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À. Ê. Æàíàòàåâ è äð.
Ôåíîìåí àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò

Îïèñàí è ïðîèëëþñòðèðîâàí ôåíîìåí àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò, âûÿâëÿåìûõ ïðè ïðîâåäåíèè èññëå-
äîâàíèé ìåòîäîì ÄÍÊ-êîìåò. Ðàññìîòðåíû òåêóùèå ãèïîòåçû, îáúÿñíÿþùèå âîçíèêíîâåíèå àòèïè÷å-
ñêèõ ÄÍÊ-êîìåò, ïðåäëîæåíî ñîáñòâåííîå âèäåíèå âîïðîñà, îáñóæäåíà ïðàêòè÷åñêàÿ çíà÷èìîñòü ðåãè-
ñòðàöèè àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò ïðè îöåíêå ãåíîòîêñè÷íîñòè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåòîäÄÍÊ-êîìåò, àòèïè÷íûå ÄÍÊ-êîìåòû, àïîïòîç, öèòîòîêñè÷íîñòü, ãåíî-
òîêñè÷íîñòü, îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ÄÍÊ-ïîâðåæäåíèÿ.

Â 1984 ã. Îñòëèíã è Éîõàíñîí (Ostling, Johanson,
1984) ïðåäëîæèëè íîâûé îðèãèíàëüíûé ìåòîä îöåíêè
äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ â îòäåëüíûõ êëåòêàõ. Êëåòêè,
ïîäâåðãíóòûå äåéñòâèþ ðàäèàöèîííîãî èçëó÷åíèÿ, ïîìå-
ùàëè â àãàðîçíûé ãåëü, ëèçèðîâàëè è ïîäâåðãàëè ýëåêòðî-
ôîðåçó. Ïîçäíåå Ñèíãõ ñ ñîàâòîðàìè (Singh et al., 1988)
ìîäèôèöèðîâàëè ìåòîä, çàìåíèâ ýëåêòðîôîðåç â íåéòðàëü-
íûõ óñëîâèÿõ íà ùåëî÷íîé (ðÍ > 13) è âêëþ÷èâ ýòàï ùå-
ëî÷íîé äåíàòóðàöèè, ÷òî ïîçâîëèëî ïîìèìî äâóõíèòåâûõ
ðàçðûâîâ ÄÍÊ âûÿâëÿòü îäíîíèòåâûå ðàçðûâû è ùåëî÷-
íî-ëàáèëüíûå ñàéòû. Ìåòîä ïîëó÷èë íàçâàíèå ãåëü-
ýëåêòðîôîðåçà îòäåëüíûõ êëåòîê (single-cell gel electro-
phoresis, SCGE) èëè ìåòîä ÄÍÊ-êîìåò (DNA comet assay).

Âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü, ìàëîå êîëè÷åñòâî íåîá-
õîäèìîãî äëÿ àíàëèçà ìàòåðèàëà (â òîì ÷èñëå ïîëó÷åííî-
ãî íåèíâàçèâíûìè èëè ìàëîèíâàçèâíûìè ñïîñîáàìè),
ïðèìåíèìîñòü ê ëþáûì òèïàì êëåòîê, ñîäåðæàùèì ÄÍÊ,
îöåíêà ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ íà óðîâíå îòäåëüíûõ êëåòîê
îáóñëîâèëè èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé ê ýòîìó ìåòîäó. Íà
ñåãîäíÿ ðàçðàáîòàíû ìîäèôèêàöèè ìåòîäà, ïîçâîëÿþùèå
âûÿâëÿòü ðàçëè÷íûå òèïû ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, òàêèå êàê
ñïåöèôè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûå îñíîâàíèÿ ÄÍÊ,
ñøèâêè ÄÍÊ—ÄÍÊ è ÄÍÊ—áåëîê, à òàêæå îöåíèâàòü
êèíåòèêó ðåïàðàöèè ÄÍÊ. Ïîëó÷åíû çíà÷èìûå ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûå äàííûå ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäà â ýïèäåìèîëî-
ãè÷åñêèõ è ñàíèòàðíî-ãèãèåíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ, â
êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ ïðè ïðîôèëàêòèêå, äèàãíîñ-
òèêå è ìîíèòîðèíãå òåðàïèè ðÿäà çàáîëåâàíèé. Ïðîâåäå-
íû ìàñøòàáíûå ìåæäóíàðîäíûå èññëåäîâàíèÿ ïî âàëè-
äèçàöèè è âåðèôèêàöèè ìåòîäà, ðåçóëüòàòîì êîòîðûõ
ñòàëî åãî ââåäåíèå â ðÿä îôèöèàëüíûõ ðóêîâîäñòâ, â òîì
÷èñëå îòå÷åñòâåííûõ, â êà÷åñòâå ýêñïåðòíîãî òåñòà ïî
îöåíêå ãåíîòîêñè÷åñêîé è ïîòåíöèàëüíîé êàíöåðîãåííîé
àêòèâíîñòè ôàêòîðîâ ðàçëè÷íîé ïðèðîäû. Ðàçðàáîòàíû è
ïðèíÿòû åäèíûå ïðîòîêîëû ïðîâåäåíèÿ ìåòîäà in vivo è
in vitro, ïîçâîëÿþùèå ìèíèìèçèðîâàòü èëè èñêëþ÷èòü
âàðèàáåëüíîñòü ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ.

Â òî æå âðåìÿ âàæíûì, íî ìàëîèçó÷åííûì ìåòîäè÷å-
ñêèì àñïåêòîì îñòàåòñÿ ôåíîìåí àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íåò ïîëíîãî ïîíèìàíèÿ òîãî, îòðà-
æàþò àòèïè÷íûå ÄÍÊ-êîìåòû èíäóöèðîâàííóþ ãåíîòîê-
ñèêàíòàìè ïîâðåæäåííîñòü ÄÍÊ èëè ÿâëÿþòñÿ
ñâèäåòåëüñòâîì ôðàãìåíòàöèè (äåãðàäàöèè) ÄÍÊ â õîäå
êëåòî÷íîé ãèáåëè èëè èíûõ ïðîöåññîâ. Ïîñêîëüêó ãåíåç
è çíà÷èìîñòü àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò îñòàþòñÿ íåÿñíûìè,
âî èçáåæàíèå ëîæíîé èíòåðïðåòàöèè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
ãåíîòîêñè÷åñêèõ äàííûõ îáùåïðèíÿòî âûäåëÿòü èõ â îò-
äåëüíóþ ãðóïïó è èñêëþ÷àòü èç îáùåãî àíàëèçà. Âìåñòå ñ
òåì âûÿâëåíèå òàêèõ ÄÍÊ-êîìåò êàê â íîðìå, òàê è ïðè
ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ è âîçäåéñòâèè øèðîêîãî ðÿäà
àãåíòîâ, â òîì ÷èñëå íåãåíîòîêñè÷åñêèõ, ïîçâîëÿåò ïðåä-
ïîëàãàòü, ÷òî èõ âîçíèêíîâåíèå ìîæåò îòðàæàòü âàæíûå,
ôóíäàìåíòàëüíûå ïðîöåññû æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îïèñàí ôåíîìåí àòèïè÷íûõ
ÄÍÊ-êîìåò, ðàññìîòðåíû è îáñóæäåíû òåêóùèå ãèïîòåçû
èõ âîçíèêíîâåíèÿ, àíàëèç ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ ïîçâîëèë
òåîðåòè÷åñêè îáîñíîâàòü íîâóþ ãèïîòåçó, îñíîâàííóþ íà
ìåõàíèçìå àêòèâàöèè äîìåííîé òîïîèçîìåðàçû II â îòâåò
íà öèòî- è (èëè) ãåíîòîêñè÷åñêîå âîçäåéñòâèå.

Ïðèíöèï ìåòîäà ÄÍÊ-êîìåò

Ñòàíäàðòíàÿ ïðîöåäóðà ìåòîäà ÄÍÊ-êîìåò âêëþ÷àåò
â ñåáÿ ïîëó÷åíèå ãåëü-ñëàéäîâ ñ ïîäëîæêîé èç àãàðîçû,
âíåñåíèå èññëåäóåìûõ êëåòîê â àãàðîçíûé ãåëü è íàíå-
ñåíèå íà ãåëü-ñëàéäû, ëèçèñ, ùåëî÷íóþ äåíàòóðàöèþ,
ýëåêòðîôîðåç, ôèêñàöèþ/íåéòðàëèçàöèþ, îêðàøèâàíèå è
ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç. Çàêëþ÷åííûå â àãàðîçíûé
ãåëü êëåòêè íà ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ ïîäâåðãàþò ëèçèñó
ïðè 4 °Ñ. Äëÿ îáåèõ âåðñèé ìåòîäà èñïîëüçóåòñÿ ëèçèðó-
þùèé áóôåð, ñîäåðæàùèé 10 ìÌ Òðèñ-HCl (ðÍ 10),
2.5 Ì NaCl, 100 ìM EDTA-Na, 1 % Òðèòîíà X-100 è 10 %
äèìåòèëñóëüôîêñèäà. Â çàâèñèìîñòè îò òèïà èññëåäóå-
ìûõ êëåòîê äëÿ ïîëíîòû ëèçèñà áóôåð ìîæåò âêëþ÷àòü â
ñåáÿ ïðîòåèíàçó K è (èëè) N-ëàóðèëñàðêîçèí. Â ïðîöåññå
ëèçèñà ïîä äåéñòâèåì âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ñîëè è äå-
òåðãåíòà (äåòåðãåíòîâ) ïðîèñõîäèò äèññîöèàöèÿ êëåòî÷-
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íûõ ñòðóêòóð, äåïðîòåèíèçèðîâàííàÿ ÄÍÊ çàïîëíÿåò îá-
ðàçîâàííóþ êëåòêîé ïîëîñòü â àãàðîçå. Â íåéòðàëüíîé
âåðñèè ìåòîäà ïî îêîí÷àíèè ëèçèñà ïðîâîäèòñÿ ýëåêòðî-
ôîðåç â êëàññè÷åñêîì äëÿ ýëåêòðîôîðåçà íóêëåèíîâûõ
êèñëîò Òðèñ-áîðàòíîì èëè Òðèñ-àöåòàòíîì áóôåðå. Ïðè

ýòîì ÄÍÊ â âèäå ëèíåéíûõ ôðàãìåíòîâ è (èëè) ïåòåëü
äâóõíèòåâîé ÄÍÊ ìèãðèðóåò â ïîðàõ àãàðîçû ê àíîäó,
ôîðìèðóÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé õâîñò. Ùåëî÷íàÿ âåðñèè
ìåòîäà âêëþ÷àåò â ñåáÿ äîïîëíèòåëüíûé ýòàï ùåëî÷íîé
äåíàòóðàöèè ñ ïîñëåäóþùèì ýëåêòðîôîðåçîì â ùåëî÷-
íîì áóôåðå (300 ìÌ NaOH è 1 ìÌ EDTA-Na, ðÍ > 13).
Â õîäå ùåëî÷íîé äåíàòóðàöèè ÄÍÊ ïåðåõîäèò â îäíîíè-
òåâóþ ôîðìó, ùåëî÷íî-ëàáèëüíûå ñàéòû ðåàëèçóþòñÿ â
îäíîíèòåâûå ðàçðûâû. Âî âðåìÿ ýëåêòðîôîðåçà â òîì æå
áóôåðå îáðàçîâàâøèåñÿ íèòè è ôðàãìåíòû îäíîíèòåâîé
ÄÍÊ ìèãðèðóþò ê àíîäó, îáðàçóÿ õâîñò ÄÍÊ-êîìåò, â êî-
òîðîì ïîñëå íåéòðàëèçàöèè (ôèêñàöèè) ñëó÷àéíûì îáðà-
çîì (íåãîìîëîãè÷íî) ðåíàòóðèðóþò â äâóõíèòåâóþ ÄÍÊ.
Òàêèì îáðàçîì, ÄÍÊ â õâîñòå êîìåò ïðè íåéòðàëüíîé
âåðñèè ïðåäñòàâëåíà â âèäå äâóõíèòåâîé ÄÍÊ, â ùåëî÷-
íîé âåðñèè — â âèäå ïåòåëü è ôðàãìåíòîâ îäíî- è äâóõ-
íèòåâîé ÄÍÊ (Olive et al., 1994; Àôàíàñüåâà è äð., 2009).
Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû èçîáðàæåíèÿ òèïè÷íûõ ÄÍÊ-êî-
ìåò, ôîðìèðóåìûõ ïðè íåéòðàëüíîì (à) è ùåëî÷íîì (á)
ýëåêòðîôîðåçå ÄÍÊ ëèçèðîâàííûõ êëåòîê.

Àòèïè÷íûå ÄÍÊ-êîìåòû

Íà ìèêðîïðåïàðàòàõ ÄÍÊ-êîìåò ïðè ðàçëè÷íûõ ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ ìîæíî íàáëþäàòü èìåþùèå
íåñòàíäàðòíóþ ìîðôîëîãèþ ÄÍÊ-êîìåòû, äàëåå îïèñû-
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Ðèñ. 1. Èçîáðàæåíèÿ ÄÍÊ-êîìåò êëåòîê ïðè íåéòðàëüíîì (à) è
ùåëî÷íîì (á) ãåëü-ýëåêòðîôîðåçå.

Îêðàñêà SYBR Green I, îá. 20�.

Ðèñ. 2. Ìèêðîïðåïàðàòû, íå ñîäåðæàùèå (à) è ñîäåðæàùèå àòèïè÷íûå ÄÍÊ-êîìåòû (á—ã).

Öèôðàìè îáîçíà÷åíû ïðèìåðû ÄÍÊ-êîìåò êëåòîê ñ íåïîâðåæäåííîé (1) è ïîâðåæäåííîé (2) ÄÍÊ, àòèïè÷íûå ÄÍÊ-êîìåòû òèïà «åæèêè» (3) è «îáëà-
êà» (4). Â öåíòðå — ôîòîãðàôèÿ åæà (âèä ñâåðõó). Ùåëî÷íîé ãåëü-ýëåêòðîôîðåç. Îêðàñêà SYBR Green I, îá. 20�.



âàåìûå òåðìèíîì «àòèïè÷íûå». Èõ îáùåé õàðàêòåðèñòè-
êîé ÿâëÿþòñÿ íåáîëüøàÿ èëè íåäèôôåðåíöèðóåìàÿ ãîëî-
âà è øèðîêèé äèôôóçíûé õâîñò (ðèñ. 2), ïðè ýòîì â õâîñ-
òå êîìåòû ïðåäñòàâëåíî îò 70 äî 100 % îò âñåé ÄÍÊ
êëåòêè. Â ëèòåðàòóðå òàêèå ÄÍÊ-êîìåòû ïîëó÷èëè ðàç-
ëè÷íûå îïðåäåëåíèÿ — êëåòêè-ïðèçðàêè (ghost cells), îá-
ëàêà (clouds), åæèêè (hedgehogs) èëè ñèëüíîïîâðåæäåí-
íûå êëåòêè (high damaged cells) (Lorenzo et al., 2013).
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî â ïðîöåññå ëèçèñà êîðîòêèå ôðàã-
ìåíòû ÄÍÊ ñâîáîäíî äèôôóíäèðóþò â ãåëå, ôîðìèðóÿ
øèðîêîå ãàëî ëèáî ñ íåáîëüøîé ãîëîâîé â öåíòðå, ëèáî
áåç òàêîâîé. Íà ýòîì ïðèíöèïå îñíîâàí ìåòîä DNA halo
assay (ÄÍÊ-ãàëî), èñïîëüçóåìûé äëÿ îïðåäåëåíèÿ êëåòîê
ñ ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ. Â õîäå ýëåêòðîôîðåçà îáðà-
çîâàâøååñÿ ãàëî ñìåùàåòñÿ îòíîñèòåëüíî ãîëîâû, ôîðìè-
ðóÿ â ïåðâîì ñëó÷àå ÄÍÊ-êîìåòó, ìîðôîëîãè÷åñêè íàïî-
ìèíàþùóþ åæèêà â ãîðèçîíòàëüíîé ïðîåêöèè (îòñþäà
íàçâàíèå hedgehog) èëè ïîäîáèå îáëàêà (cloud) âî âòîðîì
ñëó÷àå. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî îòêëîíåíèÿ îò ïðîòîêîëà
ïðîâåäåíèÿ ìåòîäà òàêæå ìîãóò ïðèâîäèòü ê âîçíèêíîâå-
íèþ àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò, êîòîðûå ïðè ýòîì ñîñòàâëÿ-
þò > 90 % îò âñåõ ÄÍÊ-êîìåò íà ìèêðîïðåïàðàòàõ, âêëþ-
÷àÿ ìèêðîïðåïàðàòû èíòàêòíûõ (êîíòðîëüíûõ) êëåòîê.
Â ÷àñòíîñòè, òàêîå íàáëþäàåòñÿ â ñëó÷àå ïðèñóòñòâèÿ â
áóôåðå äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê èîíîâ Ñà2+ èëè Mg2+ èëè
ñíèæåíèÿ åãî ðÍ < 7.0, ïðè èñïîëüçîâàíèè âûñîêèõ êîí-
öåíòðàöèé òðèïñèíà äëÿ ñíÿòèÿ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ñ
ìàòðàñà, âûñîêîé òåìïåðàòóðå àãàðîçíîãî ãåëÿ ïðè âíåñå-
íèè êëåòîê è ò. ä. (Æàíàòàåâ è äð., 2011).

Ãèïîòåçà àïîïòîòè÷åñêîé ôðàãìåíòàöèè

Ïîñêîëüêó ÄÍÊ â õâîñòå àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò
ïðåäñòàâëåíà â âèäå êîðîòêèõ ôðàãìåíòîâ äèñêðåòíîé
äëèíû, î÷åâèäíûì ÿâèëîñü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî òà-
êèå ÄÍÊ-êîìåòû ìîãóò ôîðìèðîâàòü àïîïòîòè÷åñêèå
êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ íà ñòàäèè ôðàãìåíòàöèè õðîìàòèíà.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äåïðèâàöèÿ ñûâîðîòêè â êëåòêàõ
Rec-1 ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ ÄÍÊ-êîìåò ñ âûñîêî-
ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ, ïðè ýòîì èõ ïðîöåíòíîå ñîäåð-
æàíèå êîððåëèðóåò ñ ñîäåðæàíèåì êëåòîê, ïîçèòèâíûõ ê
àííåêñèíó V, ÿâëÿþùåìóñÿ ìàðêåðîì ðàííåé ñòàäèè
àïîïòîçà (Florent et al., 1999). Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû
áûëè ïîëó÷åíû â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ðàäèàöèåé (Olive,
Ban*ath, 1995), èíäóêòîðîì àïîïòîçà ñòàóðîñïîðèíîì è
èíãèáèòîðàìè òîïîèçîìåðàçû II (Godard et al., 1999,
2002) è íåéðîòîêñèíàìè (Noda et al., 2004). Êîñâåííûì
ïîäòâåðæäåíèåì óêàçàííîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ïîñëóæèëè
äàííûå î ðàçìåðå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â õâîñòå àòèïè÷íûõ
ÄÍÊ-êîìåò — îêîëî 50 ò. ï. í., ÷òî ñîîòâåòñòâóåò íà÷àëü-
íûì ýòàïàì ôðàãìåíòàöèè õðîìàòèíà ïðè àïîïòîçå (Oli-
ve, Ban*ath, 1995). Â òî æå âðåìÿ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíêó-
áàöèÿ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè èíäóêòîðîâ àïîïòîçà äåêñà-
ìåòàçîíà, Òðèòîíà X-100 è äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ íå
ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò, òîãäà êàê
ãåíîòîêñèêàíòû N-ìåòèë-NR-íèòðî-N-íèòðîçîãóàíèäèí,
ìåòèëìåòàíñóëüôîíàò è ýòîïîçèä èíäóöèðîâàëè ïîâðåæ-
äåíèÿ ÄÍÊ è âûõîä àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò, íî íå ïîçè-
òèâíûõ ê àííåêñèíó V êëåòîê (Roser et al., 2001; Meintie-
res et al., 2003). Íå áûëî âûÿâëåíî êîððåëÿöèé ìåæäó èí-
äóêöèåé àïîïòîçà è îáðàçîâàíèåì àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò
ïîñëå îáðàáîòêè îïóõîëåâûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé g-ðàäèà-
öèåé è 7b-ãèäðîêñèõîëåñòåðîëîì (Siles et al., 1998; O’Cal-
laghan et al., 2001).

Ïðîòèâîðå÷èâîñòü ýòèõ ðåçóëüòàòîâ ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàíà ñ ðàçëè÷èÿìè ìåæäó ýêñïåðèìåíòàëüíûìè óñëîâèÿ-
ìè, èñïîëüçîâàííûìè àâòîðàìè ïðîöèòèðîâàííûõ ðàáîò.
Ïîñëå èíèöèàöèè àïîïòîçà ðàñùåïëåíèå ÄÍÊ íà÷èíàåòñÿ
ñ îáðàçîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ äëèíîé 50—300 ò. ï. í, ñ ïî-
ñëåäóþùèì èõ ðàñïàäîì äî íóêëåîñîìàëüíûõ ôðàãìåí-
òîâ äëèíîé 180—200 ï.í. èëè ôðàãìåíòîâ, êðàòíûõ èì.
Ñîãëàñíî ðàñ÷åòàì, ðàçðåøàþùàÿ ñïîñîáíîñòü ìåòîäà
ÄÍÊ-êîìåò â ùåëî÷íîé âåðñèè ñîñòàâëÿåò ~10 ò. ï.í., áî-
ëåå êîðîòêèå ôðàãìåíòû äèôôóíäèðóþò â ãåëå íà çíà÷è-
òåëüíûå ðàññòîÿíèÿ è ââèäó ñëàáîãî ñâå÷åíèÿ íå äåòåêòè-
ðóþòñÿ âèçóàëüíî èëè öèôðîâîé êàìåðîé (Rapp et al.,
2000). Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä ÄÍÊ-êîìåò ïîçâîëÿåò íà-
áëþäàòü àïîïòîòè÷åñêóþ ôðàãìåíòàöèþ ÄÍÊ ëèøü íà åå
íà÷àëüíîé ñòàäèè, êîòîðàÿ çàíèìàåò äîñòàòî÷íî óçêèé
âðåìåííîé èíòåðâàë, è, ñëåäîâàòåëüíî, «îêíî äëÿ íàáëþ-
äåíèÿ» áóäåò âàðüèðîâàòü â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçóåìî-
ãî òåñò-îáúåêòà, äåéñòâóþùåãî àãåíòà, åãî êîíöåíòðàöèè
(äîçû) è ò. ä.

Âìåñòå ñ òåì ïðèðîäà àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò îò÷àñ-
òè ìîæåò áûòü îáúÿñíåíà ôðàãìåíòàöèåé õðîìàòèíà â
õîäå àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê. Â äàííóþ ãèïîòåçó
íå óêëàäûâàþòñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå î âîçíèêíî-
âåíèè àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò ïðè ýêñïîçèöèè êëåòîê ðàç-
ëè÷íûìè àãåíòàìè, â òîì ÷èñëå íåãåíîòîêñè÷åñêèìè è
íåàïîïòîãåííûìè, íà êîðîòêèå ñðîêè, íåäîñòàòî÷íûå äëÿ
èíèöèàöèè è ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû àïîïòîçà. Òàê, â íà-
øèõ ñîáñòâåííûõ èññëåäîâàíèÿõ ìåòèëìåòàíñóëüôîíàò,
áðîìàò êàëèÿ è äèîêñèäèí â íåöèòîòîêñè÷åñêèõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ èíäóöèðîâàëè â êëåòêàõ êîñòíîãî ìîçãà ìûøåé
in vitro äî 30 % àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò ÷åðåç 30—60 ìèí
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ. Ïåðåêèñü âîäîðîäà ïðè 5-ìèíóòíîé
ýêñïîçèöèè ïðèâîäèëà ê âûõîäó äî 25 % àòèïè÷íûõ
ÄÍÊ-êîìåò â êëåòêàõ êðîâè áîëüíûõ ñèñòåìíîé êðàñíîé
âîë÷àíêîé (Æàíàòàåâ è äð., 2009). ×åðåç 2 ÷ ïîñëå îáðà-
áîòêè êëåòîê p-íèòðîôåíîëîì, N-ëàóðîèëñàðêîçèíîì è
D-ìåíòîëîì (âåùåñòâàìè, íå ÿâëÿþùèìèñÿ ãåíîòîêñè-
êàíòàìè) â öèòîòîêñè÷åñêèõ êîíöåíòðàöèÿõ íàáëþäàëè
ÄÍÊ-êîìåòû ñ ñèëüíîïîâðåæäåííîé ÄÍÊ íà ôîíå îòñóò-
ñòâèÿ ÄÍÊ-êîìåò ñî ñðåäíåé èëè íèçêîé ïîâðåæäåí-
íîñòüþ ÄÍÊ (Hartmann, Speit, 1997). Ïîñëå îáðàáîòêè
ðàäèàöèåé â âûñîêîé äîçå (600 Ãð) êëåòêè ñðàçó ôîð-
ìèðîâàëè àòèïè÷íûå ÄÍÊ-êîìåòû, òîãäà êàê ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ äîçîé 7.5 Ãð èõ íàáëþäàëè òîëüêî ÷åðåç 24 ÷
(Olive, Ban*ath, 1995). Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî â ýòîé ðàáîòå
âïåðâûå áûëà ïðåäëîæåíà ãèïîòåçà îá àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-
êîìåòàõ êàê àïîïòîòè÷åñêèõ, íî èõ âûÿâëåíèå ñðàçó ïîñ-
ëå ðàäèàöèîííîãî âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè íå ïîëó÷èëà êà-
êîãî-ëèáî îáúÿñíåíèÿ.

Ãèïîòåçà îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà

Ñîãëàñíî äàííîé ãèïîòåçå, ôîðìèðîâàíèå àòèïè÷íûõ
ÄÍÊ-êîìåò ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ èíäóêöèåé â êëåòêàõ
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà (Vasquez, 2012; Lorenzo et al.,
2013). Ïðÿìàÿ èëè îïîñðåäîâàííàÿ öèòîòîêñè÷åñêèì
äåéñòâèåì ãèïåðïðîäóêöèÿ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà
ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ öåëîñòíîñòè ìèòîõîíäðèàëü-
íûõ ìåìáðàí ñ âûñâîáîæäåíèåì ëîêàëèçîâàííîé â ìåæ-
ìåìáðàííîì ïðîñòðàíñòâå êàñïàçîíåçàâèñèìîé ýíäîíóê-
ëåàçû G (EndoG). Ïîñëåäíÿÿ îñóùåñòâëÿåò ïåðâîíà÷àëü-
íîå ðàñùåïëåíèå õðîìàòèíà íà ôðàãìåíòû ÄÍÊ äëèíîé
~50—300 ò. ï. í., êîòîðûå äàëåå ïîäâåðãàþòñÿ ðàñïàäó
äî íóêëåîñîìàëüíûõ ôðàãìåíòîâ ïîä äåéñòâèåì ýíäî-
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íóêëåàç, ó÷àñòâóþùèõ â àïîïòîòè÷åñêîé è (èëè) íåêðîòè-
÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê (Àëåêñàíäðóøêèíà, Âàíþøèí,
2012).

Îäíàêî çà ðàìêè äàííîé ãèïîòåçû âûõîäÿò íåêîòî-
ðûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå ôàêòû. Âî-ïåðâûõ, äåéñòâèå
ðÿäà ãåíîòîêñèêàíòîâ, òàêèõ êàê ìåòèëìåòàíñóëüôîíàò,
N-ìåòèë-NR-íèòðî-N-íèòðîçîãóàíèäèí è èíãèáèòîðû òî-
ïîèçîìåðàçû II, íå ñîïðîâîæäàåòñÿ îêèñëèòåëüíûì
ñòðåññîì, â òî æå âðåìÿ îíè èíäóöèðóþò âûõîä àòèïè÷-
íûõ ÄÍÊ-êîìåò. Âî-âòîðûõ, èçâåñòíî, ÷òî ñî ñòàäèè
ôðàãìåíòàöèè õðîìàòèíà ïðîöåññ êëåòî÷íîé ãèáåëè ñòà-
íîâèòñÿ íåîáðàòèìûì. Â äâóõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî ÄÍÊ â àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåòàõ, âîçíèêàþùèõ
ïîñëå îáðàáîòêè H2O2 íå â öèòîòîêñè÷åñêèõ êîíöåíòðà-
öèÿõ, ìîæåò áûòü îòðåïàðèðîâàíà (Rundell et al., 2003;
Lorenzo et al., 2013). Êðîìå òîãî, ÷àñòû ñèòóàöèè, êîãäà
íå âûÿâëÿåòñÿ ïðÿìàÿ çàâèñèìîñòü ìåæäó äîëåé æèçíå-
ñïîñîáíûõ êëåòîê è óðîâíåì àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò.

Ãèïîòåçà àêòèâàöèè
äîìåííîé òîïîèçîìåðàçû II

Äëÿ ïîíèìàíèÿ âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâà-
íèÿ àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò ñëåäóåò îáðàòèòüñÿ ê ñóùåñò-
âóþùåé ïåòåëüíî-äîìåííîé ìîäåëè îðãàíèçàöèè õðîìà-
òèíà â êëåòêàõ. Ñôîðìèðîâàííàÿ ñ ó÷àñòèåì ãèñòîíà H1 â
íóêëåîñîìû ÄÍÊ îáðàçóåò 30-íàíîìåòðîâóþ õðîìàòèíî-
âóþ ôèáðèëëó (ðèñ. 3), êîòîðàÿ â ñâîþ î÷åðåäü îáðàçóåò
çàêðåïëåííûå íà ÿäåðíîì ìàòðèêñå ïåòëè (õðîìîìåðû)
äëèíîé 50—300 ò. ï. í. (Ðàçèí, Áûñòðèöêèé, 2015). Îáðà-
çîâàíèå ïåòåëü ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì áëàãîäàðÿ íàëè-
÷èþ ó èõ îñíîâàíèé îïðåäåëåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ÄÍÊ, êîòîðûå ñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâóþò ñ ÿäåð-
íûì ìàòðèêñîì (ñêýôôîëäîì) — ñåò÷àòîîáðàçíîé ñòðóê-
òóðîé â èíòåðôàçíîì ÿäðå, îáðàçîâàííîé áåëêàìè è ÐÍÊ.
Ó÷àñòêè ïðèêðåïëåíèÿ ïåòåëü ê ìàòðèêñó âêëþ÷àåò â ñå-
áÿ ñëîæíûé êîìïëåêñ ôóíêöèîíàëüíûõ ýëåìåíòîâ, â

òîì ÷èñëå ðåãóëèðóþùóþ òîïîëîãèþ ÄÍÊ òîïîèçîìåðà-
çó II, âûïîëíÿþùóþ ðîëü íóêëåàçû, îáðàòèìî ðàñùåï-
ëÿþùåé ÄÍÊ â ìåñòàõ çàêðåïëåíèÿ ïåòåëüíûõ äîìåíîâ.
Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî èíãèáèòîðû ÄÍÊ-ëèãàçíîé àêòèâ-
íîñòè òîïîèçîìåðàçû II, òàêèå êàê ýòîïîçèä, ïðèâîäÿò ê
íåîáðàòèìîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ, ïðè ýòîì ïî ìåðå óâå-
ëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà èíãèáèòîðà ïèê ðàñïðåäåëåíèÿ
ñìåùàåòñÿ â ñòîðîíó áîëåå êîðîòêèõ (50 ò. ï. í.) ôðàãìåí-
òîâ (Ðàçèí, Áûñòðèöêèé, 2015). Òàêèì îáðàçîì, êàæäàÿ
ïåòëÿ îáðàçóåò òîïîëîãè÷åñêè îáîñîáëåííûé äîìåí è
ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê ôóíêöèîíàëüíàÿ åäèíèöà ðåãóëÿ-
öèè ïðîöåññîâ ðåïëèêàöèè, òðàíñêðèïöèè è ðåïàðàöèè
ÄÍÊ, à òàêæå ïðåäïîëîæèòåëüíî êëåòî÷íîé ãèáåëè (Afa-
nasieva et al., 2013). Óñòàíîâëåíî, ÷òî èìåííî â ó÷àñòêàõ
ïðèêðåïëåíèÿ ïåòåëü íà÷èíàåòñÿ ðàñùåïëåíèå ÄÍÊ
àïîïòîòè÷åñêèìè «êðóïíîùåïÿùèìè» ãðàíçèí-À-àêòèâè-
ðóåìîé ýíäîíóêëåàçîé GAAD, íóêëåàçîé Artemis è êàñïà-
çîíåçàâèñèìîé ýíäîíóêëåàçîé G ñ îáðàçîâàíèåì ôðàã-
ìåíòîâ äëèíîé 50—300 ò. ï. í. (Vasquez, 2012), ò. å. ôðàã-
ìåíòîâ, íàáëþäàåìûõ â õâîñòå àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò
(ðèñ. 3).

Êàê óïîìèíàëîñü âûøå, ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ ýíäîíóê-
ëåàçàìè — ïðîöåññ íåîáðàòèìûé. Ïîýòîìó òðåáóþò îáú-
ÿñíåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûå ôàêòû, óêàçûâàþùèå íà òî,
÷òî â ðÿäå ñëó÷àåâ ôðàãìåíòèðîâàííàÿ ÄÍÊ àòèïè÷íûõ
ÄÍÊ-êîìåò ìîæåò áûòü âîññòàíîâëåíà. Áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè äî-
ìåííîé òîïîèçîìåðàçû II, îñóùåñòâëÿþùåé ATÔ-çàâè-
ñèìîå ðàñùåïëåíèå ÄÍÊ ó îñíîâàíèé äîìåííûõ ïåòåëü
è ñíÿòèå òîïîëîãè÷åñêîãî íàïðÿæåíèÿ íà ýòèõ ó÷àñòêàõ
ÄÍÊ ïðåäïîëîæèòåëüíî äëÿ êîíòðîëÿ çà âîçìîæíûìè
ïîâðåæäåíèÿìè ÄÍÊ è îñóùåñòâëåíèÿ ðåïàðàöèè (Li
et al., 1999). Ïðè ýòîì â ñëó÷àå óäà÷íîé ðåïàðàöèè ïî-
âðåæäåííîé ÄÍÊ âíåñåííûå ôåðìåíòîì ðàçðûâû èì æå
ëèãèðóþòñÿ ñ âîññòàíîâëåíèåì èñõîäíîé ñòðóêòóðû, à â
ñëó÷àå íåðåïàðèðóåìûõ ïîâðåæäåíèé àêòèâèðóþòñÿ ýí-
äîíóêëåàçû, ó÷àñòâóþùèå â àïîïòîòè÷åñêîé äåãðàäàöèè
ÄÍÊ.
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ßÌ — ÿäåðíûé ìàòðèêñ, TOP2 — äîìåííàÿ òîïîèçîìåðàçà II, MAR — matrix attachment region.



Òàêèì îáðàçîì, àêòèâàöèÿ â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå
ÄÍÊ äîìåííîé òîïîèçîìåðàçû II, âíîñÿùåé âðåìåííûå
ðàçðûâû â ÄÍÊ, ìîæåò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê îäèí èç âîç-
ìîæíûõ ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâàíèÿ àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êî-
ìåò. Ïîäòâåðæäåíèå äàííîé ãèïîòåçû ìîæåò áûòü ïîëó-
÷åíî â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ, â ÷àñòíîñòè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ìîäèôèêàòîðîâ êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè äîìåííîé òîïîèçîìåðàçû II.

Ôåíîìåí «ìàëûõ» ÄÍÊ-êîìåò

Íà ïðåïàðàòàõ êëåòîê êðîâè ïàöèåíòîâ ñ òÿæåëîé ñî-
÷åòàííîé òðàâìîé íàìè âïåðâûå áûëè âûÿâëåíû ðàíåå íå
îïèñàííûå â ëèòåðàòóðå ÄÍÊ-êîìåòû, èìåþùèå òèïè÷-
íóþ ìîðôîëîãèþ, íî ïðè ýòîì çíà÷èìî ìåíüøèõ ðàçìå-
ðîâ (ðèñ. 4). Ïîçäíåå àíàëîãè÷íûå ÄÍÊ-êîìåòû íàìè íà-
áëþäàëèñü íà ïðåïàðàòàõ ÄÍÊ-êîìåò êëåòîê èøåìèçèðî-
âàííîãî ìèîêàðäà êðûñ. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ îòìå÷åíû
ñëåäóþùèå îñîáåííîñòè òàêèõ «ìàëûõ» ÄÍÊ-êîìåò:
à) îíè èìåþò õâîñòû ïðèáëèçèòåëüíî îäèíàêîâîé äëèíû
ñ ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ â õâîñòå â ïðåäåëàõ 45—60 %; á) îá-
ùåå ñîäåðæàíèå ÄÍÊ (ãîëîâà + õâîñò) øèðîêî âàðüèðóåò
è ñîñòàâëÿåò ìàêñèìàëüíî ~1/3 îò çíà÷åíèÿ äëÿ òèïè÷-
íûõ ÄÍÊ-êîìåò; â) îíè âûÿâëÿþòñÿ òîëüêî â óñëîâè-
ÿõ íåéòðàëüíîãî ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà. Î÷åâèäíî, ÷òî òà-
êèå ÄÍÊ-êîìåòû ôîðìèðóþò êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ íà
ñòàäèè ãèáåëè, ïîñêîëüêó á*îëüøàÿ ÷àñòü õðîìàòèíà â
íèõ äåãðàäèðîâàíà. Ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü íåêðîòè÷å-
ñêóþ ãèáåëü, ïîñêîëüêó, âî-ïåðâûõ, òðàâìàòè÷åñêîå ïî-
ðàæåíèå ìîæåò ñîïðîâîæäàòüñÿ íåêðîçîì òêàíåé è ïîïà-
äàíèåì â êðîâîòîê ãèáíóùèõ êëåòîê, âî-âòîðûõ, íå-
êðîç ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ñëåäñòâèåì èøåìèè ìèîêàðäà.
Â ïîëüçó äàííîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâî-
âàòü ðàíäîìíûé õàðàêòåð ðàñùåïëåíèÿ õðîìàòèíà ïðè
íåêðîòè÷åñêîé ãèáåëè, ñîïðîâîæäàþùåãîñÿ îáðàçîâàíè-
åì ôðàãìåíòîâ ðàçëè÷íîé äëèíû. Ïðè ýòîì êîðîòêèå
ôðàãìåíòû ïðè ýëåêòðîôîðåçå ìîãóò ïîëíîñòüþ äèôôóí-
äèðîâàòü â ãåëå, à îñòàâøèåñÿ êðóïíûå ôðàãìåíòû —

ôîðìèðîâàòü ÄÍÊ-êîìåòó ìåíüøèõ ðàçìåðîâ è ñ ìåíü-
øèì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ, ò. å. «ìàëóþ». Çíà÷èìîñòü «ìà-
ëûõ» ÄÍÊ-êîìåò êàê áèîìàðêåðîâ ñïåöèôè÷åñêèõ
ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ è (èëè) ñîñòîÿíèé êëåòîê ìî-
æåò áûòü ïîëó÷åíà ïî ìåðå íàêîïëåíèÿ ìàññèâà ôàêòîëî-
ãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà.

Çàêëþ÷åíèå

Íåñìîòðÿ íà ìîðôîëîãè÷åñêóþ ñõîæåñòü, â îñíîâå
âîçíèêíîâåíèÿ àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò ìîãóò ëåæàòü ðàç-
ëè÷íûå êëåòî÷íûå ïðîöåññû, ïðîòåêàþùèå ïî ðàçëè÷-
íûì ìåõàíèçìàì, â çàâèñèìîñòè îò òèïà òêàíè (êëåòîê),
èíäóöèðóþùåãî ôàêòîðà, óðîâíÿ è âðåìåíè ýêñïîçèöèè è
ò. ä. Íåðåäêî èññëåäîâàòåëÿìè âûâîä î ïðèíàäëåæíîñòè
íàáëþäàåìûõ àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò ê òîìó èëè èíîìó
ïðîöåññó äåëàåòñÿ íà îñíîâå òåîðåòè÷åñêèõ ñîîáðàæå-
íèé, íå ïîäêðåïëåííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíî. Ýòî îáñòîÿ-
òåëüñòâî ïîðîæäàåò òåðìèíîëîãè÷åñêóþ è ôàêòîëîãè÷å-
ñêóþ ïóòàíèöó, êîòîðàÿ èìååòñÿ â ëèòåðàòóðå, ïîñâÿùåí-
íîé ìåòîäó ÄÍÊ-êîìåò. Î÷åâèäíî, ÷òî íàêîïëåííûé íà
ñåãîäíÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûé ìàòåðèàë òðåáóåò ïåðåîñ-
ìûñëåíèÿ äàííûõ è ðåâèçèè âûâîäîâ, à ñàì ôåíîìåí àòè-
ïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò òðåáóåò öåëåíàïðàâëåííîãî èçó÷åíèÿ
â ðàìêàõ ñóùåñòâóþùèõ è âíîâü âûäâèãàåìûõ ãèïîòåç.
Îòâåò íà âîïðîñ î ïðèðîäå àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò íå
òîëüêî ðàñøèðèò ñôåðû ïðàêòè÷åñêîãî ïðèëîæåíèÿ ìåòî-
äà, íî ìîæåò âíåñòè îïðåäåëåííûé âêëàä â ïîíèìàíèå
ìåõàíèçìîâ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòêè â íîðìå è ïðè
ïàòîëîãèè.

Ñ òî÷êè çðåíèÿ èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäà ÄÍÊ-êîìåò äëÿ
ðóòèííîé îöåíêè ãåíîòîêñè÷íîñòè íà ñåãîäíÿ öåëåñîîá-
ðàçíî ïðèäåðæèâàòüñÿ ñóùåñòâóþùåãî ïîäõîäà ó÷åòà
àòèïè÷íûõ ÄÍÊ-êîìåò êàê îòäåëüíîãî ïîêàçàòåëÿ, íå õà-
ðàêòåðèçóþùåãî ãåíîòîêñè÷íîñòü, íî óêàçûâàþùåãî íà
ñïîñîáíîñòü èññëåäóåìîãî àãåíòà èíäóöèðîâàòü â êëåò-
êàõ ïðîöåññû, ïðèâîäÿùèå ê îáðàòèìîé (íåîáðàòèìîé)
ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ.
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Ðèñ. 4. ÄÍÊ-êîìåòû êëåòîê èøåìèçèðîâàííîãî ìèîêàðäà êðûñû (à) è êëåòîê êðîâè ïàöèåíòà ñ òÿæåëîé ñî÷åòàííîé òðàâìîé (á, â).

Ñòðåëêàìè óêàçàíû «ìàëûå» ÄÍÊ-êîìåòû. Íåéòðàëüíûé ãåëü-ýëåêòðîôîðåç. Îêðàñêà SYBR Green I, îá. 20�.



Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ðåöåíçåíòó çà âû-
ñîêîïðîôåññèîíàëüíîå ðàññìîòðåíèå ñòàòüè è öåííûå
äëÿ íàøåé äàëüíåéøåé ðàáîòû èäåè è ñîîáðàæåíèÿ.
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PHENOMENON OF ATYPICAL DNA COMETS
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The phenomenon of atypical DNA comets in experiments using DNA comet assay is described and illu-
strated. The current hypotheses explaining the nature of atypical DNA comets and own vision of the issue are
considered. The practical importance of the registration of atypical DNA comets in assessing the genotoxicity is
discussed.
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