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Геном человека подвергается повреждениям тысячи раз
ежедневно. Это происходит как в результате обычных ошибок
во время репликации ДНК, так и под действием эндогенных
или экзогенных токсических факторов, которые блокируют
процесс репликации и приводят к геномной нестабильности.
Повреждение ДНК запускает многоступенчатый механизм
репарации, который распознает дефекты ДНК во время кле-
точного цикла и восстанавливает ее целостность. Если же
повреждение не было восстановлено, возникает мутация
или запускается механизм апоптоза. Взаимодействие между
механизмом восстановления ДНК и иммунным ответом ак-
тивно изучается [1]. 

В последние годы в различных областях медицины внед-
ряется персонализированный подход к лечению, который
позволяет учитывать индивидуальную чувствительность па-
циентов к терапии. Большое внимание уделяется разделению
больных на подгруппы на основании определения особых
диагностических или прогностических маркеров внутри кон-
кретной нозологии. Заметные успехи были достигнуты в он-
кологии. Гетерогенность опухолей представляла собой серь-
езное препятствие для назначения терапии. Сегодня значи-
тельный прогресс в лечении онкологических заболеваний

достигнут благодаря разработке индивидуальных молеку-
лярных фармакогенетических профилей [2]. Функциональные
тесты, оценивающие уровень индуцированного повреждения
ДНК и ее способность к восстановлению, потенциально
могут также использоваться в клинической практике. Реакция
ДНК на повреждение может быть маркером индивидуальной
чувствительности опухолевых клеток к химиотерапии и луче-
вой терапии. Кроме того, определение поражения ДНК
может применяться для мониторинга эффективности терапии
и корректировки графика проведения химиотерапии [3]. 

ДНК каждой клетки постоянно подвергается поврежде-
нию. Повреждения возникают как при репликации, так и
под влиянием продуктов метаболизма, например активных
форм кислорода. Кроме того, множество внешних факторов,
таких как ионизирующее и ультрафиолетовое излучение,
различные токсины, способны вызывать нарушения в струк-
туре ДНК [4]. Повреждения ДНК накапливаются на протя-
жении жизни и приводят к изменению хроматина в различных
типах клеток, в том числе в тканеспецифичных стволовых
клетках. Данный феномен может лежать в основе старения,
онкогенеза и развития многих хронических заболеваний [5, 6].
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индукция повреждения ДНК опухолевых клеток. Один из
самых тяжелых типов повреждения ДНК – двухцепочечные,
или двунитевые, разрывы ДНК (ДРД). 

Существует множество специфических механизмов вос-
становления целостности ДНК. Самым ранним ответом на
возникновение ДРД является фосфорилирование гистона
2AX (H2AX) в непосредственной близости от места разрыва.
Фосфорилирование, которое происходит под действием ки-
наз, распространяется по хромосоме, выделяя поврежденный
домен. Это первая ступень воcстановления ДНК. Фосфо-
рилирование H2AX и образование γ-H2AX в ответ на по-
вреждение ДНК осуществляется как в покоящихся клетках,
так и во время митоза [7]. Клетки с недостаточным количе-
ством γ-H2AX восстанавливаются медленнее и впоследствии
имеют грубые хромосомные перестройки, что подчеркивает
важную роль γ-H2AX в поддержании стабильности генома
[8]. Фосфорилирование H2AX также может быть индуци-
ровано экспериментально клеточным стрессом, ультрафио-
летовым излучением, применением радиации, радиомиме-
тических веществ [9]. В ядре клетки γ-H2AX формируют
очаги повреждения, которые могут быть визуализированы
с помощью различных методик. Число данных фокусов в
ядре отражает уровень ДРД, т. е. каждый очаг находится в
месте разрыва. После успешного восстановления ДРД мо-
лекулы γ-H2AX дефосфорилируются, и очаги γ-H2AX более
не выявляются [10]. 

Кинетика образования и исчезновения очагов γ-H2AX
хорошо изучена. В норме формирование фокусов занимает
несколько минут после повреждения ДНК, они достигают
максимальной выраженности через 30 мин, после чего экс-
прессия фокусов уменьшается вплоть до их полного исчез-
новения в течение 24 ч. Период полужизни фокусов γ-H2AX
составляет 2–7 ч в зависимости от типа клеток. Этот показатель
может быть иным в дефектных клетках пациентов с опухо-
левыми заболеваниями, а также пациентов, получающих
лучевую терапию [9]. Выделяют два типа фокусов γ-H2AX.
Первый тип – преходящие очаги, которые связаны с быстрым
восстановлением разрыва ДНК с последующим быстрым
дефосфорилированием. Эти очаги выявляются в интервале
от нескольких минут до нескольких часов после повреждения.
Второй тип – остаточные или персистирующие очаги,
которые сохраняются несколько дней или месяцев. Наличие
персистирующих γ-H2AX указывает либо на замедление про-
цесса восстановления ДНК, либо на полное отсутствие ре-
парации в связи с клеточным старением, апоптозом [11]. 

Наличие небольших дефектов восстановления повреж-
денной ДНК в течение длительного времени способствует
накоплению невосстановленных ДРД и персистенции 
γ-H2AX. Измерение остаточных фокусов может использоваться
в дозиметрии для определения клеточной чувствительности
к ионизирующему излучению. Остаточные, персистирующие
ДРД могут быть предиктором поздней смертности от лучевой
терапии [12]. Таким образом, анализ γ-H2AX может приме-
няется в разные моменты времени: для изучения исходного
повреждения, кинетики репарации или остаточного повреж-
дения [13]. 

Еще один важный маркер восстановления ДНК – белок
53BP1, который связывается с γ-H2AX и регулирует восста-
новление ДНК. Недостаточное рекрутирование репарацион-
ных белков к местам повреждения ДНК приводит к утрате
или замедлению формирования «репаративного комплекса»

ДНК, что можно зафиксировать либо по отсутствию очагов
53BP1, либо по неспособности завершить процесс «ремонта»
своевременно. Следовательно, очаги 53BP1 выступают в ка-
честве биомаркера целостности восстановительного каскада,
в то время как γ-H2AX может свидетельствовать о других
скомпрометированных процессах репарации. Объединив
анализ γ-H2AX и 53BP1 и определив их совместную локали-
зацию, можно оценить восстановительную способность
клетки [14].

В литературе имеются данные об экспрессии γ-H2AX
различных типов клеток: в толстом кишечнике, молочной
железе, печени, почках, фибробластах, эпителиальных клетках
слизистой оболочки щеки, мононуклеарах периферической
крови, а также во многих первичных и культивируемых опу-
холевых клетках. Разные типы клеток имеют разные базальные
уровни γ-H2AX [9]. Для исследований хорошо подходят лим-
фоциты периферической крови, имеющие ряд существенных
преимуществ перед другими типами клеток. Во-первых, до-
статочное количество этих клеток можно без труда получить
как до, так и после воздействия. Для проведения анализа
необходимо только 1–2 мл крови. Во-вторых, лимфоциты
периферической крови имеют низкий исходный уровень
экспрессии γ-H2AX с минимальной гетерогенностью между
клетками. Кроме того, имеется ряд практических преимуществ:
относительно короткое время (менее 2 дней), необходимое
для выделения, окрашивания и анализа образца [15].

Флюоресцентный метод определения повреждений ДНК 
Наиболее современный метод оценки ДРД – иммуно-

флюоресценция с определением фосфорилированного гистона
γ-H2AX [16]; γ-H2AX и 53BP1 маркируются флюоресцентными
антителами, что позволяет обнаружить разрывы ДНК. Флюо-
ресцентный сигнал имеет вид светящейся точки (пикселя).
Скопления флюоресцентно меченных антител к γ-H2AX и
53BP1 принято называть фокусами соответствующих белков.
Анализ очагов γ-H2AX является признанным методом опре-
деления повреждений ДНК. Механизмы репарации ДНК,
напротив, могут оцениваться по количеству связывающего
белка р53 (53BP1). При использовании таких методов требуется
анализ большого числа изображений, который является
крайне сложной задачей. Поскольку ручной подсчет пара-
метров флюоресценции занимает неприемлемо много вре-
мени, сегодня активно развиваются алгоритмы автоматиче-
ского анализа флюоресцентных изображений. Количественное
определение очагов с помощью цифровой иммунофлюорес-
ценции – очень чувствительный метод, позволяющий оценить
как отдельные клетки, так и отдельные очаги. Эти параметры
могут быть измерены и полностью отображены автоматически
с помощью AKLIDES® Cell Damage [17].

Флюоресцентная микроскопия – наиболее чувствитель-
ный метод, способный обнаружить даже крайне малое ко-
личество фокусов на ячейку. Поэтому она особенно удобна
в тех случаях, когда клетки экспрессируют малое число 
γ-H2AX. Другим преимуществом флюоресцентной микро-
скопии является возможность исследования сразу нескольких
белков, участвующих в цикле восстановления ДНК, а также
возможность изучения пространственного распределения от-
дельных фокусов экспрессии этих белков. Кроме того, данный
метод позволяет вместо относительных значений интенсив-
ности или качественных описаний определять содержание
фокусов γ-H2AX в абсолютных числах в каждой клетке. Это
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особенно важно, так как количественные значения более
удобны для проведения статистических расчетов [18].

В популяционных исследованиях, оценивающих ре-
парацию ДНК, время от генотоксического воздействия до
проведения анализа легко контролируется, поскольку ин-
дукция повреждения обычно выполняется in vitro. В эпи-
демиологических исследованиях, напротив, стандартизи-
ровать время, прошедшее до момента получения проб, до-
вольно сложно [9]. 

ДРД и факторы внешней среды
К сожалению, работ, посвященных оценке токсического

воздействия на геном различных факторов внешней среды
или вредных привычек, крайне мало. К примеру, увеличение
уровня γ-H2AX было обнаружено in vitro после использования
повреждающих ДНК веществ: тяжелых металлов, поли-
циклических ароматических углеводородов, нефтепродуктов.
При изучении влияния на кератиноциты человека фото-
токсических соединений и ультрафиолетового излучения
отмечено появление ДРД даже при воздействии низких их
доз [19]. В то же время излучение мобильного телефона,
работающего в диапазоне 900 мГц в течение 30 мин, не ока-
зывало существенного воздействия на лимфоциты здоровых
доноров [20]. 

In vivo было выявлено существенное повышение числа
ДРД в клетках букального эпителия у токсикоманов и курящих
подростков по сравнению с подростками того же возраста
без вредных привычек. Микроволны от мобильных телефонов
UMTS/GSM также влияют на формирование очагов репа-
рации ДНК. Влияние микроволн GSM на очаги репарации
было более выраженным, зависело от частоты диапазона и
типа сигнала и проявлялось в виде дисбаланса между по-
вреждением и репарацией ДНК. Подавление формирования
очагов репарации ДНК было стойким и сохранялось до 3
сут после часового воздействия микроволн мобильных теле-
фонов UMTS/GSM [21].

Мониторинг повреждений ДНК, вызванных свободными
радикалами кислорода в организме профессиональных спорт-
сменов, может быть надежным методом контроля индиви-
дуальной тренировочной нагрузки. В одном из исследований
пробы крови спортсменов, взятые в состоянии покоя и после
завершения тренировочных заездов на 5, 10, 21 и 42 км, ис-
следовались с помощью AKLIDES® Cell Damage. Было об-
наружено, что каждый участник индивидуально реагировал
на нагрузку, а количество разрывов ДНК сильно возрастало
с увеличением нагрузки. Система AKLIDES® Cell Damage
позволяет получить ценную информацию о повреждении
ДНК клеток, вызванном физическими упражнениями, а
также о возможности индивидуального контроля адапта-
ционных способностей организма к постоянно увеличиваю-
щимся тренировочным нагрузкам [22].

Предпринимались попытки выяснить механизм влияния
хронического стресса на здоровье человека. Связанные со
стрессом воздействия на организм решено было определить
количественно по уровню экспрессии γ-H2AX. Было выявлено
существенное повышение частоты ДРД у пациентов с пост-
травматическим стрессовым расстройством [23]. Эти данные
продемонстрировали возможность количественного опре-
деления и оценки субъективного воздействия стресса на
здоровье человека с помощью объективных медицинских
параметров. 

Образование очагов γ-H2AX, индуцированное радиацией,
хорошо изучено, в то время как исследований ДРД при ста-
рении сравнительно мало. Нарушение процессов репарации
при синдроме ускоренного старения ведет к развитию раз-
личных заболеваний: болезни Альцгеймера, диабета, рака
простаты, прогерии. Повреждения ДНК накапливаются с
возрастом и могут способствовать возникновению перечис-
ленных заболеваний или быть их следствием [24]. 

Пока не опубликовано ни одного профессионального
эпидемиологического исследования, в котором используется
определение фокусов γ-H2AX для выявления ДРД. Вероятно,
это связано как с новизной анализа, так и с отсутствием
стандартизированного протокола, который позволяет вос-
производить результаты и проводить межлабораторные
сравнения. 

ДРД в онкологии
Известно, что нарушение механизмов репарации ДРД и

последующее накопление мутаций в геноме лежат в основе
предрасположенности к развитию опухолевых заболеваний.
При определении частоты спонтанных ДРД в опухолевых
клетках различных органов, а также в непораженных опухо-
левым процессом тканях у тех же больных было высказано
предположение, что повышение уровня эндогенного γ-H2AX
характерно именно для культур опухолевых клеток и пред-
опухолевых состояний. Авторы исследовали 30 биоптатов
опухолевых тканей кишечника, яичников, печени, почек и
образцы здоровых тканей этих больных. В результате было
установлено, что повышение частоты ДРД наблюдается имен-
но в опухолевых клетках. Было предложено рассмотреть
определение γ-H2AX в качестве маркера для раннего опухо-
левого скрининга [25]. 

При изучении частоты распространения γ-H2AX в ткани
рака яичников было обнаружено, что данный маркер может
быть полезен как для установления диагноза на ранней
стадии, так и для выделения подгруппы больных с высоким
риском прогрессирования заболевания. Экспрессия γ-H2AX
в опухолевых клетках была существенно выше, чем в здоровых
тканях. Кроме того, при резистентности к терапии высокая
экспрессия γ-H2AX наблюдалась в 80% случаев, в то время
как при хорошем ответе на лечение – в 53% (р=0,025). По-
вышение экспрессии γ-H2AX коррелировало с более коротким
периодом безрецидивной ремиссии, но не влияло на общую
выживаемость [26]. Подобные результаты были получены и
у больных меланомой [27]. Увеличение экспрессии γ-H2AX
в тканях опухолей эндометрия коррелировало с классическими
прогностическими факторами, такими как стадия и гисто-
логический тип опухоли, а также безрецидивная и общая
выживаемость [28]. В другом исследовании существенное
увеличение частоты фокусов γ-H2AX являлось независимым
прогностическим маркером выживаемости у больных с не-
мелкоклеточным раком легкого и ассоциировалось с более
чем двукратным увеличением риска смертельного исхода
[29]. Таким образом, экспрессия γ-H2AX может быть полезным
диагностическим и прогностическим маркером у больных с
различными опухолевыми заболеваниями.

Эффективность многих химиотерапевтических средств
основана на разрушении быстро делящихся опухолевых
клеток путем провоцирования различных видов повреж-
дения ДНК, из которых ДРД являются наиболее разру-
шительными. 
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Определение фокусов γ-H2AX может использоваться
для мониторинга восстановления ДНК после лучевого воз-
действия, для выявления нестабильности генома в опухо-
левых клетках [30]. Было показано, что число фокусов 
γ-H2AX в опухолевых клетках даже до применения лучевой
терапии существенно выше, чем в нормальных, здоровых
клетках. В ряде работ этот показатель исследовали до и
после применения различных методов противоопухолевой
терапии. Установлено, что уже через 30 мин после лучевой
терапии число фокусов поражения ДНК увеличивалось в
десятки раз. Далее наблюдалось уменьшение содержания
γ-H2AX, не доходившее, однако, до исходного уровня в
течение последующих 1–3 сут [31].

Большой проблемой при лечении неопластических за-
болеваний является меняющаяся со временем реакция боль-
ных на лечение. Развитие множественной лекарственной
резистентности связывают с функционированием в мем-
бранах клеток особых транспортных каналов/насосов, с
помощью которых происходит отток лекарственных пре-
паратов из клетки. Избыточная функциональная активность
этих каналов в опухолевых клетках может привести к уси-
лению выведения из них лекарственных средств, что, в
свою очередь, снижает терапевтическую эффективность
[32]. Наиболее полно охарактеризован канал P-гликопротеин
(P-гп), участвующий в переносе экзогенных и эндогенных
токсических соединений из клетки [33]. Этот транспортер
экспрессируется в том числе и на лимфоцитах и играет
важную роль в развитии и функционировании иммунных
клеток, способствует формированию резистентности к те-
рапии при аутоиммунных заболеваниях, ВИЧ-инфекции,
лейкемии [34, 35]. С транспортным каналом P-гп взаимо-
действуют многие лекарственные средства, некоторые из
них, например циклоспорин А и рапамицин, способны по-
давлять его активность, приводя к внутриклеточному обо-
гащению лекарственным препаратом [36]. Повышение кон-
центрации лекарства внутри клетки ведет к усилению его
повреждающего действия и, как следствие, к повышению
уровня ДРД. Было показано, что сами по себе циклоспорин
A и рапамицин не влияют на уровень очагов γ-H2AX в об-
работанных ими клетках. В то же время при обработке
клеток только этопозидом число очагов γ-H2AX увеличи-
валось по сравнению с исходным уровнем. Когда клетки
обрабатывали как этопозидом, так и циклоспорином А
(или рапамицином), снижалась скорость оттока лекарст-
венного средства из клетки и усиливалось его повреждающее
действие. В результате наблюдалось дальнейшее увеличение
числа и интенсивности очагов γ-H2AX [37]. 

Влияние на активность транспортера различных пре-
паратов было протестировано в ряде доклинических и кли-
нических испытаний. К сожалению, одобренные Управле-
нием по контролю качества пищевых продуктов и лекарст-
венных средств США (Food and Drug Administration, FDA)
верапамил и циклоспорин А при добавлении к химиотерапии
для преодоления резистентности существенно усиливали
ее токсичность и ухудшали переносимость [38]. Ведутся
поиски новых методов преодоления лекарственной рези-
стентности. 

ДРД и методы лучевой диагностики
В последние годы отмечается постоянное увеличение

частоты назначения таких современных методов лучевой

диагностики, как компьютерная томография (КТ) и маг-
нитно-резонансная томография (МРТ). Вопросы безопасности
проведения данных диагностических процедур, неблагопри-
ятные реакции, которые могут спровоцировать контрастные
вещества, вызывают определенную обеспокоенность. Как
сами электромагнитные поля, так и аккумуляция контрастного
вещества в тканях могут привести к нестабильности генома.
Было проведено несколько исследований, посвященных
этому вопросу. 

В одних работах было показано увеличение числа очагов
повреждения ДНК лимфоцитов человека после МРТ [39–
42], в других эти данные не нашли подтверждения [43–45].
До сих пор нет четких доказательств МРТ-индуцированного
поражения ДНК, в том числе при использовании контрастного
усиления [46]. 

В одной из работ частота ДРД определялась исходно,
через 5 и 30 мин после МРТ у 43 пациентов. В части случаев
МРТ выполнялась с введением контрастного вещества, а
еще у 10 пациентов определение ДРД проводилось после
КТ. В ходе исследования было установлено, что МРТ не
влияла на частоту ДРД, в то время как после КТ отмечалось
значимое увеличение поражения ДНК [45]. 

M. Fatahi и соавт. [44] обследовали сотрудников отделения
лучевой диагностики, подвергающихся частому (суммарно
более сотни часов) воздействию магнитного поля 3-7Т. Сред-
ний уровень экспрессии γ-H2AX у них не отличался от
такового у здоровых доноров. Дополнительное воздействие
in vitro магнитным полем 7Т также существенно не повлияло
на частоту ДРД. 

ДРД и наследственные заболевания 
Одной из важнейших областей применения определения

ДРД в клинической практике является выявление пациентов
с наследственными симптомами генетической нестабильности.
При данных состояниях дефекты процесса репарации ДНК
обусловливают высокий риск развития злокачественных опу-
холей и гиперчувствительность к генотоксическим факторам,
в том числе к лучевой терапии. Атаксия-телеангиоэктазия –
генетическое заболевание, которое наследуется по аутосом-
но-рецессивному типу и характеризуется спонтанной хро-
мосомной нестабильностью, повышенной чувствительностью
клеток к радиации. Большинство этих пациентов отличаются
сниженной кинетикой восстановления ДНК после облучения
клеток ex vivo. Пациенты с гетерозиготной мутацией имеют
умеренный риск развития опухолевых заболеваний и повы-
шения радиочувствительности, носители гомозиготной му-
тации страдают от иммунодефицита, нейромоторной дис-
функции, характеризуются высоким риском канцерогенеза
и фатальной гиперчувствительностью к ионизирующей ра-
диации [47]. C.E. Rube и соавт. [48] оценивали уровень по-
вреждения ДНК у детей с опухолевыми заболеваниями и в
контрольной группе (здоровые дети). У 3 детей сохранялось
повышение экспрессии γ-H2AX, а следовательно, замедление
репарации ДНК через 5 ч после лучевой терапии. У 2 из них
развились тяжелые постлучевые осложнения. 

Персистирующие фокусы γ-H2AX являются перспек-
тивным биомаркером для прогнозирования радиочувстви-
тельности при наследственных заболеваниях. Однако для
использования в рутинной лабораторной диагностике этих
диагностических тестов необходимы стандартизация и ва-
лидация методики.
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Определение ДРД в ревматологии
Системные аутоиммунные заболевания (АЗ) – гетеро-

генная группа нозологий, характеризующаяся нарушением
иммунного ответа на собственные антигены организма, вы-
работкой широкого спектра аутоантител и поражением раз-
личных органов и систем. Нарушения системы репарации
повреждений ДНК описаны у больных с различными АЗ:
системной красной волчанкой (СКВ), системной склеро-
дермией (ССД), ревматоидным артритом (РА) [49]. Однако
исследований, посвященных определению ДРД при ревма-
тических болезнях, крайне мало и проведены они, как
правило, на небольших группах больных. В настоящее время
неясно, является ли повышенный уровень ДРД при АЗ при-
чиной заболевания, фактором патогенеза или его следствием. 

При СКВ наблюдаются снижение толерантности к ядер-
ным антигенам, выработка множества аутоантител, ключевыми
из которых считаются антитела к двуспиральной ДНК. На-
рушение регуляции процессов апоптоза при СКВ ведет к
накоплению разрушенных клеток и еще большему образо-
ванию аутоантител. 

Первое исследование различных параметров образования
и репарации ДРД при СКВ было проведено R.С. Davies и
соавт. [50]. Из образцов периферической крови 9 пациентов
детского возраста были выделены В-лимфоциты, которые
затем трансформировали вирусом Эпштейна–Барр. Такая
трансформация позволила нивелировать эффекты иммуно-
супрессивной терапии, которую получали пациенты. Уровень
и кинетика формирования фокусов γ-H2AX определялись ис-
ходно, через 15 мин, 5 и 24 ч после облучения дозой 3 Гр. Ни в
одной точке не было выявлено различий между контрольной
и экспериментальной группой. Через 24 ч частота ДРД вернулась
к первоначальной в обеих группах. Причем во всех клеточных
образцах после облучения обнаружено формирование фокусов
53BP1 в нормальных пропорциях. Распределение фокусов
53BP1 и γ-H2AX не отличалось от такового в группе контроля.
При оценке всех параметров нарушение восстановления ДНК
после облучения обнаружено у 3 из 9 пациентов с СКВ [50]. 
В дальнейшем было бы интересно отдельно оценить течение
заболевания у больных с нарушением репарации ДНК. 

V.L. Souliotis и P.P. Sfikakis [51] наблюдали 6 пациентов с
волчаночным нефритом (ВН) и высоким уровнем антител к
ДНК. При ВН уровень поражения ДНК исходно был в 5 раз
выше, чем в контроле. Количество фокусов γ-H2AX также
было существенно выше у больных СКВ и не зависело от
длительности и активности заболевания, гистологического
типа нефрита и проводимой терапии. Воздействие ex vivo на
клетки такими генотоксическими препаратами, как мелфалан
и цисплатин, привело к увеличению числа ДРД, более выра-
женному при СКВ, чем в контроле. Причем для повреждения
ДНК у больных СКВ требовались более низкие дозы этих
препаратов. Данное наблюдение, по мнению авторов, де-
монстрирует, что накопление ДРД в мононуклеарных клетках
крови у больных ВН было связано с усилением апоптоза и
непосредственно с патогенезом СКВ [51]. 

В исследовании R. Namas и соавт. [52] приняли участие
18 пациентов с СКВ, 8 – с РА и 15 здоровых лиц (группа
контроля). ДРД определяли с помощью подсчета фокусов 
γ-H2AX в различные фазы клеточного цикла, а также после
оксидативного стресса, который был индуцирован перекисью
водорода. Обнаружено существенное увеличение количества
ДРД в CD4+, CD8+ T-лимфоцитах и моноцитах при СКВ

по сравнению с аналогичным показателем в контроле и у
больных РА. Число ДРД не зависело от фазы клеточного
цикла и коррелировало с активностью заболевания. Окси-
дативный стресс индуцировал накопление ДРД только у па-
циентов с СКВ [52]. 

Появление значительных изменений ДНК может быть
следствием более высокой чувствительности ДНК к повреж-
дению или снижения скорости и эффективности восстанов-
ления этих повреждений. Оба варианта не являются взаи-
моисключающими и могут сочетаться. К примеру, выявлено
замедление восстановления ДНК лейкоцитов у больных
СКВ после облучения или оксидативного стресса [53]. Вместе
с тем известно, что некоторые внутриклеточные процессы
при СКВ сами по себе индуцируют ДРД. Сайты репарации
ДНК, а также белки, участвующие в репарации, такие как
Ku-белок, PARP-1, некоторые киназы и лигазы, могут стать
самостоятельными мишенями для аутоантител [54]. Плохая
переносимость ультрафиолетовых лучей при СКВ также спо-
собствует повышенному образованию ДРД. E. Schmidt и
соавт. [55] предположили, что индуцированные инсоляцией
апоптоз и некроз кератиноцитов стимулируют образование
иммунных комплексов и антител к ДНК. По мнению авторов,
ультрафиолетовое излучение при СКВ не только отрицательно
влияет на кожу, но и может усугублять поражение внутренних
органов, являясь индуктором обострения. 

Дефекты репарации ДНК описаны также у больных с
другими аутоиммунными заболеваниями. Так, при РА у на-
ивных CD4+ CD45 RA+ Т-лимфоцитов поражение ДНК и
степень апоптоза были существенно выше, чем в контроле.
После облучения этих клеток наблюдалось ослабление и за-
медление восстановления ДРД [56]. 

V.L. Souliotis и соавт. [57] изучали восстановление ДНК
у 18 больных РА на фоне различных вариантов терапии. Ис-
ходно при РА было выявлено трехкратное увеличение уровня
поражения ДНК периферических мононуклеаров (с учетом
как двуцепочечных, так и одноцепочечных разрывов). После
12 нед терапии (глюкокортикоиды, метотрексат и ингибиторы
фактора некроза опухоли α в различных сочетаниях) у всех
больных уровень эндогенного повреждения ДНК достиг та-
кового в контрольной группе. 

G. Galita и соавт. [58] оценивали репаративные способности
периферических мононуклеаров у больных РА после воздей-
ствия на клетки трет-бутилгидропероксида, блеомицина, ме-
тилметансульфоната и ультрафиолетового излучения. Как и
в прочих исследованиях, частота ДРД исходно была выше в
группе РА. При воздействии ex vivo на клетки канцерогенных
веществ количество ДРД увеличилось как в основной, так и
в контрольной группе. Однако при РА была обнаружена
значимо более высокая чувствительность к воздействию.  

Повышение частоты ДРД наблюдается также у больных
с ССД, независимо от типа заболевания или проводимой
терапии. У этих пациентов был обнаружен также полиморфизм
генов белков репарации, что ассоциируется со снижением
скорости восстановления поврежденной ДНК [59]. 

Таким образом, как при СКВ, так и при РА в большинстве
исследований выявляется накопление эндогенных ДРД, а
также наблюдается более высокая чувствительность ДНК к
повреждению различными экзогенными генотоксическими
факторами. Определение ДРД может быть полезно для по-
нимания патогенеза заболеваний, контроля за эффектив-
ностью терапии и определения риска обострения. 
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Заключение
Разработка нового биомаркера и его внедрение в рутинную

клиническую практику – длительный и очень сложный про-
цесс. Преимущество маркера должно быть доказано в тща-
тельно организованных клинических испытаниях, учиты-
вающих различные гендерные, возрастные аспекты и спе-
цифику исследуемых тканей. Таким образом, диагностика
ДРД путем определения фокусов γ-H2AX должна быть хорошо
стандартизирована и автоматизирована. 

Однако стоит помнить о некоторых ограничениях
данного метода, которые нужно учитывать при интер-
претации результатов. Так, экспрессия γ-H2AX не в полной

мере соответствует реальному наличию ДРД, а лишь ре-
гистрирует клеточную метаболическую активность, оп-
тимизирующую восстановление ДНК. Кроме того, анализ
фокусов γ-H2AX не позволяет выяснить, восстановлена
ли молекула ДНК в своем первоначальном состоянии.
Данные факты не умоляют достоинств метода. Определение
ДРД на основании анализа фокусов γ-H2AX крайне инте-
ресно для предсказания нестабильности генома, воспри-
имчивости к опухолевым заболеваниям, лекарственной
неэффективности и, соответственно, для разработки ин-
дивидуальных режимов терапии, в том числе ревматических
заболеваний.
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