ,

облученной в растворе О, to Л/ NaCl (мрмолп
фосфора на t мрмоль ДНИ с средисвесовым

молекулирпым весом 1 -10'")

Доза в
в крадах

ПНлнгээосоепн
ll'l-PIHhlfi

Ни рнилрируешчв
ШЬянгазОй

0 (1 ,66) 0,00 (2 ,10) 0,00
0,5 ( 2.Ю ) 0, 44 (2 ,17 ) 0,07
1 ,0 (2.50) 0,84 (2,30) 0,20
2,5 (3,62) 2 ,06 (2,75) 0.63
6.0 (6,33) 4 , 67 (3,32) 1,22

10 ,0 ( 10 , 09) 8 , 43 (4, 28} 2,18
20 ,0 (19 ,05) 17 , 39 (МП 5,01

В cKoCK.it данные с учетом количества разры¬
вов в исходной ДИК.

пептидных разрывов ШГ-ли гаворепарируемых (/ , ) и нерепарируемых (Д )
на участок молекулы ДНК с среднемолекулярным весом ! !0 ' :

fi =4,2 iO_1(a — b ) / 30,

Для расчета нс ропарируемых ПН-лигазой фосфозфнриых разрывов (Д )
неонходимо учесть внешний фосфат. Одна молекула нативной ДНК в
среднем имеет 2 P0S -группы на концах, а при облучении образующийся
двойной разрыв ( /’ ) вызывает увеличение внешнего фосфора в 2F раза .

Поэтому и= (4,2 • 10-а6 - (2 + 2iF) ) / 30,

Вычисленные таким образом данные представлены в табл . 2 н на рис. 3.
Выход связываемых ПМ лигазой разрывов и нерепарируемых разрывов
имеет лтгпонпую зависимость от дозы , причем количество ллгаяоренари-
руемых разрывов составляет 77 — 85 % . Специфичное образование большо¬

го количества 5ТО; ~ З'ОН межнуклеотидных разрывов, по-видимому,

является результатом окисления З'С-дезокснрибозы и лабилизацип
3'— О— Р-свяаи (V ) . Из CB8E данных становится понятным также и пол¬

ное восстановление трансформирующей активности облученной дозой
0.3 крад ДНК при обработке АТФ- тт Д11Н-аависимышт ПН-лигазаыи ( ") ,

При данной дозе образуется 0,05— 0,07 пе репарирусмых лнгазамп разры¬

вов па участок ДНК с молекулярным весом 1 10е,
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