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Резюме
Актуальность: этиология и патогенез детского аутизма (ДА) — одна из важных нерешенных проблем детской психиатрии. 

Ранее было показано, что концентрация внеклеточной ДНК (вкДНК) в крови значимо повышается у детей, страдающих ДА, 
причем в наибольшей степени у пациентов с тяжелой формой течения ДА. В этих случаях также значимо выше содержание 
маркера окисленной ДНК 8-OHdG (8-оксогуанозин) в образцах внеклеточной и ядерной ДНК и маркера двунитевых разрывов 
γH2AX (фосфорилированная форма гистонового белка Х из семейства H2A). Цель: изучить влияние фрагментов окисленной 
вкДНК на образование свободных радикалов, окисление и разрывы ядерной ДНК in vitro в мононуклеарах периферической 
крови пациентов с диагнозом ДА. Пациенты и методы: в исследование включены 13 пациентов с диагнозом F84.02 по МКБ-10 
и 10 условно здоровых детей в качестве группы сравнения. Используемые методы: клинико-психопатологический, молеку-
лярно-биологический, статистический. Результаты: окисленные модельные фрагменты ДНК воздействуют на мононуклеары 
периферической крови детей с ДА и условно здоровых доноров по-разному. В мононуклеарах условно здоровых доноров 
в ответ на воздействие фрагментов окисленной ДНК повышаются уровни активных форм кислорода (АФК) (р < 0,05), окис-
ления ДНК (р < 0,05) и поврежденности хромосом (р < 0,05), но в течение следующих 24 ч эти показатели возвращаются 
к прежнему уровню. При этом в мононуклеарах детей с ДА уровни АФК, окисления ДНК и поврежденности хромосом тоже 
повышаются, но последующее понижение происходит медленнее, и эти показатели не возвращаются к прежним значениям. 
Заключение: на основании полученных результатов можно выдвинуть гипотезу об участии фрагментов окисленной внекле-
точной ДНК в патогенезе ДА.

Ключевые слова: аутизм, внеклеточная ДНК, свободные радикалы, окислительный стресс
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Fragments of Oxidized Extracellular DNA Affect the Development 
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Summary
Background: the etiology and pathogenesis of childhood autism (CA) is one of the important unresolved problems of child 

psychiatry. It has been shown that the concentration of extracellular DNA (cfDNA) in the blood signi cantly increases in children 
with CA, and to the greatest extent in patients with severe CA. Patients with more severe CA also have signi cantly elevated 
levels of the oxidized DNA marker 8-OHdG in cfDNA and nuclear DNA samples and the double-strand break marker γH2AX. The aim 
was to study the effect of oxidized cfDNA fragments on the formation of free radicals, oxidation and breaks of nuclear DNA in the 
peripheral blood mononuclear cells in vitro in children with CA. Patients and methods: the study involved 13 patients diagnosed 
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with F84.02 according to ICD-10 and 10 conditionally healthy children as a control group. Clinical-psychopathological, molecular-
biological, statistical methods were used. Results: oxidized model DNA fragments affect the peripheral blood mononuclear 
cells of children with CA and conditionally healthy donors in different ways. In the mononuclear cells of conditionally healthy 
donors, in response to exposure to oxidized DNA fragments, the levels of ROS (reactive oxygen species) (p < 0.05), DNA oxidation 
(p < 0.05) and chromosome damage (p < 0.05) increase, but within the next 24 hours these indicators return to the previous 
level. At the same time, in the mononuclear cells of children with CA, the levels of ROS, DNA oxidation, and chromosome damage 
also increase, but the subsequent decrease occurs more slowly, and the levels of these indicators do not return to their previous 
values. Conclusion: on the basis of the obtained results, it is possible to put forward a hypothesis about the participation of 
fragments of oxidized extracellular DNA in the pathogenesis of CA.

Keywords: autism, extracellular DNA, free radical, oxidative stress
For citation: Chudakova Ju.M., Nikitina S.G., Porokhovnik L.N., Ershova E.S., Shmarina G.V., Veiko N.N., Martynov A.V., 
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ВВЕДЕНИЕ

Вопрос этиологии и патогенеза детского аутизма 
(ДА) остается открытым в современной детской пси-
хиатрии. Клинически это расстройство характеризу-
ется манифестацией в возрасте до трех лет, наличием 
аномалий и задержек в развитии, ограниченным, сте-
реотипным поведением, дефицитом общения и соци-
ального взаимодействия. Описанные нарушения со-
провождаются наличием неспецифических синдромов: 
кататонического, тревожно-фобического, психопато-
подобного, аффективного, что приводит к трудностям 
клинической диагностики как внутри расстройств 
аутистического спектра (РАС), так и в рамках других 
нозологических групп [1–3].

Существует множество гипотез развития ДА, одна-
ко в настоящее время считается, что ключевую роль 
в развитии ДА играет сочетание двух факторов: гене-
тической предрасположенности и воздействия факто-
ров окружающей среды [4–6]. Выделяют три физио-
логические и метаболические причины ДА: иммунную 
дисфункцию, окислительный стресс и митохондриаль-
ную дисфункцию [7–10]. Окислительный стресс влияет 
на развитие структур головного мозга [11, 12]. Было 
показано, что у детей с диагнозом ДА окислительный 
стресс наблюдается не только в клетках мозга, но 
и в клетках крови [11–13]. В ранее проведенных ис-
следованиях обнаружено, что у пациентов с тяжелой 
формой ДА значимо повышен уровень активных форм 
кислорода (АФК) в мононуклеарах периферической 
крови, в то время как у пациентов с легкой формой ДА 
наблюдается тенденция к повышению этого показате-
ля, но уровень статистической значимости не достига-
ется. Кроме того, у пациентов с ДА значимо повышен 
уровень 8-OHdG (маркера окисления ДНК 8-оксогуано-
зина) в геномной ДНК мононуклеаров периферической 
крови [14].

Фрагменты молекул ДНК постоянно присутствуют 
в крови и других биологических жидкостях каждого 
человека и носят название внеклеточной ДНК (вкДНК). 
Основным источником вкДНК являются гибнущие клет-
ки [15]. В отличие от ядерной ДНК вкДНК не несет ко-
дирующую функцию как материальный носитель на-
следственности, но является биологически активной 

молекулой, сигнализирующей о массированной гибе-
ли или повреждении клеток при травме или инфекции 
[16–18]. Показано, что концентрация вкДНК в крови 
значимо повышается у детей с ДА, причем в наиболь-
шей степени у пациентов с тяжелой формой течения ДА 
[14, 19]. Также обнаружено значительное повышение 
уровня 8-OHdG (8-оксогуанозина, маркера окисления 
ДНК) в образцах вкДНК и образцах ядерной ДНК, вы-
деленной из мононуклеаров периферической крови 
пациентов с более тяжелой формой ДА. У этих паци-
ентов уровень фосфорилированной формы гистона 
γH2AX — маркера двунитевых разрывов ДНК — тоже 
был значительно повышен [14]. При этом ранее было 
показано, что при депрессивном расстройстве концен-
трация вкДНК в плазме крови значимо не отличается, 
а уровень 8-OHdG значимо повышен по сравнению со 
здоровыми детьми из группы контроля [20, 21]. Окис-
ленная вкДНК при воздействии на мезенхимальные 
стволовые клетки in vitro усиливает образование АФК 
и повышает уровень поврежденности и окисленности 
ядерной ДНК клеток [22]. Предполагается, что и в па-
тогенезе ДА фрагменты вкДНК также могут играть роль 
в развитии окислительного стресса в клетках.

Целью данной работы было изучение влияния 
фрагментов окисленной вкДНК на образование АФК, 
окисление и повреждение ядерной ДНК in vitro в мо-
нонуклеарах периферической крови детей с диагнозом 
ДА.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Для достижения поставленной цели были изуче-
ны две выборки общим количеством 23 человека. Вы-
борки представлены пациентами с детским аутизмом 
(n = 13, мальчики в возрасте 4–15 лет) и условно здо-
ровыми детьми (n = 10, мальчики того же возрастного 
диапазона). Клиническая группа была сформирована 
врачами ФГБНУ «Научный центр психического здоро-
вья», пациенты наблюдались в стационаре. Пробы ве-
нозной крови забирались у пациентов при первой го-
спитализации, до начала фармакологической терапии. 
В контрольную группу условно здоровых детей вошли 
учащиеся спортивной школы. Поскольку контроль-
ная группа включала только мальчиков, было решено 
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обеспечить совпадение по полу и отобрать пациентов 
только мужского пола. Учитывая известное отклоне-
ние в сторону значительно большей доли мальчиков 
(в 3–4 раза больше, чем девочек) среди детей, стра-
дающих данным заболеванием, мы сочли данное огра-
ничение по полу (отсутствие девочек) некритичным.

Критерии включения: возраст от 4 до 15 лет (вклю-
чительно); диагноз «Детский аутизм» (F84.02 в МКБ-
10).

Критерии невключения: умственная отсталость, 
обусловленная тяжелыми органическими поврежде-
ниями мозга, в том числе у больных с ДЦП; верифи-
цированные генетические аномалии; иные формы ДА, 
за исключением указанной в критериях включения.

Этические аспекты
Исследование проведено с соблюдением положе-

ний Хельсинкской декларации Всемирной медицин-
ской ассоциации 1964 г. по вопросам медицинской 
этики, пересмотренной в 1975–2013 гг. Родители всех 
участников подписывали информированное согласие 
на участие детей в исследовании. Работа получила 
одобрение Локального этического комитета ФГБНУ 

«МГНЦ» (Медико-генетический научный центр им. 
Н.П. Бочкова, протокол № 6/4 от 15.11.2016).

Ethic approval
This study complies with the Principles of the WMA 

Helsinki Declaration 1964 amended 1975–2013. The 
parents of all examined children signed the informed 
consent to take part their children in a study. This 
study was approved by the Ethical Committee of FSBSI 
“Research Centre for Medical Genetics” (protocol # 6/4 
from 15.11.2016).

Сформированная выборка пациентов с ДА характе-
ризовалась наличием текущего кататонического (n = 6, 
46%) или полиморфного (n = 7, 53%) психотического 
приступа в рамках основного заболевания. У обсле-
дованных наблюдалась персистенция кататонической 
симптоматики гипер- и гипокинетического типа с про-
явлениями негативизма, импульсивности, эпизодов 
«замирания», стереотипных действий, преходящего по-
вышения мышечного тонуса. Указанные расстройства 
сопровождались психопатоподобными нарушениями 
в виде агрессии, аутоагрессии, патологии влечений 
в 69% случаев (n = 9), аффективными нарушениями 
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Рис. 1. Уровень АФК (активных форм кислорода) при воздействии окисленных фрагментов ДНК в культурах 
лимфоцитов здоровых доноров (а) и пациентов с ДА (б). Даны усредненные значения по всем индивидам 
в соответствующей выборке и доверительный интервал, обозначенный отрезками на вершине каждого столбика: 
а — уровень АФК в клетках здоровых доноров при действии окисленных фрагментов ДНК (50 нг/мл) по сравнению 
с контролем (необработанными клетками здоровых доноров): * — различия с контролем (необработанными 
клетками здоровых доноров) достоверны, р < 0,05; б — уровень АФК в клетках детей с ДА при действии окисленных 
фрагментов ДНК (50 нг/мл) по сравнению с базовым уровнем — необработанными клетками того же донора: 
зеленая горизонтальная линия — уровень АФК в мононуклеарах здоровых доноров; * — различия с контролем 
(интактными мононуклеарами здоровых доноров) достоверны, р < 0,05; ** — различия с контролем ДА (интактными 
мононуклеарами доноров с аутизмом) достоверны, р < 0,05
Fig. 1 The level of ROS when exposed to oxidized DNA fragments in lymphocyte cultures of healthy donors (а) and 
patients with ASD (б): а — the level of reactive oxygen species in cultures of mononuclear cells from healthy donors 
under the action of oxidized DNA fragments (50 ng/ml) compared with the control: * — differences with control are 
signi cant, p < 0.05; б — the level of reactive oxygen species in cultures of mononuclear cells of children with ASD under 
the action of oxidized DNA fragments (50 ng/ml) compared with the control of RAS — intact mononuclear cells of the 
same donor: the green horizontal line is the level of ROS in the mononuclear cells of healthy donors; * — differences 
with the control (mononuclear cells of a healthy donor) are signi cant, p < 0.05; ** — differences with RAS control 
(intact mononuclear cells from the same donor) are signi cant, p < 0.05
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в 77% (n = 10) в виде плаксивости, раздражительности. 
У всех обследованных пациентов отмечались наруше-
ния речевого развития, трудности в социализации, 
проявления когнитивного дизонтогенеза.

Методы исследования: клинико-психопатологи-
ческий, молекулярно-биологический, статистический.

ЭТАПЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

1. Выделение и культивация мононуклеаров. Био-
логическим материалом в исследовании служили 6 мл 
гепаринизированной периферической крови. Из об-
разцов крови в стерильных условиях выделяли G0-мо-
нонуклеары методом центрифугирования в градиенте 
плотности фиколла-верографина (1,077 г/см3) («Пан-
эко», Россия). Полученные клетки культивировали in 
vitro в среде, содержащей раствор Хенкса и 1 ммоль/л 
HEPES («Fluka») с 10% эмбриональной телячьей сыво-
роткой («Панэко») [23].

2. Создание модельной вкДНК. Для создания мо-
дельных фрагментов окисленной вкДНК в пробу ге-
номной ДНК (для всех экспериментов использовали ге-
номную ДНК одного участника контрольной выборки) 

добавили перекись водорода 300 мМ и облучили уль-
трафиолетом (λ = 312 нм), при этом в ходе химической 
реакции образуются активные формы кислорода, кото-
рые окисляют ДНК. Полученную окисленную ДНК до-
бавляли к индивидуальным культурам мононуклеаров 
(50 нг/мл) и культивировали в течение 1,3 и 24 ч [24].

3. Исследование уровня γH2AX. Степень повре-
жденности ДНК мононуклеаров оценивали по уровню 
фосфорилированной формы гистона H2AX (γH2AX) 
в клетке, который определяли методом проточной ци-
тофлюориметрии (Partec CyFlow® ML) с использованием 
антител к H2AX (γH2AX) [25].

4. Исследование уровня активных форм кислоро-
да (АФК). Уровень АФК в мононуклеарах определяли 
при окрашивании клеток красителем DCFH-DA [26]. 
Это соединение в присутствии АФК окисляется до DCF 
(2,7-дихлорфлуоресцеина). Уровень флуоресценции 
оценивали на проточном цитофлюориметре (Partec 
CyFlow® ML).

5. Исследование уровня 8-OHdG. Содержание 2’-де-
зоксигуанозина (8-OHdG) в клетках рассчитывали 
по показателю метода проточной цитофлюориме-
трии (Partec CyFlow® ML) с использованием антител 

4,5

4

3,5

3

2,5

2

1,5

1

0,5

0

4,5

4

3,5

3

2,5

2

1,5

1

0,5

0

а

FL
1 

8-
OH

dG
, о

тн
. е

д.
 

контроль

*

оксиДНК

б

FL
1 

8-
OH

dG
, о

тн
. е

д.
 

контроль

***
***

***

оксиДНК

1 час 3 часа 24 часа

Рис. 2. Уровень 8-OHdG при воздействии окисленных фрагментов ДНК на мононуклеары периферической крови 
здоровых доноров (а) и пациентов с ДА (б). Даны усредненные значения по всем индивидам в соответствующей 
выборке и доверительный интервал, обозначенный отрезками на вершине каждого столбика: а — уровень 8-OHdG 
в культурах мононуклеаров здоровых доноров при действии окисленных фрагментов ДНК (50 нг/мл) по сравнению 
с контролем: * — различия с контролем достоверны, р < 0,05; б — уровень 8-OHdG в культурах мононуклеаров 
детей с ДА при действии окисленных фрагментов ДНК (50 нг/мл) по сравнению с контролем ДА — интактными 
мононуклеарами того же донора: * — различия с контролем (мононуклеарами здорового донора) достоверны, 
р < 0,05: ** — различия по сравнению с контролем (интактные клетки того же пациента с ДА, без воздействия 
ДНК) достоверны, р < 0,01
Fig. 2 The level of 8-OHdG when exposed to oxidized DNA fragments on peripheral blood mononuclear cells of healthy 
donors (а) and patients with ASD (б): a — the level of 8-OHdG in cultures of mononuclear cells from healthy donors 
under the action of oxidized DNA fragments (50 ng/ml) compared with the control: * — differences with control are 
signi cant, p < 0.05; б — the level of 8-OHdG in cultures of mononuclear cells of children with ASD under the action of 
oxidized DNA fragments (50 ng/ml) compared with the control of RAS — intact mononuclear cells of the same donor: 
* — differences with the control (mononuclear cells of a healthy donor) are signi cant, p < 0.05; ** — differences 
compared to individual control (intact MNCs of the same patient with ASD, without DNA exposure) are signi cant, 
p < 0.01
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к 8-OHdG, меченных FITC FITC (sc393871 «SantaCruz», 
США) [12, 22].

6. Статистический анализ данных. Данные об-
рабатывали в программе InStat GraphPad (GraphPad 
Software Inc., La Jolla, CA, USA) с применением U-кри-
терия Манна–Уитни. Нулевую гипотезу отвергали 
при уровне значимости р < 0,05 или р < 0,01 (указано 
на рисунках).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследование влияния окисленных фрагментов ДНК 
на образование активных форм кислорода (АФК) in vitro 
в мононуклеарах крови детей с ДА

Мононуклеары детей с ДА и условно здоровых де-
тей реагировали на окисленные модельные фрагменты 
ДНК по-разному. В культурах клеток условно здоро-
вых детей уровень АФК повышался через час в 3–3,5 
раза, а затем снижался через 3–24 ч до уровня интакт-
ных клеток (рис. 1, а). Можно предположить, что окис-
ленные фрагменты быстро проникают в мононуклеары 
здоровых доноров, возможно, путем эндоцитоза [20, 

24], и активируют ферменты, синтезирующие АФК. 
В то время как уровень АФК в мононуклеарах пациен-
тов с ДА при воздействии на них окисленной ДНК в те-
чение 1 ч значимо повышался относительно интактных 
клеток детей с ДА и в 3,7–4,3 раза по сравнению с ин-
тактными клетками условно здоровых доноров, после 
чего постепенно уменьшался в течение следующих 
23 ч, оставаясь значимо выше интактного контроля 
с ДА и тем более здорового контроля (рис. 1, б).

Изучение воздействия окисленных фрагментов ДНК 
in vitro на окисление ДНК в мононуклеарах крови детей 
с ДА

В ходе описанного выше эксперимента in vitro 
оценивали генотоксический эффект модельных фраг-
ментов вкДНК в культивируемых мононуклеарах здо-
ровых доноров и доноров с ДА. В мононуклеарах 
условно здоровых детей после 1 ч воздействия окис-
ленной ДНК уровень 8-OHdG (маркера окислительных 
повреждений) в ядерной ДНК повысился в 3,5 раза, 
а после 3–24 ч воздействия снизился до уровня ин-
тактных клеток (рис. 2, а). Клетки детей с ДА реагиро-
вали на воздействие по-другому. Через 1 ч инкубации 
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Рис. 3. Уровень двунитевых разрывов при воздействии окисленных фрагментов ДНК на мононуклеары 
периферической крови здоровых доноров (а) и пациентов с ДА (б) in vitro. Даны усредненные значения по всем 
индивидам в соответствующей выборке и доверительный интервал, обозначенный отрезками на вершине каждого 
столбика: а — уровень двунитевых разрывов в культурах мононуклеаров здоровых доноров при действии 
окисленных фрагментов ДНК (50 нг/мл) по сравнению с контролем (интактными мононуклеарами здоровых 
доноров): * — различия с контролем (интактными мононуклеарами здоровых доноров) достоверны, р < 0,05; 
б — уровень двунитевых разрывов в культурах мононуклеаров детей с ДА при действии окисленных фрагментов 
ДНК (50 нг/мл) по сравнению с контролем ДА — интактными мононуклеарами того же донора: * — различия 
с контролем (мононуклеарами здорового донора) достоверны, р < 0,05; ** — различия с контролем ДА (интактными 
мононуклеарами того же донора) достоверны, р < 0,01
Fig. 3 The level of double-strand breaks when exposed to oxidized DNA fragments on peripheral blood mononuclear 
cells of healthy donors (а) and patients with ASD (б) in vitro: а — the level of double-strand breaks in cultures of 
mononuclear cells from healthy donors under the action of oxidized DNA fragments (50 ng/ml) compared with the 
control: * — differences with control are signi cant, p < 0.05; б — the level of double-strand breaks in cultures of 
mononuclear cells from children with ASD under the action of oxidized DNA fragments (50 ng/ml) compared with the 
ASD control — intact mononuclear cells from the same donor: * — differences with the control (mononuclear cells of 
a healthy donor) are signi cant, p < 0.05; ** — differences with RAS control (intact mononuclear cells from the same 
donor) are signi cant, p < 0.01
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с окисленными фрагментами ДНК уровень окислитель-
ных повреждений ядерной ДНК также повысился в 3,5–
3,8 раза по сравнению с контролем, а в течение следу-
ющих 23 ч происходило снижение, но незначительное. 
В итоге уровень маркера окислительных повреждений 
оставался повышенным в 2–2,5 раза по сравнению со 
здоровым контролем и в 1,5–2 раза по сравнению с ин-
тактными клетками донора с ДА (рис. 2, б).

Исследование воздействия окисленных фрагментов 
ДНК на повреждение ДНК in vitro в мононуклеарах крови 
детей с ДА

В ходе экспериментов in vitro сравнивали так-
же уровень γH2AX — маркера двунитевых разрывов 
ядерной ДНК — в мононуклеарах детей с ДА и услов-
но здоровых доноров под воздействием окисленных 
фрагментов ДНК. Обнаружено, что и в этом случае 
мононуклеары реагируют на окисленную ДНК по-раз-
ному. В мононуклеарах условно здоровых детей после 
1 ч воздействия окисленной ДНК уровень γH2AX повы-
шался, а после 3–24 ч воздействия снижался до уровня 
интактных клеток (рис. 3, а). В мононуклеарах перифе-
рической крови детей с ДА наблюдался повышенный 
уровень двунитевых разрывов ДНК, который сохранял-
ся в течение последующих 23 ч (рис. 3, б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Таким образом, окисленные модельные фрагменты 
ДНК воздействуют на мононуклеары в перифериче-
ской крови детей с ДА и условно здоровых доноров 
по-разному. В мононуклеарах условно здоровых до-
норов в ответ на воздействие фрагментов окисленной 
ДНК повышаются уровни АФК (активных форм кисло-
рода, т.е. свободных радикалов), окисления ДНК и дву-
нитевых разрывов ДНК, однако в течение следующих 
24 ч эти показатели возвращаются к прежнему уров-
ню. В мононуклеарах детей с ДА уровни АФК, окис-
ления ДНК и поврежденности ДНК тоже повышаются, 

но последующее понижение происходит медленнее, 
и уровни этих показателей не возвращаются к преж-
ним значениям. Интерпретация этих результатов 
позволяет считать ответ клеток здоровых доноров 
на воздействие вкДНК адаптивным, а клеток детей 
с ДА — дезадаптивным. Вероятнее всего, причины 
таких отличий коренятся в генетических или эпигене-
тических различиях.

Полученные данные подтверждают выдвинутую 
ранее гипотезу о том, что окисленная вкДНК принима-
ет участие в патогенезе ДА. Повышение уровня окис-
ленной вкДНК приводит к усилению окислительного 
стресса в клетках и активации синтеза АФК. Можно 
предположить, что усиление синтеза АФК увеличивает 
окисление и повреждение ДНК. Повреждение ядер-
ной ДНК может вызывать апоптоз клеток, погибшие 
клетки становятся источником новых фрагментов вкД-
НК в кровотоке, обусловливая цикличность процесса 
и усиливая симптомы ДА (рис. 4).

Запуск такого патогенетического «замкнутого кру-
га» может быть осуществлен при воздействии како-
го-либо стресс-фактора, приводящего к разрушению 
клеток и выбросу вкДНК, включая интеркуррентные 
заболевания, аллергические реакции, прививки или 
даже психоэмоциональный стресс [20]. Данная пато-
генетическая схема полностью соответствует много-
факторной гипотезе патогенеза ДА, которая предпола-
гает наложение наследственной предрасположенности 
и средовых воздействий.
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