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обследовано 318 детей  C

и подростков (174 мальчика; 
144 девочки), экспонированных 
радоном в бытовых условиях 
и 65 человек (23 мальчика; 
42 девочки) группы сравнения. 
с использованием микроядерного 
теста в клетках буккального 
эпителия установлено значимое 
увеличение частот выявления 
клеток с цитогенетическими 
и пролиферативными аномалиями 
в группе экспонированной радоном. 
исследованы ассоциации 
полиморфизма генов NBS1 
(rs1805794), ATM (rs1801516), 
ADPRT (rs1136410) с уровнем 
кариологических нарушений 
буккальных эпителиоцитов. 
для экспонированной группы 
установлена ассоциация 
полиморфизма NBS1 glu185gln 
с  повышением частот выявления 
протрузий типа «разбитое яйцо» 
и апоптозных тел. носительство 
генотипа NBS1 185glu/gln & ATM 
1853asp/asp характеризуется 
повышенным уровнем 
цитогенетических повреждений, 
а аллельный вариант NBS1 
185glu/glu & ATM 1853asp/asn 
носит протективный характер. 
В контрольной группе значимых 
ассоциаций не выявлено.
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влияние полиморфизма Генов репарации днк на 
кариолоГический статус клеток буккальноГо 
эпителия человека при экспозиции радоном

ВВедение 

В последние годы существенно возрос интерес к экогенетическим 
и биомедицинским проблемам, связанным с воздействием на население 
радона и дочерних продуктов его распада в бытовых условиях. При сред-
ней суммарной дозе облучения человека в 3,46 мЗв/год, на долю изото-
пов радона приходится 2,12 мЗв/год (Онищенко, 2008), что составля-
ет 50–60 % от естественных радиационных источников (Уткин, 2000). 
Радон — химически инертен, но ионизированные продукты его распада 
(радионуклиды полония, висмута, свинца) сорбируются пылью и влагой, 
образуя α-радиоактивные аэрозольные частицы (Рихванов, 2009). На-
иболее опасны аэрозоли субмикронных размеров, которые могут оседать 
в верхних дыхательных путях, ротовой полости, создавая локальные ис-
точники α-облучения клеток. По данным Hei et al. (1997), до 80 % кле-
ток эпителия выживают после попадания α-частиц, при этом фракция 
этих клеток характеризуется повышенной частотой мутаций и может яв-
ляться источником возникновения злокачественных новообразований. 
Вклад радона в смертность от рака легких в странах Европы оценивается 
в 9 % (Darby et al., 2005), а в Канаде данный показатель составляет 10 % 
(Copes et al., 2007).

Основными препятствиями оценки генотоксических эффектов облу-
чения от радона в бытовых условиях являются его низкая концентрация 
в помещениях, трудности формирования выборки лиц, подвергающихся 
воздействию одинаковой интенсивности, возможное влияние возраста, 
хронических патологий, профессиональных факторов, особенностей пита-
ния и вредных привычек (Oestreicher et al., 2004). Данная проблема может 
быть решена при формировании обследованных групп из детей и подрост-
ков, проживающих в детских домах и интернатах.

Не менее важной задачей при проведении экогенетических исследова-
ний является подбор адекватных методов. В настоящее время для оценки 
мутагенного воздействия факторов внешней среды, в том числе и радиаци-
онной природы, широко используются метод учета хромосомных аберра-
ций в лимфоцитах периферической крови (Hamza et al., 2009; Голуб и др., 
2010; Мельнов и др., 2008), микроядерный тест в культурах лимфоцитов 
с цитокинетическим блоком (Пелевина и др., 2010), метод флюорисцент-
ной гибридизации in situ (FISH) (Tawn, 2006; Oestreicher et al., 2004; Ти-
мошевский и др., 2010), а также метод комет (Comet-assay) (Hellman et al., 
1999). Вышеперечисленные методы характеризуются высокой точностью, 
но требуют инвазии и являются дорогостоящими. Для скрининговых ис-
следований наиболее подходящим является микроядерный тест в бук-
кальных эпителиоцитах. Использование для биоиндикационных исследо-
ваний клеток буккального эпителия имеет ряд преимуществ, так как они 
подвергаются непосредственному воздействию атмосферных аэрозолей, 
кариологические повреждения и нарушения пролиферации, происходя-
щие в клетках базального слоя, можно наблюдать во внешних слоях кле-
ток, кроме того, их получение не требует инвазии и максимально безопас-
но. Развернутый микроядерный тест позволяет выявить генотоксические, 
пролиферативные эффекты, а также определить приоритетные механиз-
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мы гибели клеток (некроз/апоптоз) под воздействием 
факторов внешней среды, в том числе и ионизирующе-
го излучения (Сычева и др., 2013).

Прямые и опосредованные последствия воздейс-
твия ионизирующей радиации во многом определяются 
индивидуальными конститутивными особенностями. 
Одним из факторов дифференциальной радиочувс-
твительности человека является функциональная ак-
тивность ферментов репарации ДНК, обусловленная 
полиморфизмом соответствующих генов (Гончаро-
ва, 2003). Поэтому для более корректной оценки гено- 
и цитотоксических эффектов от воздействия ионизи-
рующей радиации следует учитывать индивидуальные 
генотипические особенности.

При проведении генетического и экологическо-
го мониторинга на территориях Кемеровской области 
сотрудниками кафедры генетики КемГУ была выяв-
лена группа детей и подростков, проживающих и обу-
чающихся в школе-интернате г. Таштагол, в воздухе 
жилых и учебных помещений которого стабильно ре-
гистрируется сверхнормативные концентрации радо-
на; показатель эквивалентной равновесной объемной 
активности радона составляет 314,4 Бк/м3 при допус-
тимом значении 200 Бк/м3 (Нормы радиационной бе-
зопасности, 2009). Для данной когорты установлены 
кластогенные эффекты воздействия радона, выражаю-
щиеся в повышенной частоте хромосомных аберраций 
относительно групп, проживающих в районах с нор-
мальной по радиационным параметрам обстановкой 
(Дружинин и др., 2010).

Целью настоящей работы является оценка воз-
действия повышенных доз радона в бытовых условиях 
на гено-, цитотоксические и пролиферативные показа-
тели буккальных эпителиоцитов с учетом носительс-
тва различных вариантов генов репарации ДНК.

материалы и метОды 

Исследовано две группы детей и подростков из раз-
личных по радиационной обстановке районов Кеме-
ровской области. Экспонированная радоном группа 
сформирована из 318 воспитанников школы-интерна-
та № 3 г. Таштагол, обследование которых проводи-
лось в течение 4 лет. Контрольная выборка включила 
65 детей и подростков, проживающих в сельских на-
селенных пунктах в условиях отсутствия выраженно-

го загрязнения окружающей среды по радиационным 
и химическим показателям: с. Красное Ленинск-Куз-
нецкого района и с. Пача Яшкинского района. Все экс-
пидиционные выезды осуществлялись в зимний пери-
од. Половозрастная структура обследованных выборок 
представлена в таблице 1.

Сбор анамнестических данных проводили путем 
устного анкетирования и анализа медицинских карт 
(форма 025/у-87). Учитывали наличие хронических 
и инфекционных заболеваний, курения, прием ле-
карственных препаратов, рентгенодиагностические 
процедуры за 3 месяца до сбора материала. На мо-
мент обследования все индивиды были практически 
здоровы.

Материалом для исследования послужили образ-
цы ДНК, выделенные из лимфоцитов периферической 
крови, и препараты буккального эпителия. Забор био-
логического материала производился после подписа-
ния родителями либо лицами, осуществляющими опе-
ку несовершеннолетних, формы информированного 
согласия.

Цитогенетический анализ 
Приготовление цитогенетических препаратов 

осуществляли с учетом рекомендаций Thomas et al. 
(2009). Перед взятием образцов буккального эпите-
лия обследуемые тщательно ополаскивали рот очи-
щенной питьевой водой. Сбор материала проводили 
смоченным в буферном растворе (Tris HCl, EDTA, 
NaCl, pH = 7) шпателем. После трехкратной промыв-
ки клетки раскапывали на предварительно отмытые 
и подогретые предметные стекла. Препараты фикси-
ровали фиксатором Кларка, окрашивание проводили 
2,5%-м раствором ацетоорсеина и 1%-м спиртовым 
раствором светлого зеленого. Анализ препаратов 
проводили на микроскопе Nikon E200 при увеличении 
100 × 1,5 × 10.

На препаратах учитывали 12 кариологических 
показателей (рис. 1). Идентификацию микроядер 
(МЯ) проводили с помощью классических критери-
ев (Tolbert et al., 1992). Регистрацию таких ядерных 
аномалий, как двуядерность, конденсированный хро-
матин, пикноз, кариорексис, кариолизис, протрузии 
типа «пузырек», «разбитое яйцо», «язык», ядра с цен-
тральной круговой насечкой, ядра с перинуклеарными 
и ядерными вакуолями, ядра атипичной формы и клет-

Обследуемые  
группы

Мальчики Девочки
Средний возраст, лет,

(M ± m) µ ± s

Экспонированная радоном 174 144 12,30 ± 0,16

Контрольная 23 42 15,32 ± 0,30

M — среднее значение, m — ст. ошибка средней

Таблица 1
половозрастная структура обследованных групп  
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ки с апоптозными телами осуществляли с учетом реко-
мендаций Сычевой Л. П. (Сычева, 2007). Частоту кле-
ток с МЯ, протрузиями ядра, ядром атипичной формы, 
с двумя ядрами, с круговой насечкой, перинуклеарны-
ми и ядерными вакуолями выражали в промилле ( ‰). 
Клетки с конденсацией хроматина в ядре, кариорекси-
сом, кариопикнозом, кариолизисом и апоптозными те-
лами являются не подходящими для учета МЯ, поэто-
му их частоту выражали как число клеток, найденных 
сверх 1000.

Молекулярно-генетический анализ 
Для анализа полиморфизма генов nBS1 Glu185Gln, 

AtM Asp1853Asn и ADPRt Val762Ala ДНК выделя-
ли из лимфоцитов периферической крови методом 
«ДНК- экспресс». Типирование аллельных вариантов 
генов репарации ДНК осуществляли с использова-
нием аллель-специфической ПЦР и набора реаген-
тов «SNP-экспресс», разработанного НПФ «Литех» 
(г. Москва) (Руководство по применению диагности-
ческих наборов…, 2012). Продукты амплификации 
выявляли электрофоретическим методом в 3%-м ага-
розном геле, визуализацию и документирование по-
лученных результатов проводили с использованием 
трансиллюминатора Vilber Lourmat ECX-15.M и ви-
деосистемы Gel Imager 2 производства ООО «Компа-
ния Хеликон».

Статистическую обработку результатов проводи-
ли с помощью пакета программ Statsoft Statistica 6.0. 
Достоверность отличий количественных показателей 
микроядерного теста между группами оценивали с ис-
пользованием U-критерия Манна–Уитни (Закс, 1976, 
С. 270), различия считали значимыми при p < 0,05. 
Соответствие частот распределения генотипов равно-
весию Харди-Вайнберга определяли с помощью кри-
терия χ2 (Вейр, 1995, С. 87). Сравнение характеристик 
распределения частот генотипов в опытной и конт-
рольной группах проводили с использованием крите-
рия χ2 Пирсона (Лакин, 1980, С. 126). При расчете с по-
мощью U-теста Манна–Уитни ассоциаций различных 
генотипов генов репарации ДНК и их сочетаний с ка-
риологическими показателями буккального эпителия 
использовалась FDR поправка уровня значимости (р) 
для множественных сравнений (Benjamini, Yekutieli, 
2001, P. 1165).

результаты 

Результаты проведенного анализа кариологических 
показателей буккального эпителия в обследованных 
группах представлены в табл. 2.

Цитогенетические показатели
Микроядерный тест является чувствительным 

к воздействию веществ различной природы, в том 
числе и радиационной (Беляева и др., 2007). Отмече-
но дву кратное превышение частоты встречаемости 
микроядер в экспонированной группе относительно 
контрольной выборки (p = 0,003). Дифференцирован-
ный анализ встречаемости протрузий показал досто-
верное превышение доли клеток с протрузией типа 
«язык» в 2 раза (p = 0,048), типа «пузырек» в 2,5 раза 
(p < 0,001). Интегральные показатели цитогенетичес-
ких нарушений (суммарная частота протрузий и цито-
генетических нарушений) в экспонированной группе 
в 2,5 раза превысили соответствующие значения от-

рис. 1. Кариологические показатели буккального эпителия. 
а — буккальный эпителиоцит в норме; б — клетка 
с двумя микроядрами (указано стрелкой); в — клет-
ка с протрузией типа «пузырек» (указано стрелкой); 
г — клетка с протрузией типа «язык» (указано стрел-
кой); д — клетка с протрузией типа «разбитое яйцо» 
(указано стрелкой); е — клетка с атипичной формой 
ядра; ж — клетка с двумя изолированными ядрами; 
з — клетка с круговой насечкой; и — клетка с пери-
нуклеарной вакуолью (указано стрелкой); к — клетка 
с конденсацией хроматина; л — клетка с вакуолизаци-
ей ядра; м — клетка с кариопикнозом; н — клетка с ка-
риорексисом; о — клетка с кариолизисом; п — клетка 
с апоптозными телами (указано стрелкой)
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носительно группы сравнения (p < 0,001 и p < 0,001 со-
ответственно). Для контрольной выборки отмечено 
превышение по частоте встречаемости клеток с про-
трузией типа «разбитое яйцо» (p = 0,039) и с атипич-
ной формой ядра (p < 0,001) (табл. 2).

Показатели нарушения пролиферации
Для группы экспонированной радоном установле-

но статистически достоверное двукратное увеличе-
ние средней частоты выявления двуядерных клеток 
(p < 0,001), клеток со сдвоенными ядрами в 1,5 раза 
(p < 0,001) и интегрального показателя пролиферации 
в 1,5 раза (p < 0,001) (табл. 2).

Показатели деструкции ядра 
Анализ показателей деструкции ядра у обследо-

ванных экспонированной группы показал 5-кратное 
превышение по частоте клеток с вакуолизацией ядра 
(p < 0,001), 4-кратное по частоте выявления апоптоз-
ных тел (p = 0,001) и почти 3-кратное по встречаемости 
клеток с кариопикнозом (p < 0,001) в опытной группе 
в сравнении с контрольной. Для контрольной группы 
установлено значимое превышение по частоте встре-
чаемости клеток с конденсацией хроматина (p < 0,001) 
и лизисом ядра (p = 0,008) относительно экспониро-
ванной группы (табл. 2).

Проведено молекулярно-генетическое типирование 
полиморфных вариантов кандидатных генов радио-
чувствительности: nBS1 (rs1805794), AtM (rs1801516), 
ADPRt (rs1136410). Частоты генотипов и аллелей изу-
ченных генов в обследованных группах представлены 
в таблице 3. Между опытной и контрольной группами 
установлены отличия характеристик распределения 
генотипов по гену ADPRt (X2 = 7,314, p = 0,0258).

Показатели, ‰ Экспозиция радоном (n = 318) Контроль (n = 65)

Цитогенетические показатели

Частота клеток с микроядрами 0,79 ± 0,07 (0–8)* 0,42 ± 0,11 (0–6)

Частота клеток с протрузиями 3,80 ± 0,18 (0–24)* 1,68 ± 0,22 (0–10)

Частота клеток с протрузиями типа «разбитое яйцо» 0,12 ± 0,02 (0–3)* 0,20 ± 0,05 (0–2)

Частота клеток с протрузиями типа «язык» 0,28 ± 0,03 (0–3)* 0,14 ± 0,05 (0–2)

Частота клеток с протрузиями типа «пузырек» 3,42 ± 0,18 (0–24)* 1,34 ± 0,19 (0–10)

Суммарная частота цитогенетических повреждений 4,74 ± 0,2 (0–25) * 2,14 ± 0,30 (0–17)

Частота клеток с ядром атипичной формы 17,58 ± 0,51 (0–61)* 22,71 ± 1,41 (3–53)

Показатели пролиферации

Частота клеток с двумя ядрами 2,95 ± 0,15 (0–12)* 1,48 ± 0,25 (0–14)

Частота клеток с круговой насечкой 5,48 ± 0,23 (0–28)* 3,57 ± 0,38 (0–16)

Суммарная частота 8,51 ± 0,33 (0–31) * 5,05 ± 0,47 (0–19)

Показатели ранней стадии деструкции ядра (апоптоза/некроза)

Частота клеток с перинуклеарной вакуолью 20,88 ± 1,11 (0–168) 18,40 ± 2,45 (1–105)

Частота клеток с конденсацией хроматина 77,36 ± 3,43 (1–353)* 139,74 ± 8,57 (41–350)

Частота клеток с вакуолизацией ядра 26,91 ± 1,77 (0–182)* 4,63 ± 1,09 (0–60)

Показатели завершения деструкции ядра (апоптоза/некроза)

Частота клеток с кариорексисом 2,59 ± 0,28 (0–46) 3,43 ± 0,77 (0–27)

Частота клеток с кариопикнозом 10,17 ± 0,65 (0–71)* 4,11 ± 0,49 (0–19)

Частота клеток с кариолизисом 182,98 ± 6,92 (12–735)* 251,98 ± 22,65 (11–821)

Частота клеток с апоптозными телами 0,47 ± 0,05 (0–7)* 0,12 ± 0,04 (0–1)

* — различия между группами статистически значимы (p < 0,05, U-критерий Маннна–Уитни)

Таблица 2
средние значения (m ± m) и пределы варьирования (в скобках) кариологических показателей буккальных эпи-
телиоцитов обследованных из экспонированной радоном и контрольной групп  

Группы Генотипы ( % ± m) Аллели
nBS1 Glu185Gln

Glu/Glu Glu/Gln Gln/Gln Glu Gln
Экспозиция 40,98±4,71 45,49±4,53 13,53±5,70 0,6372 0,3628

Контроль 54,17±9,77 35,42±11,59 10,42±13,66 0,7188 0,2812
АТМ Asp1853Asn

Asp/Asp Asp/Asn Asn/Asn Asp Asn
Экспозиция 87,82±1,98 11,54±5,33 0,64±5,64 0,9359 0,0641

Контроль 85,25±4,92 13,11±11,93 1,64±12,70 0,9180 0,0819
ADPRt Val762Ala

Val/Val Val/Ala Ala/Ala Val Ala
Экспозиция 38,73±4,41 43,81±4,22 17,46±5,12 0,6063 0,3937

Контроль 54,55±9,09 40,00±10,44 5,45±13,11 0,7455 0,2545

Таблица 3
частоты генотипов и аллелей изученных генов в экспо-
нированной радоном и контрольной группах  
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Модифицирующее влияние полиморфизма изучен-
ных генов установлено для цитогенетических показа-
телей и показателей деструкции ядра. Значимые ассо-
циации полиморфизма изученных генов с частотами 
кариологических нарушений буккальных эпителиоци-
тов представлены в таблице 4.

Проведено исследование ассоциаций между раз-
личными вариантами парных сочетаний изученных 
генов и кариологическими показателями. Выявлены 
значимые отличия по суммарной частоте встречаемос-
ти протрузий у носителей различных аллельных вари-
антов сочетаний nBS1&AtM (рис. 3).

ОБсуЖдение 

Современный протокол микроядерного теста вклю-
чает учет микроядер как основного показателя гено-
токсичности, так как их образование связывают с ацен-
трическими фрагментами хромосом, почкованием ядер 
или нарушениями расхождения целых хромосом на ста-
диях анафазы митоза, а также с незавершенностью те-
лофазы (Беляева и др., 2007). Ядерные протрузии типа 

«язык», «разбитое яйцо» также являются маркерами 
нерепарируемых цитогенетических нарушений, так как 
их формирование обусловлено образованием ацентри-
ческих терминальных фрагментов хромосом, разрывом 
межъядерных мостов во время клеточного деления, 
почкованием ядер (Кузоватов, 2000). Образование же 
ядерных пузырьков связывают с удалением из клетки 
амплифицированной ДНК, элиминацией из ядра ДНК-
репарационных комплексов (Sharma, 2005).

Полученные данные (табл. 2) свидетельствуют 
о том, что по всем изученным цитогенетическим пока-
зателям, за исключением протрузий «разбитое яйцо» 
и ядер атипичной формы средние значения в опытной 
группе статистически достоверно выше, чем в кон-
трольной выборке. Анализ показателей нарушения 
пролиферации также установил превышение средних 
значений в экспонированной группе в сравнении с кон-
трольной. В литературных источниках имеются данные 
о повышении частоты встречаемости двуядерных кле-
ток в ответ на облучение (Koss, 1979), что подтвержда-
ется полученными нами результатами.

Среди показателей, отражающих деструктивные 
изменения ядер, наиболее изучены кариопикноз и ка-
риорексис, повышение частоты встречаемости кото-
рых свидетельствует о генотоксическом воздействии 
различных факторов (Daniel, Olson, Stober, 1991). 
Кроме того, для некоторых агентов установлена более 
высокая чувствительность данных ядерных анома-
лий по сравнению с микроядрами (Tolbert et al., 1991; 
Torres-Bugarin et al., 1998). В нашем исследовании зна-
чимое превышение установлено по частоте выявления 
пикнотических ядер в опытной группе относительно 
контрольной (p = 0,00005). С высокой степенью значи-
мости показано превышение частот выявления клеток 
с вакуолизацией ядра (p < 0,001) и апоптозными тела-
ми (p = 0,001) в опытной группе в сравнении с конт-
рольной. Полученные результаты относительно таких 

Генотипы

Показатели

ADPRt 

Val/Val (n = 122) Val/Ala (n = 138) Ala/Ala (n = 55)

Частота клеток 
с вакуолизацией ядра 

34,42 ± 30,21 (0–177) 23,79 ± 2,53 (0–182)* 18,22 ± 2,94 (0–120)*

Частота клеток 
с кариопикнозом

12,0 ± 1,13 (0–54) 8,65 ± 0,94 (0–71)* 9,40 ± 1,37 (0–46)

nBS1

Glu/Glu (n = 109) Glu/Gln (n = 121) Gln/Gln (n = 36)

Частота клеток с протрузиями 
типа «разбитое яйцо»

0,05 ± 0,02 (0–2) 0,19 ± 0,05 (0–3)* 0,08 ± 0,06 (0–2)

Частота клеток с апоптозными 
телами 

0,31 ± 0,07 (0–4) 0,48 ± 0,09 (0–7) 0,75 ± 0,18 (0–5)*

* — статистически значимые отличия (p < 0,01) по сравнению с гомозиготным генотипом по мажорному аллелю

Таблица 4
частоты кариологических показателей в зависимости от генотипа обследованных экспонированной группы

рис. 2. Частоты выявления протрузий типа «пузырек» (‰) 
в обследованных группах в зависимости от пола
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показателей как конденсация хроматина и кариолизис 
свидетельствуют о значимом превышении средних зна-
чений для контрольной группы (p = 0,008 и р < 0,001 со-
ответственно) (табл. 2). Важно отметить, что снижение 
интенсивности деструктивных изменений (конденса-
ция хроматина, кариолизис) в клеточной популяции, 
характеризующейся повышенным уровнем цитогене-
тических повреждений, является наиболее неблаго-
приятным процессом, приводящим к накоплению ге-
нетически поврежденных клеток (Сычева, 2007).

Пределы варьирования и средние значения вы-
явления цитогенетических нарушений, показателей 
пролиферации буккальных эпителиоцитов в конт-
рольной выборке практически совпадают с данными 
других авторов для детей и подростков, проживаю-
щих в относительно благоприятных экологических 
условиях (Юрченко и др., 2007; Бяхова и др., 2010; 
Сычева и др., 2010), что позволяет рассматривать по-
лученные характеристики как фоновые для Кемеров-
ской области.

Необходимо отметить, что сравнительный анализ 
средних значений цитогенетических, пролифератив-
ных и показателей деструкции ядра за отдельные годы 
с данными для группы контроля выявил наличие ста-
тистически значимых отличий (p < 0,005) аналогичных 
для объединенной группы за четырехлетний период.

С целью оценки влияния возрастных особеннос-
тей на кариологические показатели реактивности 
буккальных эпителиоцитов в условиях экспозиции 
радоном исследуюмую выборку подразделили на воз-
растные группы согласно возрастной периодизации 
(Хрисанова, 2002): «второй детский возраст» (n = 151), 
«подростки» (n = 128), «юноши» (n = 39). При со-
поставлении средних значений анализируемых по-
казателей статистически значимых отличий между 
возрастными группами не установлено (p > 0,05). Ана-
логичный результат получен при сравнении групп ку-
рящих (n = 47) и некурящих (n = 271) обследованных. 
В когорте экспонированной радоном гендерные отли-
чия установлены при сопоставлении средних значений 
частот выявления ядерных пузырьков, соответствую-
щие значения в группах девочек и мальчиков составили 
4,01 ± 0,31 ‰ и 2,91 ± 0,80 ‰ (р = 0,012). В контроль-
ной группе зависимости частоты данного показателя 
от пола не выявлено, а при сопоставлении средних 
значений анализируемого показателя в опыте и конт-
роле с учетом пола, они в обоих случаях статистически 
достоверно выше оказались в группе экспонированной 
радоном (рис. 2), что свидетельствует о доминирующей 
роли влияния радона в формировании ядерных протру-
зий типа «пузырек».

Полученные в ходе кариологического анализа ре-
зультаты, позволяют охарактеризовать экспонирован-
ную группу как группу повышенного цитогенетичес-
кого риска, в связи с чем представляется актуальным 

изучение полиморфизма генов репарации ДНК и их 
влияния на показатели цитогенетической нестабиль-
ности с использованием микроядерного теста.

Исследованию ассоциаций кариологических пока-
зателей с носительством различных вариантов геноти-
пов предшествовало изучение характеристик распре-
деления аллельных вариантов генов репарации ДНК 
в представленных группах (табл. 3). В исследуемых вы-
борках отклонений частот распределения от равнове-
сия Харди-Вайнберга по изученным генам не выявле-
но. При сопоставлении характеристик распределения 
генотипов опытной и контрольной группы с использо-
ванием критерия Х2 показано, что в контрольной груп-
пе выше частоты носителей гомозиготного варианта 
по мажорному аллелю ADPRt Val762Val и ниже по ми-
норному аллелю.

Продукт гена ADPRt является ключевым белком 
эксцизионной репарации оснований (BER), который 
специфически связывается с поврежденной цепью 
ДНК, обеспечивая присоединение XRCC1 и Lig3α ком-
плекса. Данный фермент также запускает реакции 
полимеризации АДФ-рибозы (Caldecott, 2003). Воз-
действие ионизирующей радиации индуцирует обра-
зование свободных радикалов и развитие энергодефи-
цита в клетках оксидативного стресса (Зайчик, 2008). 
Установлено, что в таких условиях более высокую 
активность проявляет фермент ADPRT, имеющий Val 
в 762 положении, активность фермента снижает-
ся при замене валина на аланин (Lockett et al., 2004). 
При участии поли-АДФ-рибозилполимераз происхо-
дит превращение НАД в поли-АДФ-рибозу и повы-
шенная активность фермента усугубляет оксидатив-
ный стресс, приводящий к энергодефициту. В условиях 
энергодефицита клетки вступают на путь апоптоза 
или некроза. В нашем исследовании установлено, что 
у гомозигот по мажорному аллелю статистически до-
стоверно чаще выявляются клетки с вакуолизацией 
ядра, чем у гетерозигот (p = 0,004) и гомозигот по ми-
норному аллелю (p = 0,001) (табл. 4). При этом следует 
отметить, что у носителей ADPRt Val/Val среднее зна-
чение характеризуемого показателя (34,42 ± 30,21 ‰) 
относится к наиболее высоким в группе экспонирован-
ной радоном. Для носителей гомозиготного варианта 
по мажорному аллелю ADPRt показана также более 
высокая частота выявления клеток с пикнотически-
ми ядрами по сравнению с гетерозиготами (p = 0,004) 
(табл. 4).

Начальным этапом распознавания повреждений 
в процессах репарации путем гомологичной реком-
бинации и негомологичного слияния концов, служит 
MRN-комплекс (включающий белки MRE11, RAD50, 
нибрин), причем нибрин является ключевым регуля-
тором этого комплекса (Kracker et al., 2005). Ген nBS1 
(Nijmegen breakage syndrome gene 1), локализова-
ный на хромосоме 8q21, имеет протяженность около 
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50 тыс. п. н. и включает 16 экзонов. Анализируя влия-
ние полиморфизма гена nBS1 Glu185Gln на цитогене-
тические и кариологические показатели эксфолиатив-
ного эпителия в экспонированной группе установлено, 
что у гетерозигот nBS1 185 Glu/Gln статистически 
достоверно выше средние значения выявления клеток 
с ядерной протрузией типа «разбитое яйцо», которое 
относится к нерепарирумым повреждениям, в сравне-
нии с гомозиготами по мажорному аллелю (p = 0,006), 
а у гомозигот по минорному аллелю более чем в 2 раза 
чаще обнаруживаются клетки с апоптозными тела-
ми, чем у гомозигот по мажорному аллелю (p = 0,006) 
(табл. 4). В работе Zheng et al. (2011) установлено, что 
данный полиморфизм ассоциирован с риском развития 
назофарингеального рака, что подтверждает более 
высокую подверженность цитогенетическим повреж-
дениям эксфолиативного эпителия у носителей минор-
ных аллелей.

Ген АТМ (серин/треониновая протеинкиназа) про-
тяженностью 150 т. п. н., локализован в хромосоме 
11q22-q23 и кодирует состоящую из 66 экзонов проте-
инкиназу, которая относится к семейству фосфатиди-
линозитол-3-киназ и экспрессируется во многих тканях 
(Savitsky et al., 1995). АТМ фосфорилирует ферменты 
большинства путей репарации ДНК (Shiloh, 2003). 
Белок в основном располагается в ядре в неактивной 
димерной форме, которая диссоциируется с образова-
нием активных мономеров при возникновении двойных 
разрывов нитей ДНК (Bakkenist, 2003). Статистически 
значимых ассоциаций генотипов с частотой кариологи-
ческих показателей буккального эпителия в экспони-
рованной группе по данному гену обнаружено не было 
(табл. 4), что возможно связано с недостаточным коли-
чеством носителей минорных аллелей.

Учитывая взаимодействие продуктов генов AtM 
и nBS1 в процессах репарации ДНК (Banin et al., 
1998), проведен анализ модифицирующего влияния 
парных сочетаний данных генов на кариологичес-

кие показатели эксфолиативного эпителия, который 
позволил установить, что дифференцировка когор-
ты экспонированной радоном по частотам выявления 
ядерных протрузий в буккальных эпителиоцитах обус-
ловлена генетическим полиморфизмом не только гена 
nBS1 в отдельности, но и в его сочетаниях с геном 
AtM (рис. 3). Так, у гомозигот по мажорному вариан-
ту аллелей nBS1 185 Glu/Glu в сочетании с гетерози-
готностью по AtM 1853 Asp/Asn средние показатели 
суммарной частоты выявления ядерных протрузий 
ниже по сравнению с гетерозиготными варианта-
ми nBS1 185 Glu/Gln и гомозиготами по мажорному 
аллелю AtM (p = 0,004). Сочетание гомозиготности 
по мажорному аллелю гена nBS1 и гетерозиготности 
по локусу AtM можно рассматривать как протектив-
ный признак, так как в условиях воздействия ионизи-
рующей радиации для выборки носителей данного ге-
нотипа установлено самое низкое значение суммарной 
частоты протрузий (1,85 ± 0,44 ‰) (рис. 3), которое 
приближено к соответствующему значению в группе 
контроля (табл. 2). По остальным парным сочетани-
ям изученных SNP статистически значимых отличий 
не выявлено.

Необходимо отметить, что анализ модифицирую-
щего влияния полиморфизма изученных генов в кон-
трольной группе не выявил статистически значимых 
отличий ни по одному из показателей микроядерно-
го теста. Такой результат, вероятно, свидетельствует 
о том, что в условиях отсутствия воздействия мута-
генных факторов носительство инвариантных алле-
лей изученных генов не оказывает влияния на цито-
логический статус буккального эпителия.

Таким образом, проведенное исследование позво-
лило установить, что экспонированная радоном груп-
па характеризуется значимым повышением уровня 
цитогенетических нарушений суммарно, а также от-
дельных показателей цитогенетической нестабиль-
ности в сравнении с контрольной выборкой. Увеличе-
ние частоты выявления двуядерных клеток и клеток 
со сдвоенными ядрами в условиях экспозиции радо-
ном следует рассматривать как нарушение веретена 
деления и цитокинеза в стволовых клетках буккаль-
ного эпителия. Полученные результаты свидетельс-
твуют об адекватности использования микроядерного 
теста для оценки экогенетических последствий дли-
тельного воздействия излучения от радона.

Повышение частот выявления клеток с ранней 
и поздней деструкцией ядра связано с носительством 
мажорных аллелей гена ADPRt Val762Ala. Показано, 
что полиморфизм nBS1 Glu185Gln в условиях воздейс-
твия ионизирующей радиации ассоциирован с повы-
шением частот выявления протрузий типа «разбитое 
яйцо» и апоптозных тел. Цитогенетическим повреж-
дениям клеток буккальных эпителиоцитов наиболее 
подвержены индивиды с генотипом nBS1 185Glu/Gln & 

рис. 3. Суммарные частоты встречаемости протрузий (‰) 
у носителей различных аллельных вариантов сочетаний 
nBS1&AtM. E-Glu, Q-Gln, D-Asp, N-Asn (согласно 
номенклатуре аминокислот IUPAC-IUB); * — отличия 
между группами статистически значимы (p = 0,004)
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AtM 1853Asp/Asp, а носителей аллельного варианта 
nBS1 185Glu/Glu & AtM 1853Asp/Asn можно отнести 
к резистентной когорте.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
грантов РФФИ № 12-04-32218 «мол_а», № 13-06-
98014 р-Сибирь-а, Соглашения № 19 с АКО и госуду-
раственного задания Минобрнауки РФ № 2014/64.
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INfluENcE of dNa REpaIR gENEs polYmoRpHIsm  
oN KaRYologY of buccal EpItHElIum cElls  
IN HumaNs EXposEd to RadoN 

Meyer A. V., tolochko t. A., Minina V. I., 
timofeyeva A. A.

summaR C Y: Were investigated samples from 318 children and 

adolescents (174 males, 144 females), who were exposed to ra-

don at home, and 65 people (23 males, 42 females) in the control 

group. Using micronucleus test on buccal epithelial cells we identi-

fied a significant increase in the number of cells with cytogenetic 

and proliferative abnormalities in the exposed group. Were in-

vestigated the association NBS1 (rs1805794), ATM (rs1801516),  

ADPRT (rs1136410) genes polymorphism with karyological abnormal-

ities in buccal epithelial cells. For the exposed group, an association 

of NBS1 Glu185Gln polymorphism with increasing frequency of iden-

tification of “broken egg”-type protrusions and apoptotic bodies was 

established. NBS1 185Glu/Gln & ATM1853Asp/Asp genotypes were 

associated with an elevated levels of cytogenetic damage, while the 

NBS1 185Glu/Glu & ATM 1853Asp/Asn allelic variant plays a protec-

tive role. In the control group, no significant associations were found.

KEY WoRds C : micronucleus test; buccal epithelial cells; ionizing 
radiation; radon; DNA repair genes.
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