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Природа  и  возможные  механизмы  образования 
потенциальных  мутаций,  возникающих  при 
появлении  тиминовых  димеров  после  облучения 
двухцепочечной  ДНК  ультрафиолетовым  светом 

Е.  А.  Гребнева 

Донецкий  физикотехнический  институт  Н А Н  Украины 

Ул.  Розы  Люксембург,  72 ,  Донецк ,  83114,  Украина 

Email:  greb@host.dipt.donetsk.ua 

Предполагаются  механизмы  мутагенеза,  вызванного  УФоблучением.  Предполагается,  что  основ

ными  повреждениями,  приводящими  к  транзициям,  трансверсиям,  мутациям  сдвига  рамки 

считывания  и  сложным  мутациям,  являются  изменения  таутомерного  состояния  нуклеотидных 

оснований,  нарушающие  характер  их  спаривания.  Обосновываются  механизмы  образования  таких 

таутомерных  форм.  Сильное  возбуждение  колебаний  при  безызлучательном  девозбуждении  ДНК, 

поглотившей  УФквант  с  триплетного  электронного  уровня  энергии,  приводит  к  изменению  длин 

водородных  (И)  связей  как  в  парах  оснований,  образующих  димеры  типа  циклобутановых 

пиримидиновых  димеров,  так  и  в  парах  оснований,  не  являющихся  их  частью.  Показано,  что 

мутационными  являются  те  димеры,  в  которых  произошло  изменение  таутомерного  состояния 

оснований.  В  этом  состоит  одно  из  главных  отличий  предлагаемой  модели  от  общепринятой,  где 

полагается,  что  с  точки  зрения  мутагенности  все  димеры  одинаковы,  а  ДПКполимераза  иногда 

ошибается,  случайно  встраивая  некомплементарные  основания. 

Основные  проблемы  УФмутагенеза.  Облучение 
молекулы  ДНК  ультрафиолетом  (УФ)  индуцирует 
в  ней  некоторые  физикохимические  изменения 
[1—14].  Эти  изменения  могут  устраняться  УФоб
лучением  меньшей  частоты  или  ферментами  репа
рации  [1, 2] .  Если  этого  не  произошло,  то  первич
ные  изменения  ДНК,  называемые  потенциальными 
изменениями  или  потенциальными  мутациями  [1 ], 
в  процессах  репликации  или  репарации  могут  пре
вращаться  в  мутации.  Их  природа  и  механизмы 
образования  в  настоящее  время  не  вполне  ясны. 
Хорошо  известно,  однако,  что  основным  видом 
повреждений  после  УФоблучения  ДНК  является 
формирование  пиримидиновых  циклобутановых 
димеров  и  (6—4)аддуктов,  образованных  с  по
мощью  двух  ковалентных  связей  (пиримидиновые 
циклобутановые  димеры)  [2—6]  или  с  помощью 
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одной  водородной  связи  между  положениями  6  и  4 

соседних  пиримидинов  ((6—4)аддукты)  [7—14]. 

Установлено,  что  (6—4)аддукты  значительно  бо

лее  мутагенны,  чем  циклобутановые  димеры  [8 ]. 

Фотоповреждения  распределяются  вдоль  ДНК 

неравномерно.  На  некоторых  ее  участках  они  обра

зуются  очень  часто,  это  так  называемые  «горячие» 

точки  мутагенеза,  а  на  других  участках,  т.  е.  в 

«холодных»  точках  мутагенеза,  они  никогда  не 

возникают  [11—14].  Более  того,  с  помощью  един

ственной  замены  основания,  удаленного  от  «горя

чей» точки  на  десятки  нуклеотидов,  можно  превра

тить  «горячую»  точку  в  «холодную»  и  наоборот 

[13,  14].  Причина  этого  явления  пока  не  выяснена 

[14].  Также  не  вполне  ясен  «эффект  соседа»,  т.  е. 

зависимость  вероятности  мутирования  данного 

нуклеотидного  основания  от  нуклеотидного  состава 

ближайшего  окружения  [15,  16]. 

Циклобутановые  димеры  и  (6—4)аддукты  вы
зывают  транзиции,  трансверсии,  мутации  сдвига 
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рамки  считывания  и  сложные  мутации,  когда  один 

участок  ДНК  заменяется  на  другой  с  иными  нук

леотидным  составом  и  длиной  [1,  2,  17—21]. 

Обычно  мутации  появляются  после  SOSреплика

ции  или  репарации  [1, 2,  17,  21—27]. Несмотря  на 

наличие  серьезных  достижений  в  исследовании  ме

ханизмов  образования  трансверсий  [28 ] или  мута

ций  сдвига  рамки  считывания  [29,  30],  тем  не 

менее,  непонятно,  почему  в одних  случаях  появля

ются  мутации  сдвига  рамки,  а  в  других,  например, 

транзиции.  Это,  очевидно,  связано  с  тем,  что  не 

существует  общепринятого  мнения  о  том,  какие 

именно  повреждения  ДНК  приводят  к  мутациям,  и 

непонятно,  как  именно  эти повреждения  превраща

ются  в  мутации  при  репликации  и  особенно  при 

репарации. 

Кроме  того,  остается  неизвестной  природа  ре

плицирующихся  нестабильностей,  коща  мутации 

появляются  через  десятки  циклов  репликации  по

сле  воздействия  мутагена  [1 ].  Непонятна  также 

работа  геновмутаторов,  в  частности,  почему  час

тота  образования  транзиции  может  возрастать  в 

десятки  тысяч,  а  мутаций  сдвига  рамки  не  более, 

чем  в  сотни  раз  [17,  30].  Перечень  подобных 

проблем  можно  продолжить. 

Чаще  всего  мутации  появляются  на  местах 

димеров  (под словом  «димер» ниже  подразумевают

ся  как  циклобутановые  димеры,  так  и  (6—4)ад

дукты).  Это  так  называемый  мишенный  мутагенез 

[19,  22,  23,  31, 32].  Иногда  мутации  появляются  в 

небольшой  окрестности  от  димера  [21,  33—35]. 

Такой  мутагенез  называется  немишенным.  Нали

чие  немишенного  мутагенеза  указывает  на  сущест

вование  в  структуре  ДНК  потенциально  мутаген

ных  повреждений,  отличных  от  димеров,  которые 

физикохимическими  экспериментами,  как  прави

ло,  не  регистрируются.  Природа  их  остается  непо

нятной  [27 ].  Известно  лишь,  что только  3—5  %  от 

общего  числа  димеров  приводит  к  мутациям  [31 ]. 

Общепринятая  теория  мишенного  мутагенеза  пред

полагает,  что  мутации  этого  типа  вызваны  случай

ным  некомплементарным  синтезом  [36 ].  Однако  из 

того  факта,  что  в  большинстве  случаев  напротив 

тиминовых  димеров  ДНКполимераза  встраивает 

аденины  [31 ],  был  сделан  вывод,  что  мутации, 

индуцированные  образованием  циклобутановых 

димеров,  вызваны  ошибочным  включением  неком

плементарных  нуклеотидов  [31 ].  Другими  слова

ми,  считается,  что  все димеры  одинаковые,  а  ДНК

полимераза  иногда  ошибается,  встраивая  по  закону 

случая  некомплементарные  нуклеотиды  напротив 

некоторых  димеров. 

Недостатки  общепринятой  теории.  Существу

ет  ряд  давно  и  надежно  установленных  экспери

ментальных  фактов,  с  которыми  общепринятая  ги

потеза  [36 ] не согласуется.  Если образование  мута
ций  связано  со  случайными  ошибками,  то  это 

означает,  что,  вопервых,  мутации  должны  образо

вываться  напротив  всех  димеров  приблизительно  с 

одинаковой  вероятностью,  причем  различные  типы 

мутаций  должны  образовываться  с  одинаковой  ча

стотой.  То же  касается  и различных  типов  мутаций 

в  различных  организмах.  Однако  реальная  ситуа

ция  принципиально  отличается  от  описанной  вы

ше.  Она,  в  частности,  была  обобщена  в  классиче

ской  монографии  Ауэрбах  [2 ].  Оказалось,  что  хотя 

образование  тиминовых  димеров  — наиболее  час

тый  вид  фотоповреждений  ДНК,  мутации  редко 

бывают  в  виде  транзиции  или  трансверсий  от  АТ 

к  другой  паре  оснований.  Так,  например,  Дрейк 

[32,  38]  исследовал  УФиндуцированные  мутации 

в  области  rll  фага  Т4.  Около  половины  из  них 

оказались  транзициями  от  пары  GC  к  паре  АТ,  а 

остальные — сдвигом  рамки  считывания.  Результат 

был  одинаковым  как  при  облучении  фага  in  vitro, 

так  и  в  клетке  хозяине.  Это  в  равной  степени 

относится  и  к  фагу,  который  перед  облучением 

сенсибилизировали  ацетофеном  [30].  В  этих  усло

виях  большинство  фотоповреждений  составляют 

тиминовые  димеры.  У  дрожжей,  например,  нет 

преобладания  того  или  другого  вида  транзиции 

[39 ].  У  сальмонеллы  большинство  мутаций  — это 

транзиции  GC  * АТ,  а  также  очень  много  тан

демных  мутаций  СС * ТТ  [40 ].  На  основании  этих 

фактов  сделан  вывод  о  том,  что  фотоповреждения 

ДНК,  отличные  от  пиримидиновых  димеров,  вызы

вают  образование  того же  типа  мутаций  и в том  же 

количестве,  что и димеры  [2 ].  О недостатках  обще

принятых  подходов  свидетельствуют  также  некото

рые  закономерности  функционирования  геновму

таторов  [17].  Например,  ген  mutD  вызывает  все 

виды  транзиции,  трансверсий  и  мутации  сдвига 

рамки  считывания.  Частота  транзиции  увеличива

ется  в  30000—60000  раз,  гомологичных  трансвер

сий — в  600—3000  раз,  а  гетерологичных  трансвер

сий — в  150—650  раз.  В  то  же  время  ген  mutS 

вызывает  только  транзиции  и  мутации  сдвига  рам

ки,  причем  частота  образования  мутации  сдвига 

рамки  возрастает  лишь  в  2—5  раз.  Таким  образом, 

классическая  гипотеза  о  случайных  ошибках  ДНК

полимеразы  противоречит  всем  этим  фактам.  Это  с 

неизбежностью  стимулирует  новые  подходы  к  изу

чению  проблем  УФмутагенеза. 

Гипотеза  Уотсона  и  Крика  —  возможный 

ключ  к  пониманию  природы  УФмутагенеза.  В 

одной  из  самых  известных  статей  в  истории  нау

ки  — работе  Уотсона  и  Крика  [41 ], высказана  идея 

о  том,  что  в  основе  явления  спонтанного  мутагене
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за  лежит  свойство  нуклеотидных  оснований  изме
нять  свое  таутомерное  состояние,  влияющее  на 
характер  спаривания  оснований.  Вскоре  Левдин 
предположил,  что  изменения  таутомерных  состоя
ний  могут  происходить  и  в  спаренных  основаниях 
ДНК  [42].  В  результате  этого  гипотеза  Уотсона  и 
Крика  получила  «второе  дыхание»  [43],  и  в  даль
нейшем  участие  редких  таутомерных  форм  в  мута
генезе  обсуждалось  неоднократно  [43—58, 89—96]. 
Так,  роль  таутомерных  переходов  в  мутагенности 
аналогов  оснований  является  уже  почти  общеприз
нанной  [44,  95].  Также  часто  обсуждается  вопрос 
о  важной  роли  редких  таутомерных  форм  в  спон
танном  [46]  и  тепловом  мутагенезе  [47].  Предпо
лагается  важное  значение  протонирования  атомов, 
участвующих  в  образовании  водородных  связей, 
для  механизмов  мутагенности  алкилированных  ос
нований  [48]. 

Ряд  работ  посвящен  влиянию  гидратации  на 
таутомерное  равновесие  оснований  [49—51 ].  Ис
следованы  различные  таутомерные  формы  димеров 
цитозина  и  УотсонКриковской  пары  гуанинцито
зин  [52].  Большое  количество  работ  посвящено 
изучению  различных  таутомерных  состояний  как 
оснований  ДНК  и других  модельных  молекул  [41— 
96].  В  настоящее  время  экспериментально  зафик
сированы  методом  ИК  спектроскопии  в  низкотем
пературной  матрице  инертного  газа  [59 ] и  в  ваку
уме  [60]  редкие  таутомерные  формы  цитозина.  В 
работах  [61, 62]  редкие  таутомерные  формы  цито
зина  и  гуанина  обнаружены  в  результате  ИКис
следований  в  низкотемпературной  газовой  матри
це,  а  в  [63 ] они  были  исследованы  для  аденина. 

Авторами  [64]  показано,  что  после  воздейст
вия  УФсвета  на  цитозин,  изолированный  в  низко
температурной  аргоновой  матрице,  он переходит  из 
основной  таутомерной  формы  в  редкие,  причем  их 
соотношение  зависит  от  интенсивности  облучения. 
В  [65]  исследовали  природу  дефектных  состояний 
в  кристаллах  оснований  нуклеиновых  кислот,  об
лученных  УФсветом,  методом  термостимулиро
ванной  люминесценции.  Сделан  вывод  о  наличии 
редких  таутомерных  форм  цитозина  в  изученных 
кристаллах. 

В ряде экспериментальных  работ  обнаружена  и 
исследована  двухпротонная  фототаутомерия  [55, 
66—71 ]. Это  явление  неоднократно  изучалось  тео
ретически  на  модельных  системах  пар  оснований 
ДНК  [72]  и  на  самих  молекулах  ДНК  [73,  74]. 
Изучена  таутомерия  оснований  нуклеиновых  кис
лот  при  участии  протонов  у  атомов  азота  и  кисло
рода  как  экспериментально,  так  и  теоретически 
[77 ],  а  в  [78 ] показано,  что  таутомерное  состояние 
этих  молекул  может  изменяться  при  участии  кар

бопротонов  — наиболее  вероятными  при  этом  ока

зались  илидные  превращения.  Экспериментальные 

работы  надежно  подтверждены  квантовохимиче

скими  расчетами  высокого  уровня  сложности  [45, 

49—52,  60,  72—74,  77—87,  92—96,  101 ]. 

Все  эти  многочисленные  экспериментальные  и 

теоретические  результаты  однозначно  свидетельст

вуют  о  том,  что  основания  нуклеиновых  кислот 

могут  находиться  в  редких  таутомерных  формах 

[41—96 ],  более  того, могут  происходить  и двухпро

тонные  переходы  в  спаренных  основаниях  ДНК 

[55,  66—71 ]. Следует  отметить,  что  переходы  про

тона  вдоль  Нсвязей  являются  очень  распростра

ненным  явлением:  они  наблюдаются  в  кислотах  и 

основаниях,  в  кристаллах,  белках,  молекулярных 

мембранах,  ферментах  и  других  системах  [97 ]. 

Опираясь  на  гипотезу  Уотсона  и  Крика,  мы 

исходим  из  того,  что  в  основе  явления  мутагенеза 

лежит  экспериментально  зафиксированное  свойст

во  оснований  при  определенных  условиях,  а  имен

но — под  воздействием  УФсвета  [64,  66—74 ]  пе

реходить  из  канонической  в  редкие  таутомерные 

формы. 

Механизмы  таутомерных  превращений  осно

ваний  ДНК  при  облучении  ДНК  УФсветом. 

Судьба  поглощенного  ДНК  УФкванта  существен

ным  образом  зависит,  с  одной  стороны,  от  нуклео

тидного  состава  соседних  пар  оснований,  а  с  дру

гой, — от  соотношения  нижайших  синглетного  (ко

роткоживущего)  и  триплетного  (долгоживущего) 

уровней  энергии  различных  оснований  [98 ].  Хоро

шо  известно  [99 ],  что  наиболее  вероятным  процес

сом  релаксации  синглетного  электронного  уровня 

является  излучение  энергии.  Ясно,  что  никаких 

повреждений  в  молекуле  ДНК  при  этом  произойти 

не  может.  Для  триплетного  уровня  наиболее  веро

ятным  процессом  релаксации  является  превраще

ние  энергии  в  энергию  колебаний  соседних  атомов 

[99].  Характерно,  что  именно  при  безызлучатель

ном  девозбуждении  и  происходит  образование  по

тенциальных  мутаций  [59,  89,  90].  Поэтому  инте

ресные и  важные  результаты  работы  [72 ] лучше  бы 

моделировали  определенный  этап  образования  по

тенциальных  мутаций,  если  бы были  выполнены  не 

для  синглетного,  а  для  триплетного  состояния. 

Хорошо  известно,  что  после  облучения  ДНК 

УФсветом  энергия  в  конечном  счете  локализуется 

на  одном  из  оснований,  приводя  к  возбуждению 

электронноколебательных  состояний  [100].  Отвле

чемся  пока  от  безусловно  важных  процессов  рас

пространения  энергии  вдоль  ДНК  [98],  полагая, 

что  все  процессы  распространения  энергии  оконче

ны  и  УФквант  локализован  на  одном  из  основа

ний.  В ряде  работ  для  пар  оснований  и  на  модель
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ных  системах  показано,  что  в  первом  возбужден

ном  состоянии  высоты  потенциальных  барьеров 
переноса  протонов  вдоль  Нсвязей  существенно 

понижаются  [72,  101,  102].  Например,  для  Нсвя

занного  димера  7азаиндола  барьеры  понижаются 

приблизительно  в  1,5  раза  [72].  Такое  изменение 

протонного  потенциала  происходит  за  время  при

мерно  10~16  с  и  в  этом  потенциале  с  некоторой 

вероятностью  атом  водорода  может  оказаться  в 

возбужденном  состоянии  [103].  Возможны  три  ка

нала  релаксации  электронноколебательных  состо

яний.  Вопервых,  это  дробная  передача  энергии  на 

соседнее  основание  с  излучением  части  энергии. 

Эти  процессы  подробно  рассмотрены  в  [98].  Они 

имеют  большое  влияние  на  вероятность  мутирова

ния  данного  нуклеотидного  основания  и  являются 

основой  для  объяснения  «эффекта  соседа»  и  меха

низма  образования  «горячих»  и  «холодных»  точек 

УФмутагенеза.  Мы  на  них  останавливаться  не 

будем.  Два  других  канала  девозбуждения  — это 

излучение  энергии  и  безызлучательная  релакса

ция.  Если  энергия  излучится,  то  система  просто 

вернется  в  основное  состояние  и  молекула  ДНК 

останется  неповрежденной.  Рассмотрим  немного 

подробнее,  какие  процессы  могут  происходить  в 

молекуле  ДНК,  поглотившей  квант  УФэнергии, 

при  ее  безызлучательном  девозбуждении. 

Известно  [104,  105],  что  в  молекуле  ДНК 

безызлучательное  девозбуждение  происходит  в  не

большом  объеме  3—5  пар  оснований.  Это  приводит 

к  сильному  «локальному  разогреву»  и  как  резуль

тат — к  возбуждению  нормальных  колебаний  осно

ваний. За  время  порядка  нескольких  периодов  этих 

колебаний  (их  периоды  ~10~ 1 4—10" 1 2  с  [106—109]) 

колебательная  система  перейдет  в  равновесие.  Ко

лебания  атомов  оснований  вызовут  изменения  рас

стояний  между  спаренными  основаниями,  другими 

словами,  длин  Нсвязей.  В  [58 ] рассчитаны  вероят

ности  изменения  длин  Нсвязей  R  на  расстояния  от 

0,01  до  0,05  нм  при  нескольких  «мгновенных  тем

пературах»  локального  разогрева.  В  [107,  ПО] 

рассчитаны  формы  потенциальных  кривых  для 

протонов  всех  трех  водородных  связей  УотсонКри

ковской  пары  гуанинцитозин  для  нескольких  длин 

водородных  связей.  Оказалось,  что  при  уменьше

нии  длины  Нсвязи  на  0,02  нм  от  равновесного 

положения  протонный  потенциал  превращается  в 

одноямный.  По  мере  же  удлинения  Нсвязи  второй 

минимум  становится  все  более  явным.  Динамика 

изменения  формы  протонного  потенциала  для  ши

рокого  спектра  изменения  длины  Нсвязи  дана  в 

[111].  Кривые  рассчитывали  для  системы  (Н 2 0) 2 , 

имеющей  параметры  Нсвязи,  хорошо  моделирую

щие  водородные  связи  в  парах  оснований  [111]. 

Водородные  связи  типа  тех,  что  образуются  между 

основаниями  ДНК,  обладают  следующим  свойст

вом.  Атом  водорода  образует  прочную  валентную 

связь  (г)  с одним  из  атомов — партнеров  по  Нсвя

зи,  а  с другим — довольно слабую  связь  (рис  1,  а). 

При  изменении  R  Нсвязи  длина  г  практически  не 

изменяется. Зато  расстояние  от  водорода до  второго 

атома  (Rr)  меняется  существенно  [112,  113]. 

Пусть  длина  R  уменьшилась  так,  что  атом  водоро

да  оказался  почти  в  центре  Нсвязи.  Для  этого 

достаточно  изменения  R  на  0,04—0,05  нм  (рис.  1, 

б).  В  этом  случае  он  образует  сильную  связь  с 

обоими  атомами  (рис  1,  б,  в).  Поэтому,  когда 

Нсвязь  начнет  удлиняться,  атом  водорода  может 

остаться  и  в  новом  положении  (рис  1,  д).  Если 

атомы  водорода,  участвующие  в  образовании  Н

связей,  будут  возбуждены  [103],  то  увеличится  их 

эффективный  радиус  (на  0 ,01  нм)  и  это  еще 

больше  увеличит  вероятность  того,  что  атом  водо

рода  останется  у партнера  по  Нсвязи.  Это  возмож

но,  поскольку  время  жизни  триплетного  состояния 

Ю"*6  с  [99],  а  время  жизни  возбужденной  Нсвя

зи  — 4Ю" 9  с  [114,  115],  в  то  время  как  харак

терные  периоды  атомных  колебаний  составляют 

~10~1 4—10"1 2  с  [106—109].  Таким  образом,  за  все 
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время,  пока  будут  происходить  изменения  длин 

Нсвязей,  атом  водорода  будет  «размазан»  прибли

зительно  на  0,01  нм  вдоль  длины  Нсвязи.  Вовто

рых,  как  было  показано  в  [72],  в  возбужденном 

состоянии  потенциальные  барьеры  могут  снижаться 

и,  втретьих,  в  ряде  случаев  новое  положение 

протонов  может  оказаться  стабильным  или  даже 

энергетически  более  выгодным,  чем  первоначаль

ное  [72,  74]. 

Возможные  потенциальные  мутации  после 

УФоблучения  ДНК.  Выше  описан  процесс  изме

нения  таутомерного  состояния  двух  молекул,  свя

занных  одной  Нсвязью.  Рассмотрим  теперь,  какие 

именно  изменения  структуры  ДНК,  влияющие  на 

характер  спаривания  оснований,  могут  произойти  в 

этом  случае.  В ряде  работ  [55,  66—74 ] обнаружена 

возможность  двухпротонной  фототаутомеризации. 

В  [74]  показано,  что  из  всех  возможных  новых 

таутомеров,  связанных  с  изменением  положений 

атомов  водорода,  участвующих  в  спаривании  осно

ваний  для  пары  гуанинцитозин  (рис.  2,  а),  ста

бильным  будет  только  то,  при  котором  атомы 

водорода  первой  и  второй  водородной  связи  (рис. 2, 

б)  одновременно  перешли  к  своим  партнерам  по 

Нсвязям. 

Повидимому,  аналогичная  картина  имеет  ме

сто  и  для  пары  аденинтимин  (рис.  3,  а,  б). 

Показано,  что  именно  эти  два  редких  таутомера 

являются  причиной  большинства  случаев  неми

шенного  мутагенеза  и  вызывают  транзиции  или 

гомологичные  трансверсии  [116]. 

При  поглощении  энергии  Нсвязанным  диме

ром энергия  возбуждения,  как  правило,  концентри

руется  на  одной  из  молекул,  вторая  же  молекула 

остается  в  основном  состоянии  [72].  Возбуждение, 

ВОЗМОЖНЫЕ  МЕХАНИЗМЫ  ОБРАЗОВАНИЯ  ПОТЕНЦИАЛЬНЫХ  МУТАЦИЙ 

устойчивое  состояние,  когда  гуанин  и  цитозин 

однако,  может  быть  коллективной  собственностью 

двух  находящихся  рядом  (в одной цепи)  оснований. 

Если  основания  одинаковые,  например,  тимин  и 

тимин,  то такое  возбужденное  образование  называ

ется  эксимером,  а  если  разные  — то  эксиплексом 

[104,  105].  Ясно,  что  именно  безызлучательное 

девозбуждение  является  основным  механизмом  об

разования  димеров,  вызывая  колебания  оснований 

вдоль  цепи  ДНК. 

Возвращаясь  к  механизму  изменения  тауто

мерного  состояния  молекул,  описанному  выше  для 

одной  Нсвязи,  легко  увидеть,  что  он  может  иметь 

место  и  при  образовании  циклобутановых  димеров 

и  аддуктов,  так  как  источник  повреждений  один  и 

тот  же — вынужденные  колебания  при  безызлуча

тельной  релаксации  энергии  УФкванта.  Следова

тельно,  существует  принципиальная  возможность 

того,  что  при  образовании  димеров  произойдет 

изменение  положения  одного  или  нескольких  ато

мов  водорода,  участвующих  в  образовании  Нсвя

зей  между  цепями  ДНК.  Поскольку  при  образова

нии  димеров  в  одной  из  цепей  ДНК  водородные 

связи,  спаривающие  основания  [117],  рвутся,  то 

все  новые положения  атомов  водорода  будут  устой

чивыми.  Для  выяснения  того,  какие  же  именно 

новые  таутомеры  при  этом  могут  образовываться, 

обратимся  к  работе  [118],  где  построена  структур

нодинамическая  модель  полураскрытых  состояний 

ДНК.  Весьма  вероятно,  что  процесс  изменения 

таутомерного  состояния  проходит  в  два  этапа.  На 

первом  образуются  предсказанные  в  [118 ] метаста

бильные  полураскрытые  состояния  ДНК. 

Рассмотрим  возможные  новые  таутомерные  со

стояния  УотсонКриковской  пары  аденинтимин, 

которые  могут  изменять  характер  спаривания.  Из
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Рис .  3 .  Возможные  таутомерные  состояния  пары  аденинтимин  при  УФоблучении  Д Н К ,  полученные  без  учета  образования 

полураскрытых  состояний  в  Д Н К :  а  —  классическая  УотсонКриковская  пара  аденинтимин;  б  —  редкое  таутомерное  состояние, 

когда  атом  водорода  Н 3  тимина  принадлежит  аденину;  в  —  редкое  таутомерное  состояние,  когда  атом  водорода  Н 6  аденина  соединен 

с  тимином;  г  —  редкое  таутомерное  состояние,  когда  атом  водорода  Н3  тимина  принадлежит  аденину,  а  Н 6 '  аденина  —  тимину 

вестно,  что  вероятность  изменения  таутомерного 

состояния  для  гуанина  и  цитозина  значительно 

выше,  чем  для  тимина  и  аденина  [81,  119].  Это 

может  объяснить  тот  факт,  что  транзиции  GC > 

АТ  встречаются  гораздо  чаще,  чем  транзиции 

АТ  * GC  [2,  37,  38 ]. Однако  транзиции  и  транс

версии  от  АТ  к  другой  паре  оснований  — тоже 

достаточно  распространенное  явление  [39].  С  дру

гой стороны,  экспериментально  показано,  что  веро

ятность  образования  полураскрытых  состояний  на 

участках  ДНК  с  повышенным  содержанием  пар 

аденинтимин  существенно  выше,  чем  на  участках 

с  повышенным  содержанием  пар  гуанинцитозин 

(см.  [120,  121 ] и приведенную  там  библиографию). 

Это  согласуется  с  тем,  что  чаще  всего  образуюїся 

тиминовые  димеры  [2 ]. 

Для  определенности  рассмотрим  всевозможные 

таутомерные  состояния  пары  аденинтимин,  кото

рые  могут  влиять  на  характер  спаривания  основа

ний,  находящихся  в  разных  цепях  ДНК.  По  мне

нию  автора,  именно  такие  таутомерные  состояния 

и  ответственны  за  мутагенез.  Согласно  [118],  для 

пары  аденинтимин  есть  несколько  полураскрытых 

состояний.  Как  хорошо  известно,  время  жизни 

полураскрытых  состояний  в  ДНК  ~10~ъ  с  [120, 

121 ],  поэтому  процессы,  описанные  выше  для  из

менения  таутомерного  состояния,  имеющего  значи

тельно  меньшие  времена  жизни,  могут  произойти 

за  время  существования  полураскрытых  состояний. 

На  рис. 4,  а,  изображено  низкоэнергетическое  вир

туальное  консервативное  полураскрытое  состояние. 

У  него  есть  несколько  возможностей  для  реализа

ции  таутомерного  состояния,  затрагивающего  ато

мы  водорода,  участвующие  в  спаривании  основа

ний.  На  рис.  4,  б,  изображен  вариант,  когда  атом 

Н 6 '  перешел  от  аденина  к  тимину.  Атом  Н 3  может 

перейти  от  тимина  к  аденину  (рис  4,  в)  и  с 

высокой  вероятностью  атом  Н 6 '  может  перейти  от 

аденина  к  тимину,  а  Н 3  — от  тимина  к  аденину,  т. 

е.  может  произойти  двухпротонный  переход  (рис 

4,  г).  Высокоэнергетическое  виртуальное  полураск

рытое  состояние  (рис  5 у  а)  дает  только  одну 

возможность — переход  атома  водорода  Н 3  от  ти

мина  к  аденину  (рис  5,  б).  Следует  еще  учесть 
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Рис .  5.  Высокоэнергетическое  виртуальное  полураскрытое  состояние  [118] :  а  —  УотсонКриковская  пара  аденинтимин;  б—  редкое 

таутомерное  состояние  пары  аденинтимин,  когда  атом  Н 3  соединен  валентной  связью  не  с  атомом  N 3  тимина ,  а  с  Щ  аденина 

возможную  роль  метастабильного  полураскрытого 

состояния  (рис.  6,  а).  Это  состояние  дает  принци

пиально  новые  возможности.  Атом  водорода  Н 3 

может  перейти  от  тимина  к  аденину  (рис.  6,  б), 

атом  Н 2  может  перейти  от  аденина  к  тимину  (рис 

6,  в)  и  может  произойти  одновременный  переход 

атомов  Н 3  и  Н 2  к  своим  партнерам  по  Нсвязям. 

Другими  словами,  атом  Н 3  перейдет  от  тимина  к 

аденину,  а  атом  Н 2  — от  аденина  к  тимину  (рис  6, 

г).  Если  эти  изменения  произошли  в  парах  основа

ний  цепочки  ДНК,  образовавших  димеры,  то  такие 

изменения  будут  стабильными  изза  разрыва  водо

родных  связей  [117].  Если  же  пара  оснований, 

находящихся  в  редких  таутомерных  формах,  как 

описано  выше,  не  является  частью  димера,  то 

основания  вернутся  в  свои  исходные  таутомерные 

состояния,  за  исключением  конфигурации  атомов 

водорода,  изображенных  на  рис.  3,  г.  Как  показано 
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Рис.  6.  Местабильное  полураскрытое  состояние  пары  аденинтимин:  а  —  метастабильное  полураскрытое  состояние  пары  аденинти

мин  в  обычной  таутомерной  форме ;  б  —  редкое  таутомерное  состояние,  когда  атом  Н 3  валентно  связан  не  с  N 3  тимина,  а  с  Щ 

аденина;  в  —  редкое  таутомерное  состояние,  когда  атом  Н 2  валентно  связан  не  с  С 2  аденина,  а  с  0 2  тимина;  г  —  редкое  таутомерное 

состояние,  когда  атом  Н 3  валентно  связан  не  с  N 3  тимина ,  а  с  Nj  аденина,  а  атом  Н 2  валентно  связан  не  с  С 2  аденина ,  а  С 2  тимина 

в  [74],  такое  состояние  останется  стабильным.  На 

рис.  7  изображены  новые  возможные  таутомерные 

состояния  молекул  тимина  и  аденина,  возникшие 

при  образовании  димеров  после  облучения  ДНК 

УФсветом.  Водородные  связи  при  этом  разорваны 

изза  того,  что  тимины  являются  частью  димеров 

[117].  В  [122]  показано,  что  это  может  быть 

причиной  мишенных  мутаций  замены  оснований  и 

сдвига  рамки  считывания.  Сравнение  данных  рис. 

3  и  7  демонстрирует,  что  учет  этапа  метастабиль

ного  полураскрытого  состояния  (рис  6)  при  изме

нении  таутомерного  состояния  оснований  приводит 

к  появлению  двух  новых  таутомерных  состояний. В 

[116]  показано,  что  состояние,  изображенное  на 

рис.  3,  г,  может  быть  причиной  немишенного 

мутагенеза. 

Таким  образом,  мутагенез  под  действием  УФ

облучения  — это  сложный  многоступенчатый  про

цесс.  Можно  условно  выделить  несколько  его  эта

пов.  Первый  — это  процесс  поглощения  кванта 

энергии  и  миграции  по  молекуле  ДНК  до  его 

локализации  на  одном  из  оснований.  Этот  этап 

ответствен  за  «эффект  соседа» и образование  «горя

чих»  и  «холодных»  точек  УФмутагенеза  [98,  123]. 

Второй  этап — это  процесс  девозбуждения  ДНК, 

поглотившей  УФквант.  На  нем  решается,  про

изойдет  или  нет  потенциально  мутагенное  повреж

дение  молекулы  ДНК  [58 ].  Третий  этап  — это 

процессы  репликации,  репарации  ДНК.  На  этом 

этапе  потенциальная  мутация  или  удаляется,  или 

же  превращается  в  транзицию,  трансверсию,  мута

цию  сдвига  рамки  считывания  или  сложную  мута

цию  [91,  116,  122].  В дальнейшем  образовавшиеся 

мутации  могут  привести  к  гибели,  раку,  наследст

венным  болезням,  снижению  иммунитета  или  к 

возникновению  новых  свойств  организма  или  даже 

к  образованию  новых  видов  в  процессе  эволюции 

[26,  124—128]. Каждый  из  этих  этапов  имеет  свои 

характерные  времена  жизни,  сильно  влияющие  на 

характер  протекающих  при  этом  процессов.  Поэто

му  в  процессе  превращения  потенциальных  изме

нений  в  мутации  могут  иметь  значение  ошибки  в 
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Рис .  7.  Возможные  новые  таутомерные  состояния  тимина  и  аденина ,  позволяющие  в  результате  образования  тиминовых  димеров 

после  облучения  молекулы  Д Н К  УФсветом 

работе  полимераз  [129],  особенности  ферментатив

ных  систем,  влияние  геновмутаторов  и  пр.  Но  на 

этапе  образования  потенциальных  мутаций  они, 

скорее  всего,  не  играют  никакой  роли.  Время  рабо

ты ферментов,  а  уж  тем  более  при  SOSрепликации 

и  SOSрепарации,  при  которых  потенциальные  из

менения  превращаются  в  мутации,  — это  минуты, 

часы.  Так,  например,  показано,  что  удаление  бре

шей  репарационными  механизмами  происходит  с 

полувременами  2;  15  и  160  мин  [130].  В  неделя

щихся  клетках  кролика  восстановление  поврежден

ной  ДНК  до  обычного  размера  хромосомы  может 

занимать  почти  месяц  [131].  Кинетика  репарации 

поврежденных  оснований  может  происходить  с  та

кой  же  скоростью,  как  и  репарация  брешей  [132, 

133].  Аналогичные  времена  жизни  получены  для 

дрожжей  [131].  Характерные  времена  процессов, 

важных  при  образовании  потенциальных  мута

ций,  — это  всегда  доли  секунды.  По  этой  же  при

чине  крайне  маловероятно,  что  волны  типа  солито

нов  [56]  могут  приводить  к  дефектам  во  время 

работы  ферментов  при  синтезе  ДНК.  Однако  это 

вовсе  не  означает,  что  такие  квазичастицы  не 

могут  влиять  на  мутационный  процесс.  Их  роль 

может  быть  значительна  на  этапе  от  момента 

поглощения  энергии  молекулой  ДНК  до  образова

ния  потенциально  мутагенного  повреждения  [98, 

121]. 

213 
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Выводы.  Современная  теория  УФмутагенеза 

не  может  исчерпывающе  объяснить  многие  явле
ния,  в  том  числе  причину  образования  «горячих»  и 

«холодных»  точек,  природу  потенциальных  мута

ций,  репарационный,  немишенный  мутагенез,  ре

плицирующиеся  нестабильности  и  другие  процес

сы.  Общепринятая  теория  полагает,  что все  димеры 

одинаковы,  а  ДНКполимераза  иногда  ошибается, 

спорадически  встраивая  напротив  димеров  некомп

лементарные  основания.  Однако  такой  подход  про

тиворечит  целому  ряду  экспериментальных  фак

тов. 

Наиболее  продуктивный  путь  выхода  из  сло

жившейся  ситуации  — дальнейшее  развитие  гипо

тезы  Уотсона  и  Крика  о  том,  что  в  основе  мутаге

неза  лежит  способность  оснований  менять  свое 

таутомерное  состояние.  Обзор  экспериментальных 

и  теоретических  данных  свидетельствует  о том,  что 

редкие  таутомерные  формы  нуклеотидных  основа

ний,  в  том  числе  двухпротонная  фототаутоме

рия,  — это  надежно  установленный  факт.  Более 

того,  показано,  что  таутомерные  изменения  могут 

происходить  при  безызлучательном  девозбуждении 

ДНК,  поглотившей  УФквант  с  триплетных  уров

ней  энергии  вследствие  сильных  вынужденных  ко

лебаний.  Такие  колебания  приводят  к  изменению 

длин  Нсвязей.  При  этом  инициируются  два  типа 

повреждений.  Вопервых,  может  произойти  двух

протонная  фототаутомерия,  затрагивающая  атомы 

водорода  первой  и второй  Нсвязей  в  парах  гуанин

цитозин  и аденинтимин.  Такое состояние  оказыва

ется  устойчивым  и  приводит  к  немишенному  мута

генезу.  Вовторых,  изменение  таутомерного  состоя

ния  может  произойти  при  образовании  димеров, 

являющихся  основным  видом  фотоповреждений, 

напротив  которых  чаще  всего образуются  мутации. 

Отталкиваясь  от  модели  спонтанных  полураскры

тых  состояний  ДНК,  предложенной  Говоруном 

[118],  удалось  получить  возможные  таутомерные 

состояния  УотсонКриковской  пары  для  пары  аде

нинтимин,  влияющие  на  характер  связывания  це

пей  ДНК.  Поскольку  при  образовании  димеров 

водородные  связи  между  цепями  рвутся,  все  новые 

редкие  таутомерные  формы  оказываются  устойчи

выми. 

Н.  A.  Grebrwva 

The  nature  and  possible  mechanisms  of  potential  mutations  formation 

due  to  the  appearance  of  tymine  dimers  after  irradiating  two

stranded  DNA  by  ultraviolet  light 

Summary 

Mutagenesis  caused  by  UV  radiation  lias  been  proposed.  The  main 

damages  resulting  in  transitions,  transversions,  frameshift  mu

tations  and  complex  mutations  are  supposed  to  be  the  changes  in 

tautomeric  state  of  the  bases  affecting  their  pairing.  A  model  of 

derivating  these  rare  tautomeric  base  forms  is  proposed  and 

grounded  for  the  UVirradiated  DNA.  Strong  generation  of  os

cillations  at  thermal  deexcitation  of  DNA,  absorbing  UVquantum 

from  the  triplet  electron  energy  level,  causes  the  changes  in  length 

of  hydrogen  bonds  between  the  bases.  Such  changes  can  occur  in  the 

base  pairs  forming  dimmers  of  the  cyclobutane  pyrimidine  type,  as 

well  as  in  the  pairs  of  bases  which  are  not  a  part  of  the  dimer.  We 

consider  the  dimers  as  mutations  only  when  tautomeric  state  of  the 

bases  is  changed.  It  is  one  of  the  basic  differences  between  the  model 

proposed  and  that  generally  used,  according  to  which  all  the  dimers 

are  supposed  to  be  identical  and  only  DNApolymerase  is  sometimes 

mistaken,  including  uncomplementary  bases  into  DNA  randomly. 

О.  А.  Гребнеш 

Природа  та  можливі  механізми  утворення  потенційних  мутацій, 

що  виникають  за  появи  тимінових  димерів  після  опромінення 

дволанцюгової  Д Н К  ультрафіолетовим  світлом 

Резюме 

Пропонуються  механізми  мутагенезу,  викликаного  УФоп

роміненням.  Припускається,  що  основними  пошкодженнями, 

що  призводять  до  транзицій,  трансверсій,  мутацій  зсуву 

рамки  зчитування  та  до  складних  мутацій,  є  зміни  тауто

мерного  стану  нуклеотидных  основ,  які  порушують  характер 

їхнього  спарювання.  Сильне  збудження  коливань  при  безвип

ромінювальному  дезбудженні  ДНК,  яка  поглинула  УФквант  з 

триплетного  електронного  рівня  енергії,  спричинює  зміни 

довжин  водневих  (Н)  зв'язків  між  основами.  Такі  зміни  мо

жуть  відбуватися  як  у  парах  основ,  утворюючих  димери,  так 

і  в  парах  основ,  які  не  є  їхньою  частиною.  Скоріш  за  все, 

мутаційними  є  лише  ті  димери,  в  яких  змінився  таутомерний 

стан  основ.  У  цьому  й  полягає  одна  з  головних  відмінностей 

пропонованої  моделі  від  загальноприйнятої,  де  припускається, 

що  з  точки  зору  мутагенності  всі  димери  однакові,  а  тільки 

ДНКполімераза  іноді  помиляється,  випадково  вбудовуючи  че

ком  плементарні  основи. 
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