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Введение. За последнее время получены убедительные доказательства 
того, что главной причиной опухолевой трансформации клеток являют-
ся такие стойкие и неспецифические перестройки генома, индуцируемые 
физическими, химическими и биологическими агентами, которые вызы-
вают избыточную экспрессию потенциального онкогена, имеющего ви-
русное или клеточное происхождение [1—3]. 

Установлено, что около 90 % опухолей и лейкозов человека и жи-
вотных обусловлены химическими веществами [4]. В связи с этим 
пристальное внимание ученых обращено, с одной стороны, на выясне-
ние молекулярных механизмов действия различных канцерогенов на 
ДНК эукариот, а с другой — на создание новейших методов, дающих 
возможность обнаружить тончайшие изменения, которые наблюдаются 
в опухолевых объектах по сравнению с нормой. 

Данные о повреждении ДНК опухоли впервые были получены в 
работах [5—7] методом дифференциальной сканирующей микрокало-
риметрии (ДСМ) и кинетическим формальдегидным методом [8], а в 
дальнейшем подтверждены в работе [9]. 

В частности [5—7, 9] было показано, что температура плавления 
тотальной ДНК различных опухолей животных понижена относитель-
но нормы на 1—0,7 °С, а ширина перехода (ΔΤ^) увеличена на 0,5 °С. 
Эти изменения термодинамических параметров, непосредственно ука-
зывающие на возникновение дефектов в двойной спирали ДНК, были 
объяснены влиянием канцерогенных металлических ионов на ее струк-
туру в процессе малигнизации [9]. 

Отметим что еще в 1970 г. в работе [10] было показано, что опухо-
левые объекты содержат избыточное количество эндогенно связанных 
ионов Fe2+, Zn2+, Со2+, Sb2+, Sc2+, Ag+, некоторые из которых весьма 
эффективно перераспределяются между субклеточными структурами в 
процессах пролиферации и злокачественного роста. 

В данной работе делается попытка применить метод ДСМ для 
обнаружения тех тончайших изменений, которые возникают в ДНК 
активного хроматина, находящегося в составе опухолевых клеток и 
ядер, в результате проникновения в структуру ДНК ионов Ni2+. 

Материалы и методы. Измерения проводили на дифференциальном сканирующем 
микрокалориметре с чувствительностью 10"7 Вт [11]. Объем измерительных ячеек 
0,04—0,2 см3, скорость нагрева 10-М5 К/ч, температурный интервал измерений 
30—120 °С. 

Абсолютную температуру измеряли с помощью платинового термометра (R = 
= 100 Ом). Точность измерений не ниже 0,05 К. За температуру денатурации хрома-
тина (Td) принимали ту температуру, которая соответствовала максимуму интенсив-
ного пика теплопоглощения в области 70—95 °С. За Td Д Н К — температуру, соот-
ветствующую наиболее интенсивному пику в области денатурации. Как для хроматина, 
так и для Д Н К значения термодинамических величин Td, ATd получали усреднением 
данных 10 экспериментов. Погрешность в определении Td и ATd для хроматина не 
превышала 0,5 и 0,3 К соответственно; Td, ATd для растворов Д Н К — 0,15 и 0,05 К 
соответственно. 

Асцитным мышам линии СЗНА на 6-й день перевивки внутрибрюшинно вводила 
0,5 мл 0,1 мМ фосфатного буфера, рН 7,0, содержащего 0,65 мг NiCl2 (0,2 мг по Ni)„ 

* Представлена членом редколлегии В. И. Ивановым. 
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вес животных составлял 20—25 г. Через 24 ч собирали асцитную жидкость , фильтро-
вали ее через нейлон и центрифугировали при 25000 об /мин . 

Селезенку мышей BALB извлекали по истечении четырех дней после з а р а ж е н и я 
вирусом лейкоза Р а у ш е р а с интервалами в два дня в течение 40 дней. Клеточные ядра 
из асцитных клеток и селезенки, а т а к ж е Д Н К из очищенных ядер получали по ме-
тоду [12]. Методика включала пропускание хроматина в 2 Μ растворе NaCl через 
сефадекс 4В, диализ отдельных фракций Д Н К 0,1 Μ NaCl , 0,01 Μ трис-НСІ, р Н 7,4, 
и осаждение одним объемом изопропанола. Полученный осадок растворяли в 0,1 Μ 
NaCl и обрабатывали протеинкиназой К при 37 °С, депротеинизировали смесью хлоро-
форм — фенол и переосаждали этанолом. Содержание белка определяли по Л о у р и и 
^кстпнкции, исходя из соотношения A2go/A28o= 1,85; А2бо/А2зо = 2,33, которое соответст-
вует примеси белков ~ 0 , 5 % . Содержание ионов N i 2 + в Д Н К определяли методом 
импульсного плазменного эмиссионного анализа . Р е з у л ь т а т ы анализа следующие: д л я 
асцитных клеток 18 мкг / г Д Н К ; в Д Н К , выделенной из асцитных клеток мышей, по-
лучивших ионы N i 2 + , 22 мкг / г Д Н К ; в Д Н К селезенки мышей BALB 12,7 м к г / г Д Н К ; 
в Д Н К селезенки мышей BALB, больных лейкозом, 16,9 м к г / г Д Н К ; в Д Н К селезенки 
мышей, больных лейкозом и получивших ионы N i 2 + , 18 м к г / г Д Н К . 

М о л е к у л я р н а я масса Д Н К составляла (4—6) -106 . 

Результаты и обсуждение. Из рис. 1 видно, что профили кривых 
теплопоглощеиия схожи, однако имеются и значительные различия. 
Сходство состоит в том, что температура острого пика (около 56 °С) 
и слабо выраженных максимумов около 64 и 71 °С и а кривой тепло-
поглощения ткапн печени совпадает с хорошей точностью (±0,5 °С) 
с этими же показателями для асцитных клеток. Различие заключается 
в сдвиге высокотемпературного максимума в сторону высоких темпе-
ратур относительно такого же максимума для нормы и в появлении 
на кривой асцитных клеток слабо выраженного пика в области темпе-
ратур 40—54 иС и четкого максимума около 67 °С. 

Как показано в работах [13—15], высокотемпературный пик па 
кривой теплопоглощеиия соответствует денатурации хроматипового 
комплекса, а пики с Т^ = 45, 57 и 67 °С — денатурации белков и РНП 
комплекса. 

Рис. 1. Кривые теплопоглощеиия печеночной ткапи мышей СЗНА (1) и суспензии ас-
цитных клеток (2). Здесь и на рис. 2—5 пересчет на грамм сухого вещества 
Fig . 1. H e a t absorp t ion curves of СЗНА m o u s e liver t i s sue ( / ) and suspens ion of asci t ic 
cei ls (2). He re and in F i g s 2-5 reca lcu la t ion is m a d e per g r a m of d ry subs t ance 

Рис. 2. Кривые теплопоглощеиия суспензии асцитных клеток (1) и суспензии асцитных 
клеток мышей СЗНА, получивших NiCl2 (2) 
Fig. 2. H e a t absorp t ion curves of ascit ic cells suspens ion (1) and suspens ion of ascit ic 
cel ls of СЗНА mice which were g iven NiCl2 {2) 

Вышеприведенные данные наглядно указывают, что температура 
денатурации хроматина в составе асцитных клеток (Т^=84,0±0,5 °С) 
повышена относительно таковой для нормального хроматина на 3 °С. 

На рис. 2 приведены микрокалориметрические кривые теплопогло-
щеиия асцитных клеток гепатомы 22. Кривая 2 соответствует денату-
рации клеток, взятых у мышей линии СЗНА на 6-й день, по мышам 
предварительно (за 24 ч) в брюшную полость было введено 0,3 мл 
фосфатного буферного раствора, рН 7,0, содержащего 0,65 мг N1CI2. 

Сравнение профилей кривых теплопоглощеиия показывает, что зна-
чительные различия наблюдаются в температурных областях 60—70 °С 
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и 75—110 °С. Однако мы будем рассматривать лишь высокотемпера-
турную область, отражающую денатурацию хроматина. 

Как видно, пик теплопоглощения, соответствующий денатурации 
хроматина [13—15] в области температур 75—110 °С (кривая 2), сдви-
нут по температурной шкале к низким температурам на 1,5 °С, а ши-
рина температурного интервала на его полувысоте (ATd) увеличена 
на 4 °С. Такие изменения параметров денатурации хроматина, очевид-
но, указывают на то, что ионы Ni2+ 

повреждают Д Н К в составе хро-

Рис. 3. Кривые теплопоглощения разбавленных растворов Д Н К печени мышей СЗНА 
(І) , асцитных клеток гепатомы 22 (2) и асцитных клеток мышей СЗНА, получивших. 
NiCl2 (3) 
Fig. 3. Heat absorption curves of DNA dilute solutions of СЗНА mouse liver (1), hepa-
toma 22 ascitic cells (2) and ascitic cells of СЗНА mice which were given NiCl2 (3) 
Рис. 4. Кривые теплопоглощения ткани селезенки, взятой у мышей BALB в различные 
дни после заражения животного вирусом Раушера: 1 — ткань селезенки здоровой мы-
ши; 2—4-й день после инъекции; 3—6-й день; 4—18-й; 5—27-й; 6—27-й день, за 24 ч 
до взятия селезенки в брюшную полость животного введено 0,3 мл фосфатного буфер-
ного раствора (рН 7,0), содержащего 0,65 мг NiCl2 

Fig. 4. Heat absorption curves of spleen tissue isolated from BALB mice in different 
days after infection of animal with Rauscher virus: 1 — healthy mouse spleen tissue; 
2 — the 4th day after infection; 3 — the 6th day; 4 — the 18th day; 5 — the 27th day; 
6 — the 27th day; 24 h before isolation of spleen 0.3 ml of phosphate buffer solution 
(pH 7.0) containing 0.65 mg NiCl2 was injected into abdominal cavity of the animal 

Данные рис. З наглядно показывают, что Тп л ДНК, выделенной из 
асцитных клеток мышей, которым были введены ионы Ni2+, ниже на 
1 °С, чем для асцитной Д Н К мышей, не получивших ионы Ni2+, что 
непосредственно указывает на повреждение двойной спирали ДНК. 

Различия в профилях кривых теплопоглощения наблюдаются и при 
сравнении процесса денатурации тканей селезенки мышей BALB здо-
ровых и больных лейкозом Раушера (рис. 4). Однако существенные 
различия в процессе денатурации обнаруживаются только на 4—10-й 
день после заражения мышей вирусом. Мы здесь не будем обсуждать 
вопрос о перераспределении тепла между пиками с максимумами 73 и 
57 °С в зависимости от длительности заражения животного вирусом, 
а обсудим лишь те изменения, которые касаются хроматинового ком-
плекса (область температур 65—110 °С, рис. 4, кривые 2—4). Приве-
денные данные показывают, что термодинамические параметры (Td, 
ΑΎα, Qd) и профили пиков, соответствующие денатурации нормального 
и лейкозного хроматина, не отличаются друг от друга. Различие в про-
цессах денатурации наблюдается только в том случае, когда сравни-
ваются кривые теплопоглощения тканей селезенки мышей BALB, по-

Действительно, сравнительный 
анализ процесса плавления ДНК, 
выделенной из асцитных клеток 
мышей линии СЗНА, получивших и 
не получивших ионы никеля, под-
твердил это предположение. 

матина. 
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лучивших и не получивших ионы Ni2+ (рис. 4, кривые 5, 6). Как вид-
но, различие в Ίά хроматина составляет 0,8—1,0 °С. 

Влияние ионов Ni2+ на структуру хроматина проявляется и на 
уровне ядер (рис. 5). Сдвиг кривой теплопоглощеиия суспензии лейкоз-
ных ядер мышей BALB к низким температурам явно заметен и состав-
ляет 0,8 °С. Отсутствие четко выраженного пика теплопоглощеиия в 
области температур 60—70 °С с T d = 6 8 ° C , характерное для процесса 
денатурации нормального хромати-
на и обнаруженное нами с помощью 
калориметрических измерений, 
представляет самостоятельный ин-
терес и обсуждается в работе [16]. 

Исследование процесса плавле-
ния ДНК при лейкозе Раушера 
(ДНК селезенки здоровых мышей 

10 

Рис. 5. Кривые теплопоглощеиия клеточных ядер селезенки мышей BALB, выделенных 
из здоровой селезенки ( / ) и из селезенки мышей, больных лейкозом Раушера (2). Бу-
ферный раствор: 10 мМ трис-HCl, рН 7,8, 250 мМ сахароза, 1 мМ MgCl2 
Fig. 5. Heat absorpt ion curves of cellular nuclei of the BALB mice spleen isolated f rom 
heal thy spleen (7) and f rom spleen of mice with Rauscher leucosis (2). Buf fe r solut ion: 
t r is-HCl 10 mM, pH 7.8, sucrose 250 mM, MgCl 2 1 m M 

Рис. 6. Кривые теплопоглощеиия разбавленных растворов Д Н К , выделенной из селе-
зенки здоровых мышей BALB ( / ) , больных лейкозом Раушера (2) и из лейкозной се-
лезенки мышей, получивших за 24 ч до взятия селезенки 0,3 мл фосфатного буферного 
раствора (рН 7,0), содержащего 0,65 мг NiCl2 (3) 
Fig. 6. Heat absorpt ion curves of DNA dilute solutions isolated f rom heal thy BALB mou-
se spleen (1), f rom spleen of mice with Rauscher leucosis (2) and f rom spleen of leuke-
mic mice which were given 0.3 ml of phosphate buffer solution (pH 7.0) conta in ing 
0.65 m g NiCl2 24 h before spleen isolation 

и мышей больных лейкозом) выявило весьма интересное явление, за-
ключающееся в том, что Тіш ДНК из лейкозных животных не понижена 
относительно нормы, как это наблюдается в случае ДНК из сарком 
и асцитных клеток, а наоборот, повышена на 1,1 °С (рис. 6). Однако 
ионы инкорпорированные в двойную спираль in vivo, понижают 
Тпл на 0,5 °С (рис. 6). 

Таким образом, мы приходим к заключению, что ионы Ni2+ по-
вреждают ДНК хроматина в составе клеток in vivo независимо от того, 
имеют опухоли вирусное или химическое происхождение. 

Авторы выражают глубокую благодарность Э. Л. Андроникашвили 
за обсуждение результатов, В. Г. Брегадзе за измерение содержания 
ионов Ni2+ в ДНК. 
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T H E R M A L C H A R A C T E R I S T I C S O F C H R O M A T I N , N U C L E I A N D DNA 
O F BALB AND СЗНА M I C E W H I C H W E R E G I V E N Ni 2+ I O N S 

L. J. Patiashvili, J. R. Monaselidze, Ζ. I. Chanchalashvili, 
G. Sh. Chitadze, G. V. Majagaladze, Ε. M. Lomidze 

Ins t i tu t e of Physics , Academy of Sciences of the Georg i an SSR. Tbilisi 

S u m m a r y 

The method of d i f ferent ia l s c a n n i n g microca lor imet ry (DSM) is used to f ind those mi-
nute c h a n g e s which arise in act ive ch romat in DNA of t u m o u r cells and nuclei as a re-
s u l t of N i 2 i o n s pene t ra t ion into the DNA s t ructure . Chroma t in na t ive s t ruc tu re is 
es tabl ished to be cons iderab ly des t ruc ted by the incorpora t ion of N i 2 + ions in ch roma t in 
DNA of cells. The compara t ive ana lys i s of m e l t i n g process of DNA isolated f rom t u m o u r 
cells of mice which were given and not given N i 2 + ions showed tha t the c h a n g e s in the 

.chromat in s t ruc tu re are closely related to the DNA double helix d a m a g e . 
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