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Представлены результаты исследования физико-химических свойств
алкилирующих соединений — нитрозоалкилмочевин (НАМ), обладающих
широким спектром биологического действия — мутагенного, канцероген-
ного и противоопухолевого за счет алкилирования и карбамоилирования
ДНК, а также других компонентов клетки. Приведены идентифицирован-
ные химические продукты взаимодействия НАМ с ДНК и ее компонента-
ми. Рассмотрены структурные превращения макромолекулы ДНК вследст-
вие ее химической модификации. Обсуждены возможные биологические
последствия модификации ДНК с помощью НАМ.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Алкилирующие соединения, обладающие широким спектром биологи-
ческого действия, давно привлекают внимание исследователей. Знание
механизмов действия этих соединений на важнейшие биополимеры клет-
ки позволит направленно использовать эти вещества для получения же-
лаемого эффекта. Среди алкилирующих соединений наибольший инте-
рес представляют нитрозоалкилмочевины (НАМ), которые в последние
годы интенсивно изучаются как химические мутагены [1 —10], канцеро-
гены [11 — '7] и противоопухолевые вещества [18—21].

Академик Η. М. Эмануэль и его ученики многие годы широко исполь-
зовали методы физической химии и химической кинетики для изучения
ряда важнейших биологических систем [22—26], биохимических реакций
[27—29], различных патологических процессов [30—33]. Открытые
ими противоопухолевые свойства НАМ и внедрение в клиническую прак-
тику М-нитрозо-Ы-метилмочевины (НММ) как средства для лечения не-
дифференцированного рака легкого и лимфогранулематоза [18] стиму-
лировали ц последние годы широкий синтез новых производных НАМ,
изучение физико-химических свойств и молекулярных механизмов дей-
ствия этих соединений с целью выявления НАМ, наиболее эффективных
для практического использования.

Одной из основных (и, может быть, главных) причин биологического
действия НАМ могут быть реакции, связанные с нарушением функцио-
нирования генома клетки за счет модификации ДНК, в результате ал-
килирования и карбамоилирования макромолекулы.

II. ХИМИЧЕСКИЕ И ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА НАМ

На примере одного из изученных представителей нитрозоалкилмоче-
вин— НММ — можно проанализировать некоторые реакции НАМ.
Установлено, что НАМ легко гидролизуются в водных растворах, при-
чем скорость гидролиза существенно изменяется в зависимости от соста-
ва среды, рН, температуры и других факторов. Общая схема превраще-
ний НММ в водном растворе может быть представлена следующим об-
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разом [34—41]:
н+

H2NCON (CH3) NO + НО- ^ Н2О + NHCON (CH3) NO -> H 3C—N=N-O~+HXCO ->
(I) (II) (III) (IV)

-^=г+ CH2N2
h H + (VI)Н3С—N=N—ОН ^ H S C — N = N —

(V) + Na - ^ - » CH3OH ~- H +

Под действием гидроксил-ионов происходит отрыв протона от атома азо-
та молекулы Н М М (I) с о б р а з о в а н и е м аниона мочевины ( I I ) , который
п р е в р а щ а е т с я в анион д и а з о т а т а ( I I I ) и изоциановую кислоту ( IV) .

П е р в а я стадия р а с п а д а Н М М я в л я е т с я в этом случае лимитирующей
и протекает по псевдопервому порядку. Это служит основой для метода
титрования Н М М щелочью [ 3 7 ] , который применяется наряду с други-
ми химическими м е т о д а м и изучения кинетики этой реакции [38, 3 9 ] . Об-
р а з о в а в ш и й с я анион ( I I I ) под действием протонов превращается в ме-
тилдиазоний-катион (V). В сильно щелочной среде образуется диазоме-
тан ( V I ) , я в л я ю щ и й с я а л к и л и р у ю щ и м агентом [ 4 0 ] .

В нейтральной среде д и а з о а л к а н ы обычно не образуются, и метили-
рующие свойства в этом случае обусловлены метилдиазоний-катионом
[ 4 1 ] , при присоединении которого к нуклеофильным агентам выделяется
азот. В водной среде происходит гидролиз с образованием метилового
спирта:

H 3 CN-N + Н2О -> СН3ОН + N2 + Н+

Скорость п р е в р а щ е н и я Н М М в водном растворе особенно зависит от
р Н раствора, причем установлено, что в буфере Бриттон-Робинсона пе-
риод полупревращения Н М М уменьшается с увеличением р Н среды. На
п р е в р а щ е н и я Н М М в водных растворах влияет состав среды. В присут-
ствии буферных смесей (фосфатный, фосфатно-цитратный буфер) на-
блюдается увеличение скорости п р е в р а щ е н и я Н М М за счет действия нук-
леофилов [ 4 2 ] .

В кислой среде одним из продуктов превращения Н М М является азо-
тистая кислота [38, 3 9 ] , способная, к а к известно, быть дезаминирующим
агентом [43] .

HoNCONNO -f H2O Uv HNO2 + H2NCONH

CH3 CH3

Т а к и м образом, видно, что в зависимости от условий превращения
Н М М в различных средах могут образовываться продукты нескольких
типов: д и а з о м е т а н ( р Н > 7 ) , мстилдиазоний-катион и изоциановая кис-
лота (рН~7), а также азотистая кислота ( р Н < 7 ) . Эти продукты в ре-
акциях с нуклеиновыми кислотами и их компонентами могут проявлять
свои характерные свойства и модифицировать биомакромолекулы.

Анализ химической природы и электронной структуры НММ позво-
лил установить, что НММ обладает донорно-акцепторными свойствами,
которые могут быть ответственными за разнообразные проявления био-
логической активности НММ.

Методами квантовой химии и ЭПР показано, что NO-группа молеку-
лы НММ может выступать как в качестве акцептора, так и в качестве
донора электрона [44—46]. При захвате электрона NO-группой возмож-
ны, например, следующие превращения:

HjNCON (CHS) NO + е - * H2NCON (CH8) NO~->-

-> H2NCONHCH2 + NO~> CH.2NH + CONH2 + NO

Радикал CONH, может выступать как карбамоилирующий агент.
Донорные свойства НММ обусловлены отрывом электрона от атома

азота NO-группы с образованием катион-радикала, который, распада-
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ясь, по-видимому, может образовывать следующие продукты:

H2NCON (СН3) N0—£-»- CH 3 —N=N—О' + [CONH2]
+ ->

-> C H 3 - N = N - O # + Н+ + HNCO -»- СНз + Na + ΌΗ + HNCO

В этом случае химическая активность НММ определяется в основном
радикалом CH3N = NO", взаимодействие которого с биомакромолекула-
ми может приводить к метилированию. Карбамоилирование осуществ-
ляется за счет HNCO.

Экспериментально, в условиях фотосенсибилизированного переноса
электрона, в присутствии акцептора (донора) электрона в заморожен-
ном растворе НММ методом ЭПР были зафиксированы радикалы
CONH2, СНз—N = N0, H2NCON(H)CH, [45].

HI. ХИМИЧЕСКИЕ ПРОДУКТЫ РЕАКЦИИ НАМ С ДНК И ЕЕ КОМПОНЕНТАМИ

Для выяснения молекулярного механизма биологического действия
НАМ важно было определить основные участки биомакромолекул, кото-
рые могут модифицироваться под действием НАМ. Первые исследова-
ния механизма действия производных НАМ были направлены на изу-
чение их алкилирующих свойств.

Объектами изучения были нуклеозиды [40, 47], нуклеотиды [48,
49], полинуклеотиды [50], нуклеиновые кислоты [7]. Установленные ме-
ста алкилирования оснований нуклеиновых кислот схематично могут
быть представлены следующим образом (R — остаток рибозы или дезок-
сирибозы):

\ о
Ч

Тимин
СН3 "~-^№

Аденин

\ R

\
NH,

Цитозин Гуанин

HoN

Стрелками указан).] направления алкилирования основанш,
в составе:

нуклеозидов >-
нуклеотидов
(полинуклеотидов)

однотяжевой ДНК —
двутяжевой ДНК 1

Алкилирование трифосфатных групп с образованием моноэтилового
эфира ΛΤΦ (11% от общего количества алкильных групп) показано в
модельных экспериментах с АТФ и нитрозоэтилмочевиной (НЭМ) [49].

Возможность алкилирования ДНК впервые была установлена по об-
разованию 7-метилгуанина в реакции ДНК с НММ [51]. Позже были
идентифицированы девять метилированных производных в реакции
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ДНК с НММ in vitro: 1-метиладенозин, 3-метиладенин, 7-метиладенин,
3-метилгуанин, 6-О-метилдезоксигуанозин, 7-метилгуанин, 3-метилдез-
оксицитидин, 3-метилтимидин, 4-0-метилтимидин. С наибольшим выхо-
дом образуются 3-метиладенин (11,2% 14С) и 7-метилгуанин (75,7%
1 4С), с наименьшим-4-О-метилтимидин (0,1% 1 4С). Количество алкили-
рованных фосфатных групп составляло 18% от общей радиоактивности,
приходящейся на ДНК [52, 53].

Следует отметить, что в тех случаях, когда реакция НММ протекает
с полинуклеотидами, не содержащими остатка гуанина, доля алкилиро-
вания фосфатных групп резко возрастает. Так, например, по данным
работы [54], для ДНК, модифицированной НММ, этот выход составля-
ет 18%, а согласно данным работы [55], при действии 14СН3-НММна по-
лиадениловую кислоту 23% выхода обусловлены алкилированием осно-
ваний, а остальные 77% связаны с образованием фосфотриэфиров. Раз-
ница в выходах алкилированных фосфатных групп часто объясняется
различными условиями проведения экспериментов, а также нестабиль-
ностью продуктов в щелочных средах [56].

Метильные и этильные фосфотриэфиры образуются в ДНК при дей-
ствии большинства алкилирующих канцерогенов и достаточно продол-
жительное время в ней удерживаются [54, 57]. Динуклеотид, содержа-
щий алкилированные фосфатные группы, был выделен при гидролизе
ДНК, модифицированной НММ [57].

Сравнительное изучение реакционной способности различных алки-
лирующих соединений: диметилсульфата, диэтилсульфата, НЭМ и НММ
по отношению к фосфодиэфирной связи ДНК позволило установить,
что эффективность взаимодействия была наименьшей у диметилсульфа-
та и наибольшей у НММ. Это, по-видимому, может быть объяснено тем,
что в случае НММ и НЭМ промежуточным продуктом реакции являет-
ся алкилдиазониевый катион, электростатически взаимодействующий с
ДНК [58].

Впервые возможность карбамоилирования молекулы ДНК в реакции
с НММ была показана в работе [59] с помощью меченых атомов. Рас-
твор ДНК в течение 72 ч обрабатывали меченой по карбонильному уг-
лероду НММ с последующим отделением избытка НММ (соотношение
концентрации НММ к фосфору ДНК составляло 100 : 1).

Гидролиз модифицированной "С-ДНК до апуриновой кислоты с по-
следующим разделением продуктов реакции на эктеола-целлюлозе по-
казал наличие метки в апуриновом фрагменте. Было сделано предполо-
жение, что метка находится в фосфатном фрагменте ДНК и (или) в ци-
тозине.

В параллельных экспериментах с нуклеозидами, полинуклеотидами,
РНК и ДНК [60—67] была подтверждена возможность карбамоилиро-
вания фосфатных групп и МН2-группы цитозина. Общая схема реакции
НММ с цитидином [60, 61] может быть представлена в следующем виде:

N H 2 N H 2

ί Α H3C-NV\
H 2 NCN (CHS) I

I
R

О (VIII)
i II

HNCNH 2

A
N

i
(VII)
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H , C - N '

O'

υ
II

NCNH2

/ \

4 Ν τ /

I
1

R

(IX)

0
Π

0
II

1! II

NCNHCNH
11

H 3 C — N ^ ^
*

г
R (X)

0

H3C—I
>

11

</\

R

(XI)

где R — остаток рибозы, (VII) —4-Ы-карбамоилцитидин, (VIII)—3-ме-
тилцитидин, (IX) — 3-метил-4-Ы-карбамоилцитидин (X) — З-метил-4-
N-дикарбамоилцитидин, (XI)—3-метилуридин. Видно, что реакция ци-
тидина с НММ идет по двум путям — только карбамоилирование (VII),
либо алкилирование с последующим карбамоилированием (VIII), (IX),
(X). Продукты карбамоилирования легко гидролизуются с образовани-
ем соединения (XI). Адспозин и гуанозин в реакции с НММ образуют
продукты карбамоилировапия — б-г^-карбамоиладепозин, Ьметил-6-N-
карбамоиладенозин, 2-Й-карбамоилгуанозин [62].

Широко изучаются также хлоралкилпроизводные нитрозомочсвин
[68—71]. Как и НММ, эти соединения разлагаются с образованием ди-
азогпдроксидов, алкилирующих основания и фосфатные группы нуклеи-
новых кислот, а также изоцианатов, карбамоилирующих белки, фермен-
ты и лппиды [72]. Идентифицированы такие продукты взаимодействия
НАМ с пуклеозидами и основаниями ДНК, как 7-хлорэтилгуапин (XII),
7-окспэт1!лгуанин (XIII), 1.2-дигуанилэгап (XIV), 3-хлорэтилцитозин
(XV) и другие [73—76].

Установлено, что в реакциях хроматина с галогенэтильными нитро-
зомочсвинамн возможно образование сшивок ДНК — белок и ДНК—
ДНК, существенно влияющих на метаболизм клетки [71, 76].

и СН2СН2С1 и

HN

-Ν"

(XII)

о Ο

ΗΝ/ \ Ν C H 2 - C H 2 — N-

(XIV)

HN

I
(XIII)

NH

CH2CH2OII

-N4

ΝΗ

С1—СН2—СН2—Ν

ι
Η

(XV)

IV. СТРУКТУРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ДНК, МОДИФИЦИРОВАННОЙ НАМ

Химическая модификация ДНК (алкилирование, карбамоилирова-
ние и др.) может приводить к существенным изменениям в структуре
ДНК. Часть повреждений может ликвидироваться за счет работы фер-
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ментов системы репарации. Нерепарируемые нарушения структуры из-
меняют нормальное функционирование генома клетки.

Структурные изменения в молекуле ДНК (однотяжевые, двутяже-
вые разрывы и др.) наблюдали in vitro и in vivo многие исследователи
при действии на ДНК обычных алкилирующих соединений [77—79].
Алкилирование оснований может приводить к деградации цепей ДНК
за счет депуринизации, которая в результате последовательных превра-
щений в цепи ДНК ведет к разрыву сахаро-фосфатных связей молекулы
[80—82]. Алкилированные фосфатные группы ДНК—фосфотриэфиры—
образуются под действием большинства алкилирующих соединений, они
неустойчивы в щелочной среде, но достаточно термостабильны [83].

1,0

0,9

0,8

0,7

1 ι ι

• Λ

ο δ

0 t,4

Рис. l. Зависимость отношения интенсивности ряда полос ПК-спектра модифицирован-
ной ДНК к интенсивности полос ИК-спсктра нативной ДНК от времени взаимодейст-
вия ДНК с НММ: 1—960 см"1 (колебания сахаро-фосфатных связей), 2—1605 см~;

(колебания аминогрупп оснований), 3 — 3350 см~' (а), 3200 см1"1 (б) (колебания ами-
ногрупп оснований), 4 — 1580 см"1 (колебания сопряженных двойных связей основа-

ний) [30]

Для обнаружения химической модификации ДНК можно использо-
вать метод ИК-спектроскопии, применение которого к нуклеиновым кис-
лотам и их компонентам широко обсуждается в обзорах и монографи-
ях [84—87]. Было установлено, что в ИК-спектре пленок ДНК, модифи-
цированной НММ наблюдается изменение интенсивности ряда полос,
хотя в целом вид спектра меняется незначительно [30, 88]. На рис. 1
представлено изменение интенсивности ряда полос ИК-спектра ДНК в
зависимости от времени взаимодействия с НММ. Видно, что поглощение
ряда групп и связей ДНК (аминогрупп и сопряженных двойных связей
оснований, а также сахарофосфатиых связей) уменьшается в ходе ре-
акции. Это указывает на то, что в течение первых трех часов реакции
НММ с ДНК может происходить дезаминирование, разрыв двойных
связей оснований и цепей ДНК скорее всего, как последствие метилиро-
вания и карбамоилирования оснований.

Сочетание различных методов физико-химического и биохимического
анализа [88—95] позволило идентифицировать и количественно оценить
основные типы структурных нарушений ДНК под действием НММ. Сум-
марное повреждение структуры макромолекулы, определяемое методом
вискозиметрии после термической денатурации ДНК (10,4+1,0) и ки-
нетическим формальдегидным методом (КФ-метод) [88] (11,0+1,0), хо-
рошо согласуются между собой. Применение методов нейтрального и
щелочного электрофореза в агарозных гелях и ферментативной обработ-
ки модифицированной ДНК эндонуклеазой S, [92, 96], специфичной к
однотяжевым участкам ДНК [93, 94], позволило определить соотноше-
ние между количеством двутяжевых разрывов (ДР), однотяжевых раз-
рывов (ОР), щелочелабильных участков (ЩЛУ) и термолабильных уча-
стков (ТЛУ) [89].
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В соответствии с этим находятся данные, полученные методом им-
пульсной полярографии [91]. Было показано, что в ДНК, обработанной
НММ, после термической денатурации образуется значительно больше
ОР, чем при непродолжительном действии щелочи. Термолабильные уча-
стки, по-видимому, содержат алкилированные нуклеотиды, глюкозидная
и фосфоэфириая связи которых ослабляются при повышении темпера-
туры [97].

Оценка суммарного нарушения водородных связей в модифицирован-
ной ДНК может быть проведена двумя независимыми методами: по
снижению температуры «плавления» ДНК Тип (температура перехода
ДНК от спиральной к беспорядочной структуре, соответствующая точ-
ке перегиба на кривой зависимости оптической плотности растворов

к.р.ф.,%;вт

0,1
15 20 t,4

Рис). 2. α — Кривые зависимости оптической плотности растворов ДНК от температу-
ры: / — для нативной ДНК, 2 — после 4 часов реакции с ΙΙΜΜ, 3 — после 16 часов
реакции с НММ; б — кинетическая кривая роста процентного содержания кислоторас-
творимых фрагментов (к. р. ф., кривая /) и разности Г„ л ДНК до и после взаимодей-

ствия с НММ (бГПл, кривая 2) в реакции ДНК с НММ [90]

ДНК от температуры) и по количеству кислоторастворимых фрагментов
(к. р. ф.), выщепляемых нуклеазой S, из модифицированной ДНК [90].

На рис. 2, а представлены кривые зависимости оптической плотно-
сти растворов ДНК от температуры для контрольной ДНК (кривая 1)
и после воздействия НММ в течение 4 ч (кривая 2) и 16 ч (кривая 3).
Видно, что 7ПЛ снижается в ходе реакции ДНК с НММ, что свидетель-
ствует об увеличении количества повреждаемых водородных связей в
модифицированной ДНК- На это указывает также увеличение к. р. ф.
(рис. 2, б, кривая 1) в реакции ДНК с НММ. Симбатное увеличение от-
носительной величины к. р. ф. с увеличением разности Гпл ДНК до и по-
сле взаимодействия с НММ (δ Гцл) (рис. 2, б, кривая 2) свидетельству-
ет о соответствии между суммарным количеством участков с нарушен-
ным спариванием оснований (которые переводятся нуклеазой S t в кис-
лоторастворимую фракцию) и снижением Гпл, причем количественное
соотношение (снижение 7\1Л на 1° соответствует в среднем 1% нарушен-
ных водородных связей) согласуется с данными работы [98].

Следует отметить, что число нарушенных Η-связей больше числа об-
разующихся алкилированных оснований и разрывов. Так, за 1 ч реак-
ции НММ с ДНК суммарное повреждение Η-связей составляет 2,5%
[90], а по данным работ [Ь'о, 99] количество алкилированных основа-
нии ДНК за это же время в идентичных условиях составляет 0,2—
0,5%. С учетом этих данных образование обнаруженных повреждений
Можно представить следующим образом [100]. Алкилирование различ-
ных оснований в макромолекуле ДНК приводит к разрыву водородных
связей. Последующее образование апуриновых участков также повреж-
дает Η-связи. Это далее ведет к образованию ОР, которые в результа-
те статистического накопления могут дать ДР при их близком расположе-
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нии. Этот путь образования ОР может быть ускорен обработкой моди-
фицированной ДНК щелочью или нагреванием. По данным [95], для
практически полного удаления алкилированных пуринов достаточно
90-минутного нагревания при 100° С.

Определить количество участков локальной деспирализации ДНК за
счет алкилирования (и других модификаций) можно с помошыо КФ-ме-
тода [101, 102], в основе которого лежит взаимодействие формальдеги-
да с амино- и имино-группами оснований ДНК (не участвующими в об-
разовании водородных связей) при температурах ниже температуры
«плавления» ДНК· Этот метод успешно использовался для обнаруже-
ния нарушений вторичной структуры ДНК, вызванных действием нук-
леаз [103], ионизирующей радиации [104], термической денатурации
[105], а также для выявления дефектов вторичной структуры ДНК опу-
холевых клеток [106—108]. Использование КФ-метода для анализа на-
рушений вторичной структуры ДНК в реакции с НММ позволило уста-
новить, что в модифицированной ДНК происходит образование участков
локальной деспирализации ДНК, причем количество их хорошо согла-
суется с количеством ОР, определяемых другими методами [89].

Было установлено, что реакция НММ с ДНК опухолевых клеток про-
текает с большей скоростью [88, 89] зг счет наличия участков локаль-
ной деспирализации в структуре ДНК опухолевых клеток [106—108],

V. БИОЛОГИЧЕСКИЕ ПОСЛЕДСТВИЯ ХИМИЧЕСКОЙ МОДИФИКАЦИИ ДНК

Большинство алкилированных продуктов, обнаруженных в реакции
ДНК с НММ в условиях in vitro, находят и в условиях in vivo [109—
111]. Среди алкилированных продуктов, как было показано выше, ос-
новную массу (до 80% от общего количества) составляет 7-алкилгуанин;
зафиксированы также производные аденина, гуанина, цитозина, тимина.
Однако наибольший интерес с точки зрения мутагенеза и канцерогенеза
представляют 6-О-алкилгуанин и другие алкилированные по кислороду
продукты [ПО, 112—114]. В процессе превращения алкилированных
продуктов в условиях in vitro и in vivo могут образовываться различные
интермедиаты. Это приводит к существенному изменению мутагенной и
канцерогенной активности НАМ, что следует учитывать при использо-
вании НАМ в экспериментах на живых системах [115, 116]. Мутации за
счет алкилирования оснований ДНК могут возникать в результате оши-
бочного спаривания оснований. Например, в случае возникновения 6-О-
алкилгуанина, последний может спариваться с тимином (тогда, как в
нормальных условиях тимин образует пару с аденином, А-Т) [7, 9, 117—
119].

В последние годы благодаря появлению новых методов идентифика-
ции алкилированных продуктов можно анализировать связь между об- j
разованием этих продуктов и различными проявлениями их биологичес- j
ких свойств [120, 121]. Для многих алкилирующих соединений установ- !
лена связь между способностью алкилировать гуанин по кислороду у ;
атома С(6) и канцерогенной активностью соединений [122]; однако
связь между общей степенью алкилирования и канцерогенной активно-
стью была мала или вообще отсутствовала [123]. Алкилирующие аген-
ты —М-метил-Ы'-нитро-Ы-нитрозогуаиидин (НГ) и метилметансульфо-
нат (ММС) продуцируют сходные типы псзреждений ДНК· При исполь-
зовании комбинации НГ и ММС для исследования типов повреждений, ι
приводящих к мутациям, трансформации и токсичности, было показано,
что частота мутаций коррелирует с числом метилированных аддуктов
6-О-алкил гуанинов, но цитотоксичность не коррелирует ни с количе- ;
ством отдельных аддуктов, ни с общим уровнем алкилирования ДНК |
(НГ более чем в 100 раз токсичнее, чем ММС) [124]. j

Сравнение канцерогенной активности алкилирующих соединений (N- ;
нитрозо-глГ-метилуретана, НММ, НЭМ, НГ, ММС и др.) в экспериментах
на грызунах с мутагенным эффектом этих веществ на бактериях позво-
лило установить, что алкилирующая активность полностью коррелирует ;
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с мутагенным эффектом, однако между каждым из этих эффектов и кан-
церогепностью корреляции не было. Обнаружена связь между началь-
ным уровнем соотношения 7-N- и 6-О-алкилгуанина, образующихся в ре-
зультате реакции алкилирующего соединения с ДНК in vitro и его кан-
церогенностыо in vivo. Это является доказательством того, что алкили-
рование гуанина по 6-0-положению играет ключевую роль в поврежде-
нии ДНК и обусловливает канцерогенность алкилирующих соединений
в эксперименте [4, 114].

Злокачественная трансформация клеток зависит от длительности
существования модифицированного основания в ДНК, которая в случае
6-О-метилгуанина оказалась наибольшей для клеток галопного мозга,
наиболее чувствительных к НММ. В то же время выведение его из ДНК
печени происходит значительно быстрее, и печень оказывается резистент-
ной к малигнизирующему действию НММ [125—127]. Таким образом,
алкилирование ДНК может быть одной из основных реакций при канце-
рогенезе и мутагенном действии химических соединений, которые сами
(или посредством продуктов превращения) могут присоединяться по ее
нуклеофильпым центрам [128, 129].

Реакция карбамоилирования, характерная для НАМ, позволяет в
ряде случаев объяснить их высокий мутагенный и противоопухолевый
эффект образованием карбамоильиых производных. Так, возникновение
мутаций может происходить за счет продуктов карбамоилирования ос-
нований изоциановой кислотой, поскольку доказано, что ее соль (изо-
цианат калия) позволяет получить мутантные формы при обработке ею
ряда растений [130]. Следует, однако, отметить, что не наблюдали чет-
кой корреляции между степенью карбамоилирования нуклеиновых кис-
лот и противоопухолевой активностью НАМ, хотя подобная корреляция
прослеживается для алкилирующей активности (при одинаковой степе-
ни карбомоилирования) и противоопухолевой активности [131].

Было показано, что реакции карбамоилирования существенным об-
разом могут ингибировать процессы репарации в клетке. Ферменты,
принимающие участие в репарации и репликации ДНК, могут инактиви-
роваться за счет карбамоилирования изоцианатами, возникающими в
процессе превращения НАМ [70, 71, 132].

Определенное значение приобретает реакция карбамоилировання
белков, как одно из возможных объяснений противоопухолевых свойств
НАМ [133, 134].

На проявление биологической активности НАМ существенное влия-
ние могут оказывать реакции превращения алкилированных продуктов
с нарушением структурной целостности ДНК (ОР, ДР, ЩЛУ, ТЛУ) и
карбамоилированных продуктов (модификация белков), а также обра-
зование сшивок ДНК — белок и ДНК — ДНК, которые были обнаруже-
ны при обработке клеток млекопитающих хлорпроизводными НАМ
[135, 136]. В экспериментах с бактериальными клетками была установ-
лена корреляция между количеством ДР, индуцированных в ДНК под
действием НММ и выживаемостью клеток [137]. Причиной гибели кле-
ток при действии НАМ может быть также образование значительного
количества ЩЛУ, как это имеет место при облучении клеток ионизирую-
щей радиацией [138].

В ряде случаев in vivo выявлена определенная связь между индуци-
рованием разрывов в ДНК и канцерогенной активностью для определен-
ного класса веществ. Однако следует иметь в виду, что однотяжевые
разрывы в ДНК клеток дополнительно могут возникать за счет действия
ферментов эксцизионной репарации, способных, например, к выщепле-
нию 3-алкиладенина, 6-О-метилгуанина с образованием апуринового уча-
стка, который в дальнейшем дает ОР [131, 139].

Реакции алкилирования и карбамоилирования, сопровождаемые су-
щественным нарушением структуры ДНК, могут изменять ее матричные
свойства, ответственные за процессы репликации и транскрипции [140].

Весьма чувствительным тестом для проверки матричных свойств мо-
дифицированной ДНК может служить РНК-полимеразные системы с
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очищенными ядрами и с растворимой РНК-полимеразой [141 —143].
Было исследовано нарушение синтеза РНК при использовании в качест-
ве матрицы ДНК, модифицированную НММ [144, 145]. Матричную ак-
тивность определяли по количеству включенного 14С-ЦМФ в РНК-про-
дукт по отношению к контролю (рис. 3, кривая /) . В качестве контроля
использовали систему с необработанной ДНК. Видно, что уже в первые
часы реакции матричная активность экспоненциально уменьшается.
Степень нарушения матричной активности была тем сильнее, чем более
длительно протекала реакция НММ с ДНК· Через 10 ч синтез РНК уже
практически не идет. Сопоставление этих результатов с появлением ОР и
ДР в молекуле ДНК под действием НММ (рис. 3, кривые 2, 3) показы-
вает большую чувствительность РНК-полимеразной системы к поврежде-
ниям структуры ДНК, чем другие методы. Прекращение матричного

0 u

Рис. 3. Изменение матричной активности ДНК в РНК-полимеразной системе (1) (опре-
деляемой по величине α — включения 14С-ЦМФ в РНК-продукт), количество OP (f,
кривая 2) и ДР (F, кривая 3) в зависимости от времени взаимодействия ДНК с НММ

[143]

синтеза через 10 ч свидетельствует о существенных нарушениях матри-
цы ДНК, ведущих к ингибированию транскрипции.

Изменение матричных свойств хроматина под действием НММ и
хлорэтильных производных нитрозомочевин установлено в работе [146],
причем в ряде случаев степень ингибирования матричной активности
коррелировала с противоопухолевым эффектом НАМ.

Установлено, что НАМ обладают противоопухолевой активностью в
отношении злокачественных новообразований различного происхожде-
ния и индуцированных канцерогенами у животных. Однако в настоящее
время пока не ясен вопрос о том, какая из реакций модификации ДНК
является определяющей в проявлении противоопухолевой активности
НАМ. Считается, что при этом существенную роль играет большая сте-
пень ингибирования синтеза ДНК в опухолевых клетках за счет умень-
шения матричной активности хроматина (в результате алкилирования
и карбамоилирования), а также ингибирования процессов репарации
опухолевых клеток (в результате карбамоилирования ферментов) [70].
Не исключено, что в основе избирательности действия НАМ на опухо-
левые клетки лежат реакции взаимодействия их с ДНК, структура ко-
торой отличается от ДНК нормальных клеток наличием участков ло-
кальной деспирализации молекулы [106—108], что обусловливает боль-
шую чувствительность ДНК опухолей к действию химических [100, 147]
и физических [148] агентов.
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Таким образом, анализ возможных путей модификации ДНК алкили-
рующими соединениями, в частности НАМ, позволяет связать наблюдае-
мые биологические эффекты с различными типами нарушения первичной
и вторичной структуры ДНК, а также оцепить возможность направлен-
ного синтеза и использования новых биологически активных препаратов.
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