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ОПРЕДЕЛЕНИЕ КВАНТОВЫХ ВЫХОДОВ 
ФОТОРАЗРЕЗАНИЯ ДНК ЛАЗЕРОМ В ПРИСУТСТВИИ 
ЙНТЕРКАЛИРУЮЩЕГО И НЕИНТЕРКАЛИРУЮЩЕГО 
ХРОМОФОРОВ 

Изучали эффекты фоторазрезания ДНК в присутствии бромистого зтидия (ЕВ) и 
рибофлавина (RF). Облучение ДНК УФ-лазером (337 нм) с интенсивностью в импуль-
се 55 кВтхм2 β присутствии EB ила RF приводит /: возникновению одне- и де у нитча-
тых разрывов в суперспирализованной форме ДНК плазмиды pBR322. Определены 
квантовые выходы фо тс разрезан иг, ДНК, равные 0,6- 10~т> (в присутствии ЕВ) и 
З.в-10 ~ъ (в присутствии RF). 

Введение. Действию лазерного излучения на биомолекулы (белки 
Д Н К ) клетки уделяется большое внимание в связи с его мутагенным 
эффектом, возможностью направленно воздействовать на определенные 
сайты Д Н К и генома клеток [1—3]. Мутагенный эффект лазерного из-
лучения может быть обусловлен как прямым действием излучения на 
молекулу Д Н К , так и опосредованно: через нарушения систем фермен-
тативной репарации или путем передачи энергии с донора (хромофор) 
на акцептор ( Д Н К ) . Теоретически проблема лазерного фоторазреза-
ния Д Н К , зависящего от нелинейных эффектов, возникающих в систе-
ме Д Н К — хромофор, рассмотрена в работе [4]. При этом исследовали 
лишь синтетические красители-интеркаляторы, которые в результате 
взаимодействия с Д Н К по интеркаляционному типу образуют «плот-
ный» контакт между хромофором — донором энергии и ДНК-акцепто-
ром, что обеспечивает высокую эффективность миграции энергии с хро-
мофора на Д Н К . В то же время представляет интерес изучение возмож-
ностей фотодеградации Д Н К природными соединениями-хромофорами, 
не обладающими мутагенными свойствами. Отличительной чертой мно-
гих природных хромофоров (витамины, коферменты и т. п.) в сравне-
нии с синтетическими является отсутствие способности ннтеркалировать 
в Д Н К . Проблемы передачи энергии с хромофора-донора, неспособ-
ного к интеркаляции, на Д Н К с последующим ее фоторазрезанием ос-
таются неизученными. 

В данной работе, используя анализ возникающих одно- и двунит-
чатых разрывов в циркулярно замкнутой Д Н К плазмиды pBR322, ис-
следованы характеристики и определены параметры фоторазрезания 
Д Н К азотным лазером (337 нм) в присутствии бромистого этидия (ЕВ, 
типичный интеркалятор) и рибофлавина (RF) , неспособного ннтерка-
лировать в Д Н К - RF (витамин B2) является естественным компонен-
том клетки, в частности, входит в состав ферментов фотореактивации 
поврежденной Д Н К [5]. 

Материалы и методы. В работе использовали: EB («Sigma», США) , 
RF, агарозу («Chemapol», Ч С Ф Р ) , Д Н К pBR322 ( Н П О « Б И О П О Л » ) . 
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Концентрацию ЕВ, RF и Д Н К определяли спектрофотометрически, 
используя коэффициенты молярной экстинкции: Е48о = 5600, Е455= 11300 
и Егбо = 7050 М - 1 см - 1 соответственно. Концентрация Д Н К pBR322 в 
опытах была равна 6-Ю" 4 или 3 ·10" 4 М; R F - 0 , 8 - I O " 4 М; ЕВ — 

• 3 - Ю - 5 М . 
Электрофорез Д Н К проводили в 0,7 %-м агарозном геле в буфе-

ре: -40 мМ трис-ацетат, 2 мМ ЭДТА, рН 8,0. Электрофореграммы ана-
лизировали на спектрофлюориметре «Элюмин-2М», оборудованном при-
ставкой для сканирования гелей и фотооттисков. 

Препараты облучали импульсным азотным лазером ЛГИ-21 (час-
тота следования импульсов 100 Гц, длительность импульса 10 не, энер-
гия импульса 39 мкДж, длина волны генерации 337 нм) в планшетах 
из оргстекла. Плотность мощнос-
ти облучения контролировали с 
помощью неселективного пиро-
электрического приемника излу-
чения ( Н П П И ) (Ин-т физики АН 
Украины). 

Рис. 1. Р а с т е п л е н и е Д Н К pBR322 ла-
зерным излучением: 1—ДНК pBR322 
в 0 ,03 MxVl растворе ЕВ, необлученная 
л а з е р о м (контроль) ; 2—6 — Д Н К 
(0,3 м М ) в присутствии E B (0,03 м М ) , 
облученная азотным лазером . В р е м я об-
лучения (мин) : 2 — 1 0 ; 3 — 30; 4 — 
60; 5 — 120; £ — 1 8 0 (I — суперспира-
л и з о в а н н а я ф о р м а Д Н К pBR322, II — 
р е л а к с и р о в а н н а я , с о д е р ж а щ а я один или 
более однонитчатых разрывов , III — ли-
нейная ф о р м а Д Н К ) . 

Результаты и обсуждение. На рис. 1 представлены результаты 
электрофореза Д Н К pBR322, облученной в присутствии EB с различ-
ной экспозиционной дозой. Увеличение времени облучения уменьшает 
долю суперспирализованной формы I Д Н К в результате возникновения 
одно-(OP) и двунитчатых (ДР) разрывов в молекуле ДНК- Одновре-
менно с уменьшением доли формы I Д Н К доля релаксированной фор-
мы II Д Н К сначала увеличивается, а затем уменьшается в результате 
появления Д Р . 

Такие же эксперименты были проведены по облучению лазером 
комплексов Д Н К плазмиды pBR322 с RF. 

Д л я определения зависимости доли суперспирализованных молекул 
Д Н К (без OP) от среднего числа OP, приходящихся на одну стандарт-
ную молекулу Д Н К pBR322 (х\), использовали распределение Пуассо-
на. При этом предполагалось, что OP распределяются по молекуле 
Д Н К случайно и их среднее количество на молекулу Д Н К pBR322 
(4400 п. о.) не превышает тысячной доли общего числа возможных раз-
рывов. Тогда, согласно закону Пуассона, доля молекул с г OP связана 
со средним количеством OP на молекулу Д Н К pBR322 следующим 
образом: 
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Исходя из уравнения (1) доля молекул с г = Ot т. е. доля суперспи-
рализованной формы Д Н К pBR322, зависит от среднего количества 
(Xi) O P экспоненциально: 

При ЭТОМ изменение ДОЛИ суперспирализованной Д Н К ( P s c ) опре-
деляли, измеряя площадь соответствующего пика на денситограммах 
(см. рис. 1). Полученные данные представлены на рис. 2. Количествен-
ный анализ зависимости OP от дозы лазерного излучения позволил оп-

( і ) 

(2) 



ределить скорости возникновения O P X1/t, равные 0,6 и 0,08 мин - 1 для 
комплексов Д Н К с EB и R F соответственно. Скорость образования раз-
рывов в Д Н К связана с квантовым выходом (Q) разрывов следующим 
соотношением [2]; 

Рис. '2. Зависимость среднего количества однонитчатых разрывов (х\), приходящихся 
на одну молекулу Д Н К плазмиды pBR322, от дозы лазерного облучения в присутст-
вии: a — E B ( 3 - 1 0 - 5 M ) ; б — R F (0 ,8 -10 - 4 M) 

[2] сечение няя интенсивность излучения лазера ; а а = 5*10-17 см2 

поглощения при длине волны генерации лазера . 
Из уравнения [3] квантовый выход фоторазрезания Д Н К Q = 

= ( 0 , 6 + / — 0 , 2 3 - 1 0 - 5 ) . 
Полученное нами значение примерно в 3 раза меньше Q, опреде-

ленного в работе [4] при интенсивности излучения азотного лазера 
150 мВт/см2 . Меньшее значение Q в нашем 
случае, по-видимому, обусловлено нелиней-
ным механизмом возбуждения хромофора, 
поскольку мы использовали меньшую, не-
жели в работе [4[ , интенсивность УФ-об-
лучения (55 кВт / см 2 ) . 

Рис. 3. Изменение интенсивности флюоресценции RF 
в комплексе с Д Н К . /7O, F — интенсивность флюо-
ресценции RF в отсутствие Д Н К и при данной кон-
центрации Д Н К соответственно; Ca, M — концентра-
ция Д Н К (моль фосфатов/л) . Длина волны возбуж-
дения 480 нм; регистрации флюоресценции — 550 нм 

Д л я анализа действия лазерного излучения на Д Н К в комплексе 
с хромофором необходимо знать константу ассоциации (ZCa) красителя 
с Д Н К . Мы определили К R F флюоресцентным методом, считая, что 
при взаимодействии с Д Н К (азотистыми основаниями Д Н К ) происхо-
дит полное тушение флюоресценции R F [5, 6] . Исследуя тушение флю-
оресценции при титровании R F раствором Д Н К , можно оценить конс-
танту ассоциации (Ka) R F с Д Н К по формуле [5]: 
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где А1 ch — количество хромофоров на молекулу, определенное на осно-
вании константы ассоциации EB с Д Н К Ka = 3-105 M - 1 [4]; / — сред-

(3> 

где ν = ( / 7 O—F) /F 0 — доля связанных молекул RF; F — интенсивность 
его флюоресценции в отсутствие Д Н К ; Cd

f = Cd—V-Cr — концентрация 
свободной Д Н К в растворе; Cd и Cr — концентрации Д Н К и RF в рас-
творе. В случае, когда Cd>v-Cri Cd

f^Cdi что отвечает условиям наших 
измерений, уравнение (4) преобразуется следующим образом: 

(5) 

(4) 



На рис. 3 представлена зависимость флюоресценции R F (F^F) от 
концентрации Д Н К · Из наклона графика в соответствии с уравнением 
(5) находим /Ca = 38 ,2+ /—0,9 M"1 . 

Полученная Kn близка к значениям Ka для низкомолекулярных 
комплексов R F с изолированными азотистыми основаниями и нуклео-
зидами [5, 6] , что свидетельствует о незначительном вкладе эффекта 
интеркаляции во взаимодействие R F с Д Н К . 

Пользуясь выражением (3), считая сечение поглощения равным 
1,8· IO-17 см2 и константу ассоциации K=38,2+/—0,9 М - 1 , можно оп-
ределить выход O P в Д Н К : Q = (3 ,6+ /—0,4) · IO"5. 

Сравнение квантовых выходов O P для EB и RF, полученных в дан-
ной работе, показывает, что R F является более эффективным индукто-
ром O P в Д Н К , несмотря на то, что условия для переноса энергии на 
Д Н К , по-видимому, хуже (отсутствие «тесного» контакта между хро-
мофором-донором и акцепторами, наблюдающееся при интеркаляции в 
Д Н К ) . Флавиновый хромофор в окисленной форме высокоэлектрофи-
лен [ 7] и в возбужденном состоянии в присутствии доноров электро-
нов способен захватывать электрон и восстанавливаться [5, 6] . Изу-
чение взаимодействия R F с пуринами и пиримидинами [5—7], а т а к ж е 
проведенные нами исследования взаимодействия его с Д Н К показыва-
ют, что комплексообразование R F с азотистыми основаниями и Д Н К 
обусловлено переносом заряда на R F в основном состоянии. Можно 
предположить, что при переносе двухквантового возбуждения R F на 
фосфодиэфирные связи и азотистые основания Д Н К эффект повреж-
дения последней усиливается за счет акцепции электрона молекулой 
R F и продуцирования радикальных состояний в Д Н К -

Р е з ю м е . Вивчали ефекти фоторозрізання Д Н К у присутності бромистого ети-
дію (ЕВ) та рибофлавіну (RF) . Опромінення Д Н К УФ-лазером (Э317 нм) з інтенсив-
ністю в імпульсі 55 кВт/см2 за умови присутності EB або R F призводить до виник-
нення одно- та двонитчастих розривів у суперспіралізованій формі Д Н К плазміди 
pBR322. Визначено квантові виходи фоторозрізання Д Н К , що дорівнюють 0,6· I O - 5 

(у разі EB) та 3,6· 10-5 (у випадку RF) . 

S u m m a r y . Ef fec t s of DNA photoc leavage in presence of e thidium bromide (EB) 
and r iboflavin (RF) w a s studied. I r rad ia t ion of DNA by UV-Iaser (337 nm) wi th 
pulse in tensi ty 55 kW/cm 2 in presence of EB or RF induce s ingle- and double-s t rand 
breaks in supercoiled form of pBR322 DNA. Q u a n t u m yields of DNA photoc leavage 
were equal to 0,6· 10~5 for EB solution and 3,6 · 10~5 for R F solut ion. 
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