
ՀԱՅԿԱԿԱՆ ՍՍՀ ԳԻՏՍԻԹՅՈԻՆՆԵՐԻ ԱԿԱԴԵՄԻԱ: ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԳԵՍ 
АКАДЕМИЯ НАУК АРМЯНСКОЙ ССР. БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ 

° т. XXIX, № 6, 1976

УДК 547.963.3:535.31

Н. И. ЯКОВЛЕВА, Л. А. РУХКЯН, В. Н. СОЙФЕР

ОБРАЗОВАНИЕ ОДНОНИТЕВЫХ РАЗРЫВОВ В ДНК БАКТЕРИЙ, 
НОРМАЛЬНЫХ И ДЕФЕКТНЫХ ПО УФ-СПЕЦИФИЧЕСКОЙ

ЭНДОНУКЛЕАЗЕ, ОБРАБОТАННЫХ ОДНОМОЛЯРНЫМ 
ГИДРОКСИЛАМИНОМ

Установлено, что обработка Е. coli uvr + и Е. coli uvr - гидроксиламином приво­
дит к возникновению в ДНК сходного числа однонитевых разрывов как в кислород­
ной среде, так и в условиях аноксии. Однонитевые разрывы, образующиеся в ДНК 
этих клеток после обработки их пЩ|роксиламинс»1 в среде с достаточно высоким ос­
мотическим давлением, возможно, обусловлены опосредованным действием каких-то 
ферментов.

Гидроксиламин широко используется как мутаген в экспериментах 
с вирусами и прокариотами [5, 9, 14], клетками культуры тканей .мле­
копитающих и человека [1, 8, 13, 15] и растениями [7,10, И]. В серии 
экспериментов с бактериофагами лямбда, обрабатывавшимися внекле- 
точно гидроксиламином, а затем в опытах с бактериями Е. coli uvr А + 
и uvr Аб было установлено, что повреждения ДН'К, вызванные гидро­
ксиламином, не репарируются с участием, uvr А-гена [2, 16, 17]. Было 
также показано, что обработка 1-молярным гидроксиламином ингиби­
рует синтез ДНК [3], причем задержка синтеза продолжается в тече­
ние 2—3 часов после удаления его из культуральной среды. Одна из 
возможных причин ингибирования синтеза ДНК может быть связана 
с нарушениями ее вторичной структуры (в частности, с появлениями 
однонитевых разрывов в молекулах ДНК), препятствующими нормаль­
ной работе ДНК-полимераз.

■В связи с этим представляло интерес выяснить, во-первых, вызы­
вает ли обработка растворами 1 М гидроксиламина появление однони­
тевых разрывов в структуре ДНК бактерий перед началом их репли­
кации и, во-вторых, связано ли восстановление синтеза ДНК с процес­
сом репаративного устранения из ДНК этих нарушений. Поскольку 
действие гидроксиламина может быть опосредовано через образование 
перекисных соединений, были проведены аналогичные опыты в условиях 
аноксии (пробулькивание азота через инкубационную среду с клет­
ками).

Материал и методика. Для исследований использовали бактерии Е. coli uvr+ 
thy+ (АВ 1157). Е. coll uvr+ thy- (AB 2497), E. coll uvr- thy+ (AB 1886) и E. coll 
■uvr- thy - (AB 2500), любезво предоставленные нам проф. К. Смитом (США). Методы 
выращивания бактерий и применявшиеся среды описаны ранее [3]. Исследовали дваж- 

.ды перекристаллизованные препараты солянокислого гидроксиламина (Koch Light,
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Англия). Бактерии выращивали в синтетической среде с НЗ-тимидином (2 мккюри/мл 
до концентрации 5.10?—4.1Q8 клеток/мл), затем их отмывали, ресуспендировали в ми­
неральной среде [3], выдерживали 1 час при температуре 25°С и обрабатывали рас­
твором 1 М гидроксиламина в 1 М NaCl (pH 6,6—7,0) в течение часа при t— 25°С. 
Бактерии осаждали центрифугированием для удаления гидроксиламина, рссуспенди- 
ровали в буфере 0,015 М ЭДТА+0.15М NaCl, дважды центрифугировали и ресуспен- 
дировали в 0,3 мл 20% сахарозы+0,05 М трнс-HCl (Koch Light)—pH 8,0, переносили 
в водяную баню (37°С), добавляли 1 мл лизоцима фага Т4 (Calbiochem) в конечной 
концентрации 100 мкг/мл, через 2 мин добавляли 0,1 мл пролазы (Calbiochem, В. 
grate)—в конечной концентрации 200 мкг/мл и еще 2 мин 0,05 мл 2% раствора натрий 
додецилсульфата (N. В. С. США). После 30-минутной инкубации при 37°С получен­
ные сферопласты (0,1 мл) наслаивали па щелочной сахарозный градиент (5—20%), 
па который предварительно было нанесено 0,1 мл 1 N NaOH в 4% сахарозе. Для 
создания градиента применяли /раствор сахарозы, приготовленный в буфере >(0,1 М 
NaOH; 0,7 М NaCl; 0,01 М трис НС1; 0,0001 М ЭДТА). Градиент наслаивали с 
помощью градиент-формера фирмы Бекман (США). Центрифугирование проводили 
при 20°С in роторах SW 41 и SW 50.1 'в ультрацентрифуге Сп-инко—L 2—65 лрн 30 
тыс. об/мин в течение 75 мин. По окончании центрифугирования (содержимое про- 
б1грок фракционировали с помощью устройства для фракционирования (форма Бек­
ман), соединенного с перистальтическим насосом «Мультиперпексэ (фирма LKB, 
Швеция).

Фракции (по 3 капли) собирали на бумажные диски диаметром 25 мм (Ватман 
3 ММ, Англия). Диски высушивали, промывали 5% трихлоруксусной кислотой и во­
дой, затем подсчитывали радиоактивность в толуоловом сцинтилляторе [4] (радио­
спектрометр Mark-11, Nuclear Chicago).

Результаты и обсуждение. Полученные данные показали, что об­
работка бактерий Е. coli раствором 1 М гидроксиламина в среде 1 М 
NaCl приводит к возникновению в ДНК большого числа однонитевых 
разрывов (рис. 1). На количество возникающих разрывов не оказыва­
ет влияния uvr A-ген, поскольку в экспериментах был обнаружен сход­
ный профиль седнментограмм ДНК бактерий линии АВ 1157 с нор­
мальными репарирующимн ферментами и ДНК бактерий линии А'В 
1886 (мутант по uvr А-гену).

В тех опытах, где обработанные гидроксиламином бактерии инку­
бировались в течение 2 час. после удаления гидроксиламина из среды 
с помощью двукратного центрифугирования суспензии клеток, не было 
замечено существенного изменения профиля седнментограмм. В этих 
опытах также не .выявились различия в поведении клеток с нормальным 
геном uvr+ и клеток с дефектом по УФ-специфичной эндонуклеазе 
(клетки uvr Аб). Эти данные не подтверждают предположение о том, 
что в ходе инкубирования обработанных гидорксиламином клеток мо­
жет происходить устранение из ДНК однонитевых разрывов за- счет- 
активности ферментов эксцизионной репарации.

Известно, что разбавленные водные растворы гидроксиламина ин­
дуцируют в клетках и во внеклеточной среде образование перекисей 
[12], которые могут инактивировать клетки и способствовать появле­
нию мутаций. В то же время известно [6], что мутагенное действие, 
вызываемое обработкой бактериофагов разбавленными растворами 
гидроксиламина (1-10~3 и5-10~3 М), ингибируется пробулькиванием 
азота через фаговую суспензию или путем обработки суспензии катала-



Рис. 1. Седиментограммы ДНК, выделенных из бактерий АВ 2497 и АВ 2500, обработанных гидроксиламином в среде с кислородом, а —бак­
терии Е. coli К 12 uvr+ (АВ 2497); б —^бактерии Е. coli К 12 uvr- (АВ 2500). О-------- О контроль; О----------О обработка 1 М гидроксилами­
ном; • ■■■■• 2-часовая инкубация клеток в ростовой среде после обработки их гидроксиламином. По оси абсцисс—номера фракций, по оси 

ординат — доля от общей радиоактивности, ’/։■
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зой, в то время как мутагенный эффект 1-молярного раствора гид­
роксил амина не зависит от присутствия кислорода в среде и не изменя­
ется при замене его азотом. Полученные данные показали (рис. 2), что 
замена не сказывается существенно на числе возникающих в ДНК одно- 
нитевых разрывов. Профили седиментограмм оказались аналогичными

Рис. 2. Седиментограммы ДНК, выделенных .из бактерий Е. соИ АВ 1157 
и АВ 1886, обработанных гидрокснламином в условиях замены кислорода 
азотом. Ультрацентрифугирование проводили в роторе БАУ 50. 1 при 
30 тыс. об./мин в течение 75 мин. Остальные обозначения те же, что и 

на рис. 1.

тем, которые были получены в экспериментах, проведенных с кисло­
родной средой. Таким образом, приходится признать, что однонитевые 
разрывы, возникающие в ДНК клеток бактерий Е. соК иуг+՜՜ и цуг 
после обработки их растворами 1-молярного гидроксил амина, не явля­
ются следствием образования в клетках перекисей или влияния репа­
рирующих ферментов типа УФ-специфической эндонуклеазы.

В целом результаты наших экспериментов свидетельствуют о том, 
что одной из напбрлее'возможных причин ингибирования синтеза ДНК 
под влиянием обработки бактериальных клеток растворами 1 М гидро- 
кспламина является образование в ДНК этих клеток однонитевых раз­
рывов. Отмеченное нами ранее восстановление синтеза ДНК после 
2—3-часовой инкубации клеток в среде без гидроксиламина может 
быть объяснено по крайней мере тремя причинами: репарацией одно­
нитевых разрывов с помощью ферментов, отличных от цуг-генов и ра­
ботающих до начала репликации ДНК; преимущественным и быстрым 
размножением в популяции клеток таких бактерий, ДНК которых не 
повреждалась вовсе или повреждалась в незначительной степени, и, на­
конец, протеканием процесса, аналогичного пострепликативной репа-
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рации. Эксперименты показали, что вторая альтернатива исключается, 
так как накопление клеток с неизмененной или слабо измененной струк­
турой ДНК неминуемо привело бы к сдвигу кривых на седиментограм- 
мах в сторону поглощения пика ДНК не обработанных гидроксилами­
ном клеток, а этот сдвиг не был обнаружен. Выбор между первой и 
третьей альтернативами можно будет сделать после проведения экспе­
риментов на моделях ехг, гес и pol-мутантов.
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ԸՍՏ ՈՒԼՏՐԱՄԱՆՈՒՇԱԿԱԳՈՒՅՆ-ՅՈՒՐԱ2ԱՏՈԻԿ է-ՆԴՈՆՈԻԿԼԵԱՋԻ 
ՆՈՐՄԱԼ ԵՎ ԱՐԱՏԱՎՈՐ ՄԻԿՐՈՈՆԵՐԻ ՄՈՏ ԴՆԹ֊Ի ՄԻԱԹԵԼԱՆԻ 

ՃԵՂՔՈՒՄՆԵՐԻ ԱՌԱՋԱՑՈՒՄԸ 1 ՄՈԼՅԱՐԱՆՈՑ 
ՀԻԴՐՕՔՍԻԼԱՄԻՆՈՎ ՄՇԱԿԵԼՈԻ ԴԵՊՔՈՒՄ

Ամփոփում

Պարզվել է, որ E. COli UVr+ և E. Coli UVT՜ ինչպես թթվածնավոր, 
այնպես էլ անթթվածին միջավայրում հիդրօքսիլամինով մշակելիս 
նրանց ԴՆԹ-ում առաջանում են միաթելանի ճեղքումներ։ Փորձերը ցույց են 
տալիս, որ բավական բարձր օսմոտիկ ճնշում ունեցող միջավայրում, 
հիդրօքսիլամինով մշակ՛ման հետ՛ևանքով, ԴՆԹ-ում առաջացած միաթելանի 
ճեղքումները արդյունք են ոչ թե բջիջներում առաջացած պերօքսիդների կամ 
ԴՆԹ-ռե պ՛արացն՛ող ոլլտրա մ ան ուշա կա գույն-յուրահա՛տուկ էնդոնաւկ՚լեազ տի­
պի ֆերմեն՛տն՛երի, այլ, հա՛վանաբար, ՛պայմանավորված են ներբջջային 
այլ ֆերմենտների ազդեցու՛թյամբ։
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