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Согласно современным представлениям о механизмах возникновения 
лейкозов (мутационная и вирусная концепции) предполагается, что по­
вреждения структуры ДНК клетки имеют весьма существенное значение 
в этиологии и патогенезе данного заболевания (*,2). Однако в эксперимен­
тальных исследованиях ряда авторов не удалось обнаружить каких-либо 
особенностей в структуре ДНК лейкозной клетки по сравнению с нормой. 
Одним из перспективных подходов для выявления характерных особенно­
стей ДНК при различных повреждениях служит блочный метод ее анали­
за. В предыдущем нашем исследовании было впервые выявлено различие 
в содержании некоторых пиримидцновых нуклеотидных блоков ДНК в 
норме и при лейкозе La у мышей (3). Ввиду большой актуальности вопроса 
об особенностях структуры ДНК при лейкозе мы продолжили свои иссле­
дования в данном направлении.

Задачей настоящего исследования было выяснение различий в содер­
жании и биосинтезе изоплит ДНК лимфоцитов крови человека в норме и 
при хроническом лимфолейкозе (х.лл.). В литературе данные по этому во­
просу отсутствуют. Лимфоциты были выбраны нами в качестве объекта 
для изучения, во-первых, потому, что они в отсутствие митогенов являют­
ся покоящимися клетками, во-вторых, известно, что в них происходит син­
тез «внерепликативной» ДНК (4,5). Лимфоциты выделяли из перифериче­
ской крови по методу Рабиновича в некоторой модификации (6). Выделен­
ные клетки суспендировали в инкубационной среде Игла с добавлением 
инактивированной 20% сыворотки АВ (IV) группы крови, антибиотиков 
(стрептимицин, пенициллин) и глютамина. На 1 мл инкубационной среды, 
содержащей 2-10’ клеток, вносили 0,5 цС равномерно меченого С14-дезокси- 
цитидина (уд. акт. 495 мС/ммол, «Amersham», Англия). Инкубацию про­
водили при 37° в течение 18 час. Ядра изолировали из лимфоцитов, исполь­
зуя Твин-80 и дезоксихолат натрия в изотоническом буфере (7). ДНК 
выделяли по методу Мармура в модификации Капплера (8), гидролизовали 
по методу Бартона до пиримидцновых последовательностей в 66% му­
равьиной кислоте, содержащей 2% дифениламина (9). Пуриновые основа­
ния удаляли на колонке (0,9X20 см) с Дауэкс-50Х8 (Н+, 200—400 меш, 
Швеция). Пиримидиновые изоплиты разделяли на ДЭАЭ-целлюлозе 
(ДЕ-32, 1 meq/q, Англия) (ацетатная форма) в 0,05 М растворе ацетата 
лития, pH 5,2 с использованием линейного градиента хлористого лития 
(0,0—0,5 М) (10). Выделенные изоплиты высушивали, растворяли в ди­
стиллированной воде и измеряли С14-радиоактивность в диоксановом сцин­
тилляторе на счетчике «Марк II» (Nuclear Chicago). Расчет содержания 
изоплит в микромолях производили по методу Спенсера (“). В качестве 
носителя в случае донорских лимфоцитов использовали ДНК из лейкоци­
тарной массы.

Результаты проведенных нами исследований представлены па рис. 1 и 
в табл. 1, 2. Профиль элюции свидетельствовал о хорошем разделении
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Таблица 1

Различия в содержании пиримидиновых изоплит ДНК лимфоцитов 
крови человека в норме и при хроническом лимфолейкозе

№ 
опытов

Изоплиты

I II Ш IV V VI

Лимфоциты 1 21,8 24,7 16,3 15,5 10,2 6,9
доноров 2 20,4 27,0 21,6 14,2 9,8 4,8

3 22,2 24,0 17,1 18,8 9,4 5,0
М+т 21,46± 25,23± 18,33+ 16,16+ 9,81± 5,56±

±0,55 +0,91 ±1,65 ±1.37 ±0,23 +0,67
Лимфоциты 1 21,7 20.0 13,8 14.0 11,7 8,6

больных 2 23,8 16,1 18,1 14,6 9,0 5,6
х.лл. 3 21,6 21,6 17,3 15,1 9,9 6,4

М±т. 22,36ч- 19,23± 16,40+ 14,56+ 10,20+ 6,88±
±0,72 ±1,63 ±1,32 ±0,32 ±0,79 +0,89

Р <0,2 <0,02 <0,2 <0,2 <0,5 <0,2
Примечание. Данные выражены в %; 100% соответствует сумме цмол. I—VI изоплит.

смеси пиримидиновых изоплит до гексануклеотидов (I—VI пик). В табл. 1 
приведены данные о различии в содержании пиримидиновых изоплит сум­
марной ядерной ДНК лимфоцитов крови человека в норме и при х.лл. 
Видно, что относительное содержание второго изоплита (динуклеотидные 
фрагменты ДНК) при лейкозе ниже, чем в норме. Это различие статисти­
чески достоверно (/*<0,02).

Результаты, полученные нами по распределению С14-радиоактивностп 
в пиримидиновых изоплитах вновь синтезированной внерепликативной 
ДНК лимфоцитов крови человека, показали статистически достоверные 
различия по интенсивности включения С14-дезоксицитидина в I, II, IV и VI 
изоплиты в норме и при х.лл. (рис. 1). Значительное отклонение от нормы 
выражается в резком усилении включения С‘4-дезоксицитидина в VI изо-

Рис. 1. Распределение С14-радиоак- 
тивности в пиримидиновых изопли­
тах ДНК лимфоцитов крови челове­
ка. 1 — норма; 2 — хронический лим- 
фолейкоз; средние данные по 3 опы­
тов. Различия между нормой и лей­
козом статистически достоверны по 
изоплитам № I, II, IV, VI (/’<0,05)

плит (Р<0,001). Эти различия в биосинтезе изоплит в норме и при х.лл. 
особенно хорошо видны при сопоставлении удельных радиоактивностей 
изоплит ДНК (табл. 2). В норме (табл. 2, С) материал коротких изоплит 
(I—III) синтезируется быстрее, чем материал относительно более длинных 
изоплит (IV—VI). При х.лл. материал всех изоплит синтезируется при­
мерно с одинаковой скоростью (величина С для всех изоплит практически 
одинакова).

Вновь синтезированная внерепликативная ДНК может быть репара­
ционной или синтезированной в виде низкомолекулярных фрагментов — 
предшественников ДНК, фрагментов Оказаки (12). Аномальность структу-
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Таблица 2

Удельная радиоактивность пиримидиновых изонлит ДНК 
лимфоцитов крови человека в норме и при х.лл.

Показатели

Изоплиты

I II III IV V VI

Норма Суммарная радиоактив­
ность, % (А)

Количество материала 
изоплит, % (Б)

30,31 24,29 20,30 13,98 8,88 2,19

21,46 25,23 18,33 16,16 9,81 5,56

С = А/Б 1,41 0,96 1,10 0,86 0,91 0,39
Х.лл. Суммарная радиоактив­

ность (Ai)
24,26 18,60 18,16 19,96 12,30 6,70

Количество материала 
изоплит (Б[)

22,36 19,23 16,40 14,56 10,20 6,88

С, = Aj/B! 1,08 0,96 1,11 1,37 1,20 0,97
С,/С 0,76 1,00 1,01 1,59 1,31 2,48

Примечание. В расчет взяты 3 опыта в норме и 3 опыта при х.лл. Корреляция между 
номером изоплиты и величиной отношения Ci/C статистически достоверна.

ры ДНК лейкозной клетки может быть обусловлена изменением количе­
ственного соотношения различных генов под воздействием физических или 
вирусных факторов (*,2,13). В данном случае, возможно, что обнаруженное 
нами различие в составе изоплит вновь синтезированной ДНК следует свя­
зать с хромосомными аномалиями при лейкозах. Как известно, особенно­
стью хромосомных наборов лейкозных клеток является их анеуплоидность, 
т.е. числовые нарушения хромосом: гипер- и гиподиплоидные типы, а так­
же делеции и др. (14). ДНК различных хромосом клетки, по-видимому, 
имеет несколько различную первичную структуру (последовательность 
нуклеотидных остатков). Поэтому числовые нарушения хромосом и их раз­
личные аномалии могут явиться причиной обнаруженных нами различий 
в содержании различных изоплит ДНК. Первичные изменения структуры 
ДНК клетки при воздействии различных лейкозогенных факторов (виру­
сы, ионизирующая радиация, химические канцерогены), вероятно, не мо­
гут обусловить таких отклонений от нормы, которые могли бы быть обна­
ружены с помощью существенных методов определения состава ДНК. 
Однако в результате этой первичной трансформации возникает нестабиль­
ность генома клетки. Известно, что лейкозам свойственна прогрессия, на­
растание малигнизации, в основе которой лежит нестабильность генома 
лейкозной клетки и возникновение повторных мутаций. Сочетание мута­
генеза и отбора все более злокачественных клеток ведет к резкому усиле­
нию первичного изменения кариотипа клетки и соответственно может при­
водить к значительным различиям в содержании и биосинтезе изоплит 
ДНК в норме и при лейкозе.

В связи с изложенным представляют интерес также данные о том, что 
особенности свойств ДНК-полимеразы лейкозной клетки могут быть одной 
из причин повышенного мутагенеза, аномальности первичной структуры и 
обмена ДНК при лейкозе (15,16). Таким образом, нами установлено, что 
относительное содержание второго изоплита (динуклеотидные фрагменты 
суммарной ядерной ДНК) при лейкозе достоверно ниже, чем в норме; 
в опытах с С14-дезоксицитидином показано: а) что, судя по удельной ра­
диоактивности, в норме материал коротких изоплит (I—III) синтезируется 
быстрее, чем материал относительно более длинных изоплит (IV—VI); 
при х.лл. материал всех изоплит синтезируется примерно с одинаковой ско­
ростью; б) при лейкозе резко повышено содержание радиоактивности в VI 
изоплите пиримидинов вновь синтезированной внерепликативной ДНК. 
Это различие статистически достоверно. Следовательно, в данной работе 
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нами впервые показаны различия в содержании и биосинтезе пиримиди­
новых изоплит ДНК лимфоцитов крови человека в норме и при х.лл. Дано 
возможное объяснение полученных данных с учетом существующих теорий 
лейкоза.
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