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Проведено исследование генотоксической активности фунгицида карбендазима. Показано, что те-
стируемый технический продукт карбендазима в диапазоне доз 125–2000 мг/кг массы тела индуци-
ровал статистически значимое зависимое от дозы увеличение частоты полихроматофильных (ПХЭ)
и нормохроматофильных эритроцитов (НХЭ) с микроядрами в костном мозге мышей линии CD-1.
После введения доз 250–2000 мг/кг массы тела наблюдали накопление клеток, содержащих два
микроядра и более. Методом ДНК-комет не выявлено повышения уровня разрывов и щелочела-
бильных сайтов в ДНК клеток костного мозга и печени мышей после введения карбендазима тех-
нического в дозах до 2000 мг/кг массы тела; поэтому можно полагать, что наблюдаемое накопление
клеток с микроядрами обусловлено анеугенным действием карбендазима. Кроме того, обнаружено
зависимое от дозы увеличение доли макроцитов/гигантоцитов и гантелеобразных клеток с пере-
тяжками среди ПХЭ и НХЭ, что свидетельствует об ингибирующем действии тестируемого пести-
цида на процессы цитокинеза. Накопление полихроматофилов, содержащих пикнотические ядра,
после воздействия карбендазима вероятно вызвано нарушением процесса экструзии ядер. Обсуж-
дается возможный общий механизм, лежащий в основе нарушения кариокинеза, цитокинеза и экс-
трузии ядер в эритроидных клетках костного мозга млекопитающих.
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Пестициды из группы фунгицидов представ-
ляют собой вещества, предназначенные для борь-
бы с грибковыми заболеваниями растений. В на-
стоящее время применяются как химические, так
и биологические фунгицидные средства. В каче-
стве химических фунгицидов используют соеди-
нения различных классов: стробилурины, бензи-
мидазолы, морфолины, хиноны, имидазолы, три-
азолы и др. Карбендазим относится к классу
бензимидазолов и является метаболитом беноми-
ла и тиофанат-метила. Препараты на основе кар-
бендазима применялись и до сих пор применяются
в ряде стран в качестве системного фунгицида
против болезней пшеницы, ячменя, ржи, свеклы
сахарной, подсолнечника, яблони, цитрусовых,
семенного картофеля и других культур. Однако
всестороннее изучение этого соединения выявило
серьезные неблагоприятные эффекты и показало,
что оно является высокоопасным веществом.

Обзор данных, полученных в независимых ис-
следованиях, приведен в публикациях [1, 2]. Кар-
бендазим проявляет токсичность даже в низких

дозах, воздействуя на печень и вызывая измене-
ния гематологических и биохимических парамет-
ров у крыс [3]. Показано, что беномил и его мета-
болит карбендазим обладают репродуктивной
токсичностью, оказывая неблагоприятное воз-
действие на репродуктивную систему самцов ла-
бораторных животных. При введении указанных
пестицидов у крыс наблюдали уменьшение массы
семенников и придатков яичек, уменьшение ко-
личества сперматозоидов [4]. Кроме того, у крыс
и хомячков имели место изменение морфологии
и снижение подвижности сперматозоидов, а так-
же гистологические изменения в семенниках [5].
Низкие дозы карбендазима нарушали сперматоге-
нез у мышей [6]. Lu с соавт. получили результаты,
свидетельствующие о том, что в токсичность кар-
бендазима могут быть вовлечены механизмы, за-
висимые от андрогенов и рецепторов андрогенов
[7]. Согласно проведенным исследованиям карбен-
дазим является мощным эндокринным дизрапто-
ром [8]. Он ингибировал ароматазу in vitro [9, 10] и
in vivo [11], снижал экспрессию гена рецептора эст-
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рогена альфа [12]. С воздействием карбендазима на
эндокринную систему отчасти могут быть связаны
его эмбриотоксические и тератогенные свойства.
Высокие дозы этого пестицида снижали прирост
массы у беременных крыс, хомяков и кроликов и
увеличивали внутриутробную гибель плода. В дозах
30 мг/кг массы тела и выше карбендазим вызывал
многочисленные нарушения развития органов [13].
Значимые токсические эффекты у беременных са-
мок крыс, гибель эмбрионов и замедленное разви-
тие плода наблюдали после воздействия карбенда-
зима в дозах 35 и 160 мг/кг массы тела [14]. В экспе-
риментах на лягушках [15] и мышах [16] обнаружена
повышенная смертность эмбрионов и различные
мальформации скелета и внутренних органов.

Карбендазим является анеугеном [17, 18] и мо-
жет быть классифицирован как возможный кан-
цероген для человека [19].

В связи с серьезными неблагоприятными воз-
действиями карбендазима на нецелевые организ-
мы некоторые страны отказались от его исполь-
зования в сельском хозяйстве.

Карбендазим, так же как и беномил, не одоб-
рен Европейской комиссией и не применяется в
большинстве стран Европейского Союза [20–22];
тиофанат-метил пока разрешен в Европе, пересмотр
решения о его использовании состоялся в конце
2019 г. Карбендазим и беномил не применяют в
сельском хозяйстве в США [2, 23]. В настоящее вре-
мя карбендазим производится и продается на рынке
несколькими компаниями в основном в Китае. В
нашей стране зарегистрировано 15 препаративных
форм, содержащих карбендазим в качестве един-
ственного действующего вещества, и три препарата,
которые содержат в своем составе карбендазим в со-
четании с другими средствами: азоксистробином,
карбоксином, флутриафолом. Кроме того, зареги-
стрировано пять препаратов на основе беномила
и четыре препарата, содержащих тиофанат-метил
[24]. С 2009 г. применение пестицидов на основе бе-
номила и карбендазима в Российской Федерации
ограничено только зерновыми, сахарной свеклой и
(при необходимости) семенными посевами. По ток-
сиколого-гигиеническим характеристикам беномил
и карбендазим отнесены ко 2-му класcу опасности
(включая 2-й класс по тератогенности и эмбриоток-
сичности). По стойкости в почве карбендазим отно-
сится к 1-му классу опасности.

Целью настоящего исследования было изуче-
ние способности технического продукта карбен-
дазима индуцировать образование микроядер в
эритроцитах костного мозга и повреждений ДНК
в клетках печени и костного мозга мышей in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследовали технический продукт карбенда-

зима с содержанием действующего вещества 98%.

Эксперименты проводили на мышах линии
CD-1. Животных получали из питомника Филиа-
ла “Андреевка” ФГБУН “Научный центр биомеди-
цинских технологий” Федерального медико-биоло-
гического агентства России. Проведение исследова-
ний одобрено этическим комитетом ФБУН “ФНЦГ
им. Ф.Ф. Эрисмана” Роспотребнадзора.

Генотоксичность карбендазима технического
оценивали с использованием микроядерного те-
ста in vivo в соответствии с рекомендациями
OECD № 474 [25] и метода ДНК-комет в соответ-
ствии с рекомендациями OECD № 489 [26].

В контрольных и экспериментальных группах
использовали по 10 животных на каждую дозу
(5 самцов и 5 самок). Технический продукт кар-
бендазима вводили внутрижелудочно в дозах 62.5,
125, 250, 500, 1000 и 2000 мг/кг массы тела 3 раза
во временных точках 0, 24 и 48 ч. Одновременно в
качестве отрицательного контроля вводили на-
полнитель (растительное масло). В качестве по-
ложительного контроля внутрибрюшинно вводи-
ли метилметансульфонат (ММС) в дозе 60 мг/кг
массы тела 2 раза, одновременно со вторым и тре-
тьим введением исследуемого пестицида.

Через 3 ч после третьего введения животных
подвергали эвтаназии методом цервикальной дис-
локации. Для микроядерного теста костный мозг из
одной бедренной кости вымывали эмбриональной
сывороткой теленка, и готовили по два микропрепа-
рата костного мозга от каждого животного в соот-
ветствии с общепринятой методикой [27]. Микро-
препараты красили, используя набор “Leuсodif
200” (Erba Lachema s.r.o., CZ), независимо кодиро-
вали и исследовали микроскопически (микроскоп
Nikon Eclipse Ci-L, Япония), подсчитывая по 4000
ПХЭ для оценки индукции микроядер, а также
определяли долю ПХЭ от общего числа эритроци-
тов, подсчитывая не менее 500 эритроцитов для
каждого животного.

Для анализа ДНК-комет костный мозг из вто-
рой бедренной кости мыши вымывали охлажден-
ным фосфатным буфером, содержащим 10%
ДМСО и 20 мМ ЭДТА-Na2 (буфер 1). Предвари-
тельно готовили и сушили гель-слайды с тонким
слоем тугоплавкой агарозы. Суспензию клеток
костного мозга (60 мкл) вносили в легкоплавкую
агарозу, нагретую до 37°С, пипетировали и капа-
ли по 35 мкл на подогретый гель-слайд, накрыва-
ли покровным стеклом. Слайды охлаждали и по-
сле полного застывания агарозы осторожно сни-
мали покровные стекла.

Ткань печени гомогенизировали в буфере 1, да-
вали отстояться крупным частицам дебриса и отби-
рали 60 мкл. Далее все манипуляции проводили так
же, как описано выше для костного мозга.

Стадии лизиса, денатурации, электрофореза
и фиксации проводили при монохромном жел-
том освещении. Лизис осуществляли, используя
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охлажденный (4°C) раствор, содержащий 100 мМ
ЭДТА-Na2; 10 мМ Трис; 2.5 М NaCl; 1% Triton X-
100; 10% ДМСО (pH 10), при 4°С в течение 21–24 ч.
Гель-слайды выдерживали в буфере для элек-
трофореза, содержащем 300 мМ NaOH и 1 мМ
ЭДТА-Na2, в течение 30 мин для денатурации и реа-
лизации щелочелабильных сайтов ДНК в разрывы.
Электрофорез проводили в камерах CSL-COM20
(Cleaver Scientific Ltd., UK) с охлаждаемыми до
7°C платформами (CSL-CHILLER, Cleaver Scien-
tific Ltd., UK) при 300 мА и 0.7 В/см (CS-300V
Cleaver Scientific, UK) в течение 30 мин. Гель-слайды
нейтрализовали (PBS, 10 мин) и дегидратировали
(75%-ный раствор этанола, 10 мин), сушили на воз-
духе и окрашивали SYBR Green I в течение 30 мин.

Микроскопический анализ проводили на эпи-
флуоресцентном микроскопе (Nikon Eclipse Ni-U,
Япония), оснащенном камерой scA1300-32fm и
программой для захвата изображения. Анализ
ДНК-комет осуществляли с помощью программы
анализа изображений Comet Assay IV (Perceptive
Instruments Ltd., UK). На каждом микропрепарате
считали не менее 75 клеток (не менее 150 клеток на
каждую ткань каждого животного). В качестве
показателя повреждений ДНК использовали про-
центное содержание ДНК в хвосте кометы
(% ДНКв хвосте).

Статистический анализ осуществляли с помо-
щью программы SPSS Statistics v. 22.0 (IBM Corpo-
ration, N.Y., США). Для обработки данных, полу-
ченных в анализе ДНК-комет, использовали t-тест
Даннетта и коэффициент ранговой корреляции
Спирмена. Анализ результатов, полученных в
микроядерном тесте in vivo, осуществляли в рам-
ках двухфакторной регрессионной модели для
распределения Пуассона [28]; для сравнения с
группами отрицательного контроля использова-
ли 95%-ные доверительные интервалы Вальда для
каждой группы. Наличие зависимости эффекта
от дозы оценивали с использованием критерия
Мантеля–Хензеля [29].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исследуемый технический продукт карбенда-

зима в высокой дозе подавлял эритропоэз в кост-
ном мозге мышей CD-1. После введения 2000 мг
карбендазима на 1 кг массы тела животных меди-
анное значение доли ПХЭ от общего числа эрит-
роцитов достигало 20%, что составляет около 40%
от уровня в группе отрицательного контроля.

Карбендазим индуцировал образование микро-
ядер, которые наблюдали в ПХЭ и НХЭ костного
мозга мышей. При этом статистически значимые
эффекты по сравнению с сопутствующим отрица-
тельным контролем выявлены после введения
карбендазима в дозах 125 мг/кг м.т. и выше. Мето-
дом Мантеля–Хензеля показана линейная зависи-

мость наблюдаемых эффектов от дозы (p = 0.000)
(рис. 1).

После введения доз 250–2000 мг/кг м.т. на мик-
ропрепаратах появлялись ПХЭ, содержащие два
микроядра и более (рис. 2,б–ж). Причем клетки с
тремя и более микроядрами были отмечены только
начиная с дозы 500 мг/кг м.т. Кроме типичных
микроядер в клетках также присутствовали остат-
ки хроматинового материала в виде бобовидных
структур (рис. 2,и). Частота ПХЭ с множественны-
ми микроядрами статистически значимо повыша-
лась с увеличением дозы карбендазима (p = 0.000)
(рис. 3,а). При высоких дозах также встречались
клетки с пылинками Вейденрейха, свидетельствую-
щими о глубокой дезинтеграции ядра (рис. 2,ж; 4,д).

При микроскопическом анализе также отмечали
полихроматофильные и нормохроматофильные
клетки, размер которых был увеличен в 2 и более раз,
по сравнению с нормой (макроциты/гигантоциты).
Их количество статистически значимо зависело
от дозы технического продукта (рис. 3,б; 4,а–д).
Кроме макроцитов/гигантоцитов среди ПХЭ и
НХЭ встречались гантелеобразные клетки с пере-
тяжкой (рис. 4,е–и).

С увеличением дозы технического продукта
карбендазима, вводимого животным, возрастала
частота полихроматофильных клеток с невытолк-
нутым плотным пикнотическим ядром (рис. 5, 6).

С использованием метода электрофореза от-
дельных клеток (анализа ДНК-комет) в щелоч-
ных условиях было показано, что карбендазим
технический не индуцировал повреждения ДНК
в клетках костного мозга и печени мышей CD-1 в
диапазоне доз от 62.5 до 2000 мг/кг м.т. Содержа-
ние ДНК в хвосте комет после воздействия кар-

Рис. 1. Зависимость частоты ПХЭ и НХЭ с микрояд-
рами в костном мозге самок и самцов мышей линии
CD-1 от дозы карбендазима технического. . – ПХЭ с
микроядрами (♀); d – НХЭ с микроядрами (♀); Δ –
ПХЭ с микроядрами (♂); s – НХЭ с микроядрами (♂).
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бендазима значимо не отличалось от значения,
полученного для отрицательного контроля, тогда
как используемый в качестве положительного
контроля ММС вызывал статистически значи-
мый эффект (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ

Пестициды, относящиеся к разным химиче-
ским классам, могут быть токсичными по отно-
шению к органу-мишени. Например, триазоло-
вые пестициды вызывали снижение доли ПХЭ
среди общего числа эритроцитов в костном мозге
мышей в разной степени в зависимости от их хи-
мической структуры [30]. Проведенное исследо-
вание показало, что тестируемый технический
продукт карбендазима в высоких дозах вызывал
подавление эритропоэза в костном мозге мышей
CD-1. В дозах 125–2000 мг/кг массы тела он вы-
зывал статистически значимое зависимое от дозы
повышение частоты микроядер в ПХЭ и НХЭ
костного мозга мышей CD-1. Причем с увеличе-
нием дозы возрастало количество клеток, содер-
жащих два микроядра и более. В анализе ДНК-
комет не было обнаружено ДНК-повреждающего
действия карбендазима, что подтверждает ане-
угенный механизм его действия.

Было показано, что с увеличением дозы воз-
растает количество полихроматофильных клеток
с плотным пикнотическим ядром. Наблюдаемые
клетки с такими ядрами нельзя отнести к поли-
хроматофильным нормобластам, в которых хотя
и начинается процесс пикноза, но ядро все еще
имеет колесовидную структуру. В норме такие
плотные пикнотические ядра наблюдаются в ок-
сифильных нормобластах. Именно на стадии ок-
сифильных нормобластов происходит выталки-
вание ядра. Вероятно, наблюдаемый нами эф-
фект: присутствие плотных пикнотических ядер в
полихроматофилах свидетельствует о том, что
карбендазим задерживает или нарушает процесс
выталкивания ядра при созревании эритроидных
клеток.

Кроме того, после внутрижелудочного введе-
ния мышам карбендазима технического происхо-
дило зависимое от дозы накопление полихромато-
филов и нормохроматофилов увеличенного разме-
ра (в 2 и более раз превышающего норму). Одной
из причин накопления макроцитов/гигантоцитов
может быть нарушение процесса цитокинеза. Это
подтверждается наличием клеток гантелеобраз-
ной формы. Такая форма типична для делящихся
клеток на стадии телофазы. Однако в данном слу-
чае на микропрепаратах наблюдали безъядерные
клетки с явно выраженной перетяжкой среди
ПХЭ и НХЭ, которые в норме уже не содержат яд-
ра и не делятся. Вероятно, карбендазим предот-
вращал образование сократимого кольца или ин-

гибировал его сокращение, вызывая блокировку
цитокинеза и задержку клеток в телофазе.

Полученные результаты согласуются с ранее
опубликованными материалами. Подробный об-
зор таких исследований до 2004 г. приведен в пуб-
ликации [31]. В большинстве тестов по оценке ген-
ных мутаций у бактерий он не оказывал мутагенного
действия. С использованием дрожжей Saccharomyces
не обнаружено ни обратных мутаций, ни конверсии
генов при действии карбендазима в концентрациях
до 40 мкг/мл [32]. На лимфоцитах человека in vitro в
исследовании индукции сестринских хроматидных
обменов (Banduhn, Obe, 1985) получены отрица-
тельные результаты [33]. В анализе ДНК-комет
карбендазим не индуцировал повреждения ДНК
в культурах клеток млекопитающих [34, 35]. Так-
же не обнаружено повреждений ДНК с использова-
нием теста оценки внепланового синтеза ДНК [36].
Карбендазим не оказывал кластогенного действия
на клетки CHO и лимфоциты периферической кро-
ви человека (тест учета хромосомных аберраций)

Рис. 3. Зависимость частоты встречаемости ПХЭ с
двумя и более микроядрами (а) и полихроматофилов
увеличенного размера (б) от дозы карбендазима тех-
нического. Показаны индивидуальные значения для
каждого животного в группах обработки (n = 10 в
каждой группе).
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[34, 36]. Однако в ряде исследований было обнару-
жено, что карбендазим индуцировал образование
микроядер в клетках млекопитающих. При этом
микроядра содержали целые хромосомы с цен-
тромерами, что характерно для действия анеуге-
нов [17, 37–39].

Уже ранние биохимические исследования ме-
ханизма действия производных бензимидазола
показали, что ингибирование митоза у грибов ве-
роятно опосредовано связыванием этих соедине-
ний с белком тубулином, из которого формируют-
ся микротрубочки веретена деления [40]. Микро-
трубочки образованы димерами α- и β-тубулина,
которые взаимодействуют нековалентно и играют
ключевую роль в клеточном делении, опосредуя
сегрегацию хромосом в митозе и мейозе, а также
организацию, перемещение и расположение ор-
ганоидов. Было установлено, что бензимидазолы
взаимодействуют с β2-тубулином [41]. Кроме то-

го, карбендазим, беномил и тиабендазол ингиби-
руют полимеризацию α1-/β2-тубулинов. Однако
все три соединения не были способны дестабили-
зировать уже полимеризованные микротрубочки
[42]. Таким образом, имеющиеся в литературе
данные свидетельствуют в пользу предположения
о том, что анеугенное действие карбендазима
обусловлено его взаимодействием с тубулинами
микротрубочек веретена деления.

Что касается обнаруженного в данном исследо-
вании нарушения цитокинеза, то следует отметить,
что состоящий из микротрубочек цитоскелет кон-
тролирует не только сегрегацию хромосом, но и по-
ложение сократимого кольца и завершение кле-
точного деления [43]. Для осуществления деле-
ния необходим зависимый от микротрубочек
транспорт компонентов мембраны к борозде де-
ления. Показано, что образованная микротрубоч-
ками особая структура в борозде деления – FMA

Рис. 5. Клетки костного мозга мышей линии CD-1 после введения карбендазима технического. а: 1 – ПХЭ с одним
микроядром, 2 – полихроматофил с пикнотическим ядром, 3 – макроцит с ядерными пылинками Вейденрейха; б: 1 –
полихроматофил с пикнотическим ядром.
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Рис. 6. Зависимость частоты встречаемости полихроматофилов с пикнотическим ядром от дозы карбендазима. Пока-
заны индивидуальные значения для каждого животного в группах обработки (n = 10 в каждой группе).
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(furrow microtubule array) необходима для цитокине-
за у эмбрионов Xenopus, а именно для формирования
новых мембранных структур во время цитокинеза
[44]. Деполимеризация микротрубочек в эмбрио-
нах Xenopus после начала дробления блокировала
завершение деления [45]. Наряду с FMA микро-
трубочки срединного тела также вносят большой
вклад в процесс цитокинеза. Ингибирование гам-
ма-тубулина во время митоза приводило к нару-
шению структуры срединного тела и блокирова-
нию завершения цитокинеза [46, 47].

Одной из моделей, предложенных для объяс-
нения механизма экструзии (выталкивания) ядра,
является цитокинетическая модель, согласно ко-
торой процесс выталкивания представляет собой
определенную форму клеточного деления, при ко-
тором ядро отделяется от цитоплазмы в результате
активного процесса, основанного на механизме
цитокинеза [48]. Ядро становится плотным в ре-
зультате конденсации хроматина, изолируется от
цитоплазмы кольцом цитоплазматических мем-
бран и перемещается в одну сторону клетки. Ок-
сифильный эритробласт затем разделяется на две
дочерние структуры – ретикулоцит, содержащий
большую часть цитоплазмы, и пиреноцит, содер-
жащий конденсированное ядро, заключенное в
тонкий цитоплазматический слой. Большая часть
пиреноцитов поглощается и разрушается макро-
фагами [49]. Таким образом, экструзия ядра пред-
ставляет собой асимметричное деление, при ко-
тором необходима реорганизации цитоскелета.
При этом было показано важное значение реор-
ганизации и стабильности микротрубочек в этом
процессе [50]. Микротрубочки играют ключевую
роль в поляризации эритробластов при подготов-
ке к экструзии, опосредуя движение ядер [51, 52].

Таким образом, на основании полученных в
данном исследовании результатов и имеющихся
литературных данных можно предполагать, что
карбендазим не только нарушает процессы ка-
риокинеза, приводя к накоплению клеток с мик-
роядрами (анеугенное действие), но и подавляет
цитокинез и экструзию ядер в ходе созревания
клеток эритроидного ряда. При этом все наблю-
даемые нарушения, вероятно, могут быть опосре-
дованы одним и тем же механизмом, основанным
на взаимодействии карбендазима с тубулинами.

Подготовка статьи не имела финансовой под-
держки.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.

Автор выражает благодарность к. б. н.
Н.С. Аверьяновой за помощь в проведении ана-
лиза ДНК-комет и м. н. с. Г.В. Масальцеву за по-
мощь в осуществлении статистической обработ-
ки результатов.
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Cytogenetic Effects of Carbendazim on Mouse Bone Marrow Cells
N. A. Ilyushina*

Erisman Federal Scientific Center of Hygiene, Moscow oblast, Mytishchi, 141014 Russian
*e-mail: Ilyushina-na@mail.ru

The assessment of the genotoxic activity of fungicide carbendazim was performed. It was shown that the test-
ed technical grade active ingredient of carbendazim induced a dose-dependent increase in the incidence of
micronucleated polychromatic (PCE) and normochromatic erythrocytes (NСE) in the bone marrow of CD-1
mice. The accumulation of cells with two or more micronuclei was observed at doses of 250–2000 mg/kg
body weight. According to comet assay, there was no increase in the level of breaks and alkali-labile sites in
DNA of the mouse bone marrow and liver cells after administration of carbendazim technical at doses up to
2000 mg/kg body weight. Therefore, it can be assumed that the observed accumulation of micronucleated
cells is due to the aneugenic effect of carbendazim. In addition, a dose-dependent increase in the proportion
of macrocytes/gigantocytes and dumbbell-shaped cells with constriction among PCE and NCE was found,
indicating that the test pesticide has the inhibitory effect on cytokinesis processes. The accumulation of poly-
chromatic cells containing pyknotic nuclei after exposure to carbendazim is probably caused by a violation of
the extrusion of nuclei. A possible general mechanism underlying the impairment of karyokinesis, cytokinesis
and extrusion of nuclei in erythroid cells of mammalian bone marrow is discussed.

Keywords: carbendazim, micronuclei, aneugenic effect, erythropoiesis, bone marrow, cytokinesis, extrusion
of nuclei, DNA-comet assay.



<<
  /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


