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При у-облучении в молекулах ДНК возникает ряд повреждений, вы­
зываемых у-квантами либо непосредственно, либо под действием образую­
щихся в облучаемой среде свободных радикалов.

К основным типам повреждений в у-облученной ДНК относятся раз­
рывы сахарофосфатной цепи (однонитевые разрывы) (’,г), химическая 
модификация оснований и сшивки между комплементарными нитями 
ДНК (3_s), при больших степенях повреждения наблюдаются также дву- 
нитевые разрывы (6). Появление в молекуле ДНК однонитевого разрыва

Рис. 1. Кинетические кривые (4) и их линейные анаморфозы (Б) для исходной (а) 
и облученной различными дозами (б — Зкр, в — 5кр) ДНК селезенки. Кривая г со­

ответствует фрагментированной ДНК из тимуса

сопровождается образованием в области разрыва локально денатурирован­
ного участка — дефекта вторичной структуры ДНК (7). По-видимому, 
большая часть химических модификаций оснований также связана с такой 
локальной денатурацией.

Нами исследованы дефекты вторичной структуры ДНК, выделенной 
из тканей (тимус, селезенка) крыс, вызываемые у-облучением in vitro 
(Со60, 550 р/мин, в 0,03 М NaCl). Для определения дефектов вторичной 
структуры в молекулах ДНК мы использовали кинетический формальде­
гидный метод (к.ф.) (8_9), ранее успешно примененный для исследования 
локальной денатурации ДНК, вызываемой ультрафиолетовым облучени­
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ем (8), панкреатической ДНКазой (’), РНК — полимеразой (10) и нагре­
ванием (“). Кинетические эксперименты выполнялись по методике, 
описанной в работе (8) с небольшими изменениями (pH реакционной сме­
си 7,8, ДНК растворяли в 0,03 М NaGl). Регистрацию кинетических кри­
вых осуществляли при помощи спектрофотометра СФ-4, оснащенного 
самописцем ЭПП-09.

ДНК выделяли детергентным методом (12) с многократной депротеини­
зацией по Мармуру (13). Препараты ДНК содержали белка <1% (по

Рис. 2. Дозовая зависи­
мость изменения началь­
ной скорости деспир али- 
зации (Д/) и концентра­
ции дефектов вторичной 
структуры (с) у-облу- 
ченной ДНК селезенки 
крысы. Каждая точка 
отвечает двум кинетиче­

ским экспериментам

Лоури), РНК 6% (орциновый метод). Молекулярный вес ДНК, опреде­
ленный седиментационным методом, составил 7 ■ 10е. Растворы исходной и 
облученной ДНК одновременно диализировали против 0,03 М NaGl.

На рис. 1 приведены кинетические кривые (Л) и их линейные аномор- 
фозы (В) для исходной ДНК селезенки (а) и ДНК, облученной различ­
ными дозами (б, в). В отличие от линейных анаморфоз для ДНК фага Т2, 
анаморфозы кинетических кривых для ДНК крыс искривлены в верхней 
части, подобно анаморфозам для ДНК тимуса теленка (9), что свидетель­
ствует о блочной гетерогенности ДНК крыс (14). Анаморфозы нелинейны 
также и в начальной части. Известно, что в некоторых условиях такая 
нелинейность наблюдается и в случае ДНК фага Т2, что не служит, одна­
ко, препятствием к применению к.ф. метода (9). Действительно, как вид­
но из рис. 1, начальная скорость деспирализации ДНК крыс возрастает 
под действием формальдегида по мере увеличения дозы у-облучения. Это 
хорошо демонстрирует рис. 2, на котором изображена зависимость при­
роста начальной ординаты I линейной анаморфозы от дозы облучения 
(на рис. 1 приведена лишь часть соответствующих кинетических кривых).

Для определения концентрации локально денатурированных участков
с, равной А//2у (9), необходимо определить кинетическую константу у,
т. е. произвести градуировку метода к.ф. для данных условий опытам 
Для этой цели мы использовали тимусную ДНК крыс, фрагментирован­
ную при помощи ультразвука. По данным седиментационных измерений, 
средняя длина фрагментов этой ДНК составляла 500 ± 100 пар нуклеоти­
дов, что отвечает концентрации дефектов с = I / п = (2 ± 0,4) ■ 10-3. 
На рис. 1 (кривая г) приведена кинетическая кривая (слева) и ее линей­
ная анаморфоза (справа) для препарата фрагментированной тимусной 
ДНК. Исходные кинетические кривые для тимусной и селезеночной ДНК 
практически совпадают. Произведение кинетических параметров ри равно 
соответственно (1,3 ± 0,1) • 10-4 мин-2 и (1,2 ± 0,1) • 10-4 мин-2. Величина 
параметра v для ДНК крыс в выбранных условиях, определенная из опы­
тов с фрагментированной ДНК, составляет (5 ± 1) мин-1.

На правой шкале рис. 2 указаны значения концентрации дефектов с, 
отвечающие приведенным слева значениям AZ. Величина v принята рав­
ной 5 мин-1. Выполненные таким образом измерения показывают, что 
у-облучение ДНК in vitro вызывает образование в ней локально денату­
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рированных участков. Это согласуется с ожидаемым, так как, по крайней 
мере, однонитевые разрывы в ДНК должны регистрироваться к.ф. мето­
дом как дефекты вторичной структуры (7). Концентрация дефектов вто­
ричной структуры в ДНК крыс при у-облученни in vitro с увеличением 
дозы линейно возрастает, составляя при дозе 5 кр 3,8 • 10-4 (один дефект 
на 2600 пар нуклеотидов). Предел чувствительности к.ф. метода в данных 
условиях эксперимента составляет 350 р, что отвечает одному локальному 
расплетанию на 35000 пар нуклеотидов.

Приведенные данные свидетельствуют о применимости метода к.ф. 
для исследования радиационных повреждений в ДНК при сравнительно 
низких дозах.

По-видимому, повреждения вторичной структуры в облученной ДНК 
могут вызываться всеми типами радиационных повреждений первичной 
структуры. В таком случае к.ф. метод позволяет определять суммарное 
количество дефектов вторичной структуры независимо от природы соот­
ветствующих химических нарушений.
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