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Êðóïíîìàñøòàáíàÿ ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ è ãèáåëü îïóõîëåâûõ êëåòîê

Êðóïíîìàñøòàáíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ ÿâëÿþòñÿ ìàðêåðàìè ðàííåãî ýòàïà àïîïòîçà, èíäóöèðóåìîãî â
êëåòêàõ ýóêàðèîò ðàçíûìè ïî ïðèðîäå öèòîòîêñèíàìè. Èçó÷àëè äèíàìèêó ðàçâèòèÿ êðóïíîìàñøòàáíîé
ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ ïðè äåéñòâèè ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ñðåäñòâà — áèíàðíîé ñèñòåìû àñêîðáèíîâàÿ êèñ-
ëîòà—ôòàëîöèàíèí êîáàëüòà — íà ëåéêåìè÷åñêèå êëåòêè K-562 â òå÷åíèå 48 ÷ èíêóáàöèè, ñîîòâåòñòâó-
þùèõ äâóì ïåðèîäàì óäâîåíèÿ ÷èñëà êëåòîê â ðàñòóùèõ êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî ãåíåðè-
ðóåìàÿ ñèñòåìîé ïåðåêèñü âîäîðîäà âûçûâàåò îáðàçîâàíèå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ äëèíîé îò 2200 äî 50 òûñ.
ï. î. â ïåðâûå ÷àñû èíêóáàöèè. Ïîçäíåå îáíàðóæåíà ãèáåëü êëåòîê, ñîïðîâîæäàþùàÿñÿ ñíèæåíèåì ñî-
äåðæàíèÿ ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ. Â òå÷åíèå 24 ÷ èíêóáàöèè îñòàåòñÿ íåðåïàðèðîâàííîé ÷àñòü ôðàã-
ìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ; ÷åðåç 48 ÷ íàáëþäàåòñÿ çàäåðæêà èëè çàìåäëåííàÿ ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê K-562, îò-
ëè÷àþùèõñÿ îò êîíòðîëüíûõ òàêæå âûñîêèì óðîâíåì ãèáåëè è ïîâûøåííûì ñîäåðæàíèåì êðóïíîìàñ-
øòàáíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà, îïóõîëåâûå êëåòêè, ïðîòèâîîïóõîëåâûå ñðåäñòâà, ïå-
ðåêèñü âîäîðîäà, êðóïíîìàñøòàáíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, íåñòàáèëüíîñòü ãåíîìà, ýïèãåíåòè÷åñêèå ïîâðåæ-
äåíèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÊ — àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà, ï. î. — ïàðà îñíîâàíèé, ÒÔ — òåðàôòàë
(ôòàëîöèàíèí êîáàëüòà), ÝÒÔ — ýòåðèôèöèðîâàííûé òåðàôòàë.

Ê õèìè÷åñêèì íóêëåàçàì îòíîñÿò ðåäîêñ-àêòèâíûå
êîîðäèíàöèîííûå êîìïëåêñû, ñïîñîáíûå ïðè ôèçèîëîãè-
÷åñêèõ óñëîâèÿõ âûçûâàòü îáðàçîâàíèå ðàçðûâîâ â íóêëå-
èíîâûõ êèñëîòàõ (Sigman, 1990). Îñîáûé èíòåðåñ ïðåä-
ñòàâëÿþò èñïîëüçóåìûå â îíêîëîãèè ïðèðîäíûå ìåòàëëî-
êîìïëåêñû òèïà áëåîìèöèíà è åãî àíàëîãîâ (Sikic, 1986;
Kasper, Barth, 2009), à òàêæå áèíàðíûå êàòàëèòè÷åñêèå ñè-
ñòåìû íà îñíîâå ìåòàëëîêîìïëåêñîâ êîáàëüòà ñ êîððèíî-
âûì (îêñèêîáàëàìèí, èëè âèòàìèí Â12b) è ôòàëîöèàíèíî-
âûì (òåðàôòàë, èëè ÒÔ) ëèãàíäàìè â ñî÷åòàíèè ñ àñêîð-
áèíîâîé êèñëîòîé (ÀÊ), êàòàëèçèðóþùèå ðàñùåïëåíèå
íóêëåèíîâûõ êèñëîò ïðè ó÷àñòèè àêòèâíûõ ôîðì êèñëî-
ðîäà (Âîëüïèí è äð., 1988, 1998; Êíîððå è äð., 1993) è
îêàçûâàþùèå öèòîòîêñè÷åñêîå âîçäåéñòâèå íà îïóõîëå-
âûå êëåòêè in vitro è íà îïóõîëè in vivo (×èññîâ è äð.,
2000).

Ïðè èçó÷åíèè öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ áèíàðíûõ
ñèñòåì óñòàíîâëåíî, ÷òî îáå êàòàëèòè÷åñêèå ñèñòåìû âû-
çûâàþò îáðàçîâàíèå êðóïíîìàñøòàáíûõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ (Ìåäâåäåâ è äð., 2001à; Ìåäâåäåâ, Ëåùåíêî, 2008) è
ïîâðåæäåíèå îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíîé ñèñòåìû
îïóõîëåâûõ êëåòîê, èíäóöèðóÿ îêèñëåíèå ãëóòàòèîíà
(Akatov et al., 2000). ×åðåç 1 ÷ âîçäåéñòâèÿ äîëÿ ôðàãìåí-
òèðîâàííîé ÄÍÊ (Ìåäâåäåâ è äð., 2001á) è îêèñëåííîãî
ãëóòàòèîíà (Àêàòîâ è äð., 2001) ñîñòàâèëà îêîëî 50 %, äî-
ñòèãàÿ 90 % ÷åðåç 4—5 ÷ èíêóáàöèè. Ïîçäíåå îáíàðóæå-
íû ðåçêîå óìåíüøåíèå êàëüöèåâîé åìêîñòè ìèòîõîíäðèé,

óâåëè÷åíèå cîäåðæàíèÿ ýíäîãåííîé ïåðåêèñè âîäîðîäà è
îáðàçîâàíèå îëèãîíóêëåîñîìíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ (Àêà-
òîâ è äð., 2003, 2005). Ïîêàçàíî, ÷òî ãåíîòîêñè÷åñêîå äåé-
ñòâèå (Ìåäâåäåâ è äð., 2005) èñïîëüçîâàííîé â íèçêîé
êîíöåíòðàöèè ñèñòåìû ÒÔ + ÀÊ îáðàòèìî, à êðóïíîìàñ-
øòàáíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, èíäóöèðîâàííûå îáåèìè ñèñ-
òåìàìè íà ðàííåì ýòàïå àïîïòîçà îïóõîëåâûõ êëåòîê, âîñ-
ñîåäèíÿþòñÿ ñóùåñòâåííî ìåäëåííåå, ÷åì âûçâàííûå
g-îáëó÷åíèåì â äîçå, àäåêâàòíîé ïî óðîâíþ ïîâðåæäåí-
íîñòè ÄÍÊ (Ìåäâåäåâ è äð., 2001à; Ìåäâåäåâ, Ëåùåíêî,
2008).

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå äèíàìèêè ðàçâèòèÿ
êðóïíîìàñøòàáíîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ ïðè ñî÷åòàííîì
äåéñòâèè ÀÊ ñ ìîäèôèöèðîâàííûì ôòàëîöèàíèíîâûì
ëèãàíäîì ÝÒÔ íà ëåéêåìè÷åñêèå êëåòêè ÷åëîâåêà K-562 â
òå÷åíèå 48 ÷ èíêóáàöèè, ñîîòâåòñòâóþùåé äâóì ïåðèî-
äàì óäâîåíèÿ ÷èñëà êëåòîê â ðàñòóùèõ êîíòðîëüíûõ êó-
ëüòóðàõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èñïîëüçîâàëè êëåòêè ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà
ëèíèè K-562, ïîëó÷åííîé èç Âñåðîññèéñêîé êîëëåêöèè
êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã). Êëåòêè âûðàùèâàëè â ñðåäå RPMI-1640 ñ äîáàâ-
ëåíèåì 40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà è 10 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
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ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå, ñîäåðæàùåé
5 % ÑÎ2. Äëÿ èçó÷åíèÿ ãåíîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÝÒÔ
èñïîëüçîâàëè ñî÷åòàíèå ÀÊ ñ ïðîïèëåíîâûì ýôèðîì îê-
òà-4,5-êàðáîêñèôòàëîöèàíà êîáàëüòà, âêëþ÷åííîãî â êîì-
ïëåêñ ñ ïðîïèëåíîâûì ýôèðîì öèêëîäåêñòðèíà (ÃÍÖ ÍÈ-
ÎÏÈÊ).

Êëåòêè âûñåâàëè â êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû (50 òûñ.
êë./ìë), ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà äîáàâëÿëè ÝÒÔ è ÀÊ â
ìîëÿðíîì ñîîòíîøåíèè 1 : 20 è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
óêàçàííîãî âðåìåíè. Ïðîáó, ñîäåðæàùóþ îêîëî 500 òûñ.
êëåòîê, îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (600 g, 2 ìèí),
äâàæäû ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì Äàëü-
áåêêî, öåíòðèôóãèðóÿ â óêàçàííûõ óñëîâèÿõ, è èñïîëüçî-
âàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ âûæèâàåìîñòè è ôðàãìåíòàöèè
ÄÍÊ. Äîáàâëåíèå êàòàëàçû, îïðåäåëåíèå êèíåòèêè êëå-
òî÷íîé ãèáåëè âûïîëíÿëè, êàê óêàçàíî ðàíåå (Àêàòîâ
è äð., 2005). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êèíåòèêè êëåòî÷íîé ãèáåëè
ïîäñ÷èòûâàëè ñ ïîìîùüþ ãåìîöèòîìåòðà ÷èñëî æèâûõ è
ïîãèáøèõ êëåòîê ÷åðåç îïðåäåëåííûå èíòåðâàëû âðåìåíè
ïîñëå äîáàâëåíèÿ âåùåñòâ. Ãèáåëü êëåòîê îöåíèâàëè ïî
îêðàøèâàíèþ òðèïàíîâûì ñèíèì.

Ïðè àíàëèçå ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ (Lobrich et al., 1996)
êëåòêè çàêëþ÷àëè â ëåãêîïëàâêóþ àãàðîçó Ò7. Ëèçèñ è ïå-
ðåâàðèâàíèå ôåðìåíòàìè âêëþ÷åííûõ â àãàðîçó êëåòîê
èñêëþ÷àþò ôðàãìåíòàöèþ âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ,
íàáëþäàåìóþ ïðè ëèçèñå êëåòîê â ñóñïåíçèè. Àãàðîçíûé
áëîê, ñîäåðæàùèé îêîëî 150 òûñ. êëåòîê, èìïðåãíèðîâà-
ëè â ÿ÷åéêó 1%-íîãî ãåëÿ àãàðîçû 1-Â äëèíîé 14 ñì è ïðî-
âîäèëè ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç (Lalande et al., 1987) â òå÷å-
íèå 72 ÷. Îêðàøèâàíèå ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ â ãåëå
áðîìèñòûì ýòèäèåì ïðîâîäèëè ïðè êîíöåíòðàöèè
0.5 ìêã/ìë â òå÷åíèå 1 ÷. Ïîëó÷åííûå ýëåêòðîôîðåãðàì-
ìû ñîñòîÿëè èç äâóõ ôðàêöèé. Ôðàêöèÿ âûñîêîìîëåêó-
ëÿðíîé ÄÍÊ îñòàâàëàñü â ÿ÷åéêå äëÿ âíåñåíèÿ îáðàçöà, à
êðóïíîìàñøòàáíàÿ ÄÍÊ ñ ðàçìåðàìè 2200 òûñ. ï. î. è ìå-
íåå ìèãðèðîâàëà èç ÿ÷åéêè. Âåëè÷èíó ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ
èçìåðÿëè íà ñêàíèðóþùåì ôëóîðèìåòðå, ðàññ÷èòûâàÿ ñî-
äåðæàíèå ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ îò îáùåãî êîëè÷åñòâà
ÄÍÊ â äîðîæêå ãåëÿ (Ìåäâåäåâ, Ëåùåíêî, 2008). Ýêñïå-
ðèìåíòû ïðîâîäèëè íå ìåíåå ÷åì â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ;

ïîëó÷åííûå äàííûå îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ñðåäà RPMI-1640,
àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà, ïðîòåèíàçà Ê, àãàðîçà Ò7 è 1-Â,
ýòèäèóì áðîìèä, ïóëüñ-ìàðêåð õðîìîñîì Saccharomy-
ces cerevisiae, ðåñòðèêò Hind III (Sigma, ÑØÀ); ýìáðèî-
íàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà (HyClone, ÑØÀ); êàòàëàçà
(MPbiochemicals, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû äàííûå ïî èçó÷åíèþ ãåíîòîê-
ñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ áèíàðíîé ñìåñè ÝÒÔ è ÀÊ è åå êîì-
ïîíåíòîâ íà ëåéêåìè÷åñêèå êëåòêè K-562; óñëîâèÿ èíêó-
áàöèè âûáðàíû ñ ó÷åòîì ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ ðàíåå ñ
ñèñòåìîé ÒÔ è ÀÊ. Êàê âèäíî, ÝÒÔ è ÀÊ, èñïîëüçîâàí-
íûå â îòäåëüíîñòè â êîíöåíòðàöèÿõ äî 100 ìêÌ (ðèñ. 1,
ñòîëáöû 2—5), êàê è áèíàðíàÿ ñèñòåìà 1 ìêÌ ÝÒÔ è
20 ìêÌ ÀÊ (ðèñ. 1, 6), íå âûçûâàþò äåãðàäàöèè ÄÍÊ â
ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè. Ïðè óâåëè÷åíèè
êîíöåíòðàöèè áèíàðíîé ñèñòåìû â 3 è 5 ðàç (ðèñ. 1,
ñòîëáöû 7, 8) íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå ñîäåð-
æàíèÿ âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ, äîñòèãàþùåå ïðèìåð-
íî 30 è 50 % ñîîòâåòñòâåííî. Âíåñåíèå â èíêóáàöèîííóþ
ñðåäó êàòàëàçû ñîâìåñòíî ñ ÝÒÔ (5 ìêÌ) è ÀÊ (100 ìêÌ)
(ðèñ. 1, ñòîëáåö 9) ïðåäîòâðàùàåò íóêëåàçíîå äåéñòâèå
áèíàðíîé ñèñòåìû.

Ñïåêòð êðóïíîìàñøòàáíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, îáðàçó-
þùèõñÿ ïðè 6-÷àñîâîé èíêóáàöèè êëåòîê K-562 ñ ñèñòå-
ìîé 5 ìêÌ ÝÒÔ + 100 ìêÌ ÀÊ, ïðèâåäåí íà ôëóîðîãðàì-
ìå (ðèñ. 2). Ñïåêòð âêëþ÷àåò â ñåáÿ ôðàãìåíòû ñ ðàçìåðà-
ìè îò 2200 äî 50 òûñ. ï. î. ñ äâóìÿ ìàêñèìóìàìè —
ìåæäó 2200 è 1100 òûñ. ï. î. è ïðè 50 òûñ. ï. î., cîîòâåòñò-
âóþùèõ ïî ðàçìåðó «ïåòëÿì» ÄÍÊ, ÷òî îáóñëîâëåíî äå-
ãðàäàöèåé áîëåå âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ ñòðóêòóð õðîìà-
òèíà — «âèòêîâ» ñïèðàëè è «ðîçåòîê» (Filipski et al.,
1990). Îáðàçîâàíèÿ â ýêñïåðèìåíòàõ îëèãîíóêëåîñîìíûõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ íå íàáëþäàëè, ïîñêîëüêó ëåéêåìè÷å-
ñêèå êëåòêè K-562 ðåçèñòåíòíû ïî ýòîìó ïðèçíàêó àïîï-
òîçà ê âîçäåéñòâèþ áîëüøîãî ÷èñëà ãåíîòîêñèíîâ ðàçëè÷-
íîé õèìè÷åñêîé è ôèçè÷åñêîé ïðèðîäû (McGahon et al.,
1994).

Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ôðàãìåíòèðîâàí-
íîé ÄÍÊ è êîëè÷åñòâà æèâûõ êëåòîê K-562 ïîñëå äîáàâ-
ëåíèÿ â êóëüòóðó ñèñòåìû 5 ìêÌ ÝÒÔ + 100 ìêÌ ÀÊ
ïðèâåäåíû íà ðèñ. 3, à. Âèäíî, ÷òî óæå ÷åðåç 1 ÷ èíêóáà-
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Ðèñ. 1. Ñîäåðæàíèå âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ â êëåòêàõ K-562
â çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé èíêóáàöèè.

Ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — êîíòðîëüíûå êëåòêè, 2 — 10 ìêÌ ÝÒÔ, 3 —
100 ìêÌ ÝÒÔ, 4 — 20 ìêÌ ÀÊ, 5 — 100 ìêÌ ÀÊ, 6 — 1 ìêÌ ÝÒÔ +
20 ìêÌ ÀÊ, 7 — 3 ìêÌ ÝÒÔ + 60 ìêÌ ÀÊ, 8 — 5 ìêÌ ÝÒÔ + 100 ìêÌ
ÀÊ, 9 — 5 ìêÌ ÝÒÔ + 100 ìêÌ ÀÊ + 200 åä./ìë êàòàëàçû; ïî âåðòèêà-
ëè: ñîäåðæàíèå âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ, äîëÿ îò îáùåãî êîëè÷åñòâà
ÄÍÊ, %; çâåçäî÷êà — P < 0.05 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè.

Ðèñ. 2. Ôëóîðîãðàììà êðóïíîìàñøòàáíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
êëåòîê K-562, ðàçäåëåííûõ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçîì â 1%-íîì

àãàðîçíîì ãåëå.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ðàñïðåäåëåíèå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïî ãåëþ; ïî âåðòè-
êàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, îòí. åä. 1 — êîíòðîëüíûå êëåò-
êè; 2 — êëåòêè, èíêóáèðîâàííûå 6 ÷ ñ 5 ìêÌ ÝÒÔ + 100 ìêÌ ÀÊ; 3—6 —
ìàðêåðû Saccharomyces cerevisiae ðàçìåðàìè 2200, 1100, 555 è 295 òûñ.
ï. î.; 7 — ïîëîæåíèå ôàãà l ðàçìåðîì 48 òûñ. ï. î.; 8 — ïîëîæåíèå ðåñò-
ðèêòà Hind III ðàçìåðîì 9.4 òûñ. ï. î.; 9 — ïîëîæåíèå öåíòðà ÿ÷åéêè äëÿ

âíåñåíèÿ îáðàçöà.



öèè ñîäåðæàíèå ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ ñîñòàâëÿåò
20 %, äîñòèãàåò ìàêñèìóìà â 50 % ÷åðåç 6 ÷ (ðèñ. 3, à,
êðèâàÿ 2), íå îêàçûâàÿ äîñòîâåðíîãî öèòîòîêñè÷åñêîãî
äåéñòâèÿ (ðèñ. 3, à, êðèâàÿ 1). Ïðè ïðîäîëæåíèè èíêóáà-
öèè íàáëþäàåòñÿ ðåçêîå óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà êàê æè-
âûõ êëåòîê, òàê è ôðàãìåíòîâ êðóïíîìàñøòàáíîé ÄÍÊ,
äîñòèãàþùåå ïðèìåðíî 10 % ÷åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè è ñî-
õðàíÿþùååñÿ íà òîì æå óðîâíå ÷åðåç 48 ÷.

Äëÿ óìåíüøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè öèòîòîêñè÷åñêîãî è
ãåíîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ áèíàðíîé ñèñòåìû, îáóñëîâ-
ëåííîãî ãåíåðàöèåé ïåðåêèñè âîäîðîäà (ðèñ. 1, 9), äîáàâ-
ëÿëè â ñðåäó ñ êëåòêàìè êàòàëàçó ÷åðåç 1 è 2 ÷ îò íà÷àëà
èíêóáàöèè. Èç ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ (ðèñ. 3, á, êðèâûå 1,
3 â ñðàâíåíèè ñ ðèñ. 3, à, êðèâàÿ 1) âèäíî, ÷òî óìåíüøåíèå
äëèòåëüíîñòè èíêóáàöèè ñ ïðîäóöèðóþùåé ïåðåêèñü ñèñ-
òåìîé ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåò âûæèâàåìîñòü êëåòîê
K-562. ×åðåç 1 ÷ âîçäåéñòâèÿ áèíàðíîé ñèñòåìû, âûçûâà-
þùåé íàêîïëåíèå â ñðåäå 110 ìêÌ Í2Î2 â òå÷åíèå ïåðâûõ
15 ìèí è ñíèæàþùåéñÿ äî óðîâíÿ â 50 ìêÌ Í2Î2 â ïîñëå-
äóþùèå 45 ìèí (Àêàòîâ è äð., 2005), êîëè÷åñòâî æèâûõ
êëåòîê ñíèæàåòñÿ íà 40 % â òå÷åíèå 24 ÷ èíêóáàöèè, íî íå
óäâàèâàåòñÿ â òå÷åíèå ñëåäóþùåãî ïåðèîäà (ðèñ. 3, á,
êðèâàÿ 1). Ýòî ìîæåò óêàçûâàòü íà çàìåäëåíèå ïðîëèôå-
ðàöèè êëåòîê Ê-562, âûçâàííîå îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì.
Äîáàâëåíèå êàòàëàçû óìåíüøàåò íàêîïëåíèå ôðàãìåíòè-
ðîâàííîé ÄÍÊ (ðèñ. 3, á, êðèâûå 2,4 â ñðàâíåíèè ñ ðèñ. 3,
à, êðèâàÿ 2), áëîêèðóÿ â ïåðâûå ÷àñû èíêóáàöèè íóêëåàç-
íîå äåéñòâèå áèíàðíîé ñèñòåìû. ×åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè
îñòàåòñÿ íåðåïàðèðîâàííîé, à âîçìîæíî, è âíîâü îáðàçî-
âàííîé â ðåçóëüòàòå óâåëè÷åííîé ãåíåðàöèè ïåðåêèñè âî-
äîðîäà ïîâðåæäåííûìè îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì ìèòî-
õîíäðèÿìè (Àêàòîâ è äð., 2003; Santos et al., 2003) îêîëî
15 % ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ. Ñóùåñòâåííî, ÷òî è ÷åðåç
48 ÷ èíêóáàöèè (ðèñ. 3, á, êðèâûå 2, 4) íàáëþäàåòñÿ ïðè-
ìåðíî òàêîé æå óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ êðóïíîìàñøòàáíûõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ÷òî ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ òàêæå è âêëà-
äîì íåñòàáèëüíîñòè ãåíîìà, êîòîðàÿ èíèöèèðóåòñÿ ýêçî-
ãåííîé Í2Î2, ñïîñîáíîé ïðåâðàùàòü òîïîèçîìåðàçó II â
ÄÍÊ-ðàñùåïëÿþùóþ íóêëåàçó â ðåçóëüòàòå îêèñëåíèÿ åå
òèîëüíûõ ãðóïï. Ýòî â ñâîþ î÷åðåäü âûçûâàåò êàê îáðà-
çîâàíèå êðóïíîìàñøòàáíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, òàê è àïîï-

òîòè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê è (èëè) íåñòàáèëüíîñòü ãåíîìà
(Li et al., 1999; Li, Liu, 2001).

Î÷åâèäíî, ÷òî öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå èíäóöèðóå-
ìîé áèíàðíûìè ñèñòåìàìè ïåðåêèñè âîäîðîäà íå îãðàíè-
÷èâàåòñÿ íàáëþäàåìûìè â äàííîé ðàáîòå è äðóãèõ èññëå-
äîâàíèÿõ êðóïíîìàñøòàáíîé ôðàãìåíòàöèåé ÄÍÊ, èñòî-
ùåíèåì ãëóòàòèîíà, íàðóøåíèåì ôóíêöèè ìèòîõîíäðèé
(Higushi, 2003; Ñai et al., 2008). Âîçíèêøèé îêèñëèòåëü-
íûé ñòðåññ âûçûâàåò ïîâðåæäåíèÿ è äðóãèõ êîìïîíåíòîâ
õðîìàòèíà — áåëêîâ, ëèïèäîâ è ÿäåðíûõ ìåìáðàí, ÷òî
òàêæå ñïîñîáñòâóåò îáðàçîâàíèþ ôðàãìåíòîâ õðîìîñîì-
íîé ÄÍÊ (Higuchi, 2004), íåñòàáèëüíîñòè ãåíîìà (Wein-
berg, Chandel, 2009) è, âîçìîæíî, çàòðóäíÿåò âîññîåäèíå-
íèå êðóïíîìàñøòàáíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, èíäóöèðîâàí-
íûõ ðàçíûìè ìåõàíèçìàìè.
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LARGE-SCALE FRAGMENTATION OF DNA AND THE DEATH OF TUMOR CELLS

BY THE ACTION OF THE BINARY SYSTEM ASCORBIC ACID—METALLOCOMPLEXES

OF COBALT IN VITRO
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High-molecular-weight DNA fragments are the markers of the early stage of apoptosis induced in eukaryo-
tic cells by cytotoxins of different nature. The dynamics of the development of large-scale DNA fragmentation
in K-562 leukemia cells by the action of the antitumor drug, the binary system ascorbic acid—cobalt phthalocy-
anine within 48 h of incubation, which correspond to two periods of the doubling of cell number in growing con-
trol cultures, have been studied. It was shown that, within the first hours of incubation, hydrogen peroxide gene-
rated by the system induces the formation of DNA fragments from 2200 to 50 kbp long. Later on the cell death
accompanied by a decrease in the content of fragmented DNA is observed. Within 24 h of incubation, part of
fragmented DNA remains unrepaired; after 48 h of incubation, a delay or a slowed down proliferation of K-562
cells, which differ from control cells also by a high level of death and a higher content of high-molecular-weight
DNA fragments, is observed.

K e y w o r d s: ascorbic acid, tumor cells, antitumor drugs, hydrogen peroxide, high-molecular-weight DNA
fragments, genome instability, epigenetic damage.
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