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Важное значение для проявления терапевтического эффекта про
тивоопухолевых препаратов имеет взаимодействие активного вещества 
со структурными элементами клетки, т. е. их биохимическое действие 
связано в основном с непосредственной атакой ДНК, что вызывает 
повышенный интерес исследователей к отличиям в структуре ДНК опу
холевых и нормальных клеток. В литературе имеются указания о свя
зи метилирования ДНК с дифференциацией и специализацией клеток, 
а также о том. что опухолеродное перерождение клеток сопряжено с 
изменением метилирования их ДНК (*).  т. с. в трансформированных 
клетках с измененной регуляцией транскрипции и репликации генома 
может иметь место иной характер метилирования ДНК по сравнению 
с нормальными клетками (2). • - ‘

Метилирование ДНК—энзиматический процесс включения метиль
ных групп из 8-адснозилметионина в азотистые основания полинуклсо- 
тндной цепи ДНК. Продукт метилирования в ДНК животных —исклю
чительно 5-метил цитозин.

Некоторые исследователи при изучении перевиваемых опухолей 
мышей и крыс различной локализации наблюдали количественную кор
реляцию содержания ДНК со скоростью их роста. Так. например, 
содержание ДНК в медленно растущих гепатомах крыс находится в 
нормальных пределах, несколько увеличено в гепатомах с большей 
скоростью роста и значительно повышено в низкодифференцироЕан- 
ных, утративших тканевую специфичность опухолях |э*).  А поскольку 
известно, что имеется некоторая корреляция между скоростью синтеза 
и скоростью метилирования ДНК то сопоставление данных о 
сравнительном изучении характера метилирования ДНК опухолей 
может свидетельствовать о нестереотипности взаимодействия опухоли 
и организма, его зависимости от вида и скорости роста опухоли
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Исходя из вышеизложенного при выполнении настоящей работы 
нас интересовали следующие вопросы: имеются ли отличия в нуклео
тидном составе ДИК экспериментальных опухолей, .характеризую
щиеся разными морфологическими и биологическими свойствами (ас
цитная опухоль Эрлиха, карциносаркома 256 Уокера, саркома М—I, 
лимфосаркома Плисса, лимфолейкоз Швеца, саркома 45, саркома 
180); отличаются ли физико-химическими свойствами ДНК опухолевых 
и нормальных клеток.

В наших исследованиях особое внимание было уделено изучению 
уровня метилирования (содержание 5 метнлцнтозина) в этих ДНК. 
поскольку он может рассматриваться как одни из возможных меха
низмов регуляции транскрипции (7).

Замороженную опухолевую ткань гомогенизировали в стандарт 
ном солевом растворе с ЭДТА в присутствии 1%-ного додецилсульфа
та № при pH 8 и из гомогената с помощью хлороформной и фенольной 
депротеинизации выделяли препараты суммарной ДНК Полученные 
препараты обрабатывали панкреатической РНК азой и затем прона- 
зой в стандартных условиях для удаления РНК и белка Концентра
цию белка определяли по методу Лоури (*);  количество белка и РНК 
в препаратах не превышало 1.5%. Таким образом, в результате были 
получены довольно высокоочищенные препараты ДНК из опухолевой 
ткани.

Плавления ДНК проводили в цитратно-солевом буфере, при пои 
ной силе (\а‘)“0,0165 и pH =7,3. Кривые плавления получены на 
спектрофотометре ИГДСАМЗР—8000, при непрерывном режиме нагре
ва растворов ДНК Скорость нагрева 0,25%инн. Точность определения 
температуры—0.05С. Т™ С 66,8 — 67,1, ДТ С 6.5—6,3, а величина 
гиперхромизма составляла 36—37%, что характерно для более или 
менее нативных высокополимерных ДНК животного происхождения.

Для определения состава ДНК препараты гидролизовали до осно
ваний (99%-ная муравьиная кислота, 175е. 30 мин). предварительно 
высушив их при 105°. Основания разделяли с помощью двукратной 
одномерной восходящей хроматографии на бумаге в растворителе 
Н-бутанол-вода-25% \Н4. ОН (60: 10:0,1) и определяли спектрофото
метрически (’) на спектрофотометре СФ-4а.

В таблице приведены данные по содержанию канонических осно
ваний и 5-метилцитозина в ДНК исследованных опухолевых штаммов. 
Эти значения являются средними величинами из 5 9 определении 
для каждого препарата ДНК Из таблицы видно, что нуклеотидный 
состав всех препаратов ДНК соответствует правилам Чаргаффа. Изу
ченные ДНК принадлежат к АТ-типу, количество (I И -МЦ| в них 
составляет 44,8—45,9%.

Содержание ГЦ-пар оснований в препаратах ДНК, выделенных из 
изученных штаммов опухолей, практически одинаково.

Четкое различие между образцами ДНК. полученными из изучен
ных штаммов опухолей, обнаруживается по содержанию 5-мс1нлиик»- 
зина.
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В настоящее время нет единого мнения относительно изменения 
нуклеотидного состава ДНК в процессе опухолевого роста. Было най
дено. что содержание 5-метнлцитознна в ДНК лейкозных лимфоцитов 
выше, чем в ДНК лимфоцитов здорового человека (|0). Имеются дан
ные о более высокой степени метилирования остатков цитозина ДНК 
в лейкоцитах больных острым и хроническим лейкозом, а также о том, 
что вновь синтезированная ДНК лимфоцитов крови больных хрониче
ским лимфоленкозом является гиперметилированной ('*).  Этому пред
ставлению соответствуют данные о том. что ДНК лимфоцитов из крови 
здоровых и лейкозных коров обладают разной СН3-акцепгорной спо
собностью в реакции гетерологического метилирования ДНК-метилаз- 
ной активностью из клеток Е. соН (|։).

Нуклеотидный состав ДНК различных экспериментальных опухолей

Содержание оснований ДНК. мол %

Источник ДНК
И MU А

Асцитная опухоль Эрлиха
Карцнносгркома 256 Уокера
Саркома М— I
Лимфосаркома Плисса
Лимфоленкоз Швеца
Саркома 45
Саркома 180

22.6 21.5 0.9410.010 27.6 27.0 45.0
22.9 21.9 1.1410.038 27.0 26.1 45.9
22.2 20.8 1.8110.015 27.8 27.8 44.8
22.6 21.2 1 -5910.031 27.6 27.0 45.3
22.7 21.0 1.4410.026 27,7 27.1 45.2
22.5 2Ы 1.4510.060 28,3 27.8 45.0
22.9 21.7 1.29+0.032 27,6 26.6 45.8

В перевиваемых опухолях существует корреляция между степенью 
биохимической и морфологической дедифференцировки и скоростью 
роста опухоли. Так, в быстрорастущей гепатоме один из изозимов 
медленно растущей гепатомы Морриса 7316А заменяется другим, 
характерным именно для данной опухоли, т. е. появляются упорядо
ченные изменения, повторяющиеся, как правило, в разных опухолях и 
коррелирующие со скоростью роста опухоли (13). И если раковый фе
нотип, как считают японские исследователи (|3), рассматривать как 
ненормальную дифференцировку (а имеются данные, указывающие на 
связь метилирования ДНК с дифференцировкой и функциональной ак
тивностью клеток (**)),  то не исключено, что выявленные нами изме
нения степени метилирования на разных штаммах опухолей могут ле
жать в основе индуцированного искажения клеточной дифференци
ровки и быть одной из главных причин трансформации клеток при 
разных формах опухолей. При рассмотрении изменений в уровне мети
лирования разных штаммов опухолей привлекает внимание тот факт, 
что опухоли, отличающиеся более высокой степенью дифференцировки, 
характеризуются увеличением содержания 5-метилцитозина (таблица). 
Отмеченное увеличение метилирования ДНК может быть связано с 
изменением хроматина и доступности в нем ДНК для соответствующих 
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метилаз и с активацией этих метила ։, т. с. в более дифференцирован
ных опухолях с относительно медленным ростом метилазы включают 
гораздо больше метильных групп в ДНК. чем в малодифференцирован
ных опухолях. Таким образом, скорее всего речь может идти о энзима
тическом метилировании опухолевой ДНК.

Рис 1 Кривая плавления (I) и дифференциаль
ная кривая плавления (2) ДНК лимфосаркомы 
Плисса при ноннон силе [\'а | =0.0165 \ -доля 

спиральных звеньен н ДНК

г*С
Рис. 2 Кривая плавления (I) и дифференциаль
ная кривая плавления (2) ДНК лимфол» икоза 
Швеца при ионной силе [К'а+] >0.0165 V ։«»ля 

спиральных звеньев в ДНК
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Анализ работ по сравнению физико-химических свинств ДНК опу
холей с ДНК нормы (рис. I, 2) показывает, что в опухолевых ДНК 
возможны изменении но вторичной структуре, которые в основном 
можно свести к образованию локально денатурированных или деста
билизированных (дефектных) участков (’ ։в) (1 -:-4 дефект на 10< пар 
нуклеотидов) (|6). Образование дефектных участков приводит к умень
шению температуры (ТП1) и увеличению интервала (АТ) перехода 
спираль—клубок (плавление) ДНК ('7). Так как у животных при Зло
качественном росте метилируется в основном цитозин в пятом положе 
нии ( I. го введение метильных групп не изменяет числа комплемен
тарных водородных связей и заметно стабилизирует ДНК (”՝). Поэто
му чтобы выяснить изменения во вторичной структуре опухолевых 
ДНК. имеет смысл исследовать кривые плавления ДНК. выделенных 
из разных опухолей. Для выяснения особенностей в характере поведе
ния кривых плавления был осуществлен переход к дифференциальным 
кривым плавления (ДКП). Для избежания случайных ошибок кривые 
плавления сглаживали многочленом третьего порядка по 5 точ
кам, потом проводили дифференцированно на ЭВМ ЕС. ДКП*  вместе 
с кривыми плавления приведены на рис. 1 и 2. При сравнении ДКП 
ДНК 2 штаммов опухолей (лнмфолейкоз Швеца и лимфосаркомз 
Плисса) видно, что при температурах 58—60°С имеется пик. кото
рый не наблюдается для интактных ДНК. Пик хорошо выражен для 
ДНК лимфосаркомы Плнсса. а для ДНК лимфолейкоза Швеца имеет 
вид плеча. Аналогичные результаты для опухолей получены в работе 
грузинских авторов (19) микрокалорнметрическим способом. Появление 
пика, по-видимому, свидетельствует о наличии в ДНК легкоплавких 
дефектных участков, содержащих в основном АТ нуклеотидные пары. 
Так как величина пика зависит от вида опухоли, то приходим к заклю
чению. что содержание дефектных участков н ДНК зависит от вида 
опухоли. Увеличение содержания легкоплавких участков приводит к 
увеличению АТ и уменьшению Тт. Данные по АТ и Тт, приведенные 
в настоящей работе, подтверждают сказанное. Но на температуру плав
ления влияют дефекты и метилирование цитозина: дефекты уменьшают, 
а метилирование увеличивает Тт. Так как содержание 5-метилцитози- 
на в ДНК лимфосаркомы Плисса больше, чем в ДНК лимфолейкоза 
Швеца, а Тт—соответственно меньше, то можно заключить, что дефект
ные участки в ДНК лимфосаркомы Плисса оказывают большее влия
ние на Тт, чем метилирование. Эти данные согласуются с соответству
ющими ДКП опухолевых ДНК (появление плеча и пика; рис. I и 2). 
Дефекты такого типа (”) нс влияют на изменение поглощения ДНК 
при плавлении (гиперхромный эффект), поэтому изменение гипср.хром- 
ного эффекта для разных опухолевых ДПК. возможно, связано с мети
лированием цитозина.

• Авторы благодарны Д Ю Ландо (НБОХ АН БССР» за расчет ДКП

Следовательно, изменение характера метилирования генома я 
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дефекты во вторичной структуре могут лежать в основе нарушения 
регуляции транскрипции генома и трансформации клеток в различных 
опухолях. Поэтому можно заключить, что рост опухолевых клеток со
провождается увеличением метилирования генома и изменением во 
вторичной структуре ДНК. а так как ДНК действительно является 
мишенью при действии различных противоопухолевых препаратов (20) 
н в значительной степени эффект связывается со способностью их вли
ять на синтез белка, НК и модифицировать азотистые основания (2|). 
то это позволяет предположить, что изучение первичной и вторичной 
структуры ДНК различных штампов опухолей может привести к бо
лее целенаправленному применению противоопухолевых препаратов.

ИТОХ Академии наук Армянской ССР 
Ереванский государственный университет

Ջ. Վ. ՂԱ1։ԻՐՅԱՆ. 2. 1Г. 11ՏհՓԱՆՅԱՆ. Ւ. II. ԴԱՆԻԵԼՏԱՆ. 3(1 Ь. Ս. РИР113ИЪ.
Р. Տ. Ղ’Ա։14>ՋԱՆՅԱՆ. Վ. 1Г. ԱՍԱԼՆՅԱՆ

пгп> փորձնակ
ԴՆԹ-ի հատկությունների ե կաոուցւ|ած I ի համեմատական ուսւււմնասիրությՈւնո 

ան ուռուցք ներում

Հայտնի է, որ ԴՆԹ-ի սիեթևզի և մ եթիլա ցմ ան արա դության միջև զոյոլ- 
թյուն ունի որոշ կ ա ր դա վոր ում, ինչպես նաև, ոլոուցբների ԴՆԹ-ի մ եթ իլա ցմ ան 
բնույթի համեմ ատա կահ ու սումնու սիըութ յան տվյալների Համադրումը կարող 
I վկայեք ուռուցքի և օրդանիզմ ի որոշ փոխազդեցության մասին, որը իր էեր- 
թին կախված ( ուռուցքի տեսակից և նրա աճման արա զութ յունիցւ

Ելնելով վերը նշվածից է ներկա ա չխատանքի կատարման ժամանակ մեզ 
հետ աբրքրել են հետևւալ հարցերը, կա արդյոք տարբերություն ոչ միանման 
մ ո րֆոլոզիա կան և կենսաբանական Հ ատկութ լուն ունեցող փորձնա կան 
ոուցների ԴՆԹ-ի նուկլեոտ իդա յին կազմի մեչ9 տարբերվում են արդյոք նորԱալ 
և ուռուց բային բջիջների ԴՆԹ-ներր իրենց ֆիզիկա-քիմիական Հատկություն

ներ ովէ
Մեր հետազոտությունների րնթացբում հատուկ ուշադրություն Լ դարձվել 

նշված ԴՆԹ-ների մեթիլացման մակարդակի վրա ( 5 - մեթիլցիտոզինի պարու
նակությանը), բանի որ դա կարոդ Լ դիտվել որպես տրանսկրիպցիայի կար 
դավ ո րմ ան հնարավոր մ ե խան ի զմն ե ը ի ց մեկը։

Սառեցված ուոուցքային հյուսվածքը \ ոմոդենիզացվևլ և քլորոֆորմային 
ոլ ֆենոլային սպիտակուցաղրկման օդնությամբ անջատվել Լ ՒՆԹ։ ՀՆէ -ի 
հալեցում ր կատարվել Լ ց ի տ ր ա տ - ա զա յին բուֆերում ։ ն ո ւ կլե ս տ ի դ»ս յ ին կազՍր 
որոշելու համար ԴՆԹ-ի պրեպարատները ՀիրլրուՒՂ1Ս*Լ  մ ին ^ե
(ՁՁ% միքնա/յթու, 175 , 30 րոպ.), նախապես նրանց չորացնել,լ 105 -ամ. 
Հիմրևրր բաժանվել են կրկնակի, միաչափ. վերրնթաց րրոմ ա տ ո աֆիա չի 
օդնությամբ (թղթի վբա Ն

Հաստատվել է, որ ԳՆԹ-ի րպոր պրեպարատների ն Ո է կէե ո տ ի ղա , ին կազմր 
համապատասխանում 4 Չարցաֆի կանոնինւ Ոէոուցրային տարրեր ֊
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րից անջատված ԴՆԹ-ի պրեպարատներում պարունակվող հիմրերի Գ8֊ զու յ<*  
էքերր ղո րծնա կահ ո րեն միատեսակ են, ի ս կ 5 - մ ե // իլց իտ ո ղ ին ի պ արունտ կոէ • 
թյան տեսակետից, նրանց միքև զո լո> թ յուն ունի \ստակ տարբերություն։ Նոր
մալ և ուոուցբային ԴՆԹ֊ների ֆիզիկա ֊ բիմ իա կան Հատկությունների անալի- 
զր ցո՛ւց I տալիս, որ ուոուցբային ԴՆԹ-ում Հնարավոր են եբկրորզային կա- 
ոո՚ցվածբի փուիոիւոէթ յուններ։

Այսսլիսուք կարելի Լ եզրակացնել, որ ուոու ց բա յին լիքների աճր ուղեկ- 
( զենոմի մեթիլացման ավելացմամբ և ԴՆքէ՚֊ի երկրորղային կաոուզ֊ 
փոփո ի։մ ամբւ

ցվո,մ 
ված բի
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