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ВВЕДЕНИЕ

Всемирная организация здравоохранения 
(ВОЗ) ставит инфекционные заболевания на 
одно из ведущих мест среди главных причин 
смертности (после ишемической болезни 
сердца, инсульта и др.) [1, 2]. По данным ВОЗ, 
ежегодно в мире умирает около 51 млн. чело-
век, треть из них – от инфекционных болез-
ней. Инфекционные заболевания остаются 
актуальной проблемой не только для разви-
вающихся, но и для благополучных стран. 
В  Российской Федерации ежегодно регист-
рируют около 35 млн. случаев инфекционных 
болезней [1, 2].

Фундаментальным понятием современной 
концепции иммунитета является определе-
ние иммунного ответа либо как «врождён-
ного», либо как «адаптивного». Их отличие 
состоит в том, что рецепторы, которые ста-

рается задействовать организм для различе-
ния антигена, могут быть закодированы либо 
в зародышевой линии иммунокомпетентных 
клеток (врождённый иммунитет), либо по-
являться de novo, т.е. – как результат пере-
группировки генов в иммунных клетках, спо-
собных к гибкому ответу на изменяющуюся 
структуру антигена (адаптивный иммунитет). 
Эти две системы глубоко интегрированы с 
помощью разнообразных молекулярных и 
клеточных структур и действуют синергич-
но при бактериальной или вирусной инвазии. 
Врождённая способность распознавать опре-
делённый тип антигенов возможна благодаря 
рецепторам, закодированным в зародышевой 
линии клеток, способных узнавать широкий 
спектр общих антигенов (молекул) для мно-
гих групп микроорганизмов. Это так назы-
ваемые «паттернраспознающие» или «образ-
распознающие» рецепторы. Они распознают 
консервативные молекулярные структуры 
микроорганизмов, такие как нуклеиновые 
кислоты, манноза, молекулы входящие в со-
став клеточных мембран микроорганизмов. 
Эти паттернраспознающие рецепторы рас-
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тернраспознающие» рецепторы. Одним из типов таких рецепторов являются Toll-like 
receptors 9 (TLR 9) . Эти паттернраспознающие рецепторы расположены преимуществен-
но в фагоцитирующих и антигенпрезентирующих клетках (макрофаги, дендритные клет-
ки и т.д.). Фрагментированная ДНК эукариот принципиально может содержать лиганды 
для активации TLR 9 в своем составе, что было показано на модели коммерческого препа-
рата деринат.
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положены преимущественно в фагоцити-
рующих и антигенпрезентирующих клетках 
(макрофаги, дендритные клетки и т.д.). Рас-
познавание системой «адаптивного иммуни-
тета» происходит либо с участием антител, 
синтезируемых соответственно конкретной 
структуре антигена посредством соматиче-
ской гипермутации в В-клетках, либо с по-
мощью антиген-распознающих рецепторов 
Т-клеток [2, 3, 4, 5].

Кроме специфичности, принципиальным 
отличием этих двух типов иммунных реакций 
является также скорость и постоянство от-
вета. Врождённые иммунные реакции явля-
ются мало специфичными, но относительно 
быстрыми. Адаптивный иммунный ответ на-
правлен на носитель антигена и формируется 
минимум несколько дней, но он сохраняется 
длительно и при повторном контакте с анти-
геном развивается много быстрее врождён-
ного ответа и проявляется более интенсивно 
[2, 4].

В последнее время интерес к изучению 
врождённого иммунного ответа и его регуля-
ции посредством адаптивного иммунного от-
вета на бактериальную или вирусную инвазию 
значительно вырос. Особенно интенсивно 
развивается изучение такого типа паттернрас-
познающие рецепторов как Толл – пододоб-
ные рецепторы [6]. Толл-подобные рецепторы 
(англ. Toll-like receptor, TLR) — класс клеточ-
ных рецепторов с одним трансмембранным 
фрагментом, которые распознают консер-
вативные структуры микроорганизмов и ак-
тивируют клеточный иммунный ответ. Они 
играют ключевую роль в реализации врож-
дённого иммунного ответа. На сегодняшний 
день у человека и мыши идентифицировано 
13 типов Толл-подобных рецепторов (TLR).

Лигандами для TLR 9 (толл-подобных рецеп-
торов 9, CD289) – мембранных белков, вхо-
дящих в группу толл-подобных рецепторов, 
обеспечивающих функционирование врож-
дённого иммунитета, являются неметилиро-
ванные CpG мотивы ДНК [7, 8]. TLR 9 имеют 
внутриклеточную, точнее эндосомальную ло-
кализацию и экспрессируются моноцитами 
(макрофагами), плазмоцитоидными дендрит-
ными клетками и В-лимфоцитами. Немети-
лированные CpG мотивы распространены в 
бактериальной и вирусной ДНК. Именно их 
распознавание обеспечивают TLR 9 в системе 
врождённого иммунного ответа [3, 7, 8].

Метилирование ДНК является динамич-
ным процессом, изменяющимся при разви-

тии тканей, дифференцировке и старении. 
Гипометилирование выявлено в тканях ста-
рых salmon (лососей), мышей, крыс, коров и 
человека. Оно особенно представлено в клет-
ках головного мозга, печени, слизистой тон-
кого кишечника, сердца, селезенки и Т-лим-
фоцитарных тканях [1]. Все это позволяет 
предположить, что и фрагменты ДНК эукари-
от, содержащие достаточно неметилирован-
ных CpG мотивов, могут взаимодействовать с 
TLR 9.

В качестве модели фрагментированного 
ДНК эукариот нами был выбран коммерче-
ский препарат Деринат® (натриевая соль дез-
оксирибонуклеиновой кислоты). Препарат 
является олигодезоксинуклеотидом (ОДН) 
эукариотического происхождения с моле-
кулярной массой до 500 кДа, получаемым из 
молок рыб лососёвых пород. Учитывая, что 
масса одного нуклеотида составляет пример-
но 345 Да, количество нуклеотидов в молеку-
ле исходного вещества оценивается как 1500. 
Поскольку длина наиболее распространён-
ных ОДН измеряется в парах нуклеотидов, и 
равна 20–30 парам, молекула препарата со-
стоит в среднем из 750 пар нуклеотидов. Ра-
нее в доступной литературе высказывались 
предположения о том, что механизм действия 
дезоксирибонуклеата натрия на иммуноком-
петентные клетки может опосредоваться че-
рез TLR 9 [2, 9, 10]. 

Для того чтобы проверить это предположе-
ния и оценить принципиальную возможность 
того, что фрагментированная ДНК эукари-
от может содержать лиганды для активации 
TLR 9, нами была проведено настоящее иссле-
дование.

Цель исследования:
1) определить нуклеотидный состав кон-

цевых фрагментов молекулы выбранного в 
качестве модели фрагментированного ДНК 
эукариот Дезоксирибонуклета натрия. 

2) экспериментально показать повышение 
уровня экспрессии TLR 9 иммунокомпетент-
ными клетками (макрофагами) под влиянием 
фрагментированного ДНК эукариот.

МАТЕРИАЛЫ  И  МЕТОДЫ

Для количественного определения концен-
траций цепей ДНК и нуклеотидного соста-
ва окончаний раствора Дезоксирибонуклета 
натрия (стандартный флакон коммерческо-
го препарата Деринат®, раствор для внутри-
мышечного введения 15 мг/мл, 5 мл) исполь-
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зовался метод электрофореза ДНК в блоке 
агарозного геля с использованием трис-аце-
тат-ЭДТА (ТАЕ) буфера, а также контроль 
концентрации проводился на приборе Флюо-
риметр Qubit 2,0. Это позволило с высокой 
точностью (0,1–100 нг/мкл для ДНК и 0,25–
100 нг/мкл для РНК) использовать связь флуо-
ресцентного зонда с молекулой-мишенью. 
Погрешность и ошибка измерений составля-
ла соответственно p ≤ 0,01 и 5%.

Первоначально, для выделения вытяжки 
макрофагов, на половозрелых крысах-самцах 
(Rattus rattus L.), начальной массой 150–200 г 
в асептисеких условиях проводилось моде-
лирование раны по модифицированной ме-
тодике И.А. Сыченникова (1974) [11, 12,13]. 
Физиологическая особенность заживления 
асептической раны приводило к миграции 
макрофагов в зону заживления. Животные в 
эксперименте были разделены на 4 группы:

1. Контрольная группа (12 животных) – мо-
делировалась рана без последующего введе-
ния Дезоксирибонуклета натрия.

2. Группа МТДП (12 животных) – одно-
кратное ежедневное введение в область мяг-
ких тканей раны Дезоксирибонуклета натрия 
в малой терапевтической дозе (МТДП): 0,0039 
мл препарата (0,044мг на крысу, рассчитан-
ной по экстраполяции).

3. Группа СТДП (12 животных) – одно-
кратное ежедневное введение в область мяг-
ких тканей раны Дезоксирибонуклета нат-
рия в средней терапевтической дозе (СТДП): 
0,015мл препарата (0,11 мг на крысу).

4. Группа ВТДП (12 животных) – однократ-
ное ежедневное введение в область мягких 
тканей раны Дезоксирибонуклета натрия в 
высокой терапевтической дозе (ВТДП): 0,1мл 
препарата (0,99 мг на крысу).

Лекарственный препарат вводили внутри-
мышечно, в ткани, около раны сразу после 
моделирования раны, на первые, вторые и на 
третьи сутки после моделирования. Это сро-
ки обусловлены наибольшей интенсивностью 
миграции в очаг поражения макрофагов.

На каждом сроке исследования из-под 
повязки, из зоны регенерации собира-
лась отделяемое содержимое, которое с ис-
пользованием маркеров макрофагальной 
реакции, проверялось в мазках-отпечатках 
на количественное наличие искомых клеток 
(макрофагов).

Наличие макрофагов – важное звено экс-
перимента, т.к. именно эти клетки, соглас-
но дизайну исследования, были выбраны для 

определения повышения экспрессии TLR 9, 
под влиянием Дезоксирибонуклета натрия.

Далее проводилась окраска мазка метиле-
новым синим, после чего определялось чис-
ло клеток в поле зрения для каждого срока и 
каждого лабораторного животного.

Следующий этап – определение количест-
венной экспрессии TLR-9.

Изучение количественной экспрессии TLR-
9 в клеточном материале раневого содержи-
мого (макрофагов) крыс проводили методом 
полимеразной цепной реакции в режиме ре-
ального времени (ПЦР-РВ). Эксперимент осу-
ществлялся в несколько этапов: экстракция 
тотальной РНК тризоловым методом, процесс 
удаления примеси геномной ДНК из выделен-
ной тотальной РНК, обратная транскрипция и 
ПЦР-амплификация в режиме реального вре-
мени. Тотальную РНК выделяли тризоловым 
методом по Маниатису [11, 12,13]. ПЦР-РВ 
проводили по следующей схеме: праймеры и 
зонды для ПЦР-РВ моделированы в програм-
ме Vector NTI 8,0, в соответствии с последо-
вательностями мРНК исследуемых генов (из 
базы данных GenBank), и синтезированы в 
фирме Синтол (РФ). Для приготовления ПЦР-
смеси в реакциях использовали Hot Start Taq 
DNA Polymerase (СибЭнзим, РФ), Hot Start Taq 
DNA Polymerase (Qiagen, Германия), TaqBead 
HotStart Polymerase (Promega, США), а также 
наборы «Набор реактивов для проведения 
ПЦР-РВ в присутствии интеркалирующего 
красителя SYBR Green I (Буфер Б)» (Синтол, 
РФ). Для определения экспрессии гена акти-
на (house-keeping гена), помимо имеющей-
ся системы, использовали «Набор реактивов 
для обнаружения и определения ДНК-актина 
человека» (Синтол, РФ). Реакцию проводили 
согласно рекомендациям фирмы-производи-
теля на приборе iСycler ВIO RAD (США) при 
следующей программе: 500С – 2 мин., 950С – 
10 мин., (56–680С – 50 секунд, 950С – 
15 секунд) 40 циклов. Определение относи-
тельного уровня экспрессии генов проводили 
с применением сравнительного метода поро-
говых циклов и программы REST 2008 [13].

Статистическая обработка данных прово-
дилась с использованием методов вариацион-
ной статистики и с использованием t-крите-
рия Стьюдента (p ≤ 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

При оценке основного вещества Дезокси-
рибонуклета натрия обнаружены три типа 
фрагментов ДНК (табл. 1): длинные – 40 %, 
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средние – 40% и короткие – 20%. Количе-
ственные соотношения между различными 
типами нуклеотидов в целом соответство-
вали распределению, описываемому прави-
лом Чаргаффа. Определение нуклеотидно-
го состава концевых участков фрагментов 
ДНК, которые входят в состав исследуемого 
препарата Деринат®, показало, что короткие 
фрагменты в 25% случаев оканчиваются не-
метилированным динуклеотидным мотивом 
CpG. Средние фрагменты в 15–20 % случаев 
оканчиваются неметилированным мотивом 
CpG, а длинные фрагменты оканчиваются не-
метилированным мотивом CpG в 5% случаев 
(табл. 1).

Таким образом, выбранный в качестве мо-
дели фрагментированного ДНК эукариот, 
коммерческий лекарственный препарата Де-
ринат® преимущественно содержит корот-
кие и средние цепи ДНК, оканчивающиеся в 
среднем, в не менее 50% мотивом CpG.

Неметилированные CpG-мотивы в ДНК 
эукариот, скрыты внутри её структуры и 
содержатся, преимущественно, в так на-
зываемых «CpG-островках». Размеры этих 

островков варьируют от 0,5 до 5 т.п.н. (ты-
сяч пар нуклеотидов). Их встречаемость – 
1:100 т.п.н.

Все house-keeping genes (постоянно актив-
ные гены) и 40% tissue-specific genes (ткане-
специфичные гены) содержат CpG-островки.

В процессе производства лекарственного 
препарата Деринат®, в результате фрагмен-
тации ультразвуком молекул ДНК, содержа-
щихся в гомогенизате молок лосося, неме-
тиллированные CpG-мотивы обнажаются и 
становятся доступными для воздействия на 
TLR 9 клеток, экспрессирующих этот рецеп-
тор. Таким образом, этот результат показал 
принципиальную возможность фрагментиро-
ванной ДНК эукариот содержать в с лиганды 
для TLR 9 в своем составе.

Чтобы убедиться, что ДНК эукариот спо-
собно стимулировать накопление иммуно-
компетентных клеток в раневом содержимом, 
мы провели исследование мазков-отпечатков 
взвеси ткани раневого содержимого. Это ис-
следование показало (табл. 2), что введение 
Дезоксирибонуклета натрия вызывало миг-
рацию макрофагов в область моделирован-

Таблица 1. Соотношение длинных, средних и коротких CpG-ОДН в растворе Дезоксирибонуклета 
натрия
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3070210
(№1)

20%
(3мг/мл)

40%
(6мг/мл)

40%
(6мг/мл)

0,15 10% 20% 30% следовая 
погреш-
ность

3070210
(№2)

10% (1,5 
мг/мл)

40%
(6мг/мл)

50% (7,5 
мг/мл)

0,075 10% 20% 30% следовая 
погреш-
ность

3070210
(№3)

20%
(3мг/мл)

40%
(6мг/мл)

40%
(6мг/мл)

0,15 10% 20% 30% следовая 
погреш-
ность

3070210
(№4)

20%
(3мг/мл)

40%
(6мг/мл)

40%
(6мг/мл)

0,01 10% 20% 30% следовая 
погреш-
ность

3070210
(№5)

10% (1,5 
мг/мл)

40%
(6мг/мл)

50% (7,5 
мг/мл)

0,075 10% 20% 30% следовая 
погреш-
ность

3070210
(№6)

20%
(3мг/мл)

40%
(6мг/мл)

40%
(6мг/мл)

0,065 10% 20% 30% следовая 
погреш-
ность
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ной раны активнее, чем в контрольной груп-
пе. Эта разница составляла значение от 30 до 
90% (по сравнению с контрольной группой) и 
зависела от дозы вводимого препарата. Наи-
более выраженной миграция становилась на 
третьи сутки введения ВТДП, она превысила 
данные контрольной группы в 2 раза.

Таким образом, можно говорить, что вве-
дение Дезоксирибонуклета натрия вызывало 
усиление регенерации и активации макрофа-
гальных факторов заживления раны, и интен-
сивнее всего выражалось при введении ВТДП 
в окружающие ткани.

Для подтверждения влияния фрагментиро-
ванного ДНК эукариот (на модели Дезокси-
рибонуклета натрия) на способность иммуно-
компетентных клеток изменять экспрессию 
рецептора TLR 9, было проведено следующее 
исследование. Мы определяли уровень экс-
прессии TLR 9 макрофагов в условиях экс-
перимента с моделированной раной. Резуль-
тат представлен в табл. 3. Представленные 
данные позволяют проследить отчетливую 
закономерность: в материале раневого со-
держимого в макрофагах происходит чётко 
фиксируемое повышение экспрессии TLR 9, 
причем относительные единицы её, пропор-
ционально и достоверно увеличиваются при 
введении высоких доз Дезоксирибонуклета 
натрия. Это напрямую свидетельствует о за-
висимости активности макрофагов от введе-
ния Дезоксирибонуклета натрия. 

Однако нельзя исключить из рассмотрения 
и иные механизмы реализации действия фраг-
ментированной ДНК эукариот. Так, можно 
предположить, что применение Дезоксири-
бонуклета натрия может вызывать экспрес-
сию TLR 9 любых других клеточных популя-
ций организма (дендритные клетки, клетки 
Лангерганса, лимфоциты). В свою очередь ак-
тивация TLR 9 плазмоцитоидных дендритных 
клеток может вызывать противовирусное 
действие, за счёт выработки интерферонов 
I типа (α и β), которые активируют ряд генов, 
ответственных за эффект прямой противови-
русной активности [14]. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Таким образом, можно заключить следую-
щее.

ДНК эукариот, моделью которой в дан-
ной работе послужил коммерческий лекар-
ственный препарат Деринат®, несет в сво-
ем составе лиганды (неметилированные 
CpG-мотивы) для рецепторного взаимодей-

ствия с TLR 9 иммуннокомпетентных клеток, 
очевидно в достаточном количестве для их 
активации. Этот факт позволяет, во-первых, 
использовать фрагменты ДНК эукариот, обо-
гащенные неметилированными CpG-мотива-
ми, в качестве средства коррекции функцио-
нирования иммуннокомпетентных клеток, в 
частности макрофагов. Во-вторых, этот факт 
позволяет предположить принципиальную 
возможность эндогенно образующихся (в том 
числе и при патологических процессах) фраг-
ментов собственной ДНК участвовать в акти-
вации иммунного ответа.

Таким образом, из полученных результатов 
можно сделать следующие выводы:

1. Действующее вещество выбранного в 
качестве модели фрагментированного ДНК 
эукариот Дезоксирибонуклеата натрия более 
чем на 2/3 состоит из фрагментов ДНК, окан-
чивающихся нуклеотидным мотивом CpG.

2. В область моделированной раны мигри-
ровали макрофаги – именно те клетки, у ко-
торых имеются филогенетически наиболее 
значительное количество TLR 9, и одни из не-
многих клеток, физиология которых позво-

Таблица 2. Соотношение содержания макрофа-
гов в поле зрения в экспериментальных группах 

(п/з)

Группы
Сроки эксперимента

начало 1 сутки 2 сутки 3 сутки

контрольная
группа

1–2 1–2 2–3 3–4

НТДП 1–2* 1–2* 3–4 4–5*
СТДП 2–3 2–3 4–5* 4–5*
ВТДП 2–3* 4–5* 4–5 6–8*

Примечание: *р ≤ 0,01

Таблица 3. Уровень экспрессии TLR-9 макрофа-
гов, выделенных из мягких тканей эксперимен-
тальных, и рассчитанный с помощью программ-

ного обеспечения Rest 2008, (о.е.э.)

Группы
Сроки эксперимента

начало 1-е сутки 2-е сутки 3-и сутки

контроль-
ная группа

1,2±0,1 1,4±0,1 1,4±0,1 1,4±0,1

НТДП 1,3±0,1 1,5±0,1 1,6±0,1 1,6±0,1
СТДП 1,4±0,1 1,6±0,1 1,6±0,1 1,7±0,1
ВТДП 1,5±0,1 1,7±0,1 1,8±0,1 1,9±0,1

Примечание: *р ≤ 0,01, о.е.э. – относительные едини-
цы экспрессии
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ляет им участвовать в регенерации тканей и 
являться незаменимым звеном врождённого 
иммунитета. Интенсивность миграции мак-
рофагов была прямо связана с действием Дез-
оксирибонуклета натрия.

3. Введение Дезоксирибонуклета натрия 
вызывает экспрессию TLR 9 макрофагов, про-
порционально зависящую от дозы вводимого 
вещества.

4. Фрагментированная ДНК эукариот спо-
собна взаимодействовать с TLR 9 иммуноком-
петентных клеток, по крайней мере, макро-
фагов, и вызывать их активацию.
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The fundamental concept of the modern concept of immunity is to determine the immune 
response to either «innate» or as «adaptive». The innate ability to recognize a specific type of 
antigen possible by receptors encoded in the germ line cells capable of recognizing a wide range 
of common antigens (molecules) for many groups of organisms. This is the so-called «Pattern 
recognition receptors (PRRs)». One type of thise receptor is Toll-like receptors 9 (TLR 9). 
Pattern recognition receptors (PRRs) are located mainly in phagocytic and antigen presenting 
cells (macrophages, dendritic cells, etc.). Fragmented DNA eukaryote cells can to comprise 
ligands to activate TLR 9, in principle. Its composition, has been shown to model the commercial 
pharmaceutical drug, Derinat.


