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Аннотация. В исследовании обсуждается содержание в мононуклеарных лейкоцитах отдельных 

компонентов, принимающих участие в эпигенетической регуляции, а так же репарации ДНК. В работе 
исследовано содержание в мононуклеарных лейкоцитах цельной крови здоровых лиц и реконвалесцен-
тов пневмонии протеина RAD50, DNMT3A, деацетилазы гистонов, GADD45A, ацетилазы гистонов, а так 
же особенности влияния на их уровень низкоинтенсивного электромагнитного излучения частотой 1 ГГц. 

У пациентов в постклиническую фазу инфекционно-воспалительного процесса, а так же у здоро-
вых лиц, выявлена чувствительность уровня исследованных факторов к воздействию низкоинтенсивного 
микроволнового излучения частотой 1 ГГц. Показана потенциальная способность микроволн модулиро-
вать разнообразные процессы в клетках, путем эпигенетической модификации ДНК и гистонов. Кроме 
того, микроволны способствуют репарации повреждений ДНК, стимулируя повышение в клетке белка 
RAD50 и GADD45A. 
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клетки цельной крови, микроволны. 
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Abstract. The study discusses the content in mononuclear leukocytes (MNCs) of the individual compo-

nents involved in epigenetic regulation and DNA repair. The article presents tcontent in the MNCs of healthy 
individuals and convalescent pneumonia protein RAD50, DNMT3A, deacetylate histones, GADD45A, acetylase 
of histones, and particularly of the influence on their level of low-intensity electromagnetic radiation with a fre-
quency of 1 GHz. Patients in the post-clinical phase of infectious-inflammatory process, as well as in healthy 
individuals, demonstrate the sensitivity of the content of the investigated factors to the effects of low intensity 
microwave radiation with a frequency of 1 GHz. It was shown potential ability of microwaves to modulate a 
variety of processes through epigenetic modification of DNA and histones. 

Keywords: DNMT3A, RAD50, GADD45A, Polycomb, Trithorax, microwaves, pneumonia, mononuc-
lear cells of whole blood. 

 
Поддержание стабильности ДНК и эффективное восстановление повреждений возникающих в 

процессе жизнедеятельности организма является необходимым условием сохранения активного индиви-
дуального долголетия организма. Вместе с тем, адаптивность к изменяющимся условиям среды требует 
изменений и модификации наследственной информации, модуляции процессов ее реализации для преци-
зионной адаптации к конкретным условиям жизнедеятельности. При этом воздействие на организм раз-
личных физических и химических факторов, зачастую сопровождается модификацией генетической ин-
формации, в том числе, за счет мутаций. Важное место в адаптивных механизмах играют молекулярные 
эпигенетические механизмы регуляции экспрессии генов, позволяющие с одной стороны изменить экс-
прессию отдельных генов, а с другой, передать соответствующие изменения последующим поколениям 
клеток [2]. В этих механизмах определяющую роль играют ферменты, изменяющие степень метилирова-
ния ДНК и гистонов, в частности ДНК-метилтрансферазы, гистонацетилазы, деацетилазы и метилтранс-
феразы. Группа белков, именуемая Trithorax, включающая в себя, в том числе протеин ASHL2, обеспечи-
вает контроль экспрессии генов за счет ремоделирования хроматина, усиливая метилирование гистонов 
Н3 и Н4 [10, 11]. Ацетилирование гистонов, определяющее изменение заряда молекулы, за счет которого 
так же осуществляется изменение структуры хроматина, осуществляется, в том числе, ацетилтрансфера-
зами, к которым относится протеин ЕР300 [12]. 
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Деацетилазы гистонов (HD), а так же белки семейства Polycomb, напротив, подавляя посттранс-
ляционные эпигенетические модификации гистонов, обеспечивают снижение экспрессии генов, опреде-
ляя сбалансированность процессов транскрипции на эпигенетическом уровне [13, 14]. Поддержание со-
ответствующего соотношения необходимо для нормального функционирования клетки в изменяющихся 
условиях среды, в том числе для успешного преодоления патологических процессов, таких как, напри-
мер, ишемия-реперфузия. Невозможность по какой-либо причине обеспечить перестройку хроматина и 
активировать соответствующие гены, приводит к развитию разнообразной патологии [3]. 

Процессы репарации повреждений генетического материала, определяющие стабильность генома, 
включают в себя механизмы распознавания повреждений, остановки клеточного цикла и восстановления 
структуры генетического материала. В виду сложности, такие процессы зачастую протекают с участием 
мультимолекулярных комплексов, в которые в частности входят такие белки как GADD45A и p53, обес-
печивающие идентификацию соответствующих угроз и остановку клеточного цикла, RAD50, BRCA1, 
обеспечивают устранение повреждений ДНК и т.д. [15-18]. В ходе репарации возможно устранение одно 
и двуцепочечных разрывов ДНК, удаление ошибочно спаренных и поврежденных азотистых оснований 
[17, 19]. Нарушение процессов репарации является предпосылкой для развития злокачественных образо-
ваний, сокращает продолжительность клеточной жизни, ускоряет процессы старения. Высокий уровень 
генотоксических факторов, таких как химические канцерогены, в том числе содержащиеся в продуктах 
питания, ультрафиолет, ионизирующее излучение рентгеновского диапазона, активные формы кислорода 
и т.п. способствуют истощению репаративных возможностей клеток, приводя к накоплению поврежде-
ний и клеточной гибели. Состояние водных сред, в которых протекают внутриклеточные биохимические 
процессы, в том числе репарация ДНК, так же оказывают влияние на их эффективность, за счет измене-
ния активности биохимических реакций [2, 20, 21]. 

Патологические процессы, в частности, вызванные инфекциями, а так же метаболическими нару-
шениями, так же способствуют снижению и истощению репаративного потенциала клеточной системы, 
ускоряя их старение, стимулируя апоптоз и аутофагию. В таких условиях с целью предупреждения по-
следствий негативного влияния факторов внешней среды необходимо усиление экспрессии генов, отве-
чающих за продукцию факторов репарации, а так же антиоксидантов. Активация генов, экспрессия кото-
рых может быть подавлена либо ослаблена по различным причинам, способна обеспечить стабильность 
ДНК, замедлить процессы старения, продлить и сохранить функциональную активность нормальных 
клеток, восстановить чувствительность опухолевых клеток к управляющему воздействию, активировать 
цитотоксические реакции в отношении трансформированных клеток [15, 17]. 

Результаты проведенных исследований свидетельствуют о том, что низкоинтенсивные микровол-
ны частотой 1 ГГц, обладающие способностью восстанавливать биофизические параметры водных сред, 
оказывают значимое биологическое влияние на процессы дифференцировки нормальных клеток, проли-
ферации опухолевых клеток, способствуют нормализации клеточного цикла, регулируя процессы апоп-
тоза и аутофагии [3, 5, 22]. При этом в нормальных клетках микроволны частотой 1 ГГц способствуют 
повышению уровня факторов, контролирующих клеточных цикл, в частности белков р53, р21, Bcl2, фак-
торов транскрипции, а так же повышению содержания в межклеточной жидкости антиоксидантов [6-8, 11]. 

Учитывая актуальность дальнейшего исследования состояния систем репарации ДНК и эпигене-
тической модификации ДНК и гистонов, у пациентов, перенесших инфекционно-воспалительный про-
цесс, а так же поиск методов коррекции и повышения активности состояния репарации генетического 
материала и предупреждения генотоксического действия эндо и экзоэкологических факторов, целью на-
стоящего исследования являлось изучение содержания в мононуклеарных клетках цельной крови в по-
стклиническом периоде внебольничной пневмонии и у здоровых лиц отдельных факторов репарации и 
эпигенетической модификации ДНК и гистонов на фоне воздействия на клетки цельной крови низкоин-
тенсивных микроволн частотой 1 ГГц [10, 12, 14]. 

Материалы и методы исследования. В соответствии с целью настоящей работы были обследо-
ваны 30 пациентов мужского пола с бактериальной внебольничной пневмонией (ВП) нетяжелого течения 
на 15–17-е сутки заболевания в возрасте от 20 до 35 лет, составившие основную группу. Контрольную 
группу составили 15 практически здоровых молодых человек из числа доноров крови в возрасте от 20 до 
33 лет. Материалом для исследования служила венозная кровь, забиравшаяся в утренние часы (с 7:00 до 
7:30) из локтевой вены. 

Для проведения исследования внутриклеточных маркеров 1 мл цельной крови вносили во флакон, 
содержащий 4 мл среды DMEM, гепарин (2,5 ЕД/мл), гентамицин (100 мкг/мл) и L-глютамин (0,6 мг/мл). 
Подготовленные таким образом образцы облучали в течение 45 минут аппаратом микроволновой тера-
пии «Акватон-02» (ООО «ТЕЛЕМАК», г. Саратов), на частоте 1,0 ± 0,03 ГГц (плотность потока энергии 
50 нВт/см2) [8, 22]. 

После облучения флаконы помещались на 3, 6 и 24 часа в термостат при 37 0С, после чего, а так 
же непосредственно после облучения, на градиенте фиколл-верографина (ρ=1,077) выделяли мононукле-
арные лейкоциты (МНК) с последующим приготовлением лизатов, для чего использовали 1 мл клеточ-
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ной суспензии содержащей 5×106 МНК. Выделенные МНК дважды отмывали в фосфатно-солевом буфе-
ре, после чего лизировали, используя буфер следующего состава: 10 mM Tris, pH 7,4; 100 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM NaF, 20 mM Na4P2O7, 2 mM Na3VO4, 1% Triton X-100, 10 % глицерола, 0,1 % 
SDS, 0,5% деоксихолата, 1 mM PMSF (матричный 0,3 М раствор в DMSO). В лизирующий раствор добав-
ляли (ex temporo) 1 % коктейля ингибитора протеаз (Sigma-Aldrich, США), выдерживали на льду (при t = 
+ 4-5 0C) в течение 15 минут. Полученные ядерно-цитоплазматические лизаты центрифугировали в тече-
ние 10 минут при 15 000 об/мин, с последующим аликвотированием и замораживанием при -76 0С. Под-
счет клеток и анализ жизнеспособности осуществляли с помощью счетчика TC20 (Bio-Rad, США). Жиз-
неспособность подготовленных клеточных культур составляла не менее 90%. Облучение образцов крови 
проводили с использованием генератора сигналов HP8664A с использованием излучающей антенны маг-
нитного типа в дальней зоне облучателя, непосредственно перед их помещением в термостат [4]. 

В ядерно-цитоплазматических лизатах МНК методом иммуноферментного анализа (ИФА) оцени-
вали концентрацию следующих протеинов: RAD50, GADD45A, DNMT3A, EP300, HD, ASH2L. При прове-
дении ИФА использовали наборы реактивов Cusabio Biotech (КНР). Исследование содержания указан-
ных факторов проводили на анализаторе Personal LAB (Adaltis Italia S.p.A., Италия). 

Статистическую обработку проводили в программе Statistica 7.0. Результаты исследования пред-
ставлены в виде: среднее значение признака (x), выборочного среднеквадратичного отклонения (s), ме-
дианы (Ме), 25 и 75 процентили выборки (25%; 75%). Статистическую значимость (р) межгрупповых 
различий в несвязанных выборках оценивали с помощью U-критерия Манна-Уитни, в связанных – с ис-
пользованием Т-критерия Уилкоксона. 

Результаты и их обсуждение. Результаты оценки содержания исследованных факторов в МНК в 
группах исследования представлены в табл. 

 
Таблица 

 
Содержание исследованных факторов в группах 

 

Фактор 
Группы исследования 

Контрольная группа Основная группа 
х 25% Me 75% х 25% Me 75% 

RAD50, нг/мл 0,762 0,707 0,794 0,818 0,636 0,57 0,643 0,719 
GADD45A, нг/мл 0,464 0,448 0,471 0,48 0,351 0,317 0,339 0,39 
DNMT3A, нг/мл 0,484 0,31 0,458 0,659 0,38 0,313 0,391 0,443 

EP300, нг/мл 0,369 0,304 0,35 0,434 0,667 0,59 0,662 0,766 
HD, нг/мл 0,567 0,475 0,628 0,659 0,495 0,426 0,487 0,534 

ASH2L, нг/мл 0,49 0,45 0,471 0,53 0,498 0,452 0,53 0,546 
 

 
Результаты анализа содержания в МНК факторов репарации и эпигенетической модификации 

ДНК и гистонов показали снижение у реконвалесцентов уровня RAD50 на 15,8% (p<0,001), DNMT3A на 
27,1% (p<0,05). На этом фоне в основной группе, в сравнении с группой контроля, отмечалось повыше-
ние содержания в клетках протеина GADD45A на 8,7% (p<0,005), HD на 17,5% (p<0,05), ASH2L на 2,0% 
(p>0,1), EP300 на 2,7% (p>0,1). 

Указанные изменения свидетельствуют о формировании дефицита факторов репарации у реконва-
лесцентов, и, очевидно, связанным с этим компенсационным повышением уровня деацетилазы гистонов 
и белка GADD45А, негативных регуляторов клеточной пролиферации и экспрессии генов. Полученные в 
настоящем исследовании данные, указывающие на дизрегуляцию молекулярных механизмов в МНК у 
пациентов, перенесших ВП, позволяют говорить об общем угнетении функциональной активности кле-
ток цельной крови, что, очевидно, является проявлением клеточного стресса, связанного, в том числе, с 
проводимым лечением. 

Динамика содержания в клетках, подвергнутых облучению, исследованных факторов представле-
на на рис. 
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Рис. Динамика эффектов облучения в группах 
 

Примечание: эффект облучения – различие средних значений исследованных факторов в облучен-
ных культурах, в сравнении с необлученными образцами (‰); 0, 3, 6, 24 – оценки исследованных показа-
телей непосредственно после облучения, через 3, 6 и 24 часа после воздействия. Столбцы – величина 
различий исследованных показателей до облучения и спустя определенное время после воздействия; ли-
нии – величина различий исследованных показателей в сравнении с предыдущим периодом наблюдения. 
ВП, ВП1 – основная группа, К, К1 – группа контроля. 

Результаты проведенного анализа динамики эффектов микроволнового облучения цельной крови 
показали, что содержание в МНК белков RAD50, EP300, GADD45A повышалось наиболее значительно 
уже спустя три часа после прекращения воздействия. Содержание ацетилазы гистонов – белка EP300 
отличалось вторым подъемом содержания в клетке к исходу первых суток после однократного облуче-
ния. Уровень DNMT3A наиболее интенсивно повышался сразу после облучения, а так же спустя 24 часа, 
позволяя говорить о двухфазовом характере СВЧ-стимулированной динамики его изменений в облучен-
ных МНК. Наиболее выраженное снижение уровня гистондеацетилазы отмечалось спустя 3 часа после 
облучения. Выявленные изменения носили сходный характер в основной группе и группе контроля. При 
этом у практически здоровых лиц, в целом, по величине изменений, влияние микроволн отличалось 
меньшим эффектом. 

Влияние микроволн на содержание в МНК белка ASH2L, принимающего участие в регуляции 
структуры хроматина и поддержании экспрессии генов, в основной группе отличается двухфазовым ха-
рактером с максимумами прироста его содержания в клетке спустя 6 часов, а так же непосредственно 
после облучения. В группе контроля, максимум прироста концентрации отмечается спустя 3 часа после 
воздействия. При этом влияние микроволн частотой 1 ГГц на его уровень в клетках контрольной группы, 
в целом, больше, чем в основной группе. Анализ динамики изменений уровня ASH2L и EP300 показал, 
что подъему ЕР300 предшествует увеличение ASH2L. Таким образом, ацетилированию гистоновых бел-
ков стимулируемому резонансными микроволнами частотой 1 ГГц, может предшествовать их метилиро-
вание, что способствует повышению экспрессии соответствующих генов, ответственных, в частности, за 
репарацию и регенерацию тканей. Наблюдаемое снижение в облученных МНК содержания деацетилазы 
гистонов способствует сохранению эпигенетической модификации, вызванной влиянием микроволн и 
поддержанию активности процессов транскрипции. Таким образом, процессы эпигенетической регуля-
ции реализации генетической информации в МНК являются чувствительными к воздействию микроволн, 
что определяет формирование разнообразных эффектов облучения, в частности, изменение пролифера-
тивной активности клеточных культур и степени их дифференцировки [9, 22]. 

Выявленные изменения содержания в МНК факторов эпигенетической модификации ДНК и гис-
тонов, сопровождаются так же повышением содержания белков RAD50, GADD45A и DNMT3A, что по-
зволяет говорить о том, что экспрессия соответствующих генов регулируется посредством изменения 
структуры хроматина, влияние на которое оказывают низкоинтенсивные микроволны. При этом повы-
шение в облученных культурах содержания белка GADD45A так же может являться следствием актива-
ции под влиянием микроволн ядерного фактора транскрипции NF-κB, контролирующего, в том числе, 
экспрессию гена Gadd45, а так же генов, обеспечивающих антиоксидантную защиту, в частности, супер-
оксиддисмутазы и глутатионредуктазы [18, 19]. Наблюдаемое под влиянием микроволн повышение 
уровня протеина GADD45А, может сочетаться с повышением его активности, учитывая, что активирую-
щее влияние на данный белок имеет протеин р53 и терминальные протеинкиназы семейства MAPK (p38 
и JNK), уровень фосфорилированных форм которых повышается под влиянием облучения [15, 17, 18]. 
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Таким образом, через эпигенетические механизмы, низкоинтенсивное резонансное микроволновое 
излучение оказывает влияние на внутриклеточные процессы, стимулируя, в том числе, репарацию ДНК. 
Кроме того, защитное действие низкоинтенсивных микроволн так же реализуется за счет активируемой 
транскрипции генов соответствующих факторов, определяющих повышение в облученных культурах 
уровня антиоксидантов, обеспечивающих защитное действие на клетки за счет снижения генотоксиче-
ских эффектов активных радикалов кислорода [2, 9]. При этом однократное воздействие на клетки цель-
ной крови низкоинтенсивных микроволн частотой 1 ГГц способствует у пациентов, перенесших острый 
инфекционно-воспалительный процесс нижних отделов респираторного тракта частичной нормализации 
содержания в клетке факторов эпигенетической модификации ДНК и гистонов, а так же репарации по-
вреждений ДНК. Указанные свойства низкоинтенсивных микроволн могут быть использованы в профи-
лактических целях для повышения устойчивости внутриклеточных молекулярных систем к разнообраз-
ным стрессорам. Кроме того, возможность изменения активности эпигенетических механизмов может 
быть использована для репрограммирования трансформированных опухолевых клеток. Особенности 
влияния микроволн на JAK/STAT-сигнальный путь, а так же уровень в клетке ДНК-метилтрансфераз, яв-
ляется одним из возможных молекулярных механизмов модификации активности фибробластов и Т-
лимфоцитов цельной крови, подвергнутых облучению [6, 22, 23, 24]. Вместе с тем, очевидно, что рас-
смотренный вопрос нуждается в более детальном изучении [13]. 

Выводы: 
1.  Реконвалесценция острого инфекционно-воспалительного процесса сопровождается статисти-

чески значимым снижением содержания в МНК белка RAD50 на 15,8% и DNMT3A на 27,1%. Указанные 
изменения сопровождались повышением уровня GADD45A на 8,7% и HD на 17,5%, а так же тенденцией 
к повышению концентрации ASH2L и EP300. 

2.  Воздействие низкоинтенсивных микроволн частотой 1 ГГц на клетки цельной крови спустя 
24 часа после облучения сопровождалось статистически значимым повышением содержания в МНК 
практически здоровых лиц белка RAD50 на 7,8‰, GADD45A на 12,8‰, DNMT3A на 12,2‰, ЕР300 на 
13,4‰, ASH2L на 12,1 ‰, а так же снижением уровня HD на 7,1‰. 

3.  У реконвалесцентов ВП микроволны способствовали повышению содержания белка RAD50 на 
7,8‰, GADD45A на 16,8‰, DNMT3A на 15,5‰, ЕР300 на 10,0‰, ASH2L на 11,9‰, при снижении содер-
жания HD на 6,0‰. Величина эффекта облучения в основной группе, в отношении содержания в клетке 
GADD45A и DNMT3A в 1,3 раза превышала соответствующие значения группы контроля. Влияние мик-
роволн на уровень в МНК белка EP300 в основной группе составило лишь 70% от такового, наблюдав-
шегося в группе контроля. 

4.  Полученные результаты позволяют говорить о том, что низкоинтенсивные микроволны часто-
той 1 ГГц способствуют модификации структуры нуклеосом и транскрипции генов, а так же повышению 
интенсивности процессов репарации ДНК. Биологические эффекты микроволн могут реализовываться за 
счет эпигенетической модификации экспрессии генов, что позволяет рассматривать данный физический 
фактор в качестве возможного средства тонкой регуляции активности различных типов клеток, благода-
ря универсальному механизму формирующихся молекулярных изменений. 
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