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ДНКазна активність і ступінь фрагментації 
хроматину клітинних ядер у ході росту 
злоякісного новоутворення 
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Вивчали ДНКазну активність і ступінь фрагментації хроматину ядер клітин карциноми Герена 
та печінки щурів-пухлиноносіїв у ході росту злоякісного новоутворення. Встановлено зниження 
ДНКазної активності ядер клітин печінки, шр можна розглядати як результат депресивного 
впливу злоякісного росту на досліджуваний метаболічно активний орган. Отримані результати 
показують, шр порушення реалізації програми клітинної загибелі, характерне для пухлинних 
клітин, поширюється і на клітини віддалених органів, про шр свідчить пригнічення ДНКазної 
активності ядер клітин печінки. 

Вступ. В основі пухлинного росту лежить порушен
ня програми клітинної загибелі [1], активними 
учасниками реалізації якої є ДНКаза І і ДНКаза II 
[2—5 ]. Різні за функціональним навантаженням ці 
ферменти причетні до ключових процесів клітин
ного метаболізму, а саме — роль кислої ДНКази 
(ДНКази II) визначається, в першу чергу, участю 
у процесах синтезу ДНК [6—7], у той час як 
лужній ДНКазі (ДНКазі І) належить провідна роль 
у деградації ДНК [8—10]. 

Мета даної роботи полягала у визначенні 
ДНКазної активності та встановленні ступеня 
фрагментації ДНК ядер клітин печінки і пухлини 
щурів-пухлиноносіїв на різних стадіях росту ново
утворення. 

Матеріали і методи. Об'єктом дослідження 
були самки білих безпородних щурів масою 110— 
130 г. Трансплантацію карциноми Герена проводи
ли за попередньо опрацьованою методикою [11]. 
Евтаназію дослідних тварин здійснювали на 7, 14, 
та 21-шу добу після трансплантації пухлини. 

Виділення ядер та визначення ендонуклеазної 
активності. Ядра клітин печінки та пухлини ви-
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діляли за методом [12]. Чистоту ядерної фракції 
контролювали за співвідношенням білок/ДНК, яке 
складало близько 2. Ступінь гідролізу хроматину 
кислою та лужною ендонуклеазами розраховували 
за кількістю полідезоксирибонуклеотидів кислото-
розчинної фракції, отриманої після інкубації ядер у 
відповідних буферах протягом 10, 20 та 30 хв при 
температурі 37 °С і виражали у відсотках від 
тотальної ДНК ядер в інкубаційній суміші. Сус
пензію ядер з концентрацією ДНК 400 мкг/мл, 
визначеної спектрофотометрично, інкубували в бу
ферах для визначення активностей ДНКаз, які 
містили відповідно 0,25 М сахарозу в ацетатному 
буфері, рН 5,0 — для кислої ДНКази; 0,25 М 
сахарозу, 0,01 мМ MgCl2 в 0,1 М буфері трис-НСІ, 
рН 7,5 — для лужної ДНКази. Середній ступінь 
гідролізу хроматину і значимість різниці кривих 
виявляли за допомогою регресійного аналізу. 

Електрофоретичне дослідження фрагментації 
хроматину. Виділені ядра розділяли на три групи. 
Ядра першої групи одразу заливали одним об'ємом 
буфера, що містив 0,1 М трис-НСІ, рН 7,5, 5 % 
ДСН, 0,1 М ЕДТА, та десятикратним об'ємом 
розчину, який містив 0,3 М ацетат натрію і 0,05 М 
ЕДТА, рН 7,5, обробляли ультразвуком на УЗДН 
2Т при частоті 22 кГц і силі струму 0,4 А та 
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Рис. 1. Динаміка виходу полідезоксирибонуклеотидів з ядер клітин пухлини в) та печінки (б, г) щурів-пухлиноносіїв на різних 
етапах росту карциноми Герена в умовах активації кислої (а, б) та лужної (в, г) ДНКаз (Й: / , 2 , З — через 7, 14 , 21 діб після 
трансплантації відповідно, *статистично достовірна різниця у порівнянні з показником на 7-му добу ( я - 6 , р< 0 , 0 5 ) ; б: 7, 2 , 3 — 
через 7, 14 , 21 діб після трансплантації відповідно, *статистично достовірна різниця у порівнянні з контролем ( Ю , **статистично 
достовірна різниця у порівнянні з показником на 14-ту добу ( я - 6 , р < 0 , 0 5 ) ; в: 7, 2 , 3 — через 7, 14 , 21 діб після трансплантації 
відповідно, *статистично достовірна різниця у порівнянні з показником на 7-му добу (пВ 6 , р < 0 , 0 5 ) , **статистично достовірна 
різниця у порівнянні з показником на 14-ту добу (я = 6, р < 0 , 0 5 ) ; г: 7, 2 , 3 ~ через 7, 14 , 21 діб після трансплантації відповідно, 
*статистично достовірна різниця у порівнянні з контролем ( Ю ( и ~ 6 , р < 0 , 0 5 ) , **статистично достовірна різниця у порівнянні з 
показником на 7-му добу (п - 6 , р < 0 , 0 5 ) , ***статистично достовірна різниця у порівнянні з показником на 14-ту добу (пж 6, р < 
< 0 , 0 5 ) ) 

залишали для екстракції фрагментованої ДНК на 
8—10 год при температурі 5 °С. Ядра другої та 
третьої груп інкубували протягом 1 год при 37 °С 
у відповідних буферах для активації кислої і луж
ної ДНКаз, після чого здійснювали ті ж самі 
процедури, що і з ядрами першої групи. 

Розчинні фрагменти відділяли центрифугуван
ням при 10000 g протягом 30 хв. Фрагментовану 
ДНК з супернатанту виділяли стандартним фе
нольним методом [13] та піддавали електрофорезу 
в 1 %-му агарозному гелі [14]. 

Результати і обговорення. Результати дослід
жень ферментативної активності, яка відповідає 
кислій ДНКазі, у пухлинних ядрах засвідчили 
зростання даного показника протягом усього експе
рименту (рис. 1, а), що, очевидно, зумовлене 
високою інтенсивністю проліферації пухлинних 
клітин. У той же час в ядрах клітин печінки 

відбувалося зниження ферментативної активності 
кислої ДНКази (рис. 1,6). 

Обернена направленість активностей кислих 
ДНКаз ядер пухлини і печінки вказує на існування 
залежності між стадією росту пухлини та синтетич
ними процесами у печінці. 

Отримані нами результати при використанні 
штаму недиференційованої карциноми Герена як 
моделі пухлинного росту та порівняння з даними 
літератури [15, 16], де як модель пухлинниго росту 
використовували асцитичний рак Ерліха, дають 
підстави вважати, що тенденція до зниження ДНК
азної активності ядер клітин печінки є загальною і, 
очевидно, не залежить від типу пухлини. 

При дослідженні ферментативної активності, 
яка відповідає лужній ДНКазі, у пухлинних ядрах 
спостерігалося її зниження лише протягом першої 
половини експерименту (рис. 1, б), що, можливо, 
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ДНК, а, навпаки, спостерігається подальше нако
пичення фрагментів більшої молекулярної маси. 
Тоді як препарати, отримані з ядер, інкубованих в 
умовах активування кислої ДНКази, характеризу
валися повною відсутністю фрагментованої ДНК, 
що свідчило про її повний гідроліз. 

Пригнічення процесів деградації ДНК відмі
чено і в ядрах клітин печінки. Так, протягом 
усього експериментального періоду відбувалося 
зниження ферментативної активності, що відпо
відає лужній ДНКазі (рис. 1, г). Характер стрім
кого зниження ферментативної активності лужної 
ДНКази вже в перший тиждень після трансплан
тації вказує на чутливість даного показника до 
розвитку новоутворення. Крім цього, зниження 
інтенсивності процесів деградації ДНК, пов'язаних 
з функціонуванням лужної ДНКази, можуть бути і 
компенсаторною реакцією організму-пухлиноносія 
на пригнічення синтетичних процесів. 

Протягом експерименту не спостерігалося від
новлення досліджуваних показників активності 
лужної ДНКази в ядрах клітин печінки до конт
рольного рівня. У логарифмічній фазі росту карци
номи Герена відбувалося статистично достовірне 
зростання показника ферментативної активності, 
але це не змінювало загальної картини зниженої 
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активності ДНКази і в ядрах клітин печінки (рис. 
1, г). Однак навіть занижений рівень активності 
лужної ДНКази зумовлював незначну фрагмен
тацію ДНК ядер клітин печінки, що підтверд
жується даними електрофорезу (рис. З, а). Нако
пичення фрагментованої ДНК в ядрах клітин пе
чінки, яке виявлялося на термінальних етапах 
росту карциноми Герена, можна пояснити поступо
вим зниженням активності кислої ДНКази, оскіль
ки в умовах активування даного ферменту гідроліз 
фрагментів відбувався повністю (рис. З, б). 

Висновки. Встановлене зниження ДНКазної 
активності клітинних ядер печінки внаслідок си
нергічної дії пухлини та компенсаторних механіз
мів організму можна розглядати як результат де
пресивного впливу злоякісного росту на дослід
жуваний метаболічно активний орган. 

М. М. Marchenko, G. P. Kopytchuk, І. О. Shmarakov 

DNase activity and chromatin fragmentation in cell nuclei in the 
process of tumor growth 

Summary 

The DNase activity and the level of chromatin fragmentation of the 
rat liver and Guerin's carcinoma nuclei were studied during tumor 
growth. The decrease in DNase activity of the liver cells nuclei was 
determined, that can be regarded as a result of the depressing 
influence of tumor growth on the metabolic active organ investi
gated. The obtained data show, that the violation of cell death 
program, characteristic for tumor cells, spreads on the cells of 
distant organs, which is testified by the suppressed DNase activity 
of liver cells nuclei. 

M. M. Марченко, Г. П. Копыльчук, И. А. Шмараков 

ДНКазная активность и степень фрагментации хроматина 
клеточных ядер в процессе роста злокачественного 
новообразования 

Резюме 

Изучали ДНКазную активность и степень фрагментации хро
матина ядер клеток карциномы Герена и печени крыс-опухоле-
носителей в процессе роста злокачественного новообразова
ния. Установлено снижение ДН Казной активности ядер кле
ток печени, что можна рассматривать как результат депрес
сивного влияния злокачественного роста на исследованный 
метаболически активный орган. Полученные результаты ука
зывают на то, что нарушение реализации программы клеточ
ной гибели, характерное для опухолевых клеток, распростра
няется и на клетки отдаленных органов, о чем свидетельст
вует подавление ДНКаз ной активности ядер клеток печени. 
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