
ВВЕДЕНИЕ 

Ещё в 60-х годах прошлого столетия появились
первые сообщения о присутствии очень малых
количеств ДНК в плазме крови человека и животных
[1]. В настоящее время известно, что ДНК свободно
циркулирует в крови как в норме, так и при развитии
различных патологий. Концентрация внеклеточной
ДНК в плазме здоровых доноров в среднем не
превышает 53 нг/мл [2-4]. При развитии
онкологических заболеваний концентрация внДНК
возрастает и, по данным разных авторов, составляет
от 10-1200 нг/мл [5-7] до 2160 нг/мл [2]. В крови
онкологических больных ДНК опухолевого
происхождения в суммарном пуле циркулирующих
ДНК (цирДНК) составляет от ~1,9% [8] до 93% [5].

1. ИСТОЧНИКИ ЦИРКУЛЯТОРНЫХ ДНК

Основными источниками цирДНК в настоящее
время принято считать апоптоз, некроз нормальных
и опухолевых клеток и секрецию ДНК нормальными
и/или трансформированными клетками (рис. 1).

1.1. Происхождение цирДНК в результате
апоптоза (рис. 1Б). 

Известно, что апоптоз является
запрограммированной формой гибели клеток
на протяжении всей жизни организма, начиная
с ранних стадий эмбриогенеза и до смерти.
В организме человека ежедневно минимум 109 клеток
проходят стадии деления [9] и для поддержания
гомеостаза часть клеток погибает, генерируя
1-10 г ДНК в сутки. Признаками апоптоза являются
уменьшение объёма всей клетки и её ядра, а также
межнуклеосомная фрагментация ДНК (с размером
фрагментов кратных нуклеосоме) с последующим
формированием апоптотических телец [10].

Обнаружение низкомолекулярных фрагментов
ДНК размером 180 пар нуклеотидов (п.н.) и 200 п.н.
в плазме [5, 11] и сыворотке [12] онкологических
больных и 185-200 п.н. в плазме здоровых доноров
[13], а также фрагментов ДНК размером 370-470 п.н.,
150-240 п.н., 30-40 п.н. и 20 п.н. в сыворотке больных
системной красной волчанкой и здоровых доноров
(хоть и в меньшем количестве) [14] служит
доказательством её апоптотического происхождения.

409

Биомедицинская химия, 2015 том 61, вып. 4, с. 409-426.

ОБЗОРЫ

УДК 57.017.2-57.05-577.2.04-577.29-612.1-616-066
©Брызгунова, Лактионов

ФОРМИРОВАНИЕ ПУЛА ЦИРКУЛИРУЮЩИХ ДНК КРОВИ:
ИСТОЧНИКИ, ОСОБЕННОСТИ СТРОЕНИЯ И ЦИРКУЛЯЦИИ

О.Е. Брызгунова*, П.П. Лактионов

Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, 
630090 Новосибирск, пр. ак. Лаврентьева, 8; тел.: (383)3635144; факс: (383)3635153; 

эл. почта: olga.bryzgunova@niboch.nsc.ru

Внеклеточные нуклеиновые кислоты (внНК) в циркуляции как здоровых, так и больных людей
были впервые описаны в 1948 г., однако оставались без внимания до середины 60-х годов
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генерации внеклеточных нуклеиновых кислот, а также механизмы, обеспечивающие
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авторов, основным источником циркулирующих дезоксирибонуклеиновых кислот в крови (цирДНК)
являются процессы некроза и апоптоза, другие ссылаются на возможную секрецию нуклеиновых
кислот как здоровыми, так и опухолевыми клетками. Известно, что цирДНК могут циркулировать
в крови в течение длительного времени, ускользая от действия ДНК-гидролизующих ферментов
крови и, по-видимому, находясь в составе надмолекулярных комплексов. В этом обзоре
представлены данные разных авторов и приведены доказательства в пользу всех предложенных
теорий появления цирДНК, описаны особенности строения цирДНК, а также факторы, влияющие
на время циркуляции ДНК в крови.
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Обнаружение ДНК плода в крови матери [15-16]
также согласуется с теорией происхождения цирДНК
крови в результате апоптоза. Показано, что клетки
трофобласта и около половины фетальных
ядросодержащих эритроцитов гибнут именно
путём апоптоза. Количество фетальной ДНК
(составляющее 3,4%-6,2% от общего пула
внеклеточной ДНК) в крови матери в 25 раз больше,
чем её же количество в интактных фетальных
клетках этого же кровяного русла [17].

Доказательства апоптотического происхождения
цирДНК получены и в работах, проведённых
на культурах клеток [18-20]. Апоптоз индуцировали
обработкой клеток такими химическими реагентами
как стауроспорин (ингибитор протеинкиназ
широкого спектра действия), камптотецин
(индуцирует апоптоз за счёт связывания с комплексом
ДНК-топоизомераза I) или этопозид (ингибитор
ДНК-топоизомеразы II). Апоптотические клетки,
меченые анексин V-флуоресцеин изотиоционатом,
выявляли при помощи проточной цитометрии.
Концентрацию ДНК измеряли при помощи
окраски флуорометрическим красителем PicoGreen.

Этими исследованиями показано, во-первых,
что апоптотические Т-клетки (Jurkat) высвобождают
значительно большее количество ДНК в культуральную
среду, чем необработанные клетки (максимальные
значения концентраций ДНК наблюдались после
обработки клеток стауроспорином). Во-вторых,
высвобождение ДНК из апоптотических клеток
является процессом, зависимым от времени,
с количеством ДНК пропорциональным степени
апоптоза, причем характер фрагментации
высвобождаемой ДНК подобен характеру
фрагментации ДНК, активируемой после инициации
апоптоза нуклеазами.

Известно, что фагоцитирующие клетки
интенсивно участвуют в удалении как клеточного
дебриса [21], так и апоптотических телец [22].
В работе группы Pisetsky [23] клетки Jurkat,
вступающие в апоптоз, культивировали вместе
с макрофагами. Такое культивирование с макрофагами
приводило к уменьшению количества высвобождаемой
в культуральную среду ДНК.

Этой же группой ученых в экспериментах in vivo
было показано, что при введении самкам мышей
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Рисунок 1. Циркулирующие внеклеточные нуклеиновые кислоты крови. Источниками внеклеточной ДНК в крови
могут служить процессы некроза (А), апоптоза (Б), онкоза (Г) и активной секреции (В). В составе циркулирующих
в крови внеклеточных ДНК были обнаружены ДНК, имеющие характерные для опухолевых клеток мутации,
аберрантное метилирование, перестройки микросателлитной ДНК, вирусная ДНК. Общая схема кровеносного
сосуда и панели А, Б и В адаптированы из [226].



апоптотических клеток Jurkat наблюдается рост
концентрации внДНК. Концентрация ДНК достигает
максимума в крови через 6 ч после инъекции,
а уже через 24 ч падает ниже уровня детекции
используемого метода [23].

1.2. Происхождение цирДНК в результате
некроза (рис. 1А)

В отличие от апоптоза, некроз не имеет такого
чёткого сценария развития. Процесс некроза может
быть вызван жёстким и необратимым
вмешательством, например, травмой, высоко-дозовой
радиацией, высокой температурой и/или обработкой
веществами, приводящими к разрушению клеточной
мембраны или блокирующими энергетические
процессы. Признаками некротической гибели
клеток являются набухание цитоплазмы,
разрыв цитоплазматической мембраны, набухание
цитоплазматических органелл, умеренная
конденсация хроматина и отсутствие фрагментации
ДНК, характерной для апоптоза [10]. Так, например,
в плазме крови как больных пациентов,
так и здоровых доноров были обнаружены
высокомолекулярные фрагменты ДНК (~10000 п.н.),
что навело авторов на мысль о появлении ДНК
в циркуляции вследствие некротической гибели
клеток [5, 12, 24]. Однако из-за отсутствия в норме
некротических клеток, процесс некроза не может
являться основным источником цирДНК у здоровых
доноров. Что же касается онкологических больных,
то некротическая гибель клеток, часто наблюдаемая
в опухолевых тканях в результате недостаточной
васкуляризации и устойчивой ишемии, вполне может
служить источником цирДНК крови [25].

Увеличение уже через 20 мин концентрации ДНК
в крови больных, получивших травму, может
объясняться как происходящими процессами
некроза, так и ускоренным апоптозом. Корреляция
между количеством ДНК в крови и тяжестью
повреждения, полученного пациентом [26],
а также быстрое увеличение концентрации
внДНК свидетельствуют в пользу некротического
происхождения цирДНК при травме.

Гипотезам о некротическом и апоптотическом
происхождении цирДНК противоречат данные
о 90%-ном снижении уровня ДНК в плазме
онкологических больных после окончания курса
радиотерапии [27]. Известно, что радиация
индуцирует некроз (или апоптоз, в зависимости
от дозы облучения), и такая обработка должна
была бы приводить к повышению концентрации
дезоксирибонуклеиновых кислот [28].

Доказательства в пользу появления внеклеточных
ДНК в результате некротической гибели клеток,
также как и в случае апоптотической гибели
(см. выше), были получены группой Pisetsky
в экспериментах, проведенных на клеточных
культурах Jurkat [18-19]. Некроз индуцировали
обработкой клеток 10% этанолом или нагреванием
при температуре 56°С в течение 30 минут.
Для того, чтобы идентифицировать живые,

апоптотические и некротические клетки,
их инкубировали с анексином V, меченым
флуоресцеин изотиоционатом и пропидиум иодидом
и анализировали при помощи проточной
цитофлуорометрии. Концентрацию ДНК измеряли
при помощи флуорометрической окраски PicoGreen.
Оказалось, что в отличие от апоптотических клеток,
в культуре некротических клеток концентрация
внДНК существенно ниже, что авторы объясняют тем,
что ДНК из некротических клеток не попадает
во внеклеточную среду. Как уже упоминалось выше,
макрофаги являются основными клетками, которые
утилизируют клеточный дебрис [21]. В то время
как при совместном культивировании макрофагов
с клетками Jurkat, в которых был инициирован некроз,
наблюдается высокая концентрация внДНК.

В экспериментах in vivo, при введении самкам
мышей клеток Jurkat после индукции некроза,
так же, как и в случае клеток после индукции
апоптоза (см. выше), наблюдается значительное
увеличение концентрации внДНК. Концентрация
ДНК также достигает максимума в крови через 6 ч
после инъекции и падает ниже уровня детекции
спустя 24 ч [23].

1.3. Происхождение цирДНК в результате
онкоза (рис. 1Г)

Наряду с апоптозом и некрозом выделяют
ещё один тип клеточной смерти – онкоз [29-30].
Термин онкоз происходит от греческого слова,
означающего “опухоль”. Онкоз относится
к запрограммированной клеточной смерти,
характеризующейся набуханием клетки и её органелл,
а также увеличением проницаемости мембраны.
Морфологические изменения клетки при онкозе
включают в себя агрегацию хроматина при отсутствии
явных уплотнений хроматиновых телец, разрушение
лизосом, а также набухание и разрушение
митохондрий. На биохимическом уровне онкоз
обычно индуцируется такими патологическими
стимулами как ишемия и/или реперфузия
(восстановление кровотока после ишемии). Онкоз
часто приводит к неспецифической фрагментации
ДНК [29], сопровождается нарушением синтеза ATP
и повреждением митохондрий, повышением
проницаемости плазматической мембраны и
дисфункцией ионных насосов, которые приводят
к утечке лизосомальных ферментов и внутриклеточных
белков [29], в результате чего в кровотоке могут
появляться высокомолекулярные фрагменты ДНК.

1.4. Появление внеклеточных ДНК в крови
в процессе секреции нормальными и опухолевыми
клетками (рис. 1В)

Ещё в 1972 году была показана возможность
секреции ДНК лимфоцитами, стимулированными
фитомитогенами [31]. Немного позднее Anker с соавт.
были получены доказательства в пользу
рассматриваемой теории, которые в то же время
опровергали апоптозно/некротическую теорию
появления внеклеточных ДНК. Авторами [32-33]
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было показано, что после инкубации клеток в течение
2-16 ч (при смене среды каждые 2 ч) количество
внДНК не изменяется. Показано, что внДНК является
двуцепочечной и её молекулярная масса составляет
от 3,5×105 до 3,7×106 Да. Авторы делают вывод
о том, что источником ДНК являются живые,
а не умирающие или мёртвые клетки на основании
следующих данных: а) одинаковое количество ДНК
было обнаружено в культуральной среде после
инкубации клеток в течение 2 ч и 16 ч; б) уровень
клеточной смерти не влиял на количество внДНК;
в) после того, как лимфоциты были центрифугированы
и помещены в новую культуральную среду несколько
раз подряд, одинаковое количество внДНК было
выделено из каждых последующих супернатантов,
тогда как, если после центрифугирования лимфоциты
помещали обратно в их “старую” культуральную
среду, увеличения количества внДНК не наблюдалось;
г) для получения максимальной концентрации внДНК
требуется более одного часа; д) клетки, секретирующие
ДНК, сохраняли свою функциональную целостность,
что подтверждалось их способностью к увеличению
синтеза ДНК после стимуляции.

Получены данные и о том, что опухолевые клетки
секретируют большее количество ДНК в среду,
чем нормальные клетки [34], например, лейкоциты
больных лейкемией по сравнению с лейкоцитами
здоровых доноров. Данные о том, что концентрация
внДНК в плазме онкологических больных
значительно выше, чем в плазме здоровых
доноров, рассматриваются этими авторами
как доказательство активной секреции ДНК
опухолевыми клетками. Косвенным свидетельством
секреторного происхождения цирДНК может служить
и обнаруженная положительная и статистически
значимая корреляция между диаметром опухоли
и ростом уровня нормальной ДНК на ранних стадиях
развития опухоли [35].

Однако внДНК могут циркулировать в крови
не только в свободном виде, но и в связанном
с поверхностью клеток крови за счёт ионных или
белковых взаимодействий (о чем более подробно речь
пойдет в следующей главе). О том, что механизмы,
приводящие к появлению ДНК на клеточной
поверхности и в культуральной среде первичных
(HUVEC) и раковых (HeLa) клеток отличаются,
доказывают работы Морозкина с соавторами [36].
Авторы предположили, что активная секреция ДНК
клетками может быть заблокирована ингибиторами
известных секреторных механизмов, ответственных
за активную секрецию белков, протеогликанов и
протеолипидов. Авторы использовали ингибиторы
двух основных путей секреции белка: классического
(Гольджи-зависимого) и неклассического (Гольджи-
независимого). Обработка клеток HUVEC монензином
(ингибитор функций аппарата Гольджи), глибуридом
(ингибитор семейства мембранных транспортеров
ABC1) и метиламином (ингибитор эндо/экзоцитоза)
уменьшает количество связанной с клеточной
поверхностью ДНК на 30%, 35% и 19%,
соответственно, тогда как хлорохин (увеличивает рН
в эндосомах, лизосомах и пузырьках Гольджи)

увеличивает эту концентрацию на 90%. Только
монензин уменьшает количество ДНК на клеточной
поверхности HeLa на 15%, тогда как глибурид
увеличивает концентрацию ДНК на 50%. Обработка
обеих клеточных линий этими ингибиторами
не влияла на концентрацию ДНК в культуральной
среде, кроме хлорохина, обработка которым вдвое
увеличивала концентрацию внДНК в культуральной
среде клеток линии HUVEC. Полученные авторами
данные показали участие везикулярного и белкового
транспорта в высвобождении ДНК. Кроме того,
эти эксперименты доказывают, что механизмы,
приводящие к появлению ДНК на клеточной
поверхности и в культуральной среде первичных
и раковых клеток, отличаются.

Нетривиальная гипотеза о механизме
возникновения внДНК в результате внеклеточного
синтеза ДНК была высказана и описана в работе [33].
Однако более позднее исследование внеклеточного
синтеза ДНК при помощи не проникающих
в клетки биотинилированных нуклеотидтрифосфатов
показало, что синтез ДНК вне клеток действительно
наблюдается, но только в случаях, когда клетки (HeLa)
инфицированы микоплазмой. В клетках, свободных
от микоплазмы, внеклеточного синтеза ДНК не было
обнаружено [37]. Здесь необходимо упомянуть о том,
что во всех вышеописанных экспериментах
используемые клетки не были протестированы
на присутствие микоплазмы, хотя ей заражено
от 10% до 87% клеточных культур [37]. 

Доказательства в пользу обеих высказанных
гипотез о механизмах секреции ДНК (в результате
апоптоза и активной секреции) были получены
в экспериментах по культивированию клеток линии
HL-60, меченных [3Н]-тимидином, в присутствии
стауроспорина (увеличивает продукцию каспазы 3,
способствующую апоптозу [38]) или z-VAD-fmk
(флуорометилкетон, антиапоптотический трипептид,
ингибирующий каспазы) [24]. Авторы обнаружили,
что вся внеклеточная ДНК имеет вид “апоптотической”
фрагментации независимо от условий эксперимента.
С другой стороны, клеточная ДНК имеет
“апоптотическую” фрагментацию только в случае
экспериментов со стауроспорином; в контроле
(культивировали клетки без каких-либо добавлений)
и в присутствии z-VAD-fmk клеточная ДНК
представлена только высокомолекулярной фракцией.
Кроме того, как в контрольной группе,
так и в экспериментальной группе с z-VAD-fmk
было обнаружено, что инкубация клеток HL-60,
меченных [3Н]-тимидином в течение 20 ч, приводит
к появлению небольшого количества меченой вновь
синтезированной ДНК в супернатанте [24]. Однако,
в такой же серии экспериментов, инкубация меченых
клеток со свежей средой, не содержащей метку,
в течение 5 ч приводит к значительному повышению
удельной радиоактивности внеклеточной ДНК.
Это может указывать на то, что удаление немеченой
внеклеточной ДНК после 20 ч культивирования,
индуцирует высвобождение вновь синтезированной
меченой ДНК во внеклеточную среду, как это ранее
было показано Anker и Stroun в культуре лимфоцитов
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человека [32]. В противоположность вышеописанным
данным, в серии экспериментов со стауроспорином
синтез ДНК блокируется (в результате обнаружено
лишь незначительное количество меченой ДНК
в клетках и супернатанте). Тем не менее, дальнейшие
эксперименты показали, что общее количество
внДНК в 20 мл среды после 20 ч инкубации было
значительно выше в “апоптотической” серии
экспериментов (8,2 мкг), чем в контроле (2,05 мкг)
или в серии экспериментов с использованием
z-VAD-fmk (2,27 мкг). Авторы считают, что эти
эксперименты подтверждают существование двух
отдельных механизмов высвобождения внДНК,
а именно апоптоза и активной секреции. Какой из них,
в конечном счёте ответственен за появление
основной массы цирДНК в крови до сих пор
не ясно, хотя в последнее время большинство
исследователей считает, что цирДНК имеет
апоптотическое происхождение.

2. СОСТАВ ЦИРКУЛИРУЮЩИХ В КРОВИ
КОМПЛЕКСОВ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ДНК

Ещё в начале второй половины прошлого века
появились первые данные о том, что экзогенная ДНК
циркулирует в кровотоке лабораторных животных
очень короткое время [39]. Эти данные позднее
были неоднократно подтверждены разными
группами исследователей [40-42]. Оказалось,
что время циркуляции ДНК практически не зависит
от её структуры (нативная, одноцепочечная),
размера фрагментов и уже через 5 мин после введения
в крови остается не более 25% экзогенной ДНК
[41, 43]. На примере эндогенной эмбриональной
внДНК плода было показано, что после родов такая
ДНК быстро выводится из материнского кровотока;
время полужизни составляет в среднем 16,3 мин
(4-30 мин) [44].

Общее количество ДНК, размер фрагментов
и время её циркуляции в крови определяются
активностью нуклеаз крови [39, 45], структурой ДНК
(наличием/отсутствием метилированных цитозинов)
[46], формой цирДНК (свободная или в составе
комплексов) [47], а также наличием биополимеров
[48-49], которые могут связываться с нуклеиновыми
кислотами, защищая их от нуклеазной атаки или,
напротив, дестабилизируя нуклеопротеиновые
компоненты. Эти аспекты циркуляции ДНК
в кровотоке будут более детально рассмотрены ниже.

Данные о том, что ДНК в крови присутствует
как в свободной форме, так и в составе комплексов
с определенными белками появились в научной
литературе ещё в 1979 г. [50]. В настоящее
время достоверно известно, что эндогенные
нуклеиновые кислоты могут циркулировать в крови
в составе апоптотических телец, микровезикул,
нуклеосом, экзосом, нуклеопротеиновых комплексов
с белками крови и, возможно, в свободном виде
[5, 11, 51-53] (таблица).

Известно, что в ядрах эукариотических
клеток ДНК связана с гистонами и формирует
комплексы известные как нуклеосомы [54].
Увеличение количества клеток, вступивших в апоптоз
или некроз, приводит к повышению количества
нуклеосом в циркуляции [55]. Доказательством
этого факта является возрастание концентрации
нуклеосом как в плазме, так и в сыворотке
крови при различных формах онкологических
заболеваний, травмах и сепсисе по сравнению
с плазмой/сывороткой крови здоровых доноров [56].
Концентрация нуклеосом в сыворотке не является
специфическим признаком [57], концентрация
нуклеосом коррелирует со стадией онкологического
заболевания и присутствием метастазов только
у больных раком желудочно-кишечного тракта [56, 58].

Размер цирДНК в составе моно- и
олигонуклеосомных фрагментов, а также в составе
нуклеосомо-подобных частиц в плазме/сыворотке
крови больных системной красной волчанкой
и онкологических пациентов преимущественно
составляет 150-200 п.н, 400 п.н, 600 п.н и 800 п.н.
[5, 13, 59, 60]. 

Определение концентрации циркулирующих
нуклеосом может быть использовано для мониторинга
эффективности цитотоксической терапии.
Интенсивно снижающаяся концентрация нуклеосом
наблюдается у пациентов с ремиссией заболевания,
тогда как увеличение концентрации характерно
для прогрессирующих опухолей и во время сеансов
химио- и радиотерапии [54, 56]. По данным
некоторых авторов, основная часть внДНК
циркулирует в крови в составе нуклеосом.
Действительно, время жизни нуклеосом, введённых
внутривенно мышам, сопоставимо со временем
жизни циркулирующей плодной ДНК в крови
матери [60, 61]. Однако прямые доказательства
того, что основная часть ДНК опухолевых или
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Таблица. Состав циркулирующих в крови комплексов внеклеточных нуклеиновых кислот.

Название ссылка

Микрочастицы, покрытые мембраной

Апоптотические тельца 73

Микровезикулы 225

Поверхностные пузырьки 75

Экзосомы 53

Микрочастицы, не содержащие мембран

Нуклеосомы 55-58

Нуклеопротеиновые комплексы с белками крови 48, 77-83, 227

Нуклеиновые кислоты, связанные с поверхностью
форменных элементов крови

82, 84-101, 104-106



плодных клеток циркулирует в крови в виде
свободных нуклеосом, отсутствуют. Нуклеосомы,
обнаруживаемые в плазме, могут высвобождаться
в кровь по ходу созревания цитологических элементов,
в процессе нормального функционирования тканей,
из белых кровяных клеток, погибающих in vivo
и в процессе подготовки сыворотки/плазмы in vitro.
Следует отметить, что основные работы, в которых
была исследована концентрация нуклеосом были
выполнены под руководством Holdenrieder, который
измерял концентрацию нуклеосом при помощи
иммуноферментного-сэндвич анализа “The Cell Death
Detection ELISAPlus” (“Roche Diagnostics”), основанного
на использовании моноклональных антител
к нуклеосомам и, измеряя в образцах концентрацию
нуклеосом, не определял в этих же образцах
истинную концентрацию ДНК [54, 62]. Таким
образом, полученные в цикле работ данные
не позволяют оценить соотношение между упакованной
и не упакованной в нуклеосомы ДНК [54, 62].

Известно, что олигонуклеосомы, содержащие
гистон Н1, нерастворимы в физиологической ионной
среде (в присутствие 3 мМ двухвалентных ионов),
которой и является нормальная плазма. Тем не менее,
их обнаруживают в крови различных больных [63].
Интересное объяснение этому факту было
предложено в 1987 г. [64], когда было показано,
что сывороточный амилоидный компонент Р,
присутствующий в плазме, способен эффективно
связываться с нуклеосомами, замещая гистон Н1,
защищая ДНК от действия нуклеаз и повышая
растворимость олигонуклеосом в плазме [65].

Показано, что в составе цирДНК есть локус,
ответственный за связывание ДНК с гистоном
H3K27me2. Существуют предположения, что этот гистон
необходим для экспорта и стабилизации внДНК [66].

Апоптотические тельца также могут защищать
внДНК от действия нуклеаз. Эти структуры
образуются при фрагментации ядер и клеток во время
апоптоза, сопровождающегося гидролизом ДНК
и конденсацией хроматина и представляют собой
мембранные частицы размером от 50 нм до 5000 нм
[67, 68]. Макрофаги, незрелые дендритные клетки
[69, 70] или соседние клетки [55, 71] связывают
и фагоцитируют как неповреждённые апоптотические
клетки, так и апоптотические тельца [72]. Очевидно,
что вероятность избежать поглощения и затем
появиться в кровотоке у маленьких апоптотических
телец больше, чем у интактных клеток.

Циркулирующие апоптотические тельца были
получены и исследованы в работе Морозкина с соавт.
[73]. При помощи FISH-анализа и массового
параллельного секвенирования было показано,
что такие свободно циркулирующие апоптотические
тельца обогащены Alu-повторами и обеднены
L1-элементами, а также обогащены
специализированными последовательностями,
как, например, ДНК района 9q12.

Наличие ДНК (отдельно от РНК) в апоптотических
тельцах было показано при помощи красителей
Hoechst 33342 и 7-аминоактиномицина D [74].

Наряду с апоптотическими тельцами,
хроматин может присутствовать в описанных
в работе Casciola-Rosen [75] поверхностных
пузырьках, отделяющихся от клеток на ранних
стадиях апоптоза. Глобальная разница между
апоптотическими тельцами и этими пузырьками
неясна; к тому же известно, что упомянутый выше
амилоидный компонент Р в экспериментах
in vivo связывается как с поверхностью пузырьков,
несущих в себе фрагменты хроматина,
так и с апоптотическими тельцами, а также
с ядерным дебрисом образующимся в результате
некроза [76], что может свидетельствовать о наличии
нуклеосомной упакованной ДНК не только внутри,
но и на поверхности мембранных структур
субклеточного размера.

Известно, что комплексы с ДНК могут
образовывать 2-3% сывороточных белков. По данным
Егоровой и Блинова, основными ДНК-связывающими
белками сыворотки крови здоровых и больных людей
являются фракции высокомолекулярных белков
с молекулярной массой 470-760 кДа и иногда,
в крови здоровых доноров, встречается фракция
белков с молекулярной массой 150-200 кДа [77].
При бластном кризе хронического миелолейкоза
и у больных рефрактерной анемией с увеличением
бластов была обнаружена дополнительная фракция
ДНК-связывающих белков с молекулярной массой
около 30-40 кДа [77]. Свободно циркулирующая ДНК
может связываться с компонентом комплемента (С1q)
[78], альбумином [79] и иммуноглобулинами М и G
[80]. В экспериментах in vitro было обнаружено
связывание лактоферина и лизоцима с ДНК [81].
Впоследствии было показано, что эти белки
формируют комплексы с радиоактивно-меченным
синтетическим олигонуклеотидом в слюнной и
слёзной жидкостях и, по видимому, в крови [82].
На основании того, что фибронектин, формирующий
комплексы с ДНК, является гепарин-связывающим
белком, было высказано предположение о том,
что и другие белки свертывающей системы крови,
имеющие центры связывания гепарина и других
полианионов, могут связывать ДНК [83].

В сыворотке крови человека были обнаружены
ещё 2 основных ДНК-связывающих белка
с молекулярной массой 126 кДа и 86 кДа, названные
ДНК-связывающий белок 1 и ДНК-связывающий
белок 2 соответственно [48]. При помощи
аминокислотного анализа было показано, что оба
белка обогащены остатками пролина и цистеина,
и практически не содержат остатков метионина.

О том, что внДНК может циркулировать,
связавшись с форменными элементами крови
(таблица), говорят факты обнаружения
ДНК-связывающих белков на внешней поверхности
плазматической мембраны клеток. Например, белков
с молекулярной массой 20-143 кДа в мембране
человеческих лейкемических клеток [84] и с массой
28 кДа, 59 кДа и 79 кДа в клеточной мембране
лимфоцитов [85]. Лейкоциты не только содержат
ДНК на своей поверхности, но и связывают её
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по механизму “лиганд-рецептор” [86]. Кроме того,
показано, что ДНК на поверхности лимфоцитов
могут связывать мембранные иммуноглобулины и
иммуноглобулиноподобные рецепторы [82].
Связывание цирДНК с клетками крови может
проходить и за счёт взаимодействия белковых или
липидных компонентов, находящихся в комплексах
с ДНК и защищающих её от действия нуклеаз.
Это предположение основывается на присутствии
рецепторов для иммуноглобулинов [87] и альбумина
[79] на поверхностях клеток крови. Кроме того,
была показана возможность связывания ДНК,
в том числе и на примере ДНК фага l, с моноцитами,
Т- и В-клетками, нейтрофилами [88, 89]. Причём,
было показано, что связывание ДНК c лейкоцитами
крови является насыщаемым и ингибируется
предварительной обработкой клеток трипсином
или добавлением немеченой ДНК, но не РНК,
поли [d(A)×d(T)] или мононуклеотидов [90].
Обработка клеток пепсином, нейраминидазой,
фосфолипазой или РНКазой практически не влияла
на связывание ДНК с клетками. Более того, было
показано, что при увеличении в среде концентрации
ионов Ca2+, Mg2+, SO4

2- до 1 мМ увеличивается
и количество ДНК, связанной с клетками. Авторы
показали, что в связывании ДНК с поверхностью
нейтрофилов, моноцитов и лимфоцитов человека
участвует белок с молекулярной массой 30 кДа [90].
Кроме того, лимфоциты экспрессируют на своей
поверхности рецепторы к лактоферину, имеющие
нуклеиновую природу [91].

Тромбоциты, которых в 10-15 раз меньше
эритроцитов, также способны связывать ДНК [92].
Они связывают бактериальную одноцепочечную ДНК;
связывание такой ДНК является насыщаемым,
и в максимальной точке составляет 0,5-2,75 нг
на миллион клеток, предварительно отмытых от ДНК.
При обработке этих клеток ДНКазой I, связанная
с клеточной поверхностью ДНК не разрушалась;
более того, при последующей активации тромбоцитов
аспирином их агрегация не наблюдалась [92].

На поверхности основных клеток крови –
эритроцитов, составляющих в среднем 40% объёма
крови, был обнаружен ДНК-связывающий
мембранный белок, молекулярная масса которого
составляет 42 кДа [93]. Высказано предположение,
что повышение уровня внДНК в крови больных
системной красной волчанкой по сравнению
со здоровыми донорами обусловлено нарушением
функциональной активности этого белка [93].

Рибонуклеиновые кислоты также могут
связываться с поверхностью клеток крови.
Ещё в 1974 году было обнаружено, что обработка
клеток яичника китайского хомячка (CHO)
трипсином, при которой клетки сохраняют фенотип
и жизнеспособность и остаются в состоянии
монослоя, приводит к элюции значительного
количества РНК, которая, по-видимому, в норме
связана с клеточной поверхностью [94]. Позднее
подобные данные были получены в работах
Морозкина с соавторами на клеточных культурах

А431 и HeLa [95]. Авторы проводили обработку
клеток фосфатным буфером, содержащим ЭДТА,
с последующей мягкой обработкой клеток раствором
трипсина. Ими показано, что РНК контактирует
с клеточной поверхностью как за счёт ионных,
так и за счёт белковых взаимодействий, тогда как ДНК
(размером, в основном, около 10 т.п.н.) – только
за счёт белковых взаимодействий.

2.1. Внеклеточные ДНК на поверхности форменных
элементов крови

Присутствие белков, способных связывать ДНК
и их комплексы, на плазматической мембране клеток
крови доказывают эксперименты по элюции
нуклеиновых кислот при помощи мягкой обработки
клеток 0,125% раствором трипсина (рис. 2) [96].
С использованием этой обработки внДНК, связанная
с поверхностью как ядерных, так и безъядерных
клеток крови была обнаружена и у здоровых доноров,
и у онкологических больных [97, 98]. Так, средняя
концентрация ДНК, связанной с поверхностью
эритроцитов за счет ионных взаимодействий, в крови
здоровых мужчин и женщин составила 298 нг и 57 нг,
а с поверхностью лейкоцитов – 682 нг и 88 нг,
соответственно. Средняя концентрация ДНК,
связанной с поверхностью эритроцитов за счёт
белковых взаимодействий, в крови здоровых мужчин
и женщин составила 92 нг и 296 нг, а с поверхностью
лейкоцитов – 246 нг и 88 нг, соответственно [99].
У больных раком желудка и толстой кишки средняя
концентрация ДНК, связанной с поверхностью
эритроцитов и лейкоцитов как за счёт ионных,
так и за счёт белковых взаимодействий, от здоровых
доноров достоверно не отличалась [100]. При раке
молочной железы внДНК, связанная за счёт ионных
взаимодействий со всеми клетками крови, была
обнаружена только в двух случаях, а за счёт
белковых взаимодействий в одном случае из 20 [101].
Размеры фрагментов внДНК, элюированных
как с поверхности эритроцитов, так и с поверхности
лейкоцитов здоровых доноров, находятся в диапазоне
от 10 т.п.н. до 20-25 т.п.н. Более того, и на поверхности
эритроцитов, и на поверхности лейкоцитов здоровых
доноров была обнаружена низкомолекулярная
фракция ДНК размером около 500 п.н., связанная
с клеточной поверхностью преимущественно за счёт
ионных взаимодействий [97].

Механизмы связывания нуклеиновых кислот
с поверхностью клеток были исследованы
в работах Будкера и Беляева [102, 103]. Было
обнаружено, что полинуклеотиды в присутствии
катионов двухвалентных металлов адсорбируются
на природной и модельной фосфолипидной мембране,
в том числе и на липосомах [102, 103].
Это взаимодействие осуществляется посредством
связывания остатков фосфорной кислоты ДНК
с фосфолипидами через катионы двухвалентных
металлов [102]. Последние в присутствии 0,3 М
сахарозы опосредуют связывание с мембраной
более крупных молекул ДНК, как это было показано
для фибробластов мыши и клеток миеломы

Брызгунова, Лактионов

415



на примере ДНК фага Т7 и плазмиды pSKA2 [103].
Кроме того, белки клеточной поверхности,
имеющие в своем составе остатки положительно
заряженных аминокислот, могут взаимодействовать
с нуклеиновыми кислотами, усиливая, таким образом,
их связывание с мембраной. Это доказывают
эксперименты по элюции нуклеиновых кислот
с поверхностей клеток крови (как здоровых
доноров, так и больных пациентов) буфером,
содержащим 5 мМ ЭДТА [96].

Ещё одним механизмом связывания ДНК
с клетками может быть связывание ДНК в составе
нуклеосом с клеточной поверхностью или связывание
через гистоны, каким-то образом экспонированные
на поверхности клеток. Действительно, ДНК была
обнаружена на поверхности клеток Raji при помощи
антител к ДНК из сывороток больных системной
красной волчанкой, причём обработка таких
антител ДНКазой I существенно уменьшала
эффективность их связывания с поверхностью клеток,
так же как и добавление гистонов. В то же время
антитела к гистонам образовывали комплексы
с белками поверхности клеток, демонстрируя
наличие гистонов на клеточной поверхности.
Авторы предполагают, что антитела к ДНК
связываются с поверхностью клеток через
взаимодействие с гистонами, экпонированными
на клеточной поверхности в составе комплексов
с ДНК [104]. Однако это предположение может быть

не вполне верным, поскольку в другой работе было
показано, что как ДНК, так и нуклеосомы могут
связываться с белками клеточной поверхности
с молекулярной массой 29 кДа и 69 кДа [105].

В работе Koutouzov с соавт. [106] было показано
наличие рецептора нуклеосом на поверхности
фибробластов линии CV-1. При помощи 125I-меченых
мононуклеосом было обнаружено, что на поверхности
клеток есть два сайта связывания (приблизительно
9×107 сайтов на клетку) – высокоаффинный с Kd 7 нМ
и низкоаффинный с Kd 400 нМ. Авторам удалось
выяснить, что за связывание нуклеосом
с поверхностью клеток отвечает белок с молекулярной
массой 50 кДа. Более того, нуклеосомы, связанные
с поверхностью клеток, могут взаимодействовать
с антителами против ДНК и гистонов.

Связывание гистонов с поверхностью
активированных Т-лимфоцитов было обнаружено
в работе Watson с соавторами [89], однако основными
компонентами, связывающими нуклеосомы, были
не белки, а сульфатированные полисахаридные остатки
поверхностных протеогликанов. Действительно,
авторы обнаружили, что сульфатированные
полисахариды хорошо связываются с нуклеосомами
через N-концевые остатки гистонов, особенно
H2A и H2B, а обработка клеток гепариназой
уменьшает связывание нуклеосом с этими клетками.
Описанные работы не дают прямого ответа
относительно механизма связывания нуклеосом
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Рисунок 2. Подготовка образцов плазмы крови и элюатов с поверхностей клеток крови. Образцы крови разделяли
на плазму и фракцию клеток крови, плазму переносили в новую пробирку. Форменные элементы крови разделяли
на фракции ядросодержащих и безъядерных клеток при помощи среды для разделения лимфоцитов и
центрифугирования. Клетки каждой из фракций последовательно обрабатывали раствором PBS/ЭДТА (для элюции
нуклеиновых кислот, связанных с поверхностью клеток крови за счёт ионных взаимодействий) и затем, раствором
трипсина (для элюции нуклеиновых кислот, связанных с клеточной поверхностью за счёт белковых взаимодействий)
в условиях, не приводящих к лизису клеток.



с клеточной поверхностью, однако однозначно
демонстрируют способность нуклеосом связываться
с поверхностью разных типов клеток.

3. ОСОБЕННОСТИ СТРОЕНИЯ
ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ДНК КРОВИ

В составе цирДНК крови и внДНК различных
биологических жидкостей онкологических
больных были обнаружены практически
все характеристические признаки геномной ДНК
опухолевых клеток, а именно точечные мутации,
нарушения состава микросателлитов, характерный
профиль метилирования генов опухолевой супрессии
и повторов, делеции и хромосомные перестройки
и ДНК вирусов (рис. 1).

На сегодняшний день много работ
посвящено изучению микросателлитных перестроек
в цирДНК крови [107-113]. Микросателлиты –
короткие повторяющиеся и высокополиморфные
последовательности, состоящие из многократно
повторяющегося мотива, например, ди-, три-,
тетрануклеотида: (NN-N)n. Микросателлиты более
или менее случайно распределены в геноме [114].
Они проявляют заметную нестабильность и могут
мутировать, изменяя число повторов. Человеческий
геном содержит несколько тысяч микросателлитных
повторов, основная часть которых локализована
в некодирующих последовательностях ДНК.
Нарушения микросателлитных повторов могут
проявляться в виде аллельного дисбаланса,
в том числе и в виде потери гетерозиготности
(сокращение изменчивости в участках генома,
для которых обычно характерен полиморфизм
длин рестрикционных фрагментов). Биологическая
функция микросателлитов неясна, однако они часто
используются в качестве генетических маркеров
для анализа расположения генов-супрессоров
опухолей и т.д.

Опухолеассоциированные нарушения
микросателлитной ДНК были обнаружены
в цирДНК плазмы крови при раке лёгких [107],
головы и шеи [108], почки [109], мочевого
пузыря [110], предстательной железы [111, 112]
и гепатоцеллюлярной карциноме [113].

Однако для того, чтобы достоверно детектировать
изменения микросателлитной ДНК во внеклеточной
среде необходимо, чтобы соотношение опухолевой
ДНК к контаминирующей нормальной ДНК
составляло более 0,5%, в то время как для детекции
потери гетерозиготности требуется, чтобы
в препарате было не менее 20% опухолевой ДНК
(и 80% нормальной ДНК), в противном случае
повышается риск получения ложноположительных
результатов [115]. Это утверждение подтверждают
работы многих групп исследователей [116-118],
в том числе и работа von Knobloch с соавт. [119],
в которой ложноположительные результаты
при анализе аллельной нестабильности в цирДНК
сыворотки крови были обнаружены в группе
здоровых доноров с частотой 15%; при этом

у больных раком почки в зависимости от маркера
частота аллельной нестабильности варьировала
от 0 до 23%.

Некоторые исследователи указывают на то,
что опухолеассоциированные микросателлитные
изменения (как аллельную нестабильность,
так и потерю гетерозиготности) в цирДНК крови
можно обнаружить уже на ранних стадиях
заболевания [120, 121]. Например, у больных
немелкоклеточным раком лёгкого в цирДНК
плазмы крови при комбинации маркера
аллельной нестабильности (D21S1245) и потери
гетерозиготности (FHIT локус) микросателлитные
изменения обнаруживались в 40% случаев [122].
Причем эти изменения детектировались в 43% случаев
у пациентов с I стадией заболевания. Однако авторы
не обнаружили корреляции между частотой
микросателлитных изменений и стадией заболевания
или его гистологией.

В ряде исследований приведены
доказательства прогностической значимости
анализа микросателлитных изменений ДНК
в сыворотке/плазме онкологических больных,
в том числе и в комбинации с изучением
других изменений ДНК (гиперметилирование,
мутации и т.д.). Например, Silva с соавторами [3],
исследуя комбинацию потерь гетерозиготности
шести различных локусов цирДНК (D17S855,
D17S654, D16S421, TH2, D10S197, D9S161),
мутацию гена p53 и аберрантное метилирование
первого экзона гена p16INK4a при помощи ПЦР
в плазме крови больных раком молочной железы
в сравнении со здоровыми донорами, обнаружили
достоверную корреляцию изучаемых изменений
цирДНК с такими клиникопатологическими
параметрами как: (а) вовлечение в заболевание трёх
и более лимфатических узлов; (б) инфильтрирующая
протоковая карцинома (IDC); (в) высокий
индекс пролиферации.

Достоверная корреляция между потерей
гетерозиготности в цирДНК плазмы крови,
анализируемой при помощи ПЦР, и увеличением
показателя Глисона была обнаружена у больных раком
предстательной железы [111] при комбинации
маркеров D6S1631*D8S286*D9S171 и D8S286*D9S171.

В аналогичной работе, посвящённой исследованию
потери гетерозиготности с использованием ПЦР
10 микросателлитных маркеров, расположенных
на шести хромосомах (D1S214 на 1p36.3; D1S228
на 1p36; D3S1293 на 3p-3p24.2; D6S264 на 6q25.2-6q27;
IGFIIR на 6q25-q27; D9S157 на 9p23-p22;
D9S161 на 9p21; D10S212 на 10q26.12-10q26.13;
D10S216 на 10q24-q26; D11S925 на 11q23.3-11q24)
в цирДНК плазмы крови больных меланомой
была показана корреляция между частотой
обнаружения этих микросателлитных изменений
и утяжелением стадии заболевания [123]. Для локуса
D3S1293 показана достоверная корреляция
с развитием заболевания. Кроме того, комбинация
микросателлитных маркеров D9S157*D3S1293,
D9S157*D1S228 и D11S925*D3S1293 демонстрирует
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достоверную корреляцию со стадией заболевания
[123]. Позднее была показана не только корреляция
между увеличением числа случаев потери
гетерозиготности этих маркеров и стадией
заболевания [124, 125], но и корреляция по локусу
D1S228 у больных с “запущенными” заболеваниями
с низкой выживаемостью пациента после
хирургической резекции [124].

Микросателлитный анализ (как потеря
гетерозиготности, так и аллельная нестабильность)
на 28 различных маркеров (D1S251 (1pq), HTPO (2p),
D3S1317 (3p), D3S587 (3p), D3S1560 (3p),
D3S1289 (3p), D3S1286 (3p), D3S1038 (3p),
D4S243 (4pq), FGA(4) (4q), CSF (5q), ACTBP2 (5p),
D8S348 (8q), D8S307 (8p), D9S747 (9p), D9S242 (9p),
IFN a (9p), D9S162 (9p), D11S488 (11q), THO (11p),
vWA (12p), D13S802 (13q), MJD (14q), D17S695 (17p),
D17S654 (17p), D18S51 (18q), MBP (18q) и
D21S1245 (21q)) не только может быть использован
для обнаружения опухолеспецифической цирДНК
в сыворотке больных раком почки с помощью ПЦР,
но и может давать информацию (потеря
гетерозиготности) о возможном рецидиве этого
заболевания [126, 127]. Корреляция между рецидивом
заболевания и потерей гетерозиготности хотя бы
одного из шести маркеров (D17S695, D17S654,
D13S310, TH2, D9S747, D9S161) в цирДНК плазмы
крови была также обнаружена и у больных раком
мочевого пузыря [128].

Огромное количество исследований посвящено
изучению делеций в составе некоторых генов
в цирДНК крови. В первую очередь внимание
исследователей привлекают мутации в гене рецептора
эпидермального фактора роста (EGFR), определяющие
терапию рака лёгкого; эти мутации могут быть
обнаружены при помощи микрожидкостного или
капельного ПЦР цирДНК больных раком лёгкого
с чувствительностью 92% и специфичностью 100%
[129]. Авторы обнаружили достоверную корреляцию
между статусом мутации EGFR в цирДНК сыворотки
крови и эффективностью лечения рака лёгкого [130].
Часть исследований в этой области посвящена
анализу резистентной мутации EGFR T790M,
доля которой к активирующим мутациям может
составлять от 13,3% до 94% [131].

Среди мутаций в протоонкогенах, характерных
для клеток опухолей, наиболее часто в пуле цирДНК
исследовали мутации в семействе онкогенов
ras и p53 [118, 132]. Около 25% больных раком
кишечника и 50% пациентов с раком поджелудочной
железы имеют мутацию в гене K-ras, причём
такую мутированную ДНК можно обнаружить
в составе цирДНК плазмы крови [118]. Кроме того,
мутации в гене K-ras были обнаружены в цирДНК
у 23% больных немелкоклеточным раком
лёгкого [133], у 11% больных раком мочевого
пузыря [128] и у 27% пациентов с солидными
опухолями (опухолями поджелудочной, молочной
желёз, желудка, кишечника) [134].

Мутации в гене p53 часто выявляются в цирДНК
крови больных немелкоклеточным (30%) [135] и

мелкоклеточным (37%) [136] раком лёгкого, раком
яичника (15%) [137], желудка (5-12%) [138, 139],
у 19% больных раком поджелудочной железы [140],
у 6%-21% больных раком кишечника [141, 142]
и у 18%-40% больных раком печени [143, 144].
У больных раком кишечника наличие мутаций
в этом гене коррелирует со стадией заболевания
и метастазами в печень [141], а у больных раком
молочной железы – со стадией заболевания, размером
опухоли и метастазами в лимфатические узлы [145].
Следует отметить, что в цирДНК здоровых доноров
также присутствуют мутированные формы гена p53.
При исследовании цирДНК больных раком печени
мутации в исследуемом гене были обнаружены
у 40%-44% больных и у 3,5%-7% здоровых доноров
[144, 146]. Мутации в генах p53 и K-ras на уровне
до 30% были обнаружены не только у здоровых
доноров, но и у курильщиков, и больных, имеющих
заболевания не онкологической природы [147, 148].
Наряду с мутациями в генах p53 и K-ras в цирДНК
крови больных раком кишечника при помощи ПЦР
в 12%-43% случаев были обнаружены и мутации
гена аденоматозного полипоза толстой кишки (APC)
[139, 149, 150].

Необходимо также упомянуть работы,
посвященные изучению амплификации гена HER2
(рецептор эпидермального фактора роста человека)
в плазме больных раком молочной железы
с помощью ПЦР [151]. Авторы обнаруживали
это изменение у 50% пациенток. Кроме того,
сокращение числа копий HER2 цирДНК после
лечения трастузумабом в сочетании с химиотерапией
было связано с ответом на лечение, а также
с улучшением общей выживаемости пациентов.
Показано, что высокий уровень гена MYCN в цирДНК
представлен в крови пациентов с нейробластомой
[152], для которой характерна множественная
амплификация этого гена. Авторы при помощи ПЦР
в реальном времени показали, что количество
последовательностей MYCN в цирДНК
плазмы/сыворотки больных с амплификацией гена
MYCN (MNA) в 25-600 раз выше, чем в крови
здоровых доноров и пациентов с нейробластомой,
у которых нет амплификации MYCN.

В составе цирДНК крови человека обнаружены
и нуклеиновые кислоты вирусов. Вирусы, такие как
папилломавирусы человека и вирус Эпштейна-Барра,
являются этиологическими факторами при различных
злокачественных новообразованиях [118]. Эти вирусы
обнаруживаются в крови больных раком молочной
железы [153], раком головы и шеи [154], цервикальной
карциномой [155], а также раком носоглотки [156].
Небольшой процент здоровых доноров имеют
в составе цирДНК последовательности этих вирусов
[156, 157]. В некоторых случаях, при анализе вирусной
ДНК в составе цирДНК крови, можно говорить
о возможной корреляции со стадией заболевания,
ответом на терапию и склонностью к рецидивам [132].

Помимо вирусной ДНК в плазме крови человека
многие исследователи не только обнаруживают
митохондриальную ДНК [158, 159], но и детектируют
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в крови онкологических больных характерные
для раковых клеток мутации (16S рРНК, район
D-петли). Эти мутации были обнаружены при раке
легкого, мочевого пузыря, раке предстательной
железы, опухолях головы и шеи [132, 160].

Огромное количество исследований посвящено
изучению эпигенетических мутаций, а именно
анализу статуса метилирования промоторных
областей онкогенов в цирДНК крови. Известно,
что метилирование ДНК – это физиологический
процесс, который активно идет во всех нормальных
клетках организма. Ещё в 1980 году Raptis с коллегами
путём определения плавучей плотности внеклеточной
ДНК в CsCl показали, что её G+C состав равен 50%
[161]. В геноме человека доля 5-метилцитозина (m5C)
составляет ~1% от всех оснований и немного
варьирует в разных типах тканей, причём большинство
(75%) из CpG динуклеотидов метилировано [162].
Известно, что, по меньшей мере 10% экспрессируемых
генов регулируется метилированием и до 60% генов
имеют локальные CpG-островки [163].
Метилированием регулируется экспрессия генов,
вовлеченных в регуляцию и реализацию всех
ключевых клеточных процессов, в частности, генов,
ответственных за регуляцию клеточного цикла и рост,
вовлечённых в регуляцию стабильности генома
и индукцию апоптоза и т.д.

Современные методы анализа позволяют
детектировать метилирование цитозинов при
соотношении опухолевой ДНК к нормальной
около 0,1-0,001% [115]. Изменения в статусе
метилирования ДНК наиболее часто встречаются
при развитии онкологических заболеваний [118].
Они ассоциированы с изменениями в экспрессии
генов, вовлечённых в контроль клеточного
цикла и апоптоз, включающих p14ARF, p16ink4a,
APC, H- и E-кадгерины, RASSF1A и многие
другие [132]. Повышение статуса метилирования,
не выявляющееся в норме, обнаруживается
при помощи ПЦР в ДНК плазмы/сыворотки крови
при раке поджелудочной (Р16 в 24.6% случаев) [164],
предстательной (RASSF1 – 24%, RARb2 – 12%,
GSTP1 в 13% случаев) [112] и молочной (АРС – 17%
и GSTP1 – 26%) [165] желёз, гепатоцеллюлярной
карциноме (р16 – от 19% до 81% случаев) [166, 167],
раке яичника (при одновременном исследовании
6-ти генов: BRCA1, RASSF1A, APC, p14arf,
p16ink4a и DAPK) со специфичностью 100%
и чувствительностью 82% [168]) и многих других.
Известно, что некоторые эпигенетические изменения
(гиперметилирование генов) происходят уже
на ранних стадиях (IA или B) развития онкологических
заболеваний [169, 170]. К сожалению, анализ статуса
метилирования онкогенов также может давать
ложноположительные результаты. Так, например,
наряду с 32% метилированных форм генов RASSF1А
и 26% RARв2 в цирДНК крови больных раком
молочной железы, метилированные формы этих же
генов были обнаружены и в крови здоровых
доноров в 5% и 8% случаев, соответственно [165].
При этом чувствительность анализа составила 62%,
специфичность – 87%.

4. ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА ЦИРКУЛЯЦИЮ
ДНК В КРОВИ

Известно, что на стабильность циркулирующей
ДНК могут влиять как модификация оснований,
влияющая на связывание с гистонами и
негистоновыми белками, модификация гистонов,
влияющая на структуру и прочность упаковки ДНК
в нуклеосомы, связывание циркулирующей ДНК
с белками плазмы и с поверхностью клеток крови.

4.1. Метилирование

О том, что метилированная ДНК более
стабильна, чем неметилированная, свидетельствуют
эксперименты, проведённые на культурах
клеток HeLa и HUVEC [46]. В этой работе
было показано, что метилированные фрагменты
гена RARb2 (194 п.н.) в супернатантах клеток
более стабильны, чем неметилированные фрагменты.
Кроме того, метилирование цитозинов может
влиять на модификацию гистонов [171, 172],
формирование ДНК-триплексов, стабилизацию
B-Z перехода [173], а также отрицательно сказываться
на связывании транскрипционных факторов с ДНК
и положительно – на взаимодействие белков,
специфически связывающихся с метилированными
участками ДНК [174-176].

В последнее время в научной литературе
появились предложения о выделении в качестве
шестого основания ДНК (наравне с m5C)
5-гидроксиметилцитозина (hm5C), обнаруженного
ещё в 1950 году и способного так же влиять
на структуру и, по-видимому, стабильность
цирДНК [177, 178]. 5-гидроксиметилцитозин
образуется в результате гидроксилирования m5C
с помощью ферментов TET1, TET2 или TET3
(ten eleven translocation) и играет важную роль
при эмбриональном развитии и клеточной
дифференцировке [177-179]. Содержание hm5C
в геноме мыши около 0,032% [180] и составляет
~10-20% от m5C в эмбриональных стволовых
клетках мыши, нейронах Пуркинье и гранулярных
клетках [178]. Находится hm5C в тех же участках ДНК
(как геномной, так и митохондриальной [181]),
что и m5C [178].

Описано несколько белков, связывающихся
с метилированными CpG-динуклеотидами
(в английской транскрипции MBPs), фрагменты
которых обнаруживались и в плазме крови.
Они являются репрессорами транскрипции,
препятствующими формированию транскрипционного
комплекса. Метилцитозин-связывающие белки
MeCP2, MBD1, MBD2, MBD4 эффективно связывают
m5CpG, но не hm5CpG, через консервативный домен
MBD (Methyl-CpG binding domain) [175, 180, 182-184],
стабилизируют нуклеосомы в метилированных
участках ДНК [185] и ингибируют транскрипцию
в экспериментах in vitro. Уровень hm5C в клетках
мозжечка мыши находится в обратной зависимости
от уровня экспрессии гена MeCP2 [184]. Кроме того,
связывание MeCP2 с метилированной ДНК
ингибирует активность TET1 in vitro.
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Метилцитозин-связывающий белок Kaiso,
содержащий в С-концевом домене цинковые
пальцы, специфично связывающие 5-метилцитозин-
содержащую ДНК, способен подавлять
транскрипционную активность метилированных
генов [186]. Хотя MBD белки распознают
одиночные метилированные CpG, для оптимального
связывания Kaiso нуждается в двух
последовательно и симметрично метилированных
CpG последовательностях. Кроме того, геном
человека кодирует два белка, которые имеют
Kaiso-подобные цинковые пальцы: ZBTB4 и ZBTB38
[187]. Оба белка, подобно Kaiso, соединяются
с метилированной ДНК благодаря своим
трём Kaiso-подобным цинковым пальцам.
Однако в противоположность Kaiso, они могут
связываться с одиночными метилированными
CpG последовательностями. ZBTB4 и ZBTB38
репрессируют транскрипцию метилированных
промоторов и локализуются в плотно
упакованных метилированных перицентромерных
гетерохроматиновых регионах в клетках мыши
зависимым от метилирования ДНК способом.

Поскольку метилирование ДНК может приводить
к модификации гистонов и изменению структуры
хроматина [172], результатом этого процесса может
быть изменение стабильности не только свободной
ДНК, но и ДНК, циркулирующей в крови в составе
нуклеосом и иных комплексов с белками.
Действительно, было показано, что некоторые MBP,
а также ДНК-метилтрансферазы могут привлекать
деацетилазы гистонов к сайтам метилирования,
что приводит к увеличению прочности нуклеосомной
упаковки ДНК [188].

В отличие от ацетилирования гистонов –
временного процесса, находящегося в равновесии
с деацетилированием, – метилирование гистонов
при помощи гистонметилтрансфераз рассматривается
как маркер более продолжительной клеточной памяти
[189]. Метилирование гистонов также может влиять
на прочность упаковки ДНК и, соответственно,
на стабильность ДНК в кровотоке. Наиболее
распространенными сайтами метилирования
являются лизиновые остатки гистонов H3 и H4.
Например, метилирование 4-го остатка лизина
гистона H3 (Н3-К4), Н3-К36 или Н3-К79 является
маркером транскрипционно-активного хроматина.
Метилирование Н3-К9, Н3-К27 или Н4-К20,
напротив, соответствует неактивной структуре
хроматина [190]. Метилирование гистонов
ассоциировано с ДНК-метилированием; так, многие
белки, вовлечённые в процесс метилирования ДНК,
такие как DNMT и MBP, взаимодействуют
с ферментами, участвующими в процессе
метилирования гистонов [189]. Например, области
деацетилированного гистона Н3 и метилированного
Н3-К9 ассоциированы с гиперметилированным
промотором гена hMLH1, который, будучи
неметилированным и активно экспрессируемым,
ассоциирован с ацетилированным гистоном Н3
и метилированным остатком лизина в 4 позиции [171].

4.2. Активность дезоксирибонуклеаз

Активность нуклеаз является фактором
отрицательной регуляции концентрации цирДНК.
Как уже упоминалось выше, одной из причин
появления внДНК в кровотоке могут служить
процессы апоптоза и некроза нормальных и/или
опухолевых клеток. После гибели клеток
их содержимое захватывается фагоцитами
(макрофагами и дендритными клетками) или
соседними клетками, в результате чего ДНК может
полностью гидролизоваться в лизосомах
до нуклеотидов ДНКазой II [191-193]. Вполне
возможно, что именно это и является причиной
того, что в плазме крови здоровых доноров
присутствует лишь незначительное количество ДНК
(0-30 нг/мл крови) [2, 4]. 

ДНКаза II не является основным ферментом,
который гидролизует молекулы ДНК, попадающие
в кровь (содержание её примерно в 30 раз ниже,
чем ДНКазы I [194]); активность кислой ДНКазы II
в крови здоровых доноров составляет
8,2±2,36 ед.акт./л сыворотки [195]. Основным
ДНК-гидролизующим ферментом крови является
ДНКаза I [193, 196-198]. ДНКаза I максимально
активна при нейтральном значении рН, она эффективно
связывается с малой бороздкой ДНК в В-форме;
для гидролиза ДНК ей необходимо наличие ионов
двухвалентных металлов [199, 200]. Метилирование
цитозина по 5-му положению и локализация
5-метилцитозина в большой бороздке ДНК
способствуют конформационному переходу ДНК
из В в Z-форму [173], что в принципе может повышать
стабильность такой ДНК к гидролизу под действием
ДНКазы I [200]. ДНКаза I эффективно гидролизует
транскрипционно-активные области хроматина.
Такая чувствительность транскрипционно-активных
областей к ДНКазе I, по-видимому, связана
с “разрыхлением” упаковки ДНК в транскрипционно-
активных областях [201]. Чувствительная
к ДНКазе I фракция хроматина обогащена
ацетилированным гистоном H4, имеет низкое
содержание гистона H1 и высокий уровень
негистоновых хромосомных белков (NHCP), включая
HMG-белки. Уровень ацетилирования гистона H4
напрямую коррелирует с уровнем чувствительности
ДНКазы I к хроматину [201]. 

По литературным данным, концентрация в крови
ДНКазы I составляет 3-10 нг/мл (удельная
активность ДНКазы I составляет 2000 ед.акт./мг).
В норме активность фермента составляет всего
4,4±1,8 ед. акт./л (ожидаемая активность 6-20 ед. акт/л)
сыворотки, что объясняется присутствием в крови
природного ингибитора ДНКазы I актина
(до 100 мкг/мл) [197, 202]. Доказательством
определяющей роли ДНКазы I в циркуляции ДНК
в крови может служить увеличение концентрации
цирДНК в плазме крови больных системной красной
волчанкой [203], которое коррелирует с уменьшением
активности ДНКазы I [204-206] и увеличением
концентрации актина (содержание которого в норме
может достигать 100 мкг/мл [207]) [202]. Однако
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в крови больных раком молочной железы
не наблюдается обратной корреляции между
концентрацией цирДНК и активностью ДНКазы.
Действительно, при раке молочной железы
наблюдается как увеличение активности [196]
и концентрации [208] ДНКазы I, так и концентрации
свободной внДНК плазмы крови [2]. Прогревание
сыворотки здоровых доноров и больных
со злокачественными новообразованиями в течении
60 мин при температуре от 37°С до 50°С, в результате
которого инактивируются ингибиторы ДНКазы,
приводит к значительному увеличению нуклеазной
активности (в 5-80 раз), что свидетельствует о важной
роли ингибиторов ДНКазы I в регуляции ДНКазной
активности крови и концентрации цирДНК [209].

Наряду с ДНКазой I цирДНК крови могут
гидролизоваться под действием нуклеотид-
пирофосфатазы и фосфодиэстеразы I (рН оптимум
около 9,8), которые локализованы на плазматической
мембране клеток печени. Эти ферменты отщепляют
нуклеозид 5’-фосфат с 3’-конца ДНК и РНК, отдавая
предпочтение одноцепочечным или денатурированным
субстратам [210-212]. Предполагается, что эти
ферменты преимущественно гидролизуют
нуклеотидпирофосфаты до нуклеозидов, которые
затем транспортируются через плазматическую
мембрану [213-215]. Согласно литературным данным,
содержание фосфодиэстеразы I в крови здоровых
людей варьирует от 2,5 нг/мл до 82,5 нг/мл, составляя
в среднем 29,7±2,9 нг/мл [216], что с учётом средней
удельной активности фермента в разных тканях
100 ед.акт/мг [217] достаточно для того, чтобы
вносить вклад в гидролиз цирДНК.

Помимо дезоксирибонуклеаз, некоторые белки
крови, обладающие нуклеазной активностью,
также могут гидролизовать цирДНК. К числу таких
белков могут быть отнесены, например, IgG и IgM,
которые не обладают ДНК-гидролизующей
активностью в норме, но проявляют такую активность
при аутоиммунных заболеваниях [218, 219]
и беременности [220], а также лактоферрин,
обнаруживаемый, по данным разных авторов,
в крови здоровых доноров в концентрации
198-400 нг/мл [221, 222], 450 нг/мл в крови больных
с онкологическими заболеваниями яичников [222]
и в концентрации 665 нг/мл при развитии острого
аппендицита [221].

Таким образом, белки крови, обладающие
ДНК-гидролизующей активностью, являются важным
фактором, уменьшающим концентрацию цирДНК,
а их влияние на концентрацию цирДНК может быть
ограничено наличием природных ингибиторов
и упаковкой цирДНК.

Известно, что основная часть экзогенных ДНК
выводится из организма с мочой [223, 224], таким
образом, эффективность транспорта ДНК через
почечные канальцы также является важным
фактором уменьшения концентрации цирДНК.
С другой стороны, скорость генерации цирДНК
и форма циркуляции ДНК, а именно защищённость
цирДНК в составе комплексов с гистонами/белками

или мембранных структур, принципиально важна
для поддержания или возрастания концентрации
цирДНК в крови.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, можно сделать вывод о том,
что цирДНК неоднородна по своему размеру
и составу. В крови цирДНК может появляться
в результате апоптоза, некроза, онкоза и активной
секреции опухолевыми и нормальными клетками
и циркулировать в ней как в свободном виде,
так и связавшись с форменными элементами крови,
находясь в составе апоптотических телец, нуклеосом
или в комплексах с различными белками крови.
Ясно, что на стабильность ДНК и время
её нахождения в крови влияет множество факторов,
начиная от структуры ДНК и присутствия
различных нуклеаз в крови и заканчивая выведением
её с мочой. На сегодняшний день биологические
функции циркулирующей ДНК изучены мало,
однако на основе тестирования онкоспецифических
последовательностей ДНК ведутся активные
разработки ранней неинвазивной диагностики
онкологических заболеваний различных этиологий.
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Extracellular nucleic acids (exNA) were described in blood of both healthy and illness people as early
as in 1948, but staied overlooked until middle 60-th. Starting from the beginning of new millennium and mainly
in the last 5 years exNA are intensively studied. Main attention is directed to investigation of exNA as the source
of diagnostic material whereas the mechanisms of their generation, as well as mechanisms to providing long-term
circulation of exNA in the bloodstream are not established unambiguously. According to some authors, the main
source of circulating nucleic acids in blood are the processes of apoptosis and necrosis, while others refer
to the possible nucleic acid secretion by healthy and tumor cells. Circulating DNA were found to be stable in the
blood for a long time, escaping from the action of DNA hydrolyzing enzymes and are apparently packed in
different supramolecular complexes. This review presents the opinions of various authors and evidence in favor
of all the theories describingappearance of extracellular DNA, the features of the circulation and structure
of the extracellular DNA and factors affecting the time of DNA circulation in blood.

Key words: circulating DNA, apoptosis, necrosis, oncosis, active secretion, Dnase.


