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Рибосомные гены кодируют рибосомную РНК (рРНК), которая является составной частью рибо-
сом. Основная функция рибосомных генов в клетке – это синтез рРНК. Однако рибосомные гены
могут выполнять и другие функции в организме. Было обнаружено, что ДНК рибосомных генов
(рДНК) является активной биомолекулой, которую можно отнести к семейству DAMPs (danger-as-
sociated molecular pattern molecules). Три необычные характеристики рДНК придают ей свойства
DAMPs-молекулы: 1) большое содержание неметилированных мотивов CpG – лигандов ДНК-сен-
соров TLR9; 2) низкий окислительный потенциал и 3) устойчивость к фрагментации при накопле-
нии однонитевых разрывов в цепях рДНК. Благодаря этим свойствам фрагменты рДНК накаплива-
ются в составе циркулирующей внеклеточной ДНК и стимулируют TLR9–MyD88–NF-kB-сиг-
нальный путь в различных клетках организма. Окисленная рДНК проникает внутрь клеток, где
может стимулировать другие ДНК-сенсоры (AIM2, RIG1, STING). Внеклеточная окисленная
рДНК достигает структур ядрышка и влияет на уровень рРНК в клетке. Организм защищается от
избытка внеклеточной рДНК путем выработки антител к рДНК, которые образуют гораздо более
прочные комплексы с рДНК, чем обычные антитела к двуспиральной ДНК. Внеклеточную рДНК
целесообразно изучать дальше как потенциальную мишень при терапии аутоиммунных, онкологи-
ческих и сердечно-сосудистых заболеваний.
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Центральным событием в эукариотической
клетке является синтез белка (трансляция). Син-
тез белка осуществляется молекулярными маши-
нами – рибосомами. Рибосома человека состоит
из двух основных компонентов – рибосомной
РНК четырех типов (18S, 5.8S, 28S и 5S) и при-
мерно 70–80 рибосомных белков. Рибосомная
РНК (рРНК) и рибосомные белки образуют струк-
туру, состоящую из двух субъединиц, которая осу-
ществляет процесс трансляции [1]. Гены 28S, 5.8S и
18S рРНК (рДНК) в геноме человека представле-
ны множественными копиями. Диплоидный ге-
ном человека содержит в среднем ~400 копий
рДНК, которые организованы в тандемные по-
вторы длиной 43 тпн на пяти парах акроцентри-
ческих хромосом. Каждая единица повтора вклю-
чает транскрибируемую область, содержащую ге-
ны 28S, 5.8S и 18S рРНК (47S рРНК) длиной
13.3 тпн и нетранскрибируемый межгенный
спейсер (рис. 1,а). Вместе с копиями 5S рРНК (ге-

ны расположены на первой хромосоме) эти рРНК
формируют рибосомы [2].

Рибосомные РНК составляют до 80% всей кле-
точной РНК. В растущей эукариотической клетке
каждую минуту синтезируются тысячи рибосом.
Таким образом, основная (каноническая) функ-
ция рибосомных повторов – это синтез рРНК для
рибосом. Транскрипция рДНК осуществляется
РНК-полимеразой I в особой клеточной структуре
в составе ядра – в ядрышке. Удивительно, но дале-
ко не все копии рДНК транскрибируются даже в
активно растущих клетках, где велика потребность
в рибосомах. Способность копии рДНК к тран-
скрипции зависит от ее конформации и эпигене-
тической модификации (метилирования цитози-
на в сайте CpG). Условно все копии рДНК можно
разделить на четыре фракции [3, 4], представлен-
ные на рис. 1,б. Суммарную фракцию 1 и 2 назы-
вают потенциально активными копиями рДНК.
Эти копии неметилированы и содержат модифи-
цированные гистоны H3K4me3 и H3K9ac, кото-
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рые обычно ассоциированы с транскрипционно
активными копиями генов [3]. Количество фрак-
ции 1 (реально транскрибируемые в данный мо-
мент времени копии рДНК) зависит от потребно-
сти клетки в рибосомах. При активном росте и
пролиферации размер этой фракции увеличивает-

ся. В условиях снижения уровня белкового синтеза
фракция 1 уменьшается. По приблизительным
оценкам количество потенциально активных ко-
пий рДНК в геноме млекопитающих составляет
30–50% от всех копий рДНК [5, 6]. Фракция 3 –
это неактивные неметилированные или маломе-

Рис. 1. Структурно-функциональная характеристика рибосомного повтора человека. а – схема рибосомного повтора
человека. pBR322-rDNA – зонд на область ТО-рДНК, используемый в гибридизации; б – фракции (1–4) рибосомных
генов в составе ядрышка; в – распределение CpG-мотивов и (dG)n-мотивов в ТО-рДНК, мтДНК и во фрагменте ДНК
E. coli.
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тилированные копии рДНК. Предполагается, что
эти копии находятся в тех же структурах ядрышка,
что и потенциально активные копии, и необходи-
мы для нормального функционирования ядрыш-
ка. Копии фракции 3 неактивны, по-видимому,
вследствие метилирования некоторых CpG-сай-
тов в области промотора рДНК [2]. Эти копии со-
держат нуклеосомы (“закрытая конформация”).
Фракция 4 включает неактивные гиперметилиро-
ванные копии рДНК. Метилирована вся транс-
крибируемая область рДНК, а не только область
промотора. Эти копии локализованы на перифе-
рии ядрышка и входят в состав гетерохроматина,
окружающего ядрышко. Гиперметилированные
копии рДНК встречаются примерно в 20% гено-
мов человека [7]. Эти копии элиминируются из
генома в процессе старения [8].

Для функционирования эукариотической
клетки важны все типы копий рДНК (как тран-
скрипционноактивные, так и неактивные). Сни-
жение числа неактивных копий приводит к не-
стабильности всего хроматина ядра, повышает
чувствительность клетки к повреждающим воз-
действиям и способствует ускоренному старению
клеток [9, 10]. Уже один этот факт указывает на
другие функции рДНК, помимо синтеза рРНК
для рибосом. Известно, что ядрышко способно на-
капливать белки, которые не принимают участия в
биогенезе рибосом. Рибосомные гены являются
своеобразным временным “хранилищем” многих
факторов, которые важны для функционирования
всего генома клетки [2]. В последнее десятилетие
авторов интересует еще одна новая неканоническая
функция рибосомного повтора – способность
рДНК выступать в роли активной внеклеточной
биомолекулы, которая существенным образом
влияет на функционирование генома клетки.

Патоген-ассоциированный пул биомолекул
(pathogen-associated molecular pattern molecules,
PAMPs) – это набор различных молекул, входя-
щих в состав бактерий и вирусов [11]. Эти молеку-
лы, например бактериальные ДНК и РНК или
липополисахариды, обладают различными струк-
турами, которые опознаются клетками иммунной
системы с целью развития защитной реакции от
патогена. Клетки млекопитающих содержат не-
сколько типов рецепторов, которые опознают
PAMPs [12]. В 1994 г. Matzinger [13, 14] впервые
высказал предположение о том, что иммунная
система распознает не только патогены, но и
фрагменты собственных биомолекул, которые
образуются при гибели клеток или при ответе
клеток на воспаление, гипоксию, стресс в услови-
ях, когда патоген отсутствует. Совокупность эн-
догенных биомолекул организма, которые воз-
действуют на клетки того же самого организма,
получила название “пул молекул, ассоциирован-
ных с повреждением” (danger-associated molecular

pattern molecules (DAMPs) по аналогии с PAMPs

[15, 16].

Набор DAMPs достаточно широк. В здоровой

клетке потенциальные биомолекулы DAMPs мо-

гут выполнять самые различные физиологиче-

ские функции. Однако после высвобождения из

поврежденных и погибших клеток эти биомоле-

кулы проявляют выраженную биологическую ак-

тивность в отношении здоровых клеток организ-

ма. Наиболее хорошо описаны такие члены се-

мейства DAMPs, как белок HMGB1, белок S100,

белки теплового шока, β-defensins, cathelicidin

hCAP1/LL-37, гистоны, бета-амилоид, сахара,

фибрин, фибронектин, метаболиты пуринового

обмена [17]. DAMPs могут активировать те же са-

мые рецепторы, что и PAMPs. Нуклеиновые кис-

лоты также рассматривают в роли DAMPs [18].

При гибели клеток хроматин клеток фрагменти-

руется и служит основным источником внекле-

точной ДНК (вкДНК). ВкДНК интенсивно изу-

чается как маркер самых различных заболеваний

[19–21]. Биологическая функция вкДНК изучена

в гораздо меньшей степени. Довольно долго

предполагали, что ДНК млекопитающих не влия-

ет на клетки иммунной системы. Однако в насто-

ящее время эта точка зрения изменилась. Было

показано, что вкДНК и ДНК клеток (клДНК)

значительно различаются по содержанию повто-

ряющихся и уникальных последовательностей

[22–26], уровню окислительной модификации

оснований [27] и уровню метилирования [28–30].

Известно, что в составе вкДНК накапливаются

GC-богатые последовательности генома (GC-ДНК).

ВкДНК здоровых людей содержит в среднем

54% GC-пар [31], клеточная ДНК – 42% [32].

GC-ДНК могут стимулировать сигнальный путь

TLR9–MyD88–NF-kB [33, 34]. ДНК-сенсор

TLR9 узнает неметилированный CpG-мотив в

бактериальной ДНК [35]. Геном человека при-

мерно в одинаковых количествах содержит три

основных GC-богатых умеренных повтора: коль-

цевая митохондриальная ДНК (мтДНК), тело-

мерный повтор и транскрибируемая область ри-

босомного тандемного повтора. В составе вкДНК

накапливаются все три повтора. Большинство ав-

торов основное внимание уделяют иммуномодули-

рующему действию внеклеточной мтДНК [36–43].

В меньшей степени исследована внеклеточная те-

ломерная ДНК [44–47], которая, в отличие от

мтДНК, способна блокировать активность рецеп-

торов TLR9. Рибосомный повтор в составе

вкДНК пока что привлек внимание только наше-

го научного коллектива. Отчасти этот факт мож-

но объяснить трудностями количественного ана-

лиза транскрибируемой области рДНК как в со-

ставе клеточной ДНК, так и особенно в составе

поврежденных фрагментов вкДНК [24, 48].
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В данном обзоре мы впервые обобщили и об-
судили проблемы, связанные с количественным
анализом внеклеточной рДНК и с ее биологиче-
ским действием на клетки человека.

СВОЙСТВА ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ рДНК

ТО-рДНК – потенциальный лиганд для TLR9
Транскрибируемая область рибосомного по-

втора человека (ТО-рДНК) – это GC-богатая по-
следовательность. Различные участки ТО-рДНК
содержат от 60 до 85% GC-пар. Мы сравнили после-
довательности классического лиганда TLR9 (фраг-
мент ДНК Е. coli), ТО-рДНК и мтДНК (рис. 1,в).
МтДНК (16.5 тпн), как и ТО-рДНК (13.3 тпн), при-
сутствует в геноме лимфоцитов человека в числе
несколько сотен копий [8, 48]. МтДНК содержит
большое число неметилированных мотивов CpG,
которые придают внеклеточной мтДНК свойства
лиганда TLR9 [36–43, 49]. В этом отношении
мтДНК является аналогом бактериальной ДНК
(рис. 1,в) ТО-рДНК содержит еще больше моти-
вов CpG, чем мтДНК или бактериальная ДНК
(139 копий CpG/1 тпн в сравнении с 26 или 75 ко-
пиями CpG/1 тпн). Большинство копий рДНК
содержат неметилированные мотивы CpG [50].
Таким образом ТО-рДНК превосходит бактери-
альную ДНК и мтДНК по содержанию потенци-
альных участков связывания с рецепторами
TLR9.

ТО-рДНК очень легко окисляется
Несмотря на одинаково высокий GC-состав,

последовательность ТО-рДНК существенно от-
личается от мтДНК или бактериальной ДНК при-
сутствием большого числа мотивов (dG)n (n > 2)

(рис. 1,в). Мотивы (dG)n интересны тем, что dG в

их составе имеет самый низкий потенциал окис-
ления из всех нуклеозидов в составе ДНК [51].
Мы сравнили уровень окисления фрагментов
ТО-рДНК и бактериальных фрагментов одинако-
вого GC-состава [52] в обычных условиях и в
условиях повышенного уровня синтеза активных
форм кислорода (АФК). При инкубировании с
клетками, продуцирующими на поверхности
синтез АФК, или в присутствии АФК в растворе
ТО-рДНК содержала в несколько раз больше
маркера окисления 8-oxo-dG, чем бактериальная
ДНК, что подтверждает более низкий окисли-
тельный потенциал ТО-рДНК по сравнению с
бактериальными GC-богатыми ДНК.

ТО-рДНК относительно устойчива к деградации
до низкомолекулярных фрагментов

В ряде работ мы исследовали устойчивость
ТО-рДНК к фрагментации при действии эндо-
нуклеаз и других агентов, вызывающих образование

однонитевых разрывов в цепях ДНК [24, 53, 54].

Это свойство важно, поскольку от молекулярной

массы фрагмента циркулирующей вкДНК зависит

ее элиминация из кровотока. Ряд ферментов –

ДНКаз принимают участие во фрагментации кле-

точной и внеклеточной ДНК. Большинство ДНКаз

вносят в ДНК однонитевые разрывы. При накоп-

лении однонитевых разрывов возникает двуните-

вой разрыв и молекулярная масса ДНК снижает-

ся. Мы установили, что уже на уровне первичной

последовательности (в составе выделенной из

здоровых клеток ДНК) ТО-рДНК устойчива к

двунитевой фрагментации [24, 53]. При одинако-

вом числе однонитевых разрывов ТО-рДНК, по

сравнению с другими повторами генома, в рас-

творе существует в виде высокомолекулярных

фрагментов. На уровне клеток мы обнаружили

тот же эффект. При токсичном воздействии и при

окислительном стрессе в составе выделенной

ДНК апоптотических клеток ТО-рДНК содер-

жится в виде длинных фрагментов [24]. Наконец,

мы напрямую показали, что фрагменты рДНК,

внутривенно введенные крысам, гораздо медлен-

нее элиминируются из кровотока и остаются бо-

лее высокомолекулярными, чем другие фрагмен-

ты крысиной ДНК [54]. Относительная устойчи-

вость ТО-рДНК к фрагментации при накоплении

однонитевых разрывов позволяет предположить,

что ТО-рДНК накапливается в составе циркули-

рующей вкДНК.

МЕТОДЫ КОЛИЧЕСТВЕННОГО

АНАЛИЗА ВНЕКЛЕТОЧНОЙ ТО-рДНК

Анализ вкДНК имеет несколько ограничений.

Основной источник вкДНК – погибшие клетки

организма. Апоптоз предполагает значительную

фрагментацию ДНК клеток. Частой причиной

гибели клеток является окислительный стресс,

который сопровождается окислительной моди-

фикацией ДНК. Внеклеточная среда, где цирку-

лирует вкДНК, содержит ферменты, гидролизую-

щие ДНК. Таким образом, вкДНК, как правило,

сильно фрагментирована, содержит однонитевые

разрывы и окислена. Уровень окисления вкДНК

даже здоровых людей на порядки превышает уро-

вень окисления ДНК клеток [27, 55]. Поскольку

рДНК содержит много легкоокисляющихся мо-

тивов, уровень окисления этого повтора будет

выше, чем остальных фрагментов вкДНК. Суще-

ствуют два основных метода, с помощью которых

можно исследовать содержание ТО-рДНК в со-

ставе вкДНК, – количественная ПЦР (qPCR) и

нерадиоактивная количественная гибридизация

(NQH).
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qPCR
И геномная ТО-рДНК и особенно внеклеточ-

ная ТО-рДНК являются проблемными объекта-
ми для количественного анализа с использовани-
ем общепризнанного метода qPCR [24, 48]. Мы
обнаружили значительное снижение эффектив-
ности для ТО-рДНК по сравнению с геном-стан-
дартом B2M2 (1.85 vs 1.99). Величина d(Ct) =
= CtB2M2 − CtрДНК варьирует от +5 до –10 [56], что

также свидетельствует о низкой эффективности
ПЦР в случае рДНК. Низкая эффективность
ПЦР обусловлена тандемной природой рибосом-
ного повтора, наличием самокомплементарных
участков в рДНК, гетерогенностью копий рДНК
с точки зрения метилирования. Кроме того,
рДНК содержит разрывы даже в нормальных
клетках и легко окисляется, а репарация рибо-
сомного повтора снижена, по сравнению с други-
ми последовательностями. Эффективность ПЦР
еще больше снижается в случае анализа образцов
вкДНК [48]. Таким образом, метод qPCR практи-
чески неприменим для анализа внеклеточной
ТО-рДНК.

NQH
Во многих отношениях метод NQH проигрыва-

ет методу qPCR. Этот метод неприменим к анализу
малокопийных последовательностей и уникаль-
ных генов, он требует намного больших количеств
ДНК, чем qPCR. Однако метод NQH мало зави-
сит от уровня повреждения анализируемой ДНК.
Сигнал снижается только в случае очень сильно
фрагментированных образцов ДНК, которые в
практике редко встречаются. Для количественно-
го анализа ТО-рДНК в составе вкДНК мы приме-
няем исключительно метод NQH. Поскольку
NQH менее чувствителен, чем qPCR, для прове-
дения количественного анализа внеклеточной

рДНК, как правило, требуется не меньше 1 мл
плазмы.

ФРАГМЕНТЫ ТО-рДНК
НАКАПЛИВАЮТСЯ В СОСТАВЕ вкДНК

Циркулирующая вкДНК содержит больший про-
цент GC-пар, чем клеточная ДНК [31]. ТО-рДНК –
один из самых протяженных GC-богатых повто-
ров генома. В ряде работ мы показали, что в со-
ставе вкДНК человека, как правило, в несколько
раз увеличено содержание ТО-рДНК. В табл. 1
приводятся данные, отражающие изменение со-
держания ТО-рДНК во вкДНК по сравнению с
клеточной ДНК. В диплоидном геноме человека
содержание ТО-рДНК варьирует от 0.8 до 2.9 пг/нг
клеточной ДНК (медиана 1.65 пг/нг), что соот-
ветствует 200–700 копиям рДНК [8]. Во вкДНК
здоровых людей содержание ТО-рДНК увеличе-
но в 1.5–2 раза по сравнению с клеточной ДНК
тех же людей. Содержание ТО-рДНК значитель-
но возрастает при хронических заболеваниях
(сердечно-сосудистые заболевания, ревматоид-
ный артрит) и при хроническом внешнем повре-
ждающем воздействии (например, работа в усло-
виях повышенного радиационного фона). При
этом, как правило, общая концентрация вкДНК в
плазме больных или хронически облучаемых лю-
дей снижается, иногда очень значительно, по
сравнению с нормой на фоне значительного уве-
личения активности ДНКазы I плазмы крови [25,
27, 57, 58].

Схема, приведенная на рис. 2, отражает меха-
низм накопления GC-богатых последовательно-
стей генома в составе вкДНК. При остром про-
цессе, который сопровождается гибелью большо-
го числа клеток (например, инсульт, инфаркт,
травма, ионизирующее излучение), в первые ча-
сы в циркуляцию поступает большое количество

Таблица 1. Содержание ТО-рДНК в составе вкДНК*

* Объединенные данные, которые были опубликованы в работах [8, 23–25, 57, 59, 60, 63, 65, 74, 75, 78].

Тип

ДНК
Группа

ТО-рДНК, пг/нг ДНК R
(вкДНК/клДНК)

Объем 

выборкимедиана интервал

Клеточная (кл) 

ДНК

Здоровые люди 1.65 0.8–2.9 1 651

Внеклеточная 

(вк) ДНК

Здоровые люди 2.9 0.7–14.1 1.7 187

Атеросклероз 16.5 0.4–124 10 30

Ишемическая болезнь 18 5–41 11 18

Гипертония 10.2 0.5–15 6.2 64

Инфаркт миокарда 9.6 0.1–40.2 5.8 7

Инсульт 2.2 0.1–7.2 1.3 19

Ревматоидный артрит 6.5 0.1–21.3 3.9 14

Ионизирующее излучение 4.8 0.3–151 4.9 329
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ДНК из погибающих клеток. В наших работах мы
тестировали два повтора генома человека в соста-
ве вкДНК – ТО-рДНК и АT-богатый повтор са-
теллита 3 (1q12), SatIII [23, 58, 59]. В случае высо-
кой концентрации вкДНК (высокий уровень ги-
бели клеток) содержание ТО-рДНК в составе
вкДНК меньше, чем в составе клеточной ДНК
(состояние 1, рис. 2). Содержание SatIII, напро-
тив, выше, чем в геноме. Это объясняется различ-
ной локализацией повторов в структурах ядра и
более активной деградацией АT-богатого повтора
до низкомолекулярных фрагментов. Повтор SatIII
(1q12) в интерфазном ядре локализован вблизи
ядерной мембраны, рДНК – находится в закры-
той структуре ядрышка. Часть копий рДНК проч-
но связана со структурами ядрышка и не экстра-
гируется из ядер даже при протеиназной обработ-
ке [60, 61]. Иными словами, при разрушении
клеток повтор SatIII в относительно большем ко-
личестве поступает в межклеточную среду, чем
ТО-рДНК.

Когда острый процесс затихает или переходит
в хроническую фазу, уровень гибели клеток сни-
жается. В плазме к этому времени значительно
возрастает эндонуклеазная активность. ВкДНК
гидролизуется эндонуклеазами и фрагментируется
до низкомолекулярных фрагментов, которые эли-
минируются из кровотока. Общая концентрация
вкДНК и содержание АТ-богатых фрагментов
снижаются, даже ниже исходного уровня, который
был до заболевания или радиационного воздей-

ствия. GC-богатые фрагменты ДНК, в частности
ТО-рДНК, устойчивы к фрагментации, несмотря
на однонитевые разрывы, и циркулируют в виде
высокомолекулярных фрагментов, которые эли-
минируются медленнее. В результате формирует-
ся пул вкДНК с измененными свойствами (состо-
яние 2, рис. 2). Эта ДНК, во-первых, обогащена
GC-парами, в том числе и неметилированными
CpG-мотивами, которые опознаются рецептора-
ми TLR9; во-вторых, содержит большое число
окисленных и/или легкоокисляемых фрагментов
(dG)n. Эти два новых свойства делают вкДНК

биологически активной молекулой.

ТО-рДНК – АКТИВНАЯ DAMPs-МОЛЕКУЛА 
В ОРГАНИЗМЕ ЧЕЛОВЕКА

Клетки иммунной системы синтезируют 
специфические антитела к ТО-рДНК

На потенциальную биологическую активность
ТО-рДНК указывает наличие специфичных ан-
тител, которые мы обнаружили в сыворотке кро-
ви человека [62] и крысы [63]. Сыворотки крови
здоровых людей и больных системной красной
волчанкой содержат антитела к ТО-рДНК, кото-
рые циркулируют как в свободном состоянии, так
и в виде комплексов с вкДНК. Эти комплексы
устойчивы при высокой ионной силе. Константы
ассоциации этих комплексов на порядок выше,
чем соответствующие константы обычных ком-
плексов антител к двунитевой ДНК, которые

Рис. 2. Схема, иллюстрирующая образование пула вкДНК с измененными свойствами. Состояние 1 – острый про-
цесс, клетки гибнут, ДНК клеток пополняет пул вкДНК. Увеличивается эндонуклеазная активность; состояние 2 –
хронический процесс, уровень гибели клеток снижается, но эндонуклеазная активность остается высокой. Высоко-
молекулярные GC-богатые фрагменты накапливаются в составе вкДНК.

2
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присутствуют в сыворотке крови при заболева-
нии системной красной волчанкой и практиче-
ски не детектируются в сыворотке здоровых лю-
дей. По-видимому, иммунная система здорового
человека вырабатывает специфические антитела
к ТО-рДНК с целью инактивации и/или элими-
нации из кровотока этой активной DAMPs-моле-
кулы, которая потенциально может провоциро-
вать воспаление путем активации сигнального
пути TLR9–MyD88–NF-kB – провоспалитель-
ные цитокины.

ТО-рДНК – активатор TLR9–MyD88–NF-kB 
сигнального пути

Для исследования биологической активности
внеклеточных фрагментов ТО-рДНК на различ-
ные типы клеток мы применили две модели:
1) вкДНК выделяли из плазмы крови больных и
здоровых людей и определяли содержание в ней
ТО-рДНК; 2) использовали модельные конструк-
ции, содержащие фрагменты ТО-рДНК в составе
плазмид. Охарактеризованные по содержанию
ТО-рДНК образцы вкДНК или модельные кон-
струкции мы добавляли в среду культивирования
клеток или в организм крыс.

ДНК-сенсоры TLR9 узнают неметилирован-
ные CpG-мотивы внеклеточной ДНК [64]. TLR9
экспрессируются, как на поверхности некоторых
клеток, так и в эндосомах. Образование комплексов
вкДНК с TLR9 в конечном счете активирует тран-
скрипционный фактор NF-kB [33, 34]. ТО-рДНК
содержит много неметилированных CpG-моти-
вов (рис. 1,в) и, следовательно, может быть лиган-
дом TLR9. Действительно, значительное увели-
чение экспрессии TLR9 и белка-адаптера MyD88
в присутствии вкДНК с высоким содержанием
ТО-рДНК или в присутствии модельных плазмид
мы наблюдали в мезенхимных стволовых клетках
[65], в лимфоцитах [59] и в эндотелиальных клет-
ках (HUVEC) [66, 67] человека. Способность раз-
личных образцов вкДНК стимулировать экспрес-
сию TLR9 и MyD88 в клетках человека возрастает
в ряду: контроль < клеточная ДНК < вкДНК (здо-
ровые) < вкДНК (больные инфарктом миокарда) <
< вкДНК (больные ревматоидным артритом) ≈
≈ E. coli ДНК ≈ модельные фрагменты ТО-рДНК.

Таким образом, вкДНК больных с высоким
содержанием ТО-рДНК и клонированный фраг-
мент ТО-рДНК стимулируют экспрессию TLR9 и
MyD88 в той же степени, что и бактериальная
ДНК. Активация экспрессии TLR9 и MyD88 кор-
релирует с активацией экспрессии генов NF-kB
сигнального пути (NFKB1A, IKBKB, NFRKB, REL,
RELA, MAP3K1, MAP4K4). Доказательством ак-
тивности фактора NF-kB в присутствии фрагмен-
тов ТО-рДНК являются его транслокация из ци-
топлазмы в ядро и экспрессия цитокинов [59, 65].
Лимфоциты человека, культивируемые в присут-

ствии вкДНК с высоким содержанием ТО-рДНК
и модельных фрагментов ТО-рДНК, секретируют
в среду культивирования значительные количе-
ства цитокинов IL6 и TNFα. Интересно отметить,
что ТО-рДНК является более сильным активато-
ром экспрессии IL6, чем бактериальная ДНК
[59]. Образцы клеточной ДНК, вкДНК здоровых
доноров с низким содержанием ТО-рДНК и век-
тора без вставок рДНК модельных плазмид не ак-
тивируют TLR9–MyD88–NF-kB-сигнальный
путь и не стимулируют синтез цитокинов. Ниже
описываются реакции различных типов клеток на
действие фрагментов ТО-рДНК, в основе боль-
шинства которых лежит активация TLR9–
MyD88–NF-kB-сигнального пути.

Лимфоциты человека. Фрагменты ТО-рДНК
значительно увеличивают активность хроматина
ядер лимфоцитов здоровых доноров [68, 69]. В
присутствии ТО-рДНК наблюдаются перемеще-
ние гетерохроматина в ядре и активация тран-
скрипции рДНК. Эти изменения соответствуют
изменениям в лимфоцитах, облученных малыми
(стимулирующими) дозами ионизирующего из-
лучения, которые вызывают развитие адаптивно-
го ответа [70]. Интересно отметить, что совмест-
ное действие ТО-рДНК и малых доз радиации
блокирует адаптивный ответ [68].

Стволовые мезенхимные клетки человека
(МСК). В стволовых клетках ТО-рДНК индуци-
рует кратковременный всплеск синтеза АФК и
образование разрывов в ДНК ядер. В результате в
клетках возрастает экспрессия генов репарации
(BRCA1, PCNA) и антиапоптотических генов
(BCL2, BCL2A1, BCL2L1, BIRC3, BIRC2). Фраг-
менты ТО-рДНК снижают активность каспаз и
стимулируют синтез TNFα [65, 66, 71–73]. Пре-
кондиционирование МСК путем культивирова-
ния в присутствии фрагментов ТО-рДНК приво-
дит к значительному снижению уровня гибели
клеток при действии больших доз ионизирующей
радиации [65]. ТО-рДНК индуцирует дифферен-
цировку стволовых клеток [73].

Эндотелиальные клетки человека (HUVEC).
ВкДНК с высоким содержанием ТО-рДНК, вы-
деленная из крови больных сердечно-сосудистыми
заболеваниями, и модельные фрагменты ТО-рДНК
стимулируют значительное увеличение уровня
АФК в клетках HUVEC. Способность циркулиру-
ющей вкДНК стимулировать синтез АФК напря-
мую зависит от содержания ТО-рДНК в этой
вкДНК [74]. ВкДНК влияет также на уровень
синтеза окиси азота в эндотелиальных клетках
[74–76]. Этот эффект нелинейно зависит от со-
держания ТО-рДНК в составе вкДНК. Низкие
концентрации ТО-рДНК в среде культивирова-
ния (как в составе вкДНК здоровых людей, так и
модельные фрагменты) значительно увеличива-
ют синтез окиси азота. Высокие концентрации
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ТО-рДНК (в составе вкДНК больных сердечно-
сосудистыми заболеваниями) снижают уровень
окиси азота в эндотелиальных клетках пропорци-
онально концентрации ТО-рДНК в среде культи-
вирования [77, 78]. Можно предположить, что
вкДНК с высоким содержанием ТО-рДНК, кото-
рая циркулирует в организме больных, изменяет
функциональную активность клеток сосудистого
эндотелия и должна рассматриваться в качестве
одной из мишеней терапии.

Кардиомиоциты крысы. Содержание ТО-рДНК
повышено у больных с ишемической болезнью
сердца и инфарктом миокарда (табл. 1). Фрагменты
ТО-рДНК (в составе вкДНК человека или модель-
ных конструкций) снижают частоту сокращений
культивируемых кардиомиоцитов крысы [79]. Сни-
жение частоты сокращений кардиомиоцитов в
культуре пропорционально содержанию ТО-рДНК
в составе добавляемой циркулирующей ДНК боль-
ных острым инфарктом миокарда. Таким обра-
зом, циркулирующая вкДНК при инфаркте мио-
карда потенциально может значительно влиять
на частоту сердечных сокращений у больного,
вызывая брадикардию.

Влияние ТО-рДНК на артериальное давление у
крыс SHR. Во вкДНК людей, больных артериаль-
ной гипертонией, как правило, повышается со-
держание ТО-рДНК (табл. 1). Однако существует
небольшая подгруппа пациентов, у которых со-
держание ТО-рДНК значительно снижено на фо-
не повышенных значений общей концентрации
вкДНК и низкой эндонуклеазной активности
крови. Похожие изменения наблюдаются у ги-
пертензивных крыс SHR. Мы обнаружили, что
однократное введение в организм крысы фраг-
ментов ТО-рДНК в раннем онтогенезе отодвигает
время развития гипертонии. Снижение артериаль-
ного давления у этих крыс напрямую коррелиро-
вало с увеличением эндонуклеазной активности в
3.5 раза и с увеличением содержания собственной
ТО-рДНК в составе циркулирующей ДНК [63].
Таким образом, мы показали, что “иммунизация”
крыс фрагментами ТО-рДНК способствует уве-
личению эндонуклеазной активности крови. При
этом действует механизм, приводящий к накоп-
лению ТО-рДНК в кровотоке (рис. 2).

Трансфекция внеклеточной ТО-рДНК в клетки
Помимо стимуляции сенсоров TLR9, фраг-

менты внеклеточной ТО-рДНК могут проникать
в структуры клеток и достигать клеточного ядра.
Недавно мы показали, что модельные конструк-
ции, содержащие вставки ТО-рДНК, проникают
в клетку и даже способны экспрессироваться.
Опыт был проведен на примере клеток MCF7,
фрагмент рДНК был встроен в плазмиду, содер-
жащую ген флуоресцирующего белка EGFP под
CMV-промотором. Введение вставки ТО-рДНК в

плазмиду приводит к увеличению в 3 раза содер-
жания плазмиды в клетках. При этом наблюдали
экспрессию белка EGFP. Средний уровень экс-
прессии белка на клетку был ниже, чем при ис-
пользовании стандартного метода (трансфекция
с применением липосом), однако количество
клеток, экспрессирующих флуоресцирующий бе-
лок, было значительно выше [52].

Возникает вопрос: каким образом внеклеточ-
ная ТО-рДНК может проникать в клетку? Из-
вестно, что интактные молекулы ДНК не прони-
кают через клеточную мембрану. Требуются до-
полнительные усилия для трансфекции ДНК в
клетки. Мы полагаем, что причиной трансфек-
ции фрагментов внеклеточной ТО-рДНК в клет-
ки является одно из описанных выше свойств
рДНК – наличие крайне легко окисляющихся
мотивов (dG)n (рис. 1,в).

Ранее мы показали, что окисление внеклеточ-
ной ДНК делает ее очень активной DAMPs-моле-
кулой [55, 71, 80–84]. Окисленные фрагменты
вкДНК легко проникают в клетки и в ядро. Меха-
низм этого процесса пока не совсем понятен. Мы
предполагаем существование клеточных рецеп-
торов, которые опознают окисленную вкДНК и
осуществляют транспорт этой ДНК в ядро. Чтобы
проникнуть в клетку вкДНК должна быть окисле-
на. Очевидно, что циркулирующая вкДНК боль-
ных уже содержит окисленные основания [27,
82], так как окислительный стресс – одна из ос-
новных причин гибели клеток.

Неокисленные фрагменты внеклеточной ТО-
рДНК могут окисляться при сближении с клеточ-
ной мембраной. При взаимодействии фрагмен-
тов ТО-рДНК с МСК, HUVEC и MCF7 мы обна-
ружили очень быстрый клеточный ответ – крат-
ковременный всплеск синтеза АФК [55, 74, 82].
Наиболее интенсивный синтез АФК имеет место
в месте контакта вкДНК и клетки. Синтезирован-
ных АФК достаточно для окисления мотивов
ДНК с низким потенциалом окисления, которых
много в составе ТО-рДНК (рис. 1). В области
мембран многих клеток экспрессируются фер-
менты семейства NOX, продуцирующие актив-
ные формы кислорода [85, 86]. При взаимодей-
ствии клеток с вкДНК наблюдается активация
экспрессии, как минимум, одного из членов се-
мейства NOX – фермента NOX4 [52], в том числе
и в местах, где локализованы фрагменты вкДНК.

Окисленные фрагменты ТО-рДНК проника-
ют внутрь клетки и накапливаясь в цитоплазме
могут индуцировать различный ответ, взаимо-
действуя с различными ДНК-сенсорами в цито-
плазме (TLR9, AIM2, STING, RIG1). Интересно
отметить, что фрагменты ТО-рДНК, содержащие
маркер окисления 8-oxodG, детектируются в яд-
рышке [52]. Фрагменты вектора не детектируют-
ся в ядрышке. Этот факт может быть еще одним
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признаком трансфекции ТО-рДНК в ядро и об-
разования комплексов ТО-рДНК с белками яд-
рышка. Фрагменты внеклеточной ТО-рДНК,
проникая в ядрышко, могут конкурировать с ри-
босомными генами за связывание с факторами,
обеспечивающими биогенез рибосом. Косвенное
подтверждение этого предположения – снижение
количества рРНК в клетках MCF7, которые куль-
тивировали в присутствии фрагментов ТО-рДНК
[52]. Можно предположить, что фрагменты вне-
клеточной ТО-рДНК являются одним из спосо-
бов регуляции активности рибосомных генов в
неблагоприятных условиях, когда в межклеточ-
ной среде происходит увеличение количества
внеклеточной ДНК вследствие гибели клеток.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ, проект № 17-29-06017офи_м и в рамках
государственного задания Минобрнауки России.
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Non-Canonical Functions of the Human Ribosomal Repeat

E. S. Ershovaa, b, M. S. Konkovaa, E. M. Malinovskayaa,
S. I. Kutseva, N. N. Veikoa, *, and S. V. Kostyuka, b, **

a Bochkov Research Centre for Medical Genetics, Moscow, 115478 Russia
bSechenov First Moscow State Medical University, Moscow, 119991 Russia
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The total complex of body’s endogenous biomolecules, which influence the own cells of the body, was termed
danger-associated molecular pattern molecules (DAMPs). The human genome contains several hundred
copies of ribosomal DNA (rDNA). Three non-canonical characteristics of rDNA confer to it the properties
of an active DAMPs molecule: (1) high content of un-methylated CpG motifs; (2) low oxidation potential;
(3) resistance to fragmentation even after single-strand breaks accumulated in both rDNA chains. Owing to
these properties, a fraction of rDNA in cfDNA increases, becomes a ligand for TLR9 receptors, and after be-
ing oxidized, easily penetrates inside diverse types of cells, where it can stimulate other DNA sensors. The
body protects itself against the surplus of cell-free rDNA via production of antibodies to rDNA, which form
much stronger complexes with rDNA, than common antibodies to dsDNA.

Keywords: DAMPs, human ribosomal gene, rDNA, TLR9, cfDNA, oxidized DNA.
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