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Аннотация

Показано, что концентрация внеклеточной ДНК плазмы крови у новорожденных
детей значительно повышается при поражениях центральной нервной системы (ПП
ЦНС). Выявлена низкомолекулярная фракция, содержащая фрагменты длиной около 2–
5 тыс. п. н., тогда как в плазме крови детей из контрольной группы обнаружена только
высокомолекулярная фракция (более 21тыс. п. н.). Предположительно, увеличение кон-
центрации внеклеточной ДНК может являться результатом апоптоза нервных клеток.

Введение

В настоящее время внеклеточная ДНК плазмы крови вызывает огромный
интерес исследователей в первую очередь в связи с ее прогностической и диаг-
ностической значимостью при самых различных заболеваниях человека, вклю-
чая неврологические патологии [1–3] и посттравматический синдром [4, 5].
К тому же известно, что существенно изменяется не только концентрация, но и
фракционный состав ДНК плазмы крови: различные неврологические рас-
стройства зачастую сопровождаются появлением низкомолекулярной внекле-
точной ДНК [1, 3].

Однако, несмотря на усиленное изучение, остается еще много вопросов от-
носительно роли внеклеточной ДНК в патологических процессах. Одним из
наименее изученных аспектов остаются количественная и качественная харак-
теристики внеклеточной ДНК плазмы крови у новорожденных детей. Как из-
вестно, при рождении организм ребенка испытывает сильный стресс, который
может привести к различным негативным последствиям, особенно если внут-
риутробный период или роды протекали с осложнениями. Наиболее распро-
страненными нарушениями этого периода являются заболевания, получившие
общее название перинатальной патологии центральной нервной системы (ПП
ЦНС). Эта группа заболеваний имеет широкий перечень нервно-психических
последствий: от легкой задержки психомоторного развития до тяжелых форм
детского церебрального паралича и умственной отсталости [6], что определяет
необходимость поиска новых направлений в изучении патогенеза этих заболе-
ваний и особенно их маркеров. Не исключено, что неврологическая симптома-
тика у новорожденных, как и у взрослых людей, сопровождается как увеличе-
нием концентрации внеклеточной ДНК, так и изменением ее фракционного со-
става. В связи с этим представляется актуальным определить концентрацию
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внеклеточной ДНК плазмы крови у новорожденных детей и исследовать, какие
процессы в организме новорожденного способны привести к ее изменению.
Кроме того, одной из задач представленного исследования была сравнительная
характеристика фракционного состава внеклеточной ДНК плазмы крови у здо-
ровых новорожденных и при перинатальной патологии ЦНС.

1. Материалы и методика исследования

Исследована концентрация внеклеточной ДНК плазмы крови 77 новорож-
денных детей (масса тела – от 1100 до 4010 г), из которых 58 были пациентами
Городской детской клинической больницы № 1 г. Казани, имеющими перина-
тальное поражение ЦНС и сопутствующие им заболевания различной степени
тяжести. Девятнадцать новорожденных детей не имели каких-либо нарушений
со стороны нервной системы, родились доношенными (средняя масса тела –
3500 г) и не имели инфекционных заболеваний. Эти новорожденные составили
контрольную группу. Исследования проводили на 2–8 день жизни.

Количественный анализ внеклеточной ДНК. Венозную кровь (1 мл) с
помощью катетера собирали в пробирку с 1% ЭДТА в соотношении 9:1. Плаз-
му крови получали по методике [7]. В образцы плазмы (200 мкл) предваритель-
но вносили протеиназу К (“Sigma”, США) до конечной концентрации 2.5 мкг
на 1 мл плазмы и инкубировали в течение ночи при 56°С для облегчения диссо-
циации нуклеопротеидных комплексов. Затем ДНК плазмы депротеинизирова-
ли фенольным методом по стандартной методике [8, с. 304–306], модифициро-
ванной для микроколичеств образца. В образцы ДНК после депротеинизации
добавляли TNE-буфер (10 мМ трис, 1 мМ ЭДТА, 100 мМ NaCl, рН 7.4), флуо-
ресцентный краситель Hoechst 33342 до конечной концентрации 0.45 мкг/мл
(“Sigma”, Германия) и измеряли флуоресценцию комплекса ДНК-Hoechst на
люминесцентном спектрофотометре Hitachi MPF-4 (Япония). Для приготовле-
ния стандартных разведений использовали ДНК эритроцитов цыплят (“Reanal”,
Венгрия) в концентрациях от 350 до 5 нг ДНК на 1 мл раствора. Концентрацию
внеклеточной ДНК определяли по калибровочной кривой.

Определение фракционного состава внеклеточной ДНК. Фракционный
состав внеклеточной ДНК, выделенной фенольным методом [8, с. 304–306] из
суммарного пула образцов плазмы крови новорожденных детей (10 мл), опре-
деляли с помощью электрофореза в 0.7%-ном агарозном геле. Электрофорез
проводили при силе тока 5 мА на 1 см геля в течение 1–1.5 ч в присутствии
бромистого этидия (0.5 мкг/мл) [9].

Статистическая обработка результатов. Для каждой выборки определя-
ли коэффициент асимметрии, эксцесса, медиану и квартили (2.5-й, 25-й, 75-й и
97.5-й перцентили). Сравнение выборок проводили, используя непараметриче-
ские критерии Крускала – Уоллиса и Манна – Уитни.

2. Результаты и обсуждение

В представленной работе определялась концентрация внеклеточной ДНК
при ПП ЦНС гипоксической природы, однако такие неврологические состоя-
ния зачастую  сопровождаются  различными  сопутствующими  заболеваниями.
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Рис. 1. Концентрация внеклеточной ДНК плазмы крови (нг/мл) у детей с ПП ЦНС при
различных сопутствующих заболеваниях

Наиболее тяжелая клиническая картина соответствует наличию у новорожден-
ного, помимо ПП ЦНС, синдрома дыхательных расстройств (СДР), осложнен-
ного инфекционной пневмонией ( 10),n =  а также осложнение ПП ЦНС внут-
риутробной или неонатальной инфекцией ( 9).n =  Отдельную группу составили
дети, имеющие клинику СДР, но без инфекционных осложнений ( 24).n =  Бо-
лее благоприятному прогнозу соответствуют задержки внутриутробного раз-
вития различной степени (ЗВУР), не осложненные инфекционным процессом
( 15).n =  Результаты исследования представлены на рис. 1.

Практически во всех группах новорожденных с ПП ЦНС содержание ДНК
в плазме крови достоверно ( 0.01)p <  превышало этот показатель у здоровых
новорожденных. Максимальная концентрация внеклеточной ДНК (48.5 нг/мл)
наблюдалась при синдроме дыхательных расстройств в сочетании с пневмони-
ей (на графике эта группа заболеваний обозначена как СДР+инфекция). При
СДР, не осложненном инфекционным процессом, также наблюдалась высокая
концентрация ДНК (47.1 нг/мл). У детей с клиническими симптомами ПП
ЦНС, причиной которых явилась внутриутробная инфекция (ВУИ), средний
показатель концентрации ДНК составил 46.9 нг/мл. У детей с задержкой внут-
риутробного развития (ЗВУР) – 41 нг/мл. При исследовании концентрации вне-
клеточной ДНК в плазме крови у детей контрольной группы установлено, что
она варьируется от 11 до 38 нг/мл, составляя в среднем 20.7 нг/мл. Это соответ-
ствует данным литературы [10, 11], полученным при изучении внеклеточной
ДНК в плазме крови у здоровых взрослых людей.

Как было отмечено выше, неврологические расстройства сопровождаются
увеличением концентрации внеклеточной ДНК именно за счет ее низкомоле-
кулярной фракции [1, 3]. В связи с этим представляло интерес сравнить фрак-
ционный состав ДНК плазмы крови у новорожденных в норме и при ПП ЦНС.
Предварительные результаты показали, что у здоровых детей ДНК плазмы
представлена высокомолекулярной фракцией (> 21 тыс. п.н.), тогда как у ново-
рожденных с ПП ЦНС наряду с высокомолекулярными фрагментами она со-
держит большое количество более мелких фрагментов (3–5 тыс. п. н.) (рис. 2).
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Рис. 2. Электрофорез внеклеточной ДНК в 0.7%-ном агарозном геле: 1 – ДНК фага λ,
2 – ДНК плазмы крови новорожденных с ПП ЦНС, 3 – ДНК плазмы крови здоровых
детей, 4 – ДНК фага λ, фрагментированная рестриктазами Hind III и EcoR I

Появление низкомолекулярной фракции может быть связано с поврежде-
нием клеток мозга в результате процесса программированной клеточной гибе-
ли (апоптоза), усиление которого, предположительно, происходит во время ги-
поксических состояний. При этом апоптотические продукты выходят в крово-
ток и элиминируются фагоцитирующими клетками иммунной системы [12]. Не
исключено, что увеличение содержания ДНК в кровотоке новорожденных свя-
зано с неспособностью фагоцитарного звена их иммунной системы осуществ-
лять клиренс апоптотических продуктов в полной мере [13, с. 735–736].

Результаты исследования показывают, что повышение внеклеточной ДНК
хотя и не может считаться критерием для дифференциальной диагностики ПП
ЦНС, так как встречается при многих патологических состояниях, однако мо-
жет являться дополнительным прогностическим критерием для оценки тяжести
состояния новорожденных детей группы риска. Кроме того, появление низко-
молекулярной фракции в составе внеклеточной ДНК позволяет предположить,
что увеличение ее концентрации при ПП ЦНС происходит именно за счет низ-
комолекулярной фракции и свидетельствует о возможной активации апоптоза
нервной ткани при ПП ЦНС.

Summary

N.O. Tuaeva, V.G. Vinter, V.V. Sofronov, V.A. Emikeeva. Quantification and fraction
composition of free-cell DNA in newborn babies with perinatal CNS damages.

It was shown the newborn children blood plasma has significant increased DNA concent-
rations in case of central nervous system (CNS) damages. A fraction was found which contains
short-cut DNA molecular fragments (about 2–5 thousand nucleotide pairs) in blood plasma of
babies with CNS damages in comparison with healthy children (about 21 t.n.p.). An origin of
such a DNA is not yet clear, although it may be the apoptosis of the nervous system cells.
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