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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность исследования. Проблема воздействия ионизирующего излучения на организм человека в условиях профессиональной деятельности в последние годы привлекает повышенный интерес (Hande et al., 2005; Jakob et al., 2005; Любимова и др., 2008; Голуб, 2009; Петров и др., 2009). Учитывая увеличивающийся потенциал ядерной энергетики в современном обществе, с каждым годом все большее значение придается воздействию на биологические объекты малых доз ионизирующей радиации, находящихся в пределах законодательно закрепленных лимитов для лиц, контактирующих с ионизирующим излучением в ходе своей профессиональной деятельности (Ижевский, 2006; Бочков и др., 2009; Дружинин и др., 2009).Одним из наиболее значительных для клетки и организма генетических повреждений является нарушение нормального функционирования аппарата сегрегации хромосом, что приводит к ошибкам распределения хромосом между дочерними клетками (Tanaka, Hirota, 2009). Высокий мутагенный эффект числовых хромосомных нарушений объясняется возникновением дисбаланса по множеству генов, находящихся на вовлеченных в анеугенез хромосомах, что может быть причиной развития различных злокачественных новообразований и вегетативных нарушений. Кроме того, начиная с середины 1990-х годов, активно прорабатывается концепция автокаталитического действия анеуплоидии в отношении индукции дальнейших нарушений кариотипа. В соответствии с этой концепцией, движущим фактором прогрессии генетических нарушений в ряду клеточных поколений при канцерогенезе является изменение дозы сотен и тысяч нормальных генов, которое возникает при анеуплоидии (Duesberg et al., 2004; Deng, Disteche, 2010). Хромосомный дисбаланс, вызванный анеуплоидией, приводит к аномальной экспрессии генов репарации ДНК, регуляторных и структурных генов клеточного цикла, а также генов, кодирующих белки, участвующие в сегрегации хромосом (Bannon, McGee, 2009).

Анеуплоидные клетки являются, прежде всего, результатом воздействия мутагенов химической природы (в частности, различных цитостатиков), действующих напрямую или опосредованно на аппарат клеточного деления. В качестве же последствий прямого влияния ионизирующего излучения обычно исследуются структурные хромосомные аберрации, такие как кольцевые и дицентрические хромосомы, а также аберрации обменного типа. Однако, принимая во внимание комплексный характер действия ионизирующего излучения, включающий в себя непрямые эффекты за счет участия свободно-радикальных процессов, особую значимость приобретает вопрос об анеугенном аспекте воздействия ионизирующего излучения. Возможно в абсолютном значении доля анеуплоидии среди всех индуцированных ионизирующим излучением аберраций невелика, однако эффект числовых нарушений хромосом намного выше, чем в случае структурных хромосомных аберраций и точковых мутаций, что указывает на необходимость более тщательного изучения этой стороны воздействия ионизирующего излучения. 

Имеющиеся в литературе сведения об анеугенном эффекте ионизирующего излучения недостаточны и противоречивы для формулирования однозначных выводов (Touil et al., 2000; Sgura et al., 2001). Таким образом, в целях более детального изучения преимущественных мишеней анеугенного воздействия в клетке, а также факторов, влияющих на фиксируемые эффекты, необходимо проведение дополнительных исследований. Использование современных методов молекулярной цитогенетики, включая флуоресцентную гибридизацию in situ (FISH), дает возможность проведения такого исследования с высокой степенью чувствительности и специфичности.
Особенно остро вопрос о радиационно-индуцированных эффектах в организме человека стоит для работников ядерно-химического производства, подвергающихся воздействию ионизирующего излучения в условиях профессиональной деятельности (Рябченко и др., 2008; Сальникова и др., 2008; Корзенева и др., 2008; Асеева и др., 2009; Снигирева и др., 2009; Васильева и др., 2010). При этом наибольшее внимание должно уделяться лицам, в организме которых содержатся инкорпорированные радионуклиды, обусловливающие пролонгированное воздействие в течение многих лет (Ильинских и др., 1998; Назаренко и др., 2004; Окладникова и др., 2009).
Наиболее распространенным радионуклидом является плутоний-239, что связано в первую очередь с его использованием в оборонной промышленности. Отсутствие данных по воздействию данного вещества на процесс сегрегации хромосом в соматических клетках человека и недостаточная изученность его влияния на структурную целостность хромосомного материала обусловливают высокую актуальность осуществления анализа анеугенного воздействия инкорпорированного плутония-239 в соматических клетках работников ядерно-химического производства.
Цель исследования: оценить влияние инкорпорированного плутония-239 в малых дозах на частоту анеуплоидии в соматических клетках человека. 

Задачи исследования: 

1. Выявить частоту анеуплоидии в группе работников плутониевого производства и индивидов контрольной группы по хромосомам 2, 7, 8, 12, X и Y.
2. Оценить вклад различных механизмов возникновения аномалий сегрегации хромосом в общую частоту радиационно-индуцированной анеуплоидии при воздействии инкорпорированного плутония-239.

3. Установить воздействие инкорпорированного плутония-239 на потерю целых хромосом и их фрагментов с помощью анализа частоты центромеро-позитивных и центромеро-негативных микроядер в лимфоцитах периферической крови работников плутониевого производства.
4. Провести анализ межхромосомной вариабельности по частоте хромосомного нерасхождения и отставания в норме и при воздействии инкорпорированного плутония-239.

5. Исследовать зависимость частоты аномальных сегрегационных событий от активности инкорпорированного плутония-239 и возраста индивидов.

Научная новизна исследования: Впервые с помощью интерфазного FISH-анализа показано повышение частоты аномалий сегрегации хромосом в лимфоцитах периферической крови работников ядерно-химического производства при воздействии инкорпорированного плутония-239 в малых дозах. Определено соотношение кластогенных и анеугенных эффектов в общем воздействии инкорпорированного плутония-239. Выявлено преобладание хромосомного нерасхождения по сравнению с хромосомным отставанием среди аномалий сегрегации хромосом при действии инкорпорированного плутония-239. 
Практическая значимость: Осуществлен анализ влияния инкорпорированного плутония-239 на работников ядерно-химического производства, подвергающихся действию ионизирующего излучения в условиях профессиональной деятельности. Определена частота кластогенных и анеугенных повреждений при воздействии инкорпорированного плутония-239 и установлены преобладающие механизмы такого влияния в лимфоцитах периферической крови человека. Полученные данные могут быть использованы в дальнейших исследованиях анеугенных эффектов ионизирующего излучения в соматических клетках человека. 

Положения, выносимые на защиту:

1. Инкорпорированный плутоний-239 при воздействии в малых дозах in vivo оказывает анеугенное действие в соматических клетках человека.
2. Основным механизмом генерации индуцированной воздействием инкорпорированного плутония-239 анеуплоидии в лимфоцитах периферической крови человека является нерасхождение хромосом.
3. Хроническое воздействие инкорпорированного плутония-239 in vivo пропорционально увеличивает частоту отставания отдельных хроматид, целых хромосом и множественного хромосомного отставания.
Апробация работы: Основные результаты диссертационного исследования были доложены на международной молодежной научно-методической конференции «Проблемы молекулярной и клеточной биологии (Томск, 2007), IV Международной научно-практической конференции «Медицинские и экологические эффекты ионизирующего излучения» (Северск-Томск, 2007), III Международной конференции «Исследования мира и миротворческий дискурс в системе образования» (Томск, 2008), Всероссийской научно-практической конференции с международным участием «Актуальные вопросы медицинской и социальной реабилитации граждан, подвергшихся воздействию радиации» (Томск, 2008), международной конференции «Пространственно-временная радиационная биология: междисциплинарные достижения для биомедицинского применения» («Spatio-Temporal Radiation Biology: Trandisciplinary Advances for Biomedical Applications») (Сан-Фелиу-де-Гешольс, Испания, 2009); 57 научно-практической конференции Биологического института Томского государственного университета (Томск, 2009); межлабораторном научном семинаре Учреждения РАМН НИИ медицинской генетики СО РАМН (Томск, 2010), а также представлены на V съезде Вавиловского общества генетиков и селекционеров (Москва, 2009), VI съезде Российского общества медицинских генетиков (Ростов-на-Дону, 2010) и Европейских конференциях по генетике человека (2008, 2009, 2010). 
Публикации: По теме диссертации опубликовано 17 печатных работ, в том числе 3 в журналах перечня ВАК.

Структура и объем диссертации: Диссертационная работа изложена на 139 страницах машинописного текста и состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и методов исследования, результатов и их обсуждения, заключения и выводов. Данные проиллюстрированы 8 таблицами и 12 рисунками. Библиографический указатель включает 227 источников, из них 36 работ отечественных авторов.
МАТЕРИАЛ  И  МЕТОДЫ  ИССЛЕДОВАНИЯ
Для выполнения поставленных задач был создан банк суспензий двухъядерных цитокинез-блокированных лимфоцитов периферической крови 27 работников ОАО «Сибирский химический комбинат» (СХК) и 33 индивидов, не имевших профессионального контакта с ионизирующим излучением и проживающих в г. Северске (табл. 1). Информация об активности инкорпорированного плутония в организме работников СХК, определенной с помощью стандартной процедуры уринализиса, была предоставлена администрацией предприятия. Группы не отличались значимо по возрасту индивидов (p>0,05) и были сформированы только из индивидов мужского пола. Для проведения анализа с помощью FISH c панцентромерными ДНК-зондами было отобрано 40 индивидов (по 20 для группы работников СХК и контрольной группы). 
Таблица 1
Характеристика групп индивидов, обследованных
с помощью интерфазного FISH-анализа
	Параметр
	Контрольная группа
	Группа работников СХК

	FISH c центромеро-специфичными ДНК-зондами 
на хромосомы 2, 7, 8, 12, X, Y

	Число индивидов
	33
	27

	Средний возраст ± ст. ошибка (годы)

(диапазон)
	54 ± 2

(32-70)
	58 ± 2

(38-71)


	Средняя активность инкорпорированного Pu-239 ± ст. ошибка (нКи), (диапазон)
	-
	34,78 ± 8,57

(10-188)

	Число проанализированных клеток
	99000
	81000

	FISH c панцентромерными ДНК-зондами

	Число индивидов
	20
	20

	Средний возраст ± ст. ошибка (годы)

(диапазон)
	53 ± 2

(36-70)
	59 ± 2

(39-70)

	Средняя активность инкорпорированного Pu-239 ± ст. ошибка (нКи), (диапазон)
	–
	35,14 ± 9,49
(10-183)

	Число проанализированных клеток
	40000
	40000


Для достижения поставленной цели был применен метод FISH c центромеро-специфичными ДНК-зондами. Использование ДНК-зондов на прицентромерные области отдельных хромосом набора позволяет дифференцировать хромосомное нерасхождение и отставание, возникающие вследствие повреждения различных клеточных мишеней (Iarmarcovai et al., 2006). Выбор хромосом был продиктован возможностью исследования межхромосомной вариабельности аномалий сегрегации по хромосомам набора, отличающимся по размеру. Учитывая многократно отмечавшееся в литературе более частое отставание половых хромосом по сравнению с аутосомами (Guttenbach et al., 1994; Falck et al., 2002), в анализ были включены хромосомы X и Y. Известно, что анеуплоидия по хромосомам 7, 8 и 12 часто отмечается при различных формах лейкозов, что также обусловливает выбор для анализа именно этих хромосом (Закурдаева и др., 2009; Porpaczy et al., 2009; Xu et al., 2009).

Кроме того, в настоящем исследовании был использован метод FISH c панцентромерными ДНК-зондами (рис. 1), позволяющий оценить сравнительный вклад анеугенного и кластогенного эффекта, благодаря анализу частоты микроядер с наличием флуоресцентных сигналов (микроядра, содержащие отставшие хроматиды с центромерной последовательностью) и их отсутствием (микроядра с хромосомными фрагментами). Использование панцентромерных ДНК-зондов дает возможность получить интегральную оценку хромосомного отставания одновременно по всем гомологам в кариотипе человека. Наконец, проведение анализа на цитокинез-блокированных двухъядерных лимфоцитах позволяет существенно повысить информативность оценки анеугенных эффектов вследствие использования второго ядра в качестве контрольного при определении событий хромосомного нерасхождения и отставания (Fenech, 2010).
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Рис. 1. Комбинация оценки микроядер и FISH на цитокинез-блокированных двухъядерных клетках (Fenech, 2007): а – потеря ацентрического фрагмента; б – отставание целой хромосомы; в – нерасхождение хромосом в ядрах двухъядерной клетки.

Статистическую оценку межгрупповых различий по частоте анеуплоидии и микроядер производили с помощью непараметрического критерия Манна-Уитни. Для оценки сравнительного участия механизмов хромосомного нерасхождения и отставания в возникновении анеуплоидии в группе индивидов с инкорпорированным плутонием по сравнению с контрольной группой был использован точный критерий Фишера. Для установления межхромосомной вариабельности частоты аномалий сегрегации в нормальных условиях и при мутагенной нагрузке применялся критерий χ2. Влияние инкорпорированного плутония на отдельные механизмы возникновения анеуплоидии оценивалось с помощью отношения шансов. Ранговый критерий Спирмана использовался для анализа корреляции частоты аномалий с активностью инкорпорированного плутония и возрастом обследованных индивидов. Все статистические процедуры были выполнены с использованием программного обеспечения 
STATISTICA 6.0 (StatSoft).
РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ
Частота анеуплоидных ядер, возникающих в результате аномальной сегрегации хромосом. Первым этапом в оценке анеугенного воздействия инкорпорированного плутония стал анализ частоты анеуплоидии по хромосомам 2, 7, 8, 12, X и Y в лимфоцитах периферической крови 27 работников СХК и 33 индивидов контрольной группы. Для всех аутосом по частоте моно-, трисомии и общего числа ядер с анеуплоидией наблюдались значимые отличия между группой работников СХК и контрольной группой (p<0,01). В случае половых хромосом значимые различия были обнаружены только по частоте дисомии по хромосоме Y (табл. 2). 
Таблица 2
Частота ядер цитокинез-блокированных клеток 
с анеуплоидией в группах индивидов
	Хро-мо-сома
	Анеуплоидия
	Среднее значение (‰) ± ст. ошибка
	Уровень значимости

	
	
	Контрольная группа
	Группа работников СХК
	

	2
	Моносомия
	1,09 ± 0,19
	2,16 ± 0,32
	0,009

	
	Трисомия
	1,03 ± 0,18
	2,00 ± 0,28
	0,007

	
	Нуллисомия
	0,03 ± 0,03
	0,16 ± 0,07
	0,091

	
	Всего
	2,16 ± 0,37
	4,32 ± 0,59
	0,005

	7
	Моносомия
	0,91 ± 0,16
	2,31 ± 0,41
	0,003

	
	Трисомия
	0,86 ± 0,14
	1,77 ± 0,32
	0,020

	
	Нуллисомия
	0,06 ± 0,04
	0,04 ± 0,04
	0,722

	
	Всего
	1,83 ± 0,29
	4,12 ± 0,72
	0,010

	8
	Моносомия
	0,91 ± 0,17
	2,88 ± 0,48
	0,001

	
	Трисомия
	0,84 ± 0,17
	1,92 ± 0,33
	0,010

	
	Нуллисомия
	0,00 ±  0,00
	0,44 ± 0,13
	0,001

	
	Всего
	1,75 ± 0,34
	5,24 ± 0,87
	0,001

	12
	Моносомия
	1,00 ±  0,19
	2,69 ± 0,41
	0,001

	
	Трисомия
	0,89 ± 0,18
	2,23 ± 0,32
	0,001

	
	Нуллисомия
	0,00 ±  0,00
	0,04 ± 0,04
	0,253

	
	Всего
	1,89 ± 0,35
	4,96 ± 0,69
	0,001

	X
	Дисомия
	1,85 ± 0,35
	2,00 ± 0,37
	0,541

	
	Нуллисомия
	3,36 ± 0,46
	2,89 ± 0,47
	0,483

	
	Всего
	5,21 ± 0,75
	4,89 ± 0,80
	0,764

	Y
	Дисомия
	0,85 ± 0,20
	1,52 ± 0,27
	0,034

	
	Нуллисомия
	1,45 ± 0,30
	1,89 ± 0,27
	0,121

	
	Всего
	2,30 ± 0,47
	3,41 ± 0,52
	0,059


Частота ядер с анеуплоидией по хромосоме X практически не отличалась в группе работников СХК и контрольной группе, будучи при этом значительно выше в контрольной группе по сравнению с частотой анеуплоидии по аутосомам (табл. 2). Повышенная по сравнению с аутосомами частота анеуплоидии по половым хромосомам в контрольной группе и отсутствие повышения частоты при воздействии ионизирующего излучения может указывать на существование различных механизмов, приводящих к возникновению анеуплоидии по аутосомам и половым хромосомам. С другой стороны, клетки с анеуплоидией по аутосомам и по половым хромосомам могут обладать различной жизнеспособностью, что обусловливает наблюдаемые различия.
Оценка влияния инкорпорированного плутония на частоту хромосомного нерасхождения и отставания. В результате проведенного анализа с использованием центромерных ДНК-зондов на хромосомы 2, 7, 8, 12, X и Y в группе работников в сравнении с необлученной контрольной группой была выявлена значимо более высокая частота нерасхождения по хромосомам 2, 7, 8 и 12 (табл. 3). По частоте нерасхождения половых хромосом в группе работников СХК значимо более высокая частота по сравнению с контрольной группой была зарегистрирована только для хромосомы Y (p=0,034). Частота нерасхождения по хромосоме X не отличалась значимо в группе работников СХК и контрольной группе. Для частоты микроядер с центромерными сигналами значимые отличия между группой работников СХК и контрольной группой наблюдались по хромосоме 7. 
Таблица 3
Частоты хромосомного нерасхождения и отставания 
в контрольной группе и в группе работников СХК
	Параметр
	Среднее значение (‰) ± ст. ошибка
	Уровень значимости

	
	Контрольная группа*
	Группа работников СХК*
	

	Нерасхож-дение
	2
	1,06 ± 0,18 (34)
	2,16 ± 0,29 (54)
	0,003

	
	7
	0,91 ± 0,18 (32)
	1,81 ± 0,34 (47)
	0,025

	
	8
	0,84 ± 0,17 (27)
	2,36 ± 0,40 (59)
	0,002

	
	12
	0,89 ± 0,14 (31)
	2,27 ± 0,33 (59)
	0,001

	
	X
	1,85 ± 0,35 (61)
	2,00 ± 0,37 (54)
	0,541

	
	Y
	0,85 ± 0,20 (28)
	1,52 ± 0,27 (41)
	0,034

	Отставание
	2
	0,06 ± 0,04 (2)
	0,12 ± 0,09 (3)
	0,771

	
	7
	0,06 ± 0,06 (2)
	0,42 ± 0,14 (11)
	0,003

	
	8
	0,06 ± 0,04 (2)
	0,08 ± 0,06 (2)
	0,799

	
	12
	0,09 ± 0,06 (3)
	0,42 ± 0,24 (11)
	0,054

	
	X
	1,06 ± 0,20 (35)
	0,67 ± 0,21 (18)
	0,093

	
	Y
	0,39 ± 0,11 (13)
	0,33 ± 0,13 (9)
	0,658


Примечание: * – в скобках указано абсолютное число аномалий в группах.
В нашей работе последствия хромосомного нерасхождения являлись преобладающими, составляя для аутосом в среднем от 81 до 97 % от частоты всех числовых хромосомных аномалий в группе работников плутониевого производства и от 91 до 94 % в контрольной группе. Для хромосомы Y доля событий нерасхождения достигала 82 % от всех хромосомных аномалий в группе работников и 68 % в контрольной группе, а для хромосомы X – 75 % и 64 %, соответственно (табл. 4). При анализе с помощью точного критерия Фишера для каждой из исследованных хромосом в отдельности не было обнаружено различий между группой работников СХК и контрольной группой по доле участия механизмов нерасхождения и отставания в возникновении анеуплоидии. Однако при суммировании числа событий хромосомного нерасхождения и отставания для всех исследованных хромосом было выявлено статистически значимое превышение числа событий хромосомного нерасхождения в группе индивидов с инкорпорированным плутонием (OR=1,56, χ2=3,84, p=0,034), что указывает на преимущественное действие инкорпорированного плутония в большей степени на механизмы, ответственные за хромосомное нерасхождение.

Таблица 4
Доля хромосомного нерасхождения и отставания 
среди всех аномальных сегрегационных событий (%)

	Хромосома
	Контрольная группа*
	Группа работников СХК*

	
	Нерасхож-дение
	Отставание
	Нерасхож-дение
	Отставание

	2
	94  (34)
	6  (2)
	95  (54)
	5  (3)

	7
	94  (32)
	6  (2)
	81  (47)
	19  (11)

	8
	93  (27)
	7  (2)
	97  (59)
	3  (2)

	12
	91  (31)
	9  (3)
	84  (59)
	16  (11)

	X
	64  (61)
	36  (35)
	75  (54)
	25  (18)

	Y
	68  (28)
	32  (13)
	82  (41)
	18  (9)

	Сред-нее 
	Аутосомы 
	93 
	7 
	90 
	10 

	
	Половые хромосомы
	66 
	34 
	79 
	22 


Примечание: * – в скобках указано абсолютное число аномалий в группе.

Таким образом, наличие в организме инкорпорированного плутония-239 приводит к повышению уровня хромосомного нерасхождения в лимфоцитах периферической крови, что свидетельствует о наличии анеугенной компоненты воздействия. К настоящему моменту в большей части исследований, связанных с изучением анеугенного эффекта ионизирующего излучения, рассматривается в основном явление хромосомного отставания (Kirsch-Volders et al., 2006), при этом нерасхождению хромосом не уделяется достаточного внимания. Однако значительное преобладание нерасхождения как механизма возникновения анеуплоидии, установленное в проведенном нами исследовании, демонстрирует, что анализ частоты нерасхождения хромосом в качестве маркера анеугенного воздействия может использоваться для более детального изучения механизмов возникновения анеуплоидии. 
Межхромосомная вариабельность возникновения анеуплоидии в норме и при воздействии инкорпорированного плутония-239. В литературе неоднократно отмечалась вариабельность по частоте анеуплоидии по отдельным хромосомам набора (Hando et al., 1994, 1997; Catalan et al., 1998, 2000; Carere et al., 1999; Назаренко, Тимошевский, 2005). Кроме того, анеуплоидия по отдельным хромосомам набора в соматических клетках связана с возникновением лейкемии (Porta et al., 2007; Porpaczy et al., 2009; Xu et al., 2009). Для установления возможной хромосомоспецифичности спонтанных и индуцированных аномалий сегрегации хромосом в лимфоцитах периферической крови индивидов контрольной группы и работников СХК, соответственно, был проведен анализ частот аномальных распределений хромосом в ядрах двухъядерных клеток. 
При сравнении частот анеуплоидии между аутосомами 2, 7, 8 и 12 не было выявлено статистически значимых различий. Несмотря на однокопийность половых хромосом у индивидов мужского пола, отмечалась значимо большая частота аномалий сегрегации половых хромосом по сравнению с аутосомами. Так, частота отставания по хромосоме Y в контрольной группе значимо отличалась в сравнении со всеми аутосомами и хромосомой X (p<0,01). Однако в группе работников для частоты отставания по хромосоме Y в сравнении с другими хромосомами значимых отличий не наблюдалось. Также не было обнаружено значимых отличий по частоте нерасхождения хромосомы Y по сравнению с другими хромосомами как в группе индивидов с инкорпорированным плутонием, так и в контрольной группе. Частота нерасхождения по хромосоме Х была значимо выше, чем соответствующие значения для аутосом и хромосомы Y в контрольной группе. Значимые отличия по отставанию хромосомы Х в сравнении со всеми аутосомами и хромосомой Y отмечались и в контрольной группе, и в группе работников.

Принимая во внимание однокопийность хромосом X и Y у исследуемых индивидов мужского пола, математическая вероятность числовых аномалий с участием аутосом должна быть в два раза выше, чем для половых хромосом при предположении о равенстве вероятностей возникновения нарушений сегрегации по каждому отдельному гомологу в хромосомном наборе. Поэтому для сравнения вероятности возникновения числовых аномалий по аутосомам и половым хромосомам необходимо произвести расчет числа аномалий на один гомолог. Для этого требуется частоту аномалий по аутосомам разделить на 2. При проведении такого анализа частота хромосомного нерасхождения по половым хромосомам в обеих группах значимо превысила соответствующие значения из расчета на один гомолог взятых в анализ аутосом (p<0,001). 

Кроме того, с помощью критерия χ2 была проведена оценка отклонения наблюдаемой частоты аномалий сегрегации по половым хромосомам от ожидаемой при условии равновероятного возникновения числовых хромосомных нарушений по каждой из хромосом набора. В результате было обнаружено, что и в группе индивидов с инкорпорированным плутонием (χ2 = 139,37, df=6, p<0,000001), и в контрольной группе (χ2 = 714,58, df=6, p<0,000001) частота аномалий сегрегации по половым хромосомам значимо отличалась от теоретической частоты возникновения ошибок сегрегации по всем хромосомам набора.

Сравнительный анализ межхромосомной вариабельности частоты анеуплоидии по разным хромосомам набора показал, что размер хромосомы при этом не является определяющим фактором. Это подтверждается тем, что в нашем исследовании частота анеуплоидии по хромосоме X значимо превышает частоту числовых нарушений по хромосомам 7, 8 и 12, сходных с ней по размеру. Кроме того, не было обнаружено значимых отличий по частоте анеуплоидии между исследованными аутосомами группы С (7, 8, 12) и хромосомой 2, что также указывает на незначительное влияние размера хромосомы на частоту числовых нарушений. Большая частота отставания половых хромосом по сравнению с аутосомами может быть объяснена более дистальным положением половых хромосом при движении к полюсам в процессе митотического деления (Catalan et al., 2000; Falck et al., 2002). Однако более высокая частота хромосомного нерасхождения по половым хромосомам по сравнению с аутосомами остается в этом случае необъясненной. Вероятно, межхромосомная вариабельность по частоте аномалий сегрегации в клетке подвергается влиянию нескольких важных факторов, среди которых конфигурация хромосомы и ее ориентация в пространстве клетки занимают особые места.
Оценка влияния инкорпорированного плутония на частоту потери целых хромосом и их фрагментов. Малые значения частоты отставания по каждой отдельной паре гомологов при использовании FISH c центромеро-специфичными ДНК-зондами на отдельные хромосомы набора не позволяют провести статистически достоверный анализ хромосомного отставания. В связи с этим, результаты FISH-анализа с использованием панцентромерных ДНК-зондов, позволяющих получить интегральную оценку уровня хромосомного отставания, представляют очевидный интерес.
В группе работников СХК частота всех микроядер в двухъядерных лимфоцитах периферической крови составила 8,6 ‰ по сравнению с 5,1 ‰ в контрольной группе (табл.  5). Отличия между группами были статистически значимыми (p<0,001). При этом отмечалась значимо более высокая (p<0,001) частота центромеро-негативных микроядер в группе индивидов с инкорпорированным плутонием (4,7 ‰) по сравнению с контрольной группой (2,4 ‰) (табл.  5). Частота центромеро-позитивных микроядер с одним или несколькими флуоресцентными сигналами в группе работников СХК составила 3,9 ‰, что также значимо превысило соответствующую частоту в контрольной группе (2,7 ‰). Таким образом, действие инкорпорированного плутония-239 вызывает повышение частот центромеро-негативных и центромеро-позитивных микроядер в группе работников СХК по сравнению с контрольной группой в 1,96 и 1,44 раза соответственно. Однако, статистически значимых отличий по вкладу кластогенного (центромеро-негативные микроядра) и анеугенного эффекта (центромеро-позитивные микроядра) в суммарное влияние инкорпорированного плутония-239 на частоту микроядер не отмечалось (OR=1,35, p=0,63). В единичных случаях фиксировались анафазные мосты, частота которых в группе работников СХК составляла 0,3 ‰, а в контрольной группе – 0,1 ‰.
Таблица 5
Частота микроядер в группе работников СХК и контрольной группе по данным FISH с панцентромерными ДНК-зондами.
	Параметр
	Средняя частота (‰) ± ст. ошибка

	
	Контрольная группа*
	Группа работников СХК*

	MnC-
	2,41 ± 0,23 (106)
	4,73 ± 0,40 (189)

	1C+
	1,91 ± 0,27 (84)
	2,75 ± 0,29 (110)

	2C+
	0,66 ± 0,10 (29)
	0,93 ± 0,24 (37)

	3C+
	0,07 ± 0,04 (3)
	0,05 ± 0,03 (2)

	4C+
	0,02 ± 0,02 (1)
	0,05 ± 0,03 (2)

	>4C+
	0,07 ± 0,05 (3)
	0,13 ± 0,05 (5)

	Все MnC+
	2,73 ± 0,30 (120)
	3,90 ± 0,47 (156)

	Мосты
	0,11 ± 0,06 (5)
	0,28 ± 0,10 (11)

	Все микроядра
	5,14 ± 0,42 (226)
	8,63 ± 0,67 (345)


Примечание: * – в скобках указано абсолютное число наблюдаемых аномалий в группах. MnC– – центромеро-негативные микроядра, MnC+ – центромеро-позитивные микроядра, 1С+…>4C+ – микроядра с различным количеством центромерных сигналов.

Среди центромеро-позитивных микроядер, как в группе работников СХК, так и в контрольной группе, большую часть (70 %) составляли микроядра только с одним флуоресцентным сигналом, которые являются результатом отставания одной хроматиды в анафазе митотического деления клетки. Доля микроядер с двумя флуоресцентными центромерными сигналами, образующимися в результате отставания двух хроматид одной или разных пар гомологов, среди всех центромеро-позитивных микроядер составляла 24 % в обеих группах. Оставшиеся 6 % центромеро-позитивных микроядер содержали 3 и более флуоресцентных сигналов. 

Центромеро-позитивные микроядра могут образовываться как в результате отставания одной или нескольких хроматид/хромосом, так и в результате мультиполярного деления, вызванного, например, амплификацией центросом. В последнем случае микроядра содержат большое количество центромерных сигналов, соответствующих значительному количеству хромосом, не включенных ни в одно из дочерних ядер (Iarmarcovai et al., 2006; Silkworth et al., 2009). Преобладание среди центромеро-позитивных микроядер как в группе работников СХК, так и в контрольной группе микроядер с одним центромерным флуоресцентным сигналом (табл.  5) указывает на то, что преимущественным механизмом образования центромеро-позитивных микроядер является отставание отдельных хроматид. 

Хотя значимо более высокая частота в группе работников СХК по сравнению с контролем была зарегистрирована только для микроядер с одним центромерным сигналом, процентное соотношение для всех классов центромеро-позитивных микроядер (1, 2 и >3 сигналов) оказалось равным в обеих группах, что указывает на то, что инкорпорированный плутоний, действуя одновременно на различные клеточные мишени, вызывает нарушения сразу нескольких механизмов потери хромосом. Это легко объяснить, если предположить, что действие инкорпорированного плутония в первую очередь определяется повышением окислительного стресса в результате вторичной ионизации молекул воды и биологических молекул. В то же время, активные формы кислорода вносят значительный вклад и в частоту спонтанно возникающих нарушений сегрегации хромосом за счет блокирования работы контрольной точки веретена деления, давая возможность клеткам с неприкрепленными или неправильно прикрепленными хромосомами беспрепятственно входить в анафазу (D'Angiolella et al., 2007). Пропорциональное влияние инкорпорированного плутония на все механизмы генерации хромосомного отставания может определяться его действием на их общую причину – уровень окислительного стресса в клетках.

Таким образом, в настоящем исследовании был обнаружен как кластогенный, так и анеугенный эффект инкорпорированного плутония, что выражалось в более высокой частоте центромеро-негативных и центромеро-позитивных микроядер в лимфоцитах периферической крови работников ядерно-химического по сравнению с индивидами контрольной группы. 
Зависимость частоты регистрируемых аномалий от активности инкорпорированного плутония и от возраста индивидов. В ходе профессиональной деятельности в организме работников ядерно-химического производства в силу условий работы, а также вследствие возникновения различных внештатных ситуаций депонируется различное количество инкорпорированного плутония. Кроме того, возможно, что коэффициенты выведения и адсорбции данного радионуклида имеют определенные индивидуальные особенности, которые до настоящего времени не были обнаружены вследствие недостаточности данных о миграции и выведении плутония из организма человека. Все перечисленные факторы обусловливают различные значения активности инкорпорированного плутония в организме работников ядерно-химического производства. В настоящей работе активность инкорпорированного плутония в организме работников СХК составляла от 10 до 188 нКи. В ходе проведенного исследования нами не было обнаружено зависимости частоты центромеро-негативных и центромеро-позитивных микроядер от активности инкорпорированного плутония в группе работников СХК (R = – 0,13, p = 0,58 и R = – 0,16, p = 0,49, соответственно). Кроме того, не было обнаружено и корреляции частоты хромосомного нерасхождения и отставания с активностью инкорпорированного плутония (R = – 0,03, p = 0,90 и R = 0,01, p = 0,96, соответственно). Отсутствие зависимости частоты аномалий от величины внутреннего облучения возможно объясняется нелинейным характером воздействия, характерным для влияния ионизирующего излучения в малых дозах. Отсутствие дозовой зависимости частоты регистрируемых аномалий от дозы воздействия отмечалось также и в других исследованиях анеугенного действия ионизирующего излучения как вредного фактора производства на когортах работников 


(Thierens et al., 1999; Kryscio et al., 2001 ADDIN EN.CITE ; Назаренко, Тимошевский, 2005). Статистически значимая зависимость частоты как центромеро-негативных, так и центромеро-позитивных микроядер от полученной дозы ионизирующего излучения была обнаружена лишь в когорте людей, длительное время подвергавшихся воздействию γ-излучения по месту жительства (Chang et al., 1999).

В литературе неоднократно отмечалось возрастание числовых аномалий хромосом c увеличением возраста индивидов. Однако в настоящем исследовании при изучении влияния возраста на исследованные параметры не наблюдалось значимой корреляции частоты центромеро-негативных и центромеро-позитивных микроядер c возрастом как индивидов с наличием в организме инкорпорированного плутония-239 (R = – 0,06, p = 0,8 и R = 0,09, p = 0,7), так и лиц контрольной группы (R = 0,31, p = 0,15 и R = – 0,14, p = 0,53, соответственно). Также не было обнаружено зависимости частоты хромосомного нерасхождения и отставания от возраста индивидов в контрольной группе (R = – 0,18, p = 0,31 и R = 0,16, p = 0,39) и группе работников СХК (R = 0,15, p = 0,49 и R = 0,002, p = 0,99, соответственно). Основные литературные данные, касающиеся зависимости частоты числовых хромосомных нарушений от возраста индивидов, были получены для лиц женского пола, и в частности относились к частоте анеуплоидии по хромосоме X. Поэтому логично предположить, что для индивидов мужского пола, обследованных в настоящей работе, зависимость анеуплоидии от возраста может быть выражена не столь явно по сравнению с женщинами, что и обусловливает отсутствие выраженной корреляции.

Формирование на основе полученных данных групп с повышенным риском развития онкологической патологии. Одна из наиболее масштабных попыток в решении вопроса об использовании частоты микроядер в качестве биомаркера повышенного риска развития рака была предпринята в рамках международного исследовательского проекта «HUman MicroNucleus» (HUMN) 
 ADDIN EN.CITE 

(Bonassi et al., 2007)
 в результате которого было обнаружено значимое повышение риска развития всех типов рака у индивидов из групп со средней и высокой частотой микроядер (RR = 1,84 и 1,53, соответственно). Для снижения вариабельности, связанной с различиями подсчета микроядер в разных лабораториях, и для выделения групп с низкой, средней и высокой частотой микроядер в данном проекте использовались третили (Bonassi et al., 2007). При этом наименьший третиль соответствовал группе с низкой частотой микроядер, средний – группе со средней частотой, и наибольший – группе с высокой частотой микроядер. Нами был использован сходный подход для выделения группы с высоким уровнем микроядер в лимфоцитах периферической крови. В качестве порогового значения для выделения в группе индивидов с инкорпорированным плутонием подгруппы с высоким уровнем микроядер использовалось значение границы верхнего третиля общей частоты микроядер, полученной суммированием частот центромеро-позитивных и центромеро-негативных микроядер в лимфоцитах периферической крови индивидов контрольной группы (6 ‰). 
В группе работников ядерно-химического производства 14 индивидов (52 %) попали в подгруппу с высоким уровнем микроядер, что может указывать на повышенный риск возникновения онкологической патологии. Для работников и добровольцев из контрольной группы с высоким уровнем микроядер было рекомендовано проведение диагностического осмотра и профилактических мероприятий по предотвращению возникновения онкозаболеваний. В целом, учитывая значимость анеуплоидии как фактора опухолеобразования (Duesberg et al., 2004), использование дифференциального анализа частоты центромеро-позитивных и центромеро-негативных микроядер для оценки риска возникновения рака в перспективе представляет собой удобный биомаркер для процедур генетического мониторинга.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Необходимость детального изучения влияния ионизирующего излучения на нормальную сегрегацию хромосом в соматических клетках человека обусловила проведение анализа анеугенного и кластогенного воздействия инкорпорированного плутония-239 в лимфоцитах периферической крови работников ядерно-химического производства. Использование в настоящем исследовании FISH c центромеро-специфичными ДНК-зондами на хромосомы набора позволило впервые обнаружить значимое влияние инкорпорированного плутония-239 на частоту хромосомного нерасхождения в лимфоцитах периферической крови работников ядерно-химического производства по сравнению с индивидами контрольной группы. Кроме того, был проведен сравнительный анализ вклада двух механизмов возникновения анеуплоидии – хромосомного нерасхождения и отставания – в общую частоту радиационно-индуцированных нарушений сегрегации хромосом. Было обнаружено, что хромосомное нерасхождение является преимущественной аномалией сегрегации хромосом при воздействии инкорпорированного плутония-239 (OR=1,56, χ2=3,84, p=0,034). Наблюдаемое действие инкорпорированного плутония-239, в первую очередь, на частоту хромосомного нерасхождения соответствует результатам, полученным для других типов ионизирующего излучения с высокой линейной передачей энергии – γ-излучения (Touil et al., 2000) и протонов (Sgura et al., 2001). Таким образом, впервые в мире нами было обнаружено значимое воздействие инкорпорированного плутония-239 на частоту хромосомного нерасхождения. 

С целью анализа действия инкорпорированного плутония-239 на процессы, связанные с хромосомным отставанием, в настоящей работе была проведена оценка частоты центромеро-позитивных и центромеро-негативных микроядер с помощью FISH с панцентромерными ДНК-зондами. Более высокая частота центромеро-позитивных микроядер в двухъядерных лимфоцитах периферической крови работников СХК по сравнению с индивидами контрольной группы вместе с установленным с помощью FISH с ДНК-зондами на отдельные хромосомы воздействием на частоту хромосомного нерасхождения позволяют говорить о наличии анеугенного эффекта инкорпорированного плутония-239. Кроме того, наблюдался также статистически значимый кластогенный эффект, выражающийся в более высокой частоте центромеро-негативных микроядер в двухъядерных лимфоцитах периферической крови работников СХК по сравнению с индивидами контрольной группы. Проведенный анализ показал, что инкорпорированный плутоний-239 пропорционально воздействует на все механизмы, приводящие к хромосомному отставанию, хотя значимые различия между анализируемыми группами были обнаружены только для отставания отдельных хроматид, приводящего к образованию центромеро-позитивных микроядер с одним флуоресцентным сигналом. Таким образом, в настоящем исследовании впервые обнаружен анеугенный эффект хронического воздействия инкорпорированного плутония-239 в малых дозах, выражающийся в повышении частоты как хромосомного нерасхождения, так и хромосомного отставания. Кроме того, были выявлены преимущественные механизмы возникновения числовых хромосомных нарушений при воздействии инкорпорированного плутония-239. 
Проведенное исследование позволяет с уверенностью говорить о наличии анеугенного компонента в воздействии инкорпорированного плутония-239 на соматические клетки работников ядерно-химического производства. Принимая во внимание более тяжелые последствия анеуплоидии для клетки по сравнению со структурными хромосомными аберрациями за счет нарушения работы большего числа генов и возможности развития геномной нестабильности, результаты данной работы позволяют более детально и предметно взглянуть на наиболее значимые процессы, лежащие в основе радиационно-индуцированного канцерогенеза. Учитывая первичную роль белкового аппарата в обеспечении правильного протекания процесса сегрегации хромосом, основным процессом, приводящим к возникновению числовых хромосомных нарушений в соматических клетках после воздействия радиации, должно быть повреждение белковых молекул в результате прямого и непрямого действия ионизирующего излучения. Помимо этого, по-видимому, анеуплоидия может также возникать в результате неправильного расхождения хромосом со структурными аномалиями в процессе деления клетки. Так, в настоящей работе предложена гипотеза, связывающая возникновение аномалий сегрегации хромосом с различными вариантами прохождения дицентрических хромосом через митотическое деление. 

Проведение мониторинга персонала потенциально опасных в генетическом отношении производств и населения территорий с техногенным загрязнением является актуальной задачей, требующей поиска новых биомаркеров воздействия ионизирующего излучения (Назаренко, Тимошевский, 2004). Возможности использованного в настоящей работе FISH c центромеро-специфичными ДНК-зондами на отдельные хромосомы набора и панцентромерными ДНК-зондами позволяют проводить оценку воздействия на человека не только ионизирующего излучения как вредного фактора производства, но и других потенциальных анеугенов, таких как фармацевтические препараты и продукты нанотехнологии (Muller et al., 2008; Landsiedel et al., 2009), влияние которых может быть связано как с профессиональной деятельностью, так и с проживанием на территориях с высоким уровнем техногенного загрязнения. Полученная информация о характере воздействия, в соответствии с рекомендациями международных 
организаций (ESAC peer review, 2006), может служить основой для выделения групп риска. Таким образом, изучение влияния ионизирующего излучения на сегрегацию хромосом в митотическом делении позволит в будущем лучше понять механизмы индуцированного мутагенеза и развития радиационно-индуцированных опухолей.
ВЫВОДЫ

1. Впервые обнаружен радиационно-индуцированный анеугенный эффект в группе индивидов с активностью инкорпорированного плутония-239 в организме от 10 до 188 нКи, в которой наблюдается более высокая частота трисомии и моносомии по хромосомам 2, 7, 8, 12 и дисомии по хромосоме Y по сравнению с контрольной группой.

2. Впервые установлено, что основным механизмом возникновения анеуплоидии в соматических клетках человека при действии инкорпорированного плутония-239 в малых дозах является нерасхождение хромосом. 

3. В группе индивидов с наличием в организме плутония-239 обнаружена значимо более высокая частота потери целых хромосом (3,90 ‰) и их фрагментов (4,73 ‰) по сравнению с контрольной группой (2,72 и 2,41 ‰, соответственно). 

4. Возрастание частоты центромеро-позитивных микроядер при воздействии инкорпорированного плутония-239 сопровождается пропорциональным увеличением частоты отставания отдельных хроматид, целых хромосом и множественного хромосомного отставания в группе работников ядерно-химического производства по сравнению с контрольной группой.
5. В группе работников ядерно-химического производства с инкорпорированным плутонием-239 и контрольной группе индивидов частоты нерасхождения и отставания по половым хромосомам превышали соответствующие показатели для аутосом. При этом отмечено значимое влияние инкорпорированного плутония-239 на частоту нерасхождения хромосом 2, 7, 8, 12, Y и отставания хромосомы 7. 
6. Не обнаружено зависимости частоты анеугенных и кластогенных нарушений в лимфоцитах периферической крови работников ядерно-химического производства от активности инкорпорированного плутония-239 и возраста индивидов.
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