
Summary 

The radioresistance of yeast cell Sacch. cerevisiae is determined by several genes; 
their mutations result in the UV sensitivity (uvsb uvs2) only or in the sensitivity to 
UV-light and ionizing radiation (xrs2, xrs4). 

li is established that the cells of radiosensitive mutants show higher capacity for 
photoreactivation than the wild type cells. 

The mutations uvsx and uvs2 increase the frequency of the UV-induced mutations 
to serinresistance sharply, but xrs2 and xrsA decrease it. 

The experimental and literary considered data allow to affirm that UV-induced mu
tations appear as errors in repair process. 
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ИЗУЧЕНИЕ Д Е Й С Т В И Я Р Я Д А Д Е Н А Т У Р И Р У Ю Щ И Х Д Н К 
А Г Е Н Т О В НА Г И Г А Н Т С К И Е Х Р О М О С О М Ы С Л Ю Н Н Ы Х Ж Е Л Е З 

Н Е К О Т О Р Ы Х Х И Р О Н О М О Н И Д 

А. Ф. Смирнов, М. М. Цирульников, М. Г. Смарагдов 

В настоящее время имеется относительно небольшое число работ, 
в которых изучаются закономерности воздействия ряда повреждаю
щих нуклеиновые кислоты агентов на хромосомы, причем только в 
части из них используются точные физические методы (Maclnnes, 
Uretz, 1966, 1967; Nash, Plaut, 1964). И в этих немногочисленных рабо
тах выводы делались на основании очень незначительного числа экспе
риментов и статистически не удостоверялись. В данном исследовании 
сделана попытка изучить воздействие ряда денатурирующих ДНК 

44 



f t . ш. v-

агентов с помощью измерения интенсивности люминесценции акриди
нового оранжевого в комплексе с ДНК в двух областях спектра. 

М а т е р и а л и м е т о д ы . В работе использовались хромосомы 
слюнных желез личинок рода Chironomus (Ch, plutnosus, Ch. dorsalis 
и др.)- Препараты получались по следующей методике, основанной на 
модификации метода Ристоу и Арендса (Ristow, Arends, 1968). 

120 отпрепарированных желез помещали в центрифужную пробирку 
с 0,5 мл буфера 1 Ристоу. Далее добавили 0,01 мл 0,5% раствора про-
иазы на 5 мин. После обработки ферментом количество буфера в про
бирке доводили до 10 мл и далее добавляли 1 мл 10% раствора твина 

Препарат 
ДРШ-250 

Принципиальная блок-схема люминесцентного цитофо-
тометра. 

80 и 0,15 мл 10% раствора дезоксихолата натрия. Пробирку с выде
ленными железами помещали в холодильник на 20 мин для подавления 
активности фермента. В течение 10—15 мин в пробирке, взятой из хо
лодильника, проводилось осторожное ресуспензирование для получения 
взвеси из разрушенных желез. Полученную взвесь фильтровали через 
двойной слой кисеи. Фильтрат центрифугировали Ъмин при 1500об/лшл. 
Иадосадочную жидкость сливали, а осадок подвергали окраске акриди
новым оранжевым (разведение 1 : 1000 на исходном буфере, рН—7,0) 
в течение 10 мин. После окраски осадок подвергали двух-, трехкратной 

•промывке. В полученный после отмывки осадок добавляли 1—2 капли 
исходного буфера и взвесь пипеткой переносили на предметное стекло, 
охлажденное на сухом льду. Предметные стекла слегка подсушивали. 
На высушенное стекло наносили каплю заключающей среды Шалумо-
вича и заклеивали покровным стеклом. В результате получали ядра н 
хромосомы, свободные от цитоплазмы и лежащие на темном фоне, что 
способствовало количественным исследованиям. 
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В опытах проверяли воздействие ряда химических к физия I 
агентов на структуру хромосомальной ДНК. Химическую и тер>| 
скую обработку проводили перед окраской. В тех случаях, когда ^ 
риал подвергался химическому воздействию, после обработки след; i 
двух-трехкр'атная промывка с последующим цецтрифугйрок \ 
(5 мин при 1500 об/мин). Визуальное наблюдение люминесценции I 
мосом проводили на микроскопе МЛ-2. Степень нативности ДНК • 
мосом оценивали по величине коэффициента а, равного отнод * 
интенсивности люминесценции в красной и зеленой областях сп i 
(Mad nnes, Uretz, 1966; Rigler, 1967; Зеленин, 196/). Значение коэЗ. 
циента определялось на собранной нами установке для определен 
интенсивности люминесценции клеточных структур. Прибор собран на 
базе микроскопа МУФ-ЗМ и принципиальная блок-схема его приведем 
на рисунке, 

Таблиц! 
Действие рзда физических и химических агентов на хромосомы в сериях 

с формальдегидом н без него 
(данные по сравнении.) peay.n.TaTim в сериях) 

К , м , „ [ 

'dif Р 

НС1 

серия I® 
1- я серия, ламер через 24 ч ~" 
'2-1! « р и я - L 

CH sCOOH 
1 -я серия ^ 
2- я серии | 2® 

H C O N H , 

I -я серия . . • ! 20 
2-я серия • : 20 

Термообработка j 
1- я серия | 20 
2- я серия , ' 20 
1-я серия, замер сразу 1 10 
1-я сери», замер через 44 ч . . . . . . . . . . 10 

1,7 

2,8 
•Л,9 

1,3 
2.3 

3,8 
2,4 
4,0 
3,6 

2,7 0,05 
6,4 0,01 

3,0 ' 0,01 

3,2 : 0,01 

! 

4,69 | 0,01 

0,8 . >0,05 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Были проведены следующие 
эксперименты: . * 

Контроль J— препараты хромосом, неподвергавшихся воздействию. 
контроль Л —хромосомы нз 10 мин помещались в 20% раствор 

формальдегида у 

Ш ш т ш § С ^ ^ т ° * ? Л ^ 1 н - Н С 1 ' 4 9 % СНзСООН, 97%. 

Ш1
 G 2 2 l ' a - ^ формальдегид (1 12), 98% CH 3COOH ^ 

• ч ^ 7 \ £ ° Р > м л д а . Все обработки по 0 мин. 

' * f l f e a (S, nS rf белков по м , 

• * & Ш Т Ч £ ^ 1 Ч п Р ^ « ^ » ^ С 1 у ^ ^ # Я З в о е - время пос-

* У ^ Х в & 1
 " , , , И « W № i « e из опыта, а 
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В опытах по блокированию N H 2 групп и в первом и втором кон
троле измеряли по 20 хромосом. Получены соответственно следующие 
значения а: 1,3; 0,9; 1,0. 

Для СНзСООН визуально наблюдались примерно те же законо
мерности изменения характера люминесценции препаратов, что и для 
HCi, т. е. препараты из первой серии со временем меняли характер лю-
минесценции. Для НС! более или менее стабильное значение а в сред- 'г 
нем наступало через 12—19 ч. 

В вышеизложенных экспериментах флуорохромированию подвер- fa 
гались хромосомы, заключенные в ядерную оболочку или лишенные ее, 
т. е. в отличие от других экспериментов подобного рода отсутствовали 4 

клеточная мембрана (Nash, Plaut, 1964; Смирнов, Цирульников, 1969). 

Таблица 2 ,« 
Сравнение характера флуоресценции хромосом, ' 

обработанных рядом агентов и необработанных \ * 

Лгект 'dif p 

н а 
1-я серия, замер через 24 ч . . , . 4,12 0,(11 

СН а СООН 
8,(i,i 

10,10 
0,01 
0,(1! 

Термообработка 

Блокировка NH X групп 

8,N 
9,2(1 
1 (i0 
4,(10 

0,01 
(1,01 
0,0л 
O.OI 

Бе отсутствие, очевидно, дало возможность работать уже с несколько 
меньшими концентрациями флуорохрома при использовании тех же ци
тохимических критериев. Согласно этим критериям нативная ДНК дает 
зеленую люминесценцию в комплексе с АО, одпонитчатая ДНК— 
красную. 

Эксперименты по воздействию на хромосомальную ДНК использо
ванных денатурирующих агентов во всех случаях привели к достовер
ному сдвигу цвета люминесценции (изменение величины коэффициента 
а). Результаты этих опытов сведены в таблицу. По силе воздействия 
имеется тенденция к построению следующего ряда: 

^термическое воздействие — 3 — 2,4 ^ 
НС1 — С Н а С О О Н / ! 

а — 5,1 а — 3,9 х ф о р м а м и д — а — 2,3 

Сравнение результатов из 1-й и 2-й серий опыта и обнаруженное в ; 
этом случае достоверное различие позволяют говорить о том, что дан- <, 
ные агенты вызывают именно денатурационные изменения. В пользу :;• 
последнего предположения служит то, что во втором случае яспользо- •; 
вался формальдегид, который, с одной стороны, легче вступает в реак- | 
цию с денатурированной ДНК, а с другой —почти полностью блоки- [; 
рует ренатурационный процесс (Мармур и др., 1965). Сам же формаль-
Дегид не вызывает -никаких изменений характера флуоресценции по \ 
сравнению с контролем (контроль 1: а —0,9; контроль 2: а—1,0, twr~ \ 
1,6, Р — 0,05). Факт постепенного «выцветания» хромосом, обработан- j 
ных НС1, косвенно указывает на то, что здесь происходит процесс де- | 
натурации-ренатурации, поскольку воздействие видимой части спектра 
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•и ультрафиолета проверялось экспериментально. На некоторых д Р № 

объектах подобный процесс был обнаружен. Риглером и др. (щ 
и др , 1969). В опытах этих авторов в отсутствие формальдегида-' 
охлаждения препарата обнаруживалась типичная реиатурационная ц 
вая (Rigler и др., 1969). В наших опытах а после «выцветания» 4 
билизируется не на уровне 0,9, как это должно быть в норме, а на зщ 
чительно более высоком (а с 7—8 изменяется через 12 — 19 ч до 3-е 
Значит, в данном случае процесс ренатурации не доводится до коЫ 
а происходит восстановление на 50—60% по отношению к норме. Таи] 
образом, есть основание считать, что здесь имеет место нетождествен] 
ное восстановление паранекротического состояния наследственного 
щества по Лобашеву (1947). Согласно парапекротпческоп гипотезе, ц| 
кие нетождественные восстановления паранекротического состояния 
дальнейшем могут реализоваться как мутации (Лобашсв, 1947), 

Нужно также отметить факт различного протекания процесса я 
натурацип-ренатурации при воздействии на гигантские хромосомы yd 
лачных факторов. В случае формамнда процесс ренатурации протекай 
быстро, п визуально лаже трудно заметить какие-либо изменен^ 
(Nash, Plant, 19G4). Более заметен этот процесс и случае кислотна 
.ii-i.jirvpauitii. При термообработке остается неиптгпгым наличие доств! 
1Чр!И)й риниты между илгревом в серии 1 и 2 (''• а • 2,4). 

\\;iiunmiv и Уретц (.Machines, Uret/. НИИ») ечнтакп, что характЫ 
флуоресценции гигантских хромосом очень е н л и т i:titiicirr от наличии 
ядерных белков, так как белкп хромоеом е помощью \ Н 2 груш] 
связывают Р О г группы Д1П\ н конкурируют' е АС) за связи с 
саеднимп. 13 случае удаления хромосомальпы.ч белков или блокировг-] 
пин К И 2 при такой трактовке следовало бы ожидать появления крас 
iiui'i люминесценции. Ниши эксперименты по ацетнлпривапню препара
том хромосом (связывание групп Х'ЬЬ) не привели к существенном!'! 
сдвигу коэффициента {сс—1,3). И хотя мы имеем достоверное отличи! 
от контроля (о — 0,9), но еще более значительно отличие от любой] 
из экспериментов опытных серий (так, самый маленький коэффициент 
в серии 2: а. — 2,3) 

Очевидно, несмотря на то, что NH? группы хромосомальпы.ч белш} 
вносят какой-то вклад в процесс связывания АО с Д Н К хромосом, вс(| 
же, нам кажется, нельзя объяснять красный цвет люминесценции хро
мосом после обработки трипсином {Maclnnes, Uretz, 19G6) только сня
тием блока белков, приводящим к освобождению боковых связей нук
леиновых кислот для последующего связывания с акридином. Возмож
но, трипсин, удаляя хромосомальные белки, тем самым устраняет экран! 
с одноименно заряженных групп Р 0 4 — а далее в результате электро! 
статического отталкивания происходит какое-то изменение копформа-| 
ции ДНК. Это объяснение тоже приводит к ряду противоречий. Необ
ходимо изучить этот вопрос подробнее. 

Тема этой статьи была предложена М. Е. Лобашевым, который по
стоянно проявлял интерес к работе и оказывал помощь в ходе экспе-j 
риментов. 

ВЫВОДЫ 

1. Клеточная мембрана, каким-то образом црепятствует проникно
вению АО в цитоплазму клеток слюнных желез. 

2. Показано количественно, что НС1, СН 3 С00Н, HCONH 2 ) термиче-j 
•екая обработка вызывают увеличение коэффициента а. I 

i Имеется тенденция к построению определенного ряда по силе! 
агентами^* (

н а хромосомы (сдвиг величины а вышеперечисленным^ 
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4. Есть основание полагать, что воздействие данных физических и 
химических агентов на хромосом ал ьную ДНК является процессом де-
натурации-ренатурации. 

5. В случае НС1 обнаружено неполное восстановление первоначаль
ной величины коэффициента а, которое объясняется нетождественной 
ренатурацией. 

6. NH2 группы хромосомальных белков вносят какой-то вклад в про
цесс связывания АО с ДНК: 

Summary 

The effect of several agents on chromosomes obtained from salivary glands of 
Chironomus has been studied by the method of luminescent analysis. 

It has been shown that the treatment with HC1, acetic acid, formamide and high 
temperature changes the spectrum of luminescence of the giant chromosomes comparing 
to the control. In case of treatment with HC1 it has been found that as a result of 
denaturation the coefficient a have incomplete restoration comparing to the original 
value. The agents studied are ordered in a row according to the level of their denatu
ring effect. 

The effect of NH£-groups of chromosomal proteins on the type of fluorescence of 
chromosomes was not significant. 
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ИЗУЧЕНИЕ Э Ф Ф Е К Т А ТЕМПЕРАТУРНОГО ПОСЛЕДЕЙСТВИЯ 
НА ЧАСТОТУ ВТОРИЧНОГО НЕРАСХОЖДЕНИЯ И ПОТЕРИ 

Х-ХРОМОСОМ ПРИ ОБЛУЧЕНИИ САМОК Д Р О З О Ф И Л Ы * 

М. М. Тихомирова, Н. В. Глотов 

Одним из основных феноменов, наблюдаемых при изучении радиа-
ционно-индуцированной анеуплоидии по ^-хромосоме в оогенезе дрозо
филы, является значительное преобладание числа самцов Х0 над чис
лом самок XXY в потомстве облученных самок. С увеличением дозы 
облучения это преобладание становится все более выраженным. Анализ 
разнообразных экспериментальных ' данных — кривых, доза-эффе,кт 
(Traut, 1962, 1964), зависимости частоты радиационно-нндуцированных 
гипоплоидов от размера хромосомы (Grell, Munoz, Kirschbaum, 1966; 
Закиев, Глотов, 1969), сравнительной эффективности рентгеновых лучей 
н быстрых нейтронов (Тимофеев-Ресовский и др., 1971) и, наконец, эф
фекта температурного последействия {Тихомирова, 1961, 1967; Тихоми-

. * Работа выполнена в Ленинградском государственном университете на кафедре 
генетики и селекции и в Институте медицинской радиологии АМН СССР в Обнинске. 

4 Зак. 529 49 


