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Представлены результаты изучения хромосомных аберраций и микроядер в лимфоцитах крови, а
также микроядер в клетках буккального эпителия 50 нелеченных мужчин больных раком легкого
(РЛ) и 62 контрольных доноров. С использованием комплекса цитогенетических тестов выявлено
однонаправленное достоверное увеличение базового уровня генетической нестабильности в клет-
ках пациентов по сравнению с контролем. Показано, что у больных РЛ элиминация поврежденных
клеток происходит преимущественно путем некроза, тогда как частоты клеток на стадии апоптоза
не различаются у больных и в контроле. Возраст пациентов, статус курения, тип и стадия РЛ не ока-
зывают существенного влияния на показатели базового уровня генетических повреждений. Это
позволяет утверждать, что цитогенетическая нестабильность соматических клеток нелеченных
больных РЛ является постоянным признаком, отражающим реакцию генома на воздействие окис-
лительного стресса, сопровождающего опухолевый процесс.
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Нестабильность генома соматических клеток
(точковые мутации, структурные и числовые на-
рушения кариотипа) принято рассматривать в ка-
честве одного из фундаментальных признаков
злокачественной трансформации [1–3]. Описан-
ный Теодором Бовери еще более ста лет назад в
качестве важнейшего фундаментального свой-
ства раковых клеток [4] этот феномен за послед-
ние годы стал важным инструментом для прогно-
зирования индивидуального риска развития рака
или связанных с ним патологий, основанных на
повышенных уровнях повреждений генома. На
основании результатов обширных популяцион-
ных исследований было показано, что уровни
хромосомных аберраций (ХА) и микроядер (МЯ)
в лимфоцитах периферической крови здоровых
людей являются предикторами развития рака в
будущем [5–7]. Это подтверждается гипотезой о
том, что генетические повреждения в лимфоци-
тах крови отражают аналогичные события в дру-

гих клетках организма, подверженных канцеро-
генезу [8].

Принято считать, что развитие рака обычно
зависит от ряда мутационных или эпигенетиче-
ских событий, а первоначальная повышенная не-
стабильность генома увеличивает вероятность
последующих негативных изменений [9]. Связь
геномной нестабильности с ранними событиями
в канцерогенезе подтверждается тем фактом, что
повышенные уровни повреждений хромосом ча-
сто выявляются в нормальных клетках первично
диагностированных (нелеченных) пациентов с
новообразованиями различных локализаций. Од-
нако данные литературы о частотах спонтанных
цитогенетических повреждений в лимфоцитах у
пациентов с солидными опухолями не лишены
противоречий. В частности, метаанализ частот
микроядер в лимфоцитах нелеченных пациентов
с различной локализацией опухолей показал, что
только 72% образцов, включенных в исследова-
ние, продемонстрировали увеличение спонтан-
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ной частоты микроядер у пациентов по сравне-
нию с контрольными донорами [10]. Этот факт
указывает на необходимость продолжения иссле-
дований в этом направлении, включая макси-
мально полную оценку базового уровня неста-
бильности генома с использованием различных
биомаркеров эффекта у пациентов с наиболее
значимыми формами рака.

Рак легкого (РЛ) является одной из наиболее рас-
пространенных опухолевых патологий и лидирует в
качестве причин смертности от злокачественных
новообразований. В частности, смертность у муж-
чин от рака легкого составляет примерно треть ле-
тальных исходов от всех злокачественных опухо-
лей [11]. В недавней публикации [12] мы показа-
ли, что частота ХА в лимфоцитах нелеченных
пациентов с раком легкого значимо увеличена по
сравнению с контрольной выборкой. Продолжая
это исследование, в настоящем сообщении мы
представляем новые результаты с одновремен-
ным использованием трех цитогенетических био-
маркеров (хромосомных аберраций и микроядер
в лимфоцитах, а также микроядер в буккальных
эпителиоцитах) для оценки уровня геномной не-
стабильности у пациентов с раком легкого.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Характеристика исследованных групп

Базовые частоты ХА и МЯ были проанализи-
рованы у 50 пациентов с первично диагностиро-
ванным РЛ (только мужчины, средний возраст
61.9 ± 0.82 года), поступивших в Кемеровский об-
ластной онкологический диспансер, и у 62 здоровых
мужчин-доноров, жителей г. Кемерово (средний
возраст 51.6 ± 0.96 года). 76% пациентов с РЛ яв-
лялись активными курильщиками, в то время как
в контрольной выборке было зарегистрировано
равное число курящих и некурящих доноров
(табл. 1).

Образцы крови и буккального эпителия от па-
циентов с РЛ были получены до начала всех диа-
гностических или терапевтических процедур. На
каждого участника обследования была заполнена
индивидуальная анкета, содержащая сведения о
месте и дате рождения, профессии, наличии про-
фессиональных вредностей, состоянии здоровья,

приеме лекарственных препаратов, рентгенологи-
ческих процедурах, наличии вредных привычек.
Для пациентов с РЛ дополнительно были учтены
параметры клинического и патоморфологическо-
го анализов, в соответствии с которыми выборку
составили доноры с диагнозами: плоскоклеточ-
ный рак – 27 (54%); аденокарцинома – 11 (22%);
мелкоклеточный рак – 5 (10%); прочие формы
рака: крупноклеточный плеоморфный, аденоген-
ный, мезенхимальный, немелкоклеточный не-
дифференцированный, распад злокачественной
опухоли – 7 (14%). Кроме этого, для каждого па-
циента была определена стадия заболевания в со-
ответствии с TNM-классификацией [13]. В соот-
ветствии с этим 16 пациентов (32%) имели I–II
стадии заболевания. А 34 пациента (68%) – III–IV.
Дополнительно у 20% пациентов с РЛ наблюда-
лись метастазы первичной опухоли в отдаленные
органы.

Все участники были проинформированы о цели,
методологии и возможных рисках исследования;
информированное согласие было подписано каж-
дым донором. Исследование было выполнено в со-
ответствии с требованиями Этического комитета
Кемеровского государственного университета.

Анализ хромосомных аберраций
Подготовку препаратов метафазных хромосом

осуществляли с помощью стандартного полумик-
рометода [14]. В культуральный флакон помещали
1 мл крови, 0.1 мл фитогемагглютинина (ПанЭко),
9 мл среды RPMI 1640 (ПанЭко), 2 мл эмбрио-
нальной телячьей сыворотки. Длительность ин-
кубации составляла 48–50 ч. За 2 ч до фиксации в
культуры добавляли колхицин (ПанЭко) 120 мкл.
По окончании инкубации клеточные культуры об-
рабатывали гипотоническим раствором 0.55%-ного
KCl в течение 20 мин при 37°С. Фиксацию мате-
риала проводили в трех сменах охлажденного
фиксатора Карнуа (метанол и ледяная уксусная
кислота в соотношении 3 : 1). Полученную сус-
пензию раскапывали на чистые охлажденные и
смоченные водой предметные стекла. Препараты
шифровали и окрашивали с помощью 2%-ного
раствора красителя Гимза (Merck).

Учет метафаз, включаемых в анализ, и крите-
рии для регистрации цитогенетических поврежде-

Таблица 1. Характеристика изученных групп

Примечание. N – число обследованных, μ – среднее значение, SE – стандартная ошибка среднего.
* p < 0.001; отличается от значения для группы контроля.

Группа N
Возраст, лет Статус курения, %

μ ± SE min-max да нет

Больные РЛ 50 61.9 ± 0.82* 45–73 76 24
Контроль 62 51.6 ± 0.96 40–79 50 50
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ний соответствовали общепринятым рекоменда-
циям [15]. Учитывали следующие показатели: доля
аберрантных метафаз, частота аберраций, частота
аберраций хроматидного типа (одиночных фраг-
ментов, хроматидных обменов), частота аберра-
ций хромосомного типа (парные фрагменты, ди-
центрические и кольцевые хромосомы, атипич-
ные моноцентрики). Ахроматические пробелы в
число аберраций не включали и не учитывали.

Анализ микроядер в культуре лимфоцитов
с блоком цитокинеза

Микроядерный тест выполняли в соответствии
со стандартным протоколом CBMN [16], используя
модификации, предложенные Ф.И. Ингель [17].

В культуральный флакон, содержащий 3.8 мл
культуральной среды (среда RPMI-1640 + 20% сы-
воротки крупного рогатого скота + 100 ед./мл пени-
циллина), помещали 0.2 мл цельной крови. Во фла-
коны добавляли фитогемагглютенин (ПанЭко) и
культивировали в течение 44 ч при температуре
37°С. Через 44 ч от начала инкубирования в каж-
дую культуру добавляли цитохалазин В (Applichem
GmbH) до конечной концентрации 6 мкг/мл и
культивировали еще 24 ч при той же температуре.
По окончании цикла клетки фиксировали в соот-
ветствии с протоколом, готовые суспензии раска-
пывали на охлажденные предметные стекла. Пре-
параты шифровали и окрашивали 2%-ным рас-
твором красителя Гимза (Merck) в течение 15 мин.
Анализировали препараты под микроскопом
Nikon Eclipse 80i при увеличении ×1000.

На каждом препарате анализировали проли-
феративный пул – подсчитывали 500 клеток с
различным числом ядер, а также учитывали клет-
ки, находящиеся на стадиях апоптоза и митоза.
Затем на других участках стекла подсчитывали
еще по 1000 только двуядерных лимфоцитов, в
которых регистрировали различные типы цитоге-
нетических повреждений, таких как частоты дву-
ядерных лимфоцитов с МЯ, частоты клеток с
нуклеоплазменными мостами, частоты клеток с
ядерными протрузиями. Дополнительно рассчи-
тывали показатель числа одноядерных лимфоци-
тов с МЯ.

Анализ микроядер и других кариологических 
нарушений в буккальных эпителиоцитах

Приготовление цитогенетических препаратов
осуществляли с учетом рекомендаций [18]. Перед
взятием образцов буккального эпителия доноры
тщательно ополаскивали рот очищенной питье-
вой водой. Сбор материала проводили смочен-
ным в буферном растворе (Tris HCl, EDTA, NaCl,
pH 7) шпателем. После трехкратной промывки
клетки раскапывали на предварительно отмытые
и подогретые предметные стекла. Препараты

фиксировали фиксатором Кларка, окрашивание
проводили 2.5%-ным раствором ацетоорсеина и
1%-ным спиртовым раствором светлого зеленого.
Анализ препаратов проводили на микроскопе
Nikon E200 при увеличении ×1000.

Учитывали три группы повреждений: цитоге-
нетические нарушения (микроядра, протрузии ти-
пов “пузырек”, “язык”, “разбитое яйцо”, нуклео-
плазменный мост и атипичная форма ядра), нару-
шения клеточной пролиферации (двуядерность,
ядерная насечка и сдвоенное ядро), а также показа-
тели деструктивных изменений (перинуклеарная
вакуоль, вакуолизация ядра, конденсация хромати-
на, кариопикноз, кариорексис, кариолизис и апо-
птозные тела). Идентификацию микроядер прово-
дили с помощью классических критериев [19], дру-
гие ядерные аномалии регистрировали с учетом
рекомендаций [20]. Частоту клеток с цитогенети-
ческими, пролиферативными и деструктивными
нарушениями выражали в промилле (‰).

Статистический анализ

Статистическую обработку результатов исследо-
вания проводили с помощью программы StatSoft
STATISTICA 7.0. Оценку количественных показате-
лей осуществляли посредством вычисления сред-
них значений (μ) и стандартных ошибок среднего
(SE). Проверку распределения частот цитогене-
тических показателей проводили с помощью те-
ста Колмогорова–Смирнова. Сравнение групп
осуществляли с помощью рангового U-теста
Манна–Уитни. Корреляцию между показателями
для случая данных с ненормальным распределени-
ем рассчитывали с использованием непараметриче-
ской статистики при помощи коэффициента кор-
реляции Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Базовый уровень цитогенетических повреждений
в лимфоцитах больных РЛ и контрольных доноров

Результаты изучения кластогенных эффектов
в лимфоцитах крови больных РЛ и контрольных
доноров сведены в табл. 2. Из данных, приведенных
в таблице, следует, что уровень структурных аберра-
ций хромосом у мужчин с диагностированным РЛ
оказался существенно выше, чем в контроле. Это
утверждение относится как к основному параметру
цитогенетического теста на определение ХА – доле
аберрантных метафаз (4.03% ± 0.26 и 2.03% ± 0.16
соответственно; p < 0.0001), так и ко всем основ-
ным типам ХА: одиночным и парным фрагмен-
там, обменным аберрациям хроматидного и хро-
мосомного типа (табл. 2).

Итоги микроядерного анализа лимфоцитов,
культивированных в условиях цитокинетическо-
го блока, суммированы в табл. 3. Как и в случае
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теста на выявление ХА, были выявлены суще-
ственные однонаправленные различия в уровне
цитогенетических маркеров между пациентами и
здоровыми донорами. Пациенты с раком легкого
демонстрируют повышенную частоту двуядерных
лимфоцитов с одним МЯ (1.27 ± 0.09% против
0.77 ± 0.05%, p < 0.0001), двуядерных лимфоцитов с
двумя МЯ (0.12 ± 0.01% против 0.08 ± 0.01%, p < 0.001)
и общую частоту двуядерных клеток с МЯ (1.4 ±
± 0.1% против 0.87 ± 0.06%, p < 0.0001) по сравне-
нию с контролем. Лишь один показатель – часто-
та двуядерных лимфоцитов с множественными
(более двух) МЯ имел равное значение в выбор-
ках пациентов и в контроле (0.02 ± 0.01%). Другие
цитогенетические параметры также показали
увеличенные значения у пациентов с РЛ. В част-
ности, в выборке пациентов частота двуядерных
лимфоцитов с нуклеоплазменными мостами со-
ставила 0.31 ± 0.04%, а частота одноядерных лим-
фоцитов с МЯ составила 0.41 ± 0.06%, тогда как
частоты этих показателей в контрольной группе
составили 0.12 ± 0.02% и 0.21 ± 0.03% соответ-
ственно. Все эти различия, оцененные с исполь-
зованием U-критерия Манна–Уитни, были ста-
тистически значимыми (p < 0.0001 для частот
двуядерных клеток с мостами; p < 0.001 для частот
одноядерных клеток с МЯ). Только один цитоге-
нетический индикатор – двуядерные клетки с
протрузиями не показал различий между пациен-
тами и контрольной группой (1.84 ± 0.16% против
1.65 ± 0.13%).

В результате оценки показателей пролифера-
тивной активности, а также сравнения частот кле-
ток, находящихся на стадии апоптоза (табл. 4), было
установлено, что ни по одному из сопоставляемых
цитогенетических параметров не наблюдалось зна-
чимых различий между группами пациентов с РЛ и
контрольными донорами.

Базовый уровень кариологических повреждений
в буккальных эпителиоцитах больных РЛ

и контрольных доноров

Результаты микроядерного тестирования экс-
фолиативных клеток буккального эпителия све-
дены в табл. 5. Основной показатель – частота
клеток с микроядрами выше в выборке пациентов
с РЛ по сравнению с контролем (0.34 ± 0.11‰
против 0.29 ± 0.12‰), однако эти различия, оце-
ненные с использованием U-критерия Манна–
Уитни, оказались недостоверными (р = 0.2451).
Вместе с тем некоторые другие цитогенетические
маркеры, в частности ядерные протрузии, досто-
верно чаще отмечались в эпителиоцитах больных
РЛ. Так, показатель “Сумма протрузий” составил
для выборки пациентов с РЛ 7.48 ± 1.01‰, что до-
стоверно превышает значение для контрольных
доноров (4.39 ± 0.47‰; р = 0.0132). Таким обра-
зом, если рассматривать сумму всех типов цитоге-
нетических повреждений, регистрируемых с по-
мощью расширенного микроядерного теста, мож-
но констатировать значимое увеличение этого
показателя в группе больных РЛ по сравнению с

Таблица 2. Частоты хромосомных аберраций в лимфоцитах больных раком легкого и контрольных доноров

* p < 0.01; ** p < 0.001; *** p < 0.0001; отличаются от значения для группы контроля.

Группа Число
метафаз

Доля аберрантных 
метафаз,
μ ± SЕ, %

Количество аберраций на 100 клеток, μ ± SЕ, %

фрагменты обмены

одиночные парные хроматидные хромосомные

Рак легкого 9900 4.03 ± 0.26*** 2.59 ± 0.26** 1.07 ± 1.07*** 0.12 ± 0.04* 0.49 ± 0.09*
Контроль 12249 2.03 ± 0.16 1.47 ± 0.13 0.4 ± 0.06 0.01 ± 0.01 0.22 ± 0.06

Таблица 3. Частоты микроядер и других цитогенетических повреждений в лимфоцитах больных раком легкого и
контрольных доноров

* p < 0.001; ** p < 0.0001; отличаются от значения для группы контроля.

Показатель Больные РЛ, μ ± SЕ, % Контроль, μ ± SЕ, %

Всего двуядерных клеток с МЯ 1.4 ± 0.10** 0.87 ± 0.06
Двуядерные клетки с одним МЯ 1.27 ± 0.09** 0.77 ± 0.05
Двуядерные клетки с двумя МЯ 0.12 ± 0.01* 0.08 ± 0.01
Двуядерные клетки с более чем двумя МЯ 0.02 ± 0.01 0.02 ± 0.01
Двуядерные клетки с мостами 0.31 ± 0.04** 0.12 ± 0.02
Двуядерные клетки с протрузиями 1.84 ± 0.16 1.65 ± 0.13
Одноядерные клетки с МЯ 0.41 ± 0.06* 0.21 ± 0.03
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контролем (16.7 ± 1.69‰ против 12.13 ± 1.08‰; р =
= 0.0284).

Помимо цитогенетических биомаркеров важ-
ную информацию о процессах, происходящих в
эксфолиативных клетках, дают показатели наруше-
ния пролиферации (табл. 5). Сравнение этой груп-
пы параметров в группах контроля и пациентов
позволило выявить у последних достоверное увели-

чение показателя “Сдвоенное ядро” (7.04 ± 0.62‰
против 5.23 ± 0.49‰; р = 0.0068).

Рассматривая группу показателей ранней и
поздней деструкции ядра, можно констатировать
высокодостоверное (р < 0.0001) увеличение зна-
чений таких маркеров как наличие перинуклеар-
ной вакуоли, вакуолизации ядра, кариопикноза и
кариолизиса в эпителиоцитах больных РЛ по

Таблица 4. Результаты оценки пролиферативной активности и частот клеток, находящихся на стадиях митоза и
апоптоза

Показатель Больные РЛ, μ ± SЕ Контроль, μ ± SЕ

Клеток с различным числом ядер, % 1 28.7 ± 1.75 26.4 ± 1.66

2 48.9 ± 1.42 51.8 ± 1.50

3 3.9 ± 0.28 5.0 ± 0.45

4 15.2 ± 0.87 15.3 ± 1.02

Множ. 0.9 ± 0.15 0.6 ± 0.07

Митоз, % 2.9 ± 0.17 3.3 ± 0.15

Апоптоз, % 2.2 ±  0.25 2.3 ± 0.20

Таблица 5. Частоты цитогенетических и кариологических нарушений в буккальных эпителиоцитах пациентов с
раком легкого и контрольных доноров

Примечание. р – уровень значимости (U-критерий Манна–Уитни).

Показатель Контроль
μ ± SЕ, ‰

Рак легкого
μ ± SЕ, ‰ р

Цитогенетические показатели
Микроядро 0.29  ±  0.12 0.34  ±  0.11 0.24
Протрузия “пузырек” 3.85  ±  0.45 6.88  ±  0.97 0.01
Протрузия “разбитое яйцо” 0.19  ±  0.07 0.38  ±  0.10 0.27
Протрузия “язык” 0.34  ±  0.09 0.22  ±  0.08 0.54
Сумма протрузий 4.39  ±  0.47 7.48  ±  1.01 0.01
Нуклеоплазменный мост 0.29  ±  0.08 0.42  ±  0.14 0.69
Атипичная форма 7.16  ±  0.76 8.85  ±  0.95 0.28
Сумма цитогенетических нарушений 12.13  ±  1.08 16.70  ±  1.69 0.02

Показатели нарушения пролиферации
Двуядерность 3.94  ±  0.61 3.32  ±  0.59 0.34
Ядерная насечка 2.68  ±  0.58 1.88  ±  0.24 0.87
Сдвоенное ядро 5.23  ±  0.49 7.04  ±  0.62 0.00
Сумма пролиферативных нарушений 11.84  ±  1.37 12.24  ±  0.89 0.14

Показатели ранней и поздней деструкции ядра
Перинуклеарная вакуоль 58.79  ±  5.35 101.19  ±  9.53 0.00
Вакуолизация ядра 40.15  ±  7.35 179.69  ±  17.60 0.00
Конденсация хроматина 76.34  ±  6.52 71.52  ±  7.04 0.55
Кариопикноз 30.86  ±  3.95 126.48  ±  13.74 0.00
Кариорексис 7.00  ±  3.65 5.29  ±  2.43 0.55
Кариолизис 81.07  ±  8.62 204.48  ±  17.98 0.00
Апоптозные тела 0.07  ±  0.03 0.02  ±  0.02 0.25
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сравнению с контролем. Что касается частоты
встречаемости клеток на стадии апоптоза, то в
эпителиоцитах больных РЛ и контрольных доно-
ров этот показатель значимо не различался, как и
в случае сопоставления этого показателя деструк-
ции ядра в микроядерном тесте на лимфоцитах
(табл. 4).

Оценка влияния факторов возраста, статуса 
курения, а также стадии заболевания на базовый 

уровень цитогенетических повреждений
в лимфоцитах и буккальных эпителиоцитах 

больных РЛ и контрольных доноров

Известно, что возрастной фактор может ска-
зываться на уровне повреждений генома сомати-
ческих клеток. Средний возраст доноров, вклю-
ченных в состав сравниваемых выборок, имеет
достоверные различия (табл. 1), поэтому необхо-
димо оценить возможное влияние этого фактора
на частоты основных биомаркеров, изученных в
трех цитогенетических тестах. Корреляционный
анализ показал, что ни один из биомаркеров значи-
мо не связан с возрастом обследованных пациентов
и контрольных доноров. Так, коэффициент Спир-
мена составил в контрольной выборке значения
при сопоставлении возраста со следующими пере-
менными: доля аберрантных метафаз, r = –0.2032;
доля лимфоцитов с микроядрами, r = 0.33262; до-
ля эпителиоцитов с микроядрами, r = 0.07428.
Для выборки больных РЛ соответствующие ко-
эффициенты составили: доля аберрантных мета-
фаз, r = 0.08995; доля лимфоцитов с микроядрами,
r = –0.0328; доля эпителиоцитов с микроядрами,
r = 0.03317.

Оценка влияния курения на частоты цитоге-
нетических параметров также является стандарт-
ной процедурой при проведении такого рода ис-
следований. В нашем случае дополнительную ак-
туальность изучению этого фактора придает тот
факт, что курение – ведущая причина, провоци-

рующая развитие РЛ [21]. В табл. 6 суммированы
результаты сопоставления частот основных био-
маркеров генотоксического эффекта из трех ци-
тогенетических тестов, регистрируемых у боль-
ных РЛ и контрольных доноров в зависимости от
статуса курения. Из данных, приведенных в таб-
лице, следует, что в выборке курящих пациентов
с РЛ наблюдается определенное увеличение доли
аберрантных метафаз, а также лимфоцитов с МЯ
по сравнению со значениями, зарегистрирован-
ными для некурящих пациентов. Увеличение чис-
ла лимфоцитов и эпителиоцитов с микроядрами
отмечено также в выборке курящих контрольных
доноров по сравнению с некурящими, вместе с тем
следует отметить, что любые различия, наблюдае-
мые между курящими и некурящими донорами, не
достигали статистической значимости.

Отдельный интерес представляет оценка влия-
ния стадии рака легкого, наличия или отсутствия
метастаз в отдаленные органы на частоты основных
биомаркеров генотоксического эффекта, фиксиру-
емых в выборке пациентов. Данные, представлен-
ные в табл. 7, показывают, что эти факторы не вли-
яют значимо на частоту цитогенетических повре-
ждений в лимфоцитах (ХА, МЯ) и в буккальных
эпителиоцитах (МЯ) больных РЛ.  Дополнитель-
но сопоставление частот ХА и МЯ у пациентов,
страдающих тремя основными патоморфологи-
ческими формами РЛ (плоскоклеточный рак,
аденокарцинома и мелкоклеточный рак), не по-
казало достоверных различий ни по одному из ис-
следуемых параметров.

Сведения о повышенной исходной нестабиль-
ности генома соматических клеток нелеченных
пациентов с РЛ обсуждались ранее в ряде иссле-
дований, в которых были использованы различ-
ные биомаркеры цитогенетического эффекта. В
частности, микроядерный анализ и тест на опре-
деление комет были использованы для выявле-
ния спонтанных повреждений в лимфоцитах 36
пациентов с раком легкого и 30 контрольных до-

Таблица 6. Уровень генетических повреждений в лимфоцитах и эпителиоцитах больных раком легкого и кон-
трольных доноров в зависимости от курения

Примечание. N – объем выборки.

Группа

Рак легкого Контроль

N
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Курение Да 38 4.15 ± 0.32 1.42 ± 0.11 0.24 ± 0.09 31 1.87 ± 0.19 0.95 ± 0.10 0.39 ± 0.21
Нет 12 3.67 ± 0.38 1.36 ± 0.22 0.67 ± 0.34 31 2.18 ± 0.24 0.79 ± 0.08 0.19 ± 0.14
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норов [22]. В результате микроядерного анализа
было установлено, что частота двуядерных лим-
фоцитов с микроядрами у пациентов значимо вы-
ше, чем в контроле (9.25 ± 0.58‰ и 6.10 ± 0.65‰;
p < 0.05). Тест ДНК комет в лимфоцитах дал проти-
воречивые результаты. С одной стороны, значение
среднего момента хвоста комет оказалось досто-
верно выше в выборке больных РЛ (0.84 ± 0.07), по
сравнению с контрольной выборкой (0.60 ± 0.05;
p < 0.05). Однако разница между пациентами и
контрольной группой для другого показателя –
средней длины хвоста оказалась статистически
незначимой. Близкие по сути результаты были по-
лучены в исследовании 246 случаев немелкокле-
точного рака легкого из Южной Индии. Обнару-
жено, что у пациентов с РЛ уровень повреждений
ДНК, изученный методом ДНК комет и методом
микроядерного теста, увеличен по сравнению со
здоровым контролем [23]. Болгарские авторы [24]
опубликовали результаты обширного исследова-
ния спонтанных ХА в лимфоцитах пациентов с
различными формами новообразований, включая
рак легких. В лимфоцитах у 87 больных РЛ была
зарегистрирована повышенная частота аберрант-
ных метафаз (2.86 ± 1.45%), достоверно отличаю-
щаяся от соответствующего значения в контроле
(1.82 ± 1.32%; p ≤ 0.001). Различия между пациен-
тами и контрольной группой были значимыми
для обеих основных категорий ХА: хроматидного
типа (1.86 ± 1.3 против 1.11 ± 0.99; p ≤ 0.001) и хромо-
сомного типа (1.05 ± 0.98 против 0.84 ± 1.13; p ≤ 0.01).
Сходные результаты, свидетельствующие об уве-
личении частоты аберраций как хромосомного,
так и хроматидного типа у пациентов с раком лег-
кого по сравнению с контролем, были недавно
представлены нами [12].

Особенностью настоящего исследования яв-
ляется одновременное использование трех цито-
генетических биомаркеров – хромосомных абер-
раций и микроядер в лимфоцитах, а также микро-
ядер в буккальных эпителиоцитах – для оценки
уровня геномной нестабильности у пациентов с
раком легкого. Кластогенные (ХА), а также кла-
стогенные и анеугенные (МЯ) повреждения гено-

ма в лимфоцитах пациентов с РЛ существенно
превышают соответствующие значения, регистри-
руемые у контрольных доноров. Таким образом,
можно утверждать, что оба цитогенетических те-
ста в лимфоцитах оказались достаточно чувстви-
тельными биомаркерами для оценки уровня не-
стабильности генома человека. Тест на определе-
ние цитогенетических повреждений в клетках
другого типа – буккальных эпителиоцитах ока-
зался не столь эффективным в отношении МЯ
как основного биомаркера. Частота эпителиоци-
тов с МЯ в выборке больных РЛ была незначи-
тельно выше, чем в контроле (0.34 ± 0.11‰ про-
тив 0.29 ± 0.12‰). Тем не менее использование
расширенного протокола [20] позволило помимо
собственно микроядер оценить сумму всех типов
цитогенетических повреждений, которая оказа-
лась достоверно выше в группе больных РЛ по
сравнению с контролем (16.7 ± 1.69‰ против
12.13 ± 1.08‰; р = 0.0284). Микроядерное тести-
рование в эксфолиативных клетках позволило
также получить важные дополнительные сведе-
ния о том, что в клетках буккального эпителия
больных РЛ с высокой степенью интенсивности
происходят процессы деструкции ядра. Это
утверждение основано на выявленном достовер-
ном увеличении значений таких маркеров де-
струкции как наличие перинуклеарной вакуоли,
вакуолизации ядра, кариопикноза и кариолизиса
в эпителиоцитах больных РЛ по сравнению с
контролем. Показатели деструкции ядра по сво-
им морфологическим проявлениям могут отра-
жать процессы гибели клеток как по пути некроза
(перинуклеарная вакуоль, ядерная вакуолизация,
кариолизис), так и по пути апоптоза (кариопик-
ноз, кариорексис, апоптозные тела). В настоя-
щем исследовании, анализируя полученные дан-
ные относительно показателей деструкции ядра,
для лиц с РЛ отмечено значимое повышение ско-
рости гибели эпителиоцитов, характеризующееся
большей частотой регистрации клеток с пери-
нуклеарными вакуолями, ядерной вакуолизацией
и кариопикнозом относительно группы контро-
ля, при этом можно говорить о преимуществен-

Таблица 7. Оценка влияния стадии рака легкого, наличия или отсутствия метастаз в отдаленные органы на ча-
стоты основных биомаркеров генотоксического эффекта в трех использованных цитогенетических тестах

Примечание. В скобках – объем выборки.

Показатель Всего
(50)

Стадии I–II
(16)

Стадии III–IV 
(34)

С метастазами 
(10)

Без метастазов 
(42)

Доля аберрантных
метафаз, μ ± SЕ, % 4.03 ± 0.26 3.81 ± 0.35 4.13 ± 0.34 3.7 ± 0.79 4.11 ± 0.26

Доля лимфоцитов
с микроядрами, μ ± SЕ, % 1.4 ± 0.10 1.29 ± 0.15 1.46 ± 0.13 1.28 ± 0.20 1.44 ± 0.11

Доля эпителиоцитов
с микроядрами, μ ± SЕ, % 0.34 ± 0.11 0.44 ± 0.22 0.29 ± 0.12 0.2 ± 0.13 0.38 ± 0.13
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ной гибели клеток по некротическому пути. Нару-
шение процесса дифференцировки буккальных
эпителиоцитов с преобладанием клеток поздних
стадий деструкции ядра было ранее показано при
анализе цитограмм больных РЛ как до, так и после
химиотерапевтических мероприятий [25].

Одновременное использование сразу трех ци-
тогенетических тестов при оценке цитогенетиче-
ских показателей в двух разных типах соматиче-
ских клеток дало возможность наиболее адекват-
но оценить влияние факторов возраста, статуса
курения, типа и стадии заболевания на показатели
базового уровня генетических повреждений в ис-
следованных когортах. Отсутствие явного влияния
перечисленных факторов на значения всех трех
использованных биомаркеров позволяет утвер-
ждать, что увеличение спонтанного уровня генети-
ческой нестабильности, регистрируемое в сомати-
ческих клетках нелеченных больных РЛ, является
признаком, характеризующим конституциональ-
ное состояние генома при данном виде рака.

Значимо увеличенные базовые частоты ХА и
МЯ у нелеченных пациентов с РЛ по сравнению с
соответствующими значениями у контрольных
доноров, выявленные в настоящем исследова-
нии, согласуются с предыдущими сообщениями о
повышенной нестабильности генома при этом
типе рака [12, 22–24, 26]. Несмотря на разную
чувствительность использованных цитогенетиче-
ских тестов, их совместное использование дает
важную дополнительную информацию. В частно-
сти, анализ показателей деструкции ядра, ис-
пользованный в тесте с буккальными эпителио-
цитами, указал на увеличение частоты элимина-
ции поврежденных клеток у пациентов с РЛ
путем некроза. Однонаправленные результаты,
полученные с одновременным использованием
трех цитогенетических тестов на разных типах со-
матических клеток, показали, что такие факторы
как возраст пациентов, статус курения, тип и стадия
РЛ не оказывают существенного влияния на пока-
затели базового уровня генетических повреждений.
Это, в свою очередь, позволяет утверждать, что ци-
тогенетическая нестабильность соматических кле-
ток нелеченных больных РЛ является признаком,
характеризующим геном человека, находящийся
под воздействием эндогенных гентоксических
факторов. В частности, одним из таких факторов
может выступать оксидативный стресс, являю-
щийся непременным атрибутом опухолевого
процесса.

Исследование поддержано грантом РНФ
№ 18-14-00022.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-

синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов
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The Base Level of Cytogenetic Damage in Lymphocytes
and Buccal Epitheliocytes of Lung Cancer Patients

V. G. Druzhinina, *, V. I. Mininab, E. D. Baranovaa, T. A. Golovinaa, A. V. Meyera,
A. O. Mikhaylovaa, A. A. Timofeevab, V. A. Titovc, T. A. Tolochkoa, and D. P. Shubenkinaa

aKemerovo State University, Kemerovo, 650000 Russia
bThe Federal Research Center of Coal and Coal Chemistry of Siberian Branch

of the Russian Academy of Sciences, Kemerovo, 650099 Russia
cKemerovo Regional Oncology Center, Kemerovo, 650000 Russia

*e-mail: druzhinin_vladim@mail.ru

The results of the study of chromosomal aberrations and micronuclei in blood lymphocytes, as well as micro-
nuclei in buccal epithelium cells of 50 untreated men with lung cancer (LC) and 62 control donors are pre-
sented. Using all cytogenetic tests, a unidirectional significant increase in the base level of genetic instability
in the cells of the patients was detected compared to the control. It has been shown that in LC patients, the
elimination of damaged cells occurs predominantly by necrosis, whereas the frequencies of cells at the apop-
tosis stage do not differ in patients and in the control. Patient age, smoking status, type and stage of LC do
not have a significant impact on the performance of the baseline level of genetic damage. This suggests that
the cytogenetic instability of the somatic cells of untreated LC patients is a sign that characterizes the consti-
tutional state of the genome with this type of cancer.

Keywords: lung cancer, lymphocytes, buccal epithelial cells, chromosomal aberrations, micronuclei, apopto-
sis, necrosis, genetic instability.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


