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ВНЕКЛЕТОЧНАЯ ДНК ПЛАЗМЫ КРОВИ БОЛЬНЫХ 
ШИЗОФРЕНИЙ СТИМУЛИРУЕТ TLR9-NF-kkB СИГНАЛЬНЫЙ 
ПУТЬ В КУЛЬТИВИРУЕМЫХ ЛИМФОЦИТАХ ЧЕЛОВЕКА
Ершова Е.С.1, Жесткова Е.М.2, Савинова Е.А.1, Костюк С.Э.1, 
Салимова Т.А.1, Вейко Н.Н.1
1 ФГБНУ «Медико-генетический научный центр имени академика Н.П. Бочкова», Москва, Россия  
2 Московский амбулаторный центр психиатрии, психотерапии и наркологии «Осознанность выбора», Москва, 
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Резюме. Шизофрения – психическое заболевание сложной этиологии. Множественные генети-
ческие факторы и факторы окружающей среды связаны с повышенным риском. В последнее время 
возрос интерес к роли иммунной системы в патофизиологии психических расстройств. Концепция 
нейровоспаления при нарушениях развития нервной системы приобретает широкий интерес, вклю-
чая роль Toll-подобных рецепторов.

Заболевание шизофренией ассоциировано с повышением концентрации циркулирующей вкДНК 
в крови человека. Наряду со значительным увеличением общей концентрации фрагментов вкДНК у 
больных шизофренией значительно изменяется состав фрагментов вкДНК по сравнению с клеточной 
ДНК: накапливаются GC-богатые фрагменты рибосомного повтора и происходит окисление основа-
ний. Аналогичные изменения, но менее выраженные, имеют место и для вкДНК здоровых доноров. 

Для подтверждения гипотезы о возможном участии фрагментов вкДНК больных шизофренией в 
индукции воспаления путем активации сигнального пути TLR9-NF-kB-цитокины мы исследовали 
действие выделенных из плазмы крови образцов вкДНК здоровых и больных шизофренией мужчин 
на культивируемые мононуклеары человека. 

В отличие от клеточной ДНК, вкДНК(SZ) и вкДНК(К) стимулируют в мононуклеарах транскрип-
цию гена TLR9. В результате в клетках уже через 1 час в 2,9 и 3,3 раза по сравнению с контролем воз-
растает количество РНК TLR9. Через 24 часа уровень РНК TLR9 немного снижается, но по-прежнему 
превышает контрольный в 2-3 раза. Через 1 час возрастает также и количество самого белка TLR9 со-
ответственно в 1,5 и 1,7 раза по сравнению с контролем. В отличие от РНК TLR9, уровень белка TLR9 
еще больше повышается через 24 часа культивирования.

Увеличение уровня экспрессии белка TLR9 коррелирует с увеличением в лимфоцитах количества 
транскрипционного фактора NF-kB и сопровождается нарастанием количества РНК гена провоспа-
лительного цитокина IL8, транскрипция которого контролируется фактором NF-kB. 
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Таким образом, вкДНК(SZ) и вкДНК(К) в лимфоцитах стимулируют сигнальный путь TLR9-NF-
kB-провоспалительные цитокины. Биологическое действие вкДНК зависит не только от GC-состава 
фрагментов, но и от концентрации этих фрагментов во внеклеточной среде. Поскольку концентра-
ции вкДНК в крови больных шизофренией по сравнению со здоровыми донорами значительно уве-
личены, то следует ожидать и гораздо большего уровня активации сигнального пути TLR9-NF-kB в 
клетках организма больных людей.

Образцы вкДНК больных шизофренией обладают выраженным биологическим действием на 
клетки иммунной системы, стимулируя синтез провоспалительных цитокинов путем активации сиг-
нального пути TLR9-NF-kB-провоспалительные цитокины. Высокое содержание вкДНК в плазме 
крови может быть одной из причин индукции и поддержания в организме больного шизофренией 
низкоуровнего воспаления.

Ключевые слова: шизофрения, воспаление, вкДНК, Toll-подобный рецептор, мононуклеары, IL-8

EXTRACELLULAR DNA FROM THE BLOOD PLASMA 
OF PATIENTS WITH SCHIZOPHRENIA STIMULATES  
THE TLR9-NF-kkB SIGNALING PATHWAY IN CULTURED HUMAN 
LYMPHOCYTES
Ershova E.S.a, Jestkova E.M.b, Savinova E.A.a, Kostyuk S.E.a, 
Salimova Т.A.a, Veiko N.N.a 
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Abstract. Schizophrenia is a mental illness of complex etiology. Recently, there has been increased interest in 
the role of the immune system in the pathophysiology of mental disorders. The concept of neuroinflammation 
in neurodevelopmental disorders is gaining widespread interest, including the role of Toll-like receptors.

Schizophrenia is associated with an increase in the concentration of cfDNA in human blood, and the 
composition of cfDNA fragments changes significantly compared to cellular DNA: GC-rich fragments of the 
ribosomal repeat accumulate and base oxidation occurs. Similar changes, but less pronounced, also occur for 
cfDNA from healthy donors.

To confirm the hypothesis about the possible participation of cfDNA in the inflammation induction, we 
studied the effect of cfDNA samples on cultured mononuclear cells.

Unlike cellular DNA, cfDNA(SZ) and cfDNA(K) stimulate transcription of the TLR9 gene in mononuclear 
cells. After 1 hour the amount of TLR9 RNA increases by 2.9 and 3.3 times compared to the control. After 24 
hours, the TLR9 RNA level decreases slightly, but is still 2-3 times higher than the control level. After 1 hour, 
TLR9 protein increases by 1.5 and 1.7 times, respectively, and further increased after 24h of culture.

An increase TLR9 protein expression correlates with an increase of the transcription factor NF-kB in 
lymphocytes and is accompanied by an increase in proinflammatory cytokine IL8 RNA, the transcription of 
IL8 is controlled by the NF-kB factor.

Thus, cfDNA(SZ) and cfDNA(K) stimulate the TLR9-NF-kB-proinflammatory cytokine signaling 
pathway in lymphocytes. The effect of cfDNA also depends on the concentration of these fragments in the 
extracellular environment. Since the concentrations of cfDNA in the blood of patients with schizophrenia are 
significantly increased compared to healthy donors, we should expect a much higher level of activation of the 
TLR9-NF-kB signaling pathway in the body cells of sick people.

Samples of cfDNA from patients with schizophrenia have a pronounced biological effect on cells of the 
immune system, stimulating the synthesis of pro-inflammatory cytokines by activating the TLR9-NF-kB-
proinflammatory cytokines signaling pathway. High levels of cfDNA in blood plasma may be one of the reasons 
for the induction and maintenance of low-level inflammation in schizophrenia.

Keywords: schizophrenia, inflammation, cfDNA, Toll-like receptor, mononuclear cells, IL-8
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Введение
Шизофрения – психическое заболевание 

сложной этиологии. Генетические факторы, фак-
торы окружающей среды и акушерские ослож-
нения влияют на развитие этой патологии [2, 
5, 6]. Заболеванию шизофренией сопутствует 
окислительный стресс и воспаление. В крови 
больных обнаружены высокие уровни цитоки-
нов, экспрессия генов которых контролируется 
транскрипционным фактором NF-kB [10]. Окис-
лительный стресс и воспаление приводят к уве-
личению уровня гибели клеток. В результате в 
циркуляции в 2-3 раза возрастает концентрация 
внеклеточной ДНК (вкДНК) [1]. ВкДНК по ну-
клеотидному составу значительно отличается от 
геномной ДНК. В составе вкДНК плазмы крови 
повышено содержание GC-богатых фрагментов 
генома [4]. 

В последнее время концепция нейрово-
спаления вызывает большой интерес с точки 
зрения поиска новых подходов к терапии [4]. 
Провоспалительный транскрипционный фак-
тор NF-kB может быть активирован различ-
ными путями, в том числе и путем активации 
Toll-подобных белков-рецепторов семейства 
TLR [7, 8, 9]. Значительное увеличение коли-
чества вкДНК в крови больных шизофренией 
и увеличение в циркуляции количества неме-
тилированных GC-богатых фрагментов рибо-
сомных генов [4] позволяет предположить, что 
фрагменты вкДНК могут выступать в роли ли-
гандов ДНК-сенсоров TLR9, которые образуют 
комплексы с CpG содержащими неметилиро-
ванными фрагментами вкДНК. TLR9 являются 
компонентами врожденной иммунной системы. 
Эти ДНК-сенсоры локализованы на поверх-
ности клеточной мембраны и в эндосомах [7]. 
Стимуляция TLR9 индуцирует сигнальный ка-
скад, который приводит к транслокации NF-kB 
в ядро и активации транскрипции генов про-
воспалительных цитокинов. 

Для подтверждения гипотезы о возможном 
участии фрагментов вкДНК больных шизофре-
нией в индукции воспаления путем активации 
сигнального пути TLR9-NF-kB-цитокины мы 
исследовали действие выделенных из плазмы 
крови образцов вкДНК здоровых и больных ши-
зофренией мужчин на культивируемые монону-
клеары человека. 

В исследовании приняли участие 10 здоровых 
мужчин и 10 мужчин – больных шизофренией в 
возрасте от 18 до 35 лет. ВкДНК выделяли из 0,8 
мл плазмы периферической крови методом экс-
тракции фенол-хлороформом. Концентрацию 
вкДНК определяли флуориметрически, с краси-

телем PicоGreen (Invitrogen, США) на спектроф-
луориметре (EnSpire PerkinElmer, США). Кон-
троль выделения ДНК и анализ длин фрагментов 
проводили электрофорезом в 1% агарозном геле. 
В исследование биологического действия бра-
ли суммарный образец вкДНК здорового кон-
троля и суммарный образец вкДНК больных 
(соответственно вкДНК(К) и вкДНК(SZ)). В 
образцах вкДНК было определено содержание 
GC-богатого маркера (рибосомного повтора, 
рДНК) методом нерадиоактивной количествен-
ной гибридизации [10]. 

Мононуклеары из периферической крови 4-х 
здоровых доноров выделяли центрифугировани-
ем в градиенте плотности (1,077 г/мл, «Панеко», 
Россия). Клетки инкубировали в присутствии 
вкДНК(SZ), вкДНК (К) и геномной ДНК в кон-
центрации 50 нг/мл среды [раствор Hanks, 1 мM 
HEPES (Fluka) и 10% ЭТС (HyClone, USA)].

Клетки для проточной цитометрии фикси-
ровали 3,7% формалином 30 мин при 4°С, обра-
батывали 90% метанолом. Использовали флуо-
ресцентно-меченные специфические антитела: 
TLR9 (NBP2-24729, Novus Bio, США), NF-kB 
(bs-0465r-cy7, Bioss, США). Клетки инкубиро-
вали с антителами (1 мкг/мл, 1 час, 25° С), про-
мывали PBS (Панеко, Россия) и анализирова-
ли на проточном цитофлуориметре CytoFlexS 
(Beckman Coulter, США).

Выделение РНК из клеток осуществляли с 
использованием набора RNAeasyPlus MiniKit 
(Qiagen, США). ПЦР в реальном времени про-
водили с использованием праймеров («Синтол», 
Москва) и красителя SybrGreen I на приборе 
StepOnePlus (Applied Byosystems, США). Прай-
меры, использованные в работе: TBP (референс-
ный ген) (F: 5’-GCCCGAAACGCCGAATAT-3’;  
R: 5’-CCGTGGTTCGTGGCTCTCT-3’) TLR9  
( T G A A G A C T T C A G G C C C A A C T G ; 
T G C A C G G T C A C C A G G T T G T ) ;  I L 8  
( A A A T C T G G C A A C C C T A G T C T G ; 
GTGAGGTAAGATGGTGGCTAAT).

Суммарные образцы вкДНК(К) и вкДНК(SZ) 
содержали соответственно 3,0 и 4,5 пг рДНК/ нг 
ДНК, что в 2-3 раза превышает содержание 
рДНК в образцах клеточной ДНК (1,7  пг/нг 
ДНК). Для анализа биологического действия 
вкДНК на лимфоциты в среду культивирования 
клеток добавляли образцы вкДНК и образец 
клеточной ДНК в концентрации 50 нг/мл среды 
на 1 час (ранний ответ) и на 24 часа (поздний от-
вет). В отличие от клеточной ДНК, вкДНК(SZ) 
и вкДНК(К) стимулируют в мононуклеарах 
транскрипцию гена TLR9. В результате в клет-
ках уже через 1 час в 2,9 и 3,3 раза по сравнению 
с контролем возрастает количество РНК TLR9. 
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Через 24 часа уровень РНК TLR9 немного сни-
жается, но по-прежнему превышает контроль-
ный в 2-3 раза (табл. 1).

Количество белка определяли методом про-
точной цитометрии, анализируя фракцию лим-
фоцитов. При действии вкДНК(SZ) и вкДНК(К) 
на фоне повышенного уровня РНК через 1 час 
возрастает также и количество самого белка 
TLR9 соответственно в 1,5 и 1,7 раза по сравне-
нию с контролем. В отличие от РНК TLR9, уро-
вень белка TLR9 еще больше повышается через 
24 часа культивирования. 

Увеличение уровня экспрессии белка TLR9 
коррелирует с увеличением в лимфоцитах коли-
чества транскрипционного фактора NF-kB че-
рез 1 час культивирования в 2-3 раза. Через 24 
часа количество фактора снижается, но превы-
шает контрольный уровень. Действие образцов 
вкДНК сопровождается нарастанием количества 
РНК гена провоспалительного цитокина IL8 
(табл. 1), транскрипция которого контролируется 
фактором NF-kB. 

Таким образом, вкДНК(SZ) и вкДНК(К) 
в лимфоцитах стимулируют сигнальный путь 
TLR9-NF-kB-провоспалительные цитокины. 
Эффекты, индуцируемые вкДНК(SZ) несколько 

превышают эффекты от вкДНК(К) при введении 
в среду культивирования образцов вкДНК в оди-
наковой концентрации. Биологическое действие 
вкДНК зависит не только от GC-состава фраг-
ментов, но и от концентрации этих фрагментов 
во внеклеточной среде. Поскольку концентра-
ции вкДНК в крови больных шизофренией по 
сравнению со здоровыми донорами значительно 
увеличены [1], то следует ожидать и гораздо боль-
шего уровня активации сигнального пути TLR9-
NF-kB в клетках организма больных людей.

Заключение
Образцы вкДНК больных шизофренией 

обладают выраженным биологическим дей-
ствием на клетки иммунной системы, стиму-
лируя синтез провоспалительных цитокинов 
путем активации сигнального пути TLR9-NF-
kB-провоспалительные цитокины. Высокое со-
держание вкДНК в плазме крови может быть 
одной из причин индукции и поддержания в ор-
ганизме больного шизофренией низкоуровнего 
воспаления.

ТАБЛИЦА 1. ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ НЕКОТОРЫХ ГЕНОВ, УЧАСТВУЮЩИХ В ОТВЕТЕ ЛИМФОЦИТОВ НА 
ДЕЙСТВИЕ ПРОБ вкДНК И клДНК. ДАННЫЕ ПЦР В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ (ГЕН) И ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ (БЕЛОК)

TABLE 1. CHANGES IN THE ACTIVITY OF GENES INVOLVED IN THE RESPONSE OF LYMPHOCYTES TO THE ACTION 
OF cfDNA AND clDNA SAMPLES. REAL-TIME PCR (RNA) AND FLOW CYTOMETRY (PROTEIN) DATA

Ген Белок 
Gene Protein

1 час
1 hour

24 часа
24 hours

клДНК
clDNA

вкДНК(К)
cfDNA(К)

вкДНК(SZ)
cfDNA(SZ)

клДНК
clDNA

вкДНК(К)
cfDNA(К)

вкДНК(SZ)
cfDNA(SZ)

TLR9 1,0±0,3 2,9±0,5* 3,3±0,5* 1,1±0,3 2,3±0,5* 2,9±0,5*

TLR9 1,1±0,1 1,5±0,4 1,7±0,3* 1,0±0,1 2,4±0,6* 2,3±0,5*

NF-kkB 1,4±0,1* 2,3±0,4* 2,9±0,3* 1,1±0,1 1,4±0,6 1,9±0,5*

IL8 1,0±0,2 1,7±0,4* 1,8±0,3* 1,0±0,1 2,4±0,2* 2,5±0,5*

Примечание. * – различия с контролем достоверны (p < 0,05).

Note. *, differences with control are statistically reliable (p < 0.05).
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