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[bookmark: _Toc443318273]Введение
В последнее время мы часто может слышать о загрязнении окружающей среды. Оно оказывает значительное негативное воздействие на живые организмы, в том числе и на человека.  Одним из наиболее опасных видов загрязнителей окружающей среды являются генотоксиканты. Генотоксиканты, или мутагены – факторы окружающей среды, вызывающие мутации. Они приводят к появлению как повреждений структуры ДНК (генные, хромосомные и геномные мутации), так и нарушений генетических процессов, косвенно влияющих на выход мутаций (репарации, рекомбинации, гибель клеток, клеточной трансформации, нарушениям процессов деления клеток и т.д.). 
Генеративные мутации способствуют накоплению у видов генетического груза – совокупности вредных мутаций, который будет передаваться из поколения в поколение и может привести к вырождению и вымиранию. Соматические мутации, т.е. мутации, возникающие во всех клетках, кроме половых,  обуславливает мозаичность организма, т. е. образование в нём отдельных участков тела, тканей или клеток с отличным от остальных набором хромосом. Такие мутации не будут передаваться по наследству, но принесут непосредственный вред конкретному организму.
Генотоксический эффект может быть вызван различными факторами, с которыми человек сталкивается в повседневной жизни. Среди них компоненты продуктов питания, табачный дым,  алкоголем, электромагнитное излучение мобильных телефонов, компьютеров и телевизоров и т.д. По мнению экспертов, от 20-85% заболеваемости населения обусловлено провоцирующим действием загрязнения окружающей среды[10].
Среди старшеклассников (возраст 16-18 лет)  распространено употребление блюд быстрого питания (fast food), особенно приготовленных во фритюре, и курение табака. Однако в литературе отмечено их отрицательное влияние на генетический аппарат клетки.  Поэтому необходимо оценить возможные генотоксические эффекты данных факторов на клетки организма юношей и девушек. Современным методом для выявления генотоксичности различных факторов окружающей среды на человека является оценка кариологических показателей в клетках буккального эпителия ротовой полости. 
Цель работы – оценить влияние курения табака и продуктов быстрого питания (fast food) на кариологические показатели в клетках буккального эпителия старшеклассников.
Для достижения цели исследовательской работы решались следующие задачи:
1. Провести анкетирование в исследуемой группе  для выявления частоты употребления  ими табачных изделий и особенностей питания.
2. Выявить частоту и спектр карилогических нарушений в буккальном эпителии старшеклассников. 
3. Оценить зависимость уровня цитогенетических нарушений от частоты употребления  табачных изделий и блюд быстрого питания
Гипотеза – табакокурение и употребление блюд быстрого питания вызывает повышение частоты цитогенетических нарушений в клетках буккального эпителия старшеклассников.

Глава 1. Обзор литературы
При выполнении работы проводилось изучение учебной и научно-исследовательской литературы по следующим вопросам:  типы изменчивости, мутационная изменчивость; генотоксиканты, понятие мутагенов, типы мутагенов; мутагенное загрязнения окружающей среды и его негативные последствия; микроядерный тест как метод выявления генотоксичности факторов среды; использование микроядерного теста в буккальном эпителии человека для тестирования генотоксичности факторов окружающей среды; мутагенная активность пищевых продуктов и табачного дыма.
Литературный обзор представлен в Приложении 1.
[bookmark: _Toc443318274]Глава 2. Материал и методы исследования  
Материалом исследования служили образцы буккального эпителия лиц юношеского возраста (16-18 лет), проживающих в городе Ярославле. Проводилось анкетирование старшеклассников (Приложение 2). Изучались юноши и девушки, не принимавшие лекарственных препаратов и не болевшие в течение месяца на момент проведения исследования. Всего были взяты пробы у 20 школьников. 
Цитогенетические исследования (отбор материала, приготовление и анализ препаратов) проводили в соответствии с методическими рекомендациями «Цитогенетический мониторинг: методы оценки загрязнения окружающей среды и состояния генетического аппарата организма» (Калаев В.Н., Карпова С.С., 2004) [5]   и классификацией, приведённой в работах [9, 12].
Приготовление мазков проводили по методике Колмаковой Т.С.[7]. Делали мазки-отпечатки. Перед началом исследования старшеклассники тщательно ополаскивали рот водопроводной водой. Мазки брали одноразовым ватным тампоном со слизистой оболочки обеих щек выше линии смыкания зубов. Фиксировали клетки этанолом (70%) в течение 10 мин. Окраску проводили по следующей схеме: отфильтрованный раствор азур-эозина по Романовскому-Гимза (1:5) наносили на препарат и выдерживали 10 мин., затем промывали препарат водой и накрывали его покровным стеклом. 
Исследовали материал, удовлетворяющий следующим требованиям, обозначенным в методических указаниях "Обеспечение качества подготовки образцов биологических материалов для цитологических исследований № 2003/34" (утв. Минздравом РФ 10.03.2003) [1]: 
1. Мазок начинался на расстоянии 1см от узкого края предметного стекла и заканчивался примерно в 1,5 см от другого края предметного стекла. Мазок не достигал длинного края стекла. Между мазком и длинным краем предметного стекла оставалось расстояние примерно 0.3 см.
2. Мазок был максимально тонким (максимально приближающимся к однослойному), равномерной толщины (не волнообразным) на всём протяжении.
3. Клетки в мазке были равномерно распределены. Все участки мазка хорошо просматривались; не было «толстых участков», содержащих не просматриваемые (плохо просматриваемые) скопления или комплексы клеток.
Препараты шифровали, анализ осуществляли на цифровом микроскопе «Альтами» при увеличении 10×1,5×40. На каждом препарате просматривали не менее 700 клеток, среди которых определяли согласно, рекомендациям Юрченко В.В. [12], количество клеток с микроядрами, перинуклеарными вакуолями, насечками, протрузями типа «разбитое яйцо» и типа «пузырёк», апоптозными телами и двумя ядрами.
[bookmark: _GoBack]Статистическую обработку данных проводили с помощью пакета статистических программ «Stadia» [8] и Microsoft Office Excel.  Для каждого показателя рассчитывалось среднее значение и ошибка среднего. Вычисляли интегральный показатель цитогенетического действия (Ic) – сумму клеток с микроядрами, ядерными протрузиями (в ‰) и отдельно ядрами атипичной формы (в ‰); интегральный показатель пролиферации (Ip) – сумму клеток с двумя ядрами (в ‰); апоптический индекс (интегральный показатель деструкции ядра) (Iapop) – сумма всех клеток с вакуолизацией ядра, кариолизисом и апоптозными тельцами (в ‰) [12]. Достоверность разницы между показателями в различных группах оценивалось с помощью t-критерия Стьюдента для малых выборок. Вычисляли коэффициент корреляции между данными цитогенетического анализа и анкетирования.
[bookmark: _Toc443318275]Глава 3. Результаты исследования и их обсуждение
[bookmark: _Toc443318276]3.1. Результаты анкетирования старшеклассников
Было проведено анкетирование 20 старшеклассников в возрасте от 16 до 18 лет, из которых 55%  девушек и 45% юношей. Нами исследовалось влияние двух основных мутагенов: табачные изделия и продукты быстрого питания. Поэтому данная анкета включала в себя ряд вопросов, позволяющих выявить частоту и количество употреблений и продуктов быстрого питания («fast food»), особенности рациона, а так же район проживания и т.д. Анкета представлена в Приложении 2).  
Результаты анкеты представлены в Таблице 1. 
Таблица 1
Результаты анкетирования на предмет выявления особенностей питания старшеклассников
	Вопрос анкеты
	Доля старшеклассников, %

	
	Редко/не употребляю
	1-2 раза в неделю
	3-4 раза в неделю
	ежедневно

	Овощи в рационе
	0,00
	27,78
	38,89
	33,33

	Фрукты в рационе
	0,00
	55,56
	22,22
	22,22

	Зелень в рационе
	0,00
	55,56
	38,89
	5,56

	Употребление продуктов, приготовленных во фритюре или большом количестве масла
	22,22
	33,33
	33,33
	11,11

	Употребление копченостей
	61,11
	22,22
	16,67
	0,00

	Употребление мяса
	0,00
	27,78
	22,22
	50,00

	Употребление газированных напитков
	5,56 
	61,11 
	33,33



Результаты, представленные в таблице, позволяют говорить о том, что значительная часть старшеклассников (более 60%) употребляют овощи 3-4 раза в неделю или же ежедневно. Фрукты и зелень также включается в рацион, но в меньших количествах (1-4 раза в неделю).  Стоит так же отметить, что при анализе результатов анкет не было обнаружено ни одного участника эксперимента, указавшего, что редко включает в свою диету перечисленные выше продукты питания. В то время как 50% интервьюированных ежедневно потребляют мясо. Это позволяет говорить, что рацион старшеклассников на первый взгляд сбалансирован.
Но на ряду, с употреблением полезных для организма продуктов частотными являются продукты, приготовленные в большом количестве масла или фритюре, копчёности и газированные напитки. Жареные продукты пользуются большим спросом, частота их потребления в пищу варьируется. Более 60% включают их в свой рацион 1-4 раза в неделю, а так же около 11% - каждый день. Копчёности являются менее популярными среди молодёжи, и лишь около 40%  потребляют их 1-4 раза в неделю. Важным является тот факт, что более 60% опрашиваемых старшеклассников отметили, что частота распития газированных напитков не превышает 1-2 раз в неделю. И всё же наиболее распространёнными из них являются напитки марок «Coca-Cola» и «Sprit».
Оценив первый фактор, влияющий на уровень мутации, переходим к табачным изделиям. Ниже представления таблица (Таблица 2), в которой представлены процентные соотношение количества активных и пассивных* курильщиков.
Таблица 2
Результаты анкетирования на предмет выявления курения среди старшеклассников
	Критерий оценивания
	Среди всех опрошенных старшеклассников

	Доля курильщиков
	50%

	Доля пассивных курильщиков
	60%
из них среди курящих – 70%
среди некурящих – 50%


Процент курильщиков нами был выбран изначально. Отталкиваясь от 50% курящих и соответственно некурящих людей можно отследить, что среди последних 50% являются пассивными курильщиками, что говорит о их незащищённости от влияния токсинов, содержащихся в табаке. Среди курящих старшеклассников 30% являются лишь активными потребителями. Но стоит затронуть не только отягощение пассивным курение, но и частоту употреблений табачных изделий (Таблица 3).





Таблица 3
Количество сигарет, которые выкуривают в день  старшеклассники-курильщики

	Количество сигарет в день
	% от всего количества курильщиков

	4
	40%

	5
	30%

	10
	30%


 Как можно увидеть из таблицы наиболее частотно употребление 4 сигарет в день, но значимые 30%  занимают курильщики с 10 сигаретами в день. 
Результаты анкетирования позволили выделить четыре основных группы (таблица 4). 
Таблица 4
Группы старшеклассников, выделенные по результатам анкетирования
	группа
	вредные продукты питания
	табачные изделия

	1 (контрольная)
	-*
	-

	2
	-
	+

	3
	+
	-

	4
	+
	+


*Примечание:  «+» - употребляют; «-» - не употребляют

[bookmark: _Toc443318277]3.2 Результаты кариологической оценки эпителиоцитов буккального эпителия старшеклассников (в целом по исследованной группе)
Полученные результаты представлены в таблице 5, таблице 1 приложения 3, и на рис. 1-3 приложения 3. Представленные данные позволяют отметить следующее. 
Таблица 5
Средняя доля клеток с различными кариологическими признаками в исследованной группе
	кариологические показатели (средняя доля в ‰):

	Протрузия типа «пузырёк»  (ПП)
	Протрузия типа «разбитое яйцо» (РЯ)
	Ядро атипичной формы (АФ)
	Микроядра
	Двухядерная клетка
	Карио
лизис
	Вакуолизация ядра
	Апоптозные тельца

	4,22  ± 0,97
	1,57 ± 0,50
	2,14 ± 0,69
	8,70 ± 1,41
	2,71 ± 0,42
	1,22 ± 0,45
	0,28 ± 0,17
	7,20 ± 1,36



У всех исследованных встретились следующие показатели интегральных цитогенетических нарушений: протрузия «типа пузырёк», протрузия типа «разбитое яйцо», ядро атипичной формы, микроядро; показатели пролиферации: двухъядерная клетка; показатели апоптоза (кариолизис, вакуолизация ядра, апоптозные тельца (таблица 1).
Наиболее часто встречающимися аномалиями ядра в клетках буккального эпителия у обследованных лиц стали микроядра (8,70 ± 1,41‰), помимо микроядер у обследуемых распространена протрузия типа «пузырёк» (4,22 ± 0,97‰). Доля протрузии типа «разбитое яйцо» (1,57 ± 0,50‰) и доля ядра атипичной формы (2,14 ± 0,69‰) примерно равна (Рис. 2 Приложения 3). Среди показателей апоптоза наиболее частыми стали апоптозные тельца (7,20 ± 1,36‰). Скорее всего это связано с тем, что образцы были взяты из верхних слоёв буккального эпителия, поэтому клетки находятся уже на поздней стадии апоптоза (Рис. 3 Приложения 3).  Таким образом, доля и спектр регистрируемых кариологических признаков не совпадают у различных  индивидуумов, что свидетельствует о том, что цитогенетический статус зависит от индивидуальных особенностей человека. Это может быть связано с индивидуальными особенностями чувствительности эпителиоцитов к генотоксикантам.
Был проведен корреляционный анализ между цитогенетическими показателями и данными анкетирования в исследованной группе старшеклассников (Таблица 6). 
Таблица 6
Коэффициенты корреляции между кариологическими показателями и данными анкетирования в исследованной группе старшеклассников
	кариологический
показатель 
данные анкетирования, 
оцененные в баллах
	Ic
	Ip
	Iapop

	курение
	0,25
	0,15
	0,02

	полезные продукты в рационе 
	0,29
	0,53*
	0,04

	вредные продукты в рационе
	0,48*
	0,31
	0,41


*Данные коррелируют друг с другом с высокой степенью достоверности.

Данные, представленные в таблице 6, позволяют отметить, что с высокой степенью достоверности положительно коррелируют друг с другом уровень цитогенетических нарушений и количество вредных продуктов в рационе (кока-кола, пища, приготовленная во фритюре, копчености). Следовательно, компоненты данных пищевых продуктов могут нарушать генетический аппарат клеток буккального эпителия. Положительная корреляция между количеством выкуриваемых сигарет и каким-либо кариологическим показателем на зарегистрированы, что может быть связано  с недостаточностью выборки. Также отмечена положительная корреляция уровня пролиферации клеток буккального эпителия и полезных продуктов (овощи, зелень, фрукты). 
Далее проводился анализ по группам, выделенным на основании анкетирования. 
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По результатам анкетирования были выделены различные группы старшеклассников в зависимости от характера питания и воздействия курения. Результаты анализа кариологических показателей в зависимости от группы представлены в таблице 1 и на рис. 1. Исследование проводился по интегральному показателю цитогенетических нарушений, интегральному показателю пролиферации, интегральному показателю деструкции ядра. Оценивалась достоверность разницы между условно контрольной группой и группами учащихся, подвергающихся воздействию табака и вредных продуктов. 
За условно контрольную была принята группа, которая включала старшеклассников (5 человек), не употребляющих табачные изделия и продукты, приготовленные во фритюре или большом количестве масла, копчёности и газированные напитки. 




Таблица 1
Кариологические показатели в различных группах исследуемых старшеклассников
	группа
карио-
логический показатель 
	1 (контрольная)
	2
	3
	4

	Среднее значение Ic, ‰
	12,10±0,31
	20,13±1,30*
	17,72±1,19
	13,41±0,57*

	Среднее значение Ip, ‰
	3,45±0,16
	3,39±0,19
	3,15±0,19
	1,72±0,12

	Среднее значение Iapop, ‰
	6,32±0,42
	9,95±0,73
	10,28±0,49
	10,84±0,77


*Различия с контрольной группой достоверны при p<0,05

Рис. 1. Кариологические показатели в различных группах исследуемых старшеклассников.

Анализ данных, представленных в таблице 1 и на рис. 1, позволяет отметить следующее. В контрольной группе среднее значение интегрального цитогенетического индекса составило 12,10±0,31‰, что соответствует литературным данным для других подобных групп[4]. Во всех остальных группах данный показатель значительно превышает значение, зарегистрированное группе 1. Наибольшие достоверные различия отмечены для группы 2. В группе 3  также превышение контрольного показателя значительно, однако различия недостоверны. У учащихся, которые курят и употребляют вредные для здоровья продукты (группа 4)  средний показатель Iс незначительно выше, чем в контрольной группе(13,4±10,57‰), однако различия достоверны. Превышение доли цитогенетических нарушений в клетках буккального эпителия у 2, 3, 4 групп старшеклассников, может быть связано с генетической нестабильность клеток, нарушением процессов репарации, которое индуцировано генотоксикантами, содержащимися в табачном дыме и продуктах быстрого питания. 
Интегральный показатель пролиферации в первой группе равен 3,45±0,16‰. Различия между показателями у 2, 3 и контрольной группой незначительны и недостоверны по сравнению с группой 1. У группы 4 недостоверно снижена доля делящихся клеток, Ip составил 1,72±0,12‰. Можно  предположить, что это вызвано митотоксичностью генотоксикантов. 
Анализ интегрального показателя деструкции ядра у старшеклассников контрольной группы (6,32±0,42‰), можно считать соответствующим литературным данным для других подобных групп[4]. Значение Iapop у 2,3, 4 группы превышает  значения соответствующего показателя у учащихся, не употребляющих табачные изделия и продукты быстрого питания, различия  недостоверны. Наиболее высокая частота  проявление  признаков апоптоза в клетках буккального эпителия у старшеклассников 4 группы, вероятнее всего оно происходит из-за генетической нестабильности клеток.
Таким образом, у старшеклассников, употребляющих табачные изделия и продукты питания, способные оказывать генотоксическое действие на клетки живых организмов [16,18], повышается доля цитогенетических нарушений и клеток, находящихся на стадии деструкции в буккальном эпителии. Также у них снижается способность клеток к делению (например, в группе 4). Такой эффект может быть связан с влиянием генотоксикантов, содержащихся в табачном дыме и вредных для здоровья продуктах питания, на ДНК и процесс деления в эпителиоцитах. В литературе существуют данные о генотоксичности табачного дыма. Такой эффект установлен на бактериальных, растительных клетках и клетках млекопитающих и человека [13,17].  Также показано влияние на наследственный аппарат клеток соединений, образующихся при копчении пищи, приготовлении её во фритюре (акриламид, гетероциклические амины, нитрозамины, полиароматические гидрокарбонаты) [16,18]. 
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Среди всех исследованных клеток буккального эпителия лиц в каждой группе встретились следующие цитогенетические нарушения: протрузия типа «пузырёк», протрузия типа «разбитое яйцо», ядра атипичной формы и микроядра (рис.1 Приложения 3). 
В группе 1 (контрольная) преобладают микроядра (8,34±0,05‰) их количество превышает в несколько раз количество других нарушений, на втором месте находится протрузия типа «пузырёк» (3,19±0,34‰). Доля протрузии типа «разбитое яйцо» (0,57±0,13‰) и ядра атипичной формы (0,59±0,13‰) примерно совпадает. Наши результаты совпадают с данными  Калаева В.Н.[4], для группы здоровых спортсменов 13-14 лет (рис.4 Приложения).  
В группе 2 в отличие от всех остальных преобладающим нарушением является протрузия типа «пузырёк» (8,00±0,63‰). Это почти в 2 раза превышает долю этого нарушения в контрольной группе. Количество микроядер (7,43±0,45‰), в сравнении с контрольной группой значительно меньше. Доля протрузии типа «разбитое яйцо» (2,29 ± 0,24‰) и ядра атипичной формы (2,00 ± 0,08‰) примерно совпадает и в два раза превышают долю этого нарушения в контрольной группе. рис.5 Приложения).  
В группе 3 частота микроядер превышает встречаемость других нарушений в несколько раз (13,32± 0,90‰). Это примерно совпадает с долей микроядер в контрольной группе. На втором месте находятся ядра атипичной формы (5,11±0,51‰), это в 4 раза превышает долю этого нарушения в контрольной группе. Доля протрузии типа «пузырёк» (3,97±0,27‰) и протрузии типа «разбитое яйцо» (2,84±0,32‰) примерна равна. Но доля протрузии типа «пузырёк» меньше в 2 раза, а доля протрузии типа «разбитое яйцо» больше в 3 раза в сравнении с контрольной группой  (рис.6 Приложения).  
В группе 4 так же частота микроядер превышает встречаемость других нарушений в несколько раз (8,56±0,47‰), что примерно совпадает с долей микроядер в контрольной группе. На втором месте находиться протрузия типа «пузырёк» (3,71±0,30‰). На третьем месте ядра атипичной формы(3,97±0,27‰) их доля в 2,5 раза превышает долю таких же нарушений контрольной группе. Доля протрузии типа «разбитое яйцо» почти в 2 раза больше, чем в контрольной группе (рис.7 Приложения).  
Из анализа спектра цитогенетических нарушений можно сделать вывод: преобладающим нарушением являются микроядра во всех группах, кроме группы 2, но и в этой группе их доля значительна. Но если в контрольной группе преобладающими являются микроядра, а доля других нарушений менее значительна, то в остальных группах доля других нарушений более значительна. Разнообразие спектра цитогенетических нарушений может быть связано с тем, что  факторы, содержащиеся в табаке и вредных продуктов питания, влияют на различные процессы, приводящие к генотоксическим эффектам: делеции и транслокации хромосом, отставания хромосом во время митоза, нарушение веретена деления клетки. 
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1. На основании результатов анкетирования выделены четыре группы старшеклассников: некурящие и не употребляющие вредные продукты питания (группа 1 – контрольная), курящие и не употребляющие вредные для здоровья продукты (группа 2), не курящие, но употребляющие продукты быстрого питания (группа 3), курящие и употребляющие вредные продукты питания. 
2. Цитогенетический статус старшеклассников, определенный по цитогенетическому индексу, индексу пролиферации и апоптозному индексу имеет индивидуальные особенности, которые проявляются в различиях  частоты и спектра кариологических показателей у индивидов, что  может быть связано с индивидуальными особенностями чувствительности эпителиоцитов к внешним факторам, в том числе генотоксикантам. 
3. С высокой степенью достоверности положительно коррелируют друг с другом интегральный цитогенетический индекс  и количество вредных продуктов в рационе (кока-кола, пища, приготовленная во фритюре, копчености), а также уровень пролиферации клеток буккального эпителия и полезных продуктов в рационе (овощи, зелень, фрукты). 
4. Анализ кариологических показателей в различных группах исследованных учащихся, выделенных по результатам анкетирования, показал, что в контрольной группе их частота соответствуют литературным данным для других подобных групп.  
5. В группах 2, 3, 4 зарегистрировано повышение доли цитогенетических нарушений в клетках буккального эпителия по сравнению с контрольной группой, что может быть связано с генетической нестабильностью клеток (делеции и транслокации хромосом, отставания хромосом во время митоза, нарушение веретена деления клетки и др.), которая индуцирована генотоксикантами, содержащимися в табачном дыме и продуктах быстрого питания. 
6. Наиболее высокая частота  проявления  признаков апоптоза в клетках буккального эпителия зарегистрирована у старшеклассников группы 4 и может быть обусловлена гибелью клеток в результате накопления генетических нарушений. Также в данной группе снижена доля делящихся клеток, по сравнению с условно контрольной, значит, присутствует митотоксический эффект генотоксикантов. 
7. В зависимости от группы спектр цитогенетических нарушений не различается, а доля  клеток с морфологически аномальными ядрами различного типа варьирует. Преобладающим нарушением во всех группах являются микроядра и протрузии типа «пузырек».  
[bookmark: _Toc443318281]Практическое значение
В группах исследованных лиц  2, 3, 4 была обнаружены повышенные показатели интегральных цитогенетических нарушений и повышенные показатели апоптоза, а показатели пролиферации оказались понижены, что  это свидетельствует о генетической нестабильности  клеток у данных лиц.  У отдельных старшеклассников было выявлено 4-хкратное превышение доли цитогенетических нарушений по сравнению с контрольной группой. 
По литературным данным средняя или высокая частота микроядер у человека ассоциируется с повышенным риском возникновения рака через несколько лет. Некоторые исследователи рекомендуют применение метода учета клеток с микроядрами для массового скрининга лиц, предрасположенных к нестабильности генома, с целью их последующей диспансеризации.
С учащимися была проведена следующая работа:
1. Информирование о негативном влиянии генотоксикантов на организм человека.
2. Информирование о генотоксической активности некоторых пищевых продуктов и табачного дыма.
3. Даны рекомендации о корректировке образа жизни и проведении диспансеризации. 
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Приложение 1
Литературный обзор
1.1.Типы изменчивости. Мутационная изменчивость
Изменчивость – это способность организмов изменять свои признаки и существовать в различных формах.
 (
Изменчивость
) 
 (
Генотипическая(наследственная)
) (
Фенотипическая(ненаследственная)
)
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изменения в зависимости от условий окружающей среды.
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Самая опасная из всех видов изменчивости это мутационная изменчивость, которая возникает из-за мутаций. Мутацией называют изменение количества или структуры ДНК данного организма.
В зависимости от того, что положено в основу классификации, существует несколько классификаций мутаций. 
1. По характеру изменения генотипа: 
· генные (точечные) мутации – изменения последовательности нуклеотидов в ДНК в пределах одного гена;
· хромосомные  мутации – изменения структуры хромосом; 
· геномные мутации – изменения количества хромосом.
2. По характеру изменения генотипа:
· Летальные мутации, приводящие к летали в различные периоды онтогенеза;
· морфологические мутации, обусловливающие изменения строения организмов;
· физиологические мутации, изменяющие функции организмов;
· биохимические мутации, изменяющие биохимические реакции;
· поведенческие мутации, изменяющие поведение организмов.
3. По проявлению в гетерозиготе:
· доминантные мутации, проявляющиеся в гомо- и гетерозиготном состоянии;
· рецессивные мутации, проявляющиеся только в гомозиготном состоянии.
4. По причине возникновения:
· индуцированные (наведенные) мутации, возникшие при воздействии какого-либо фактора;
· спонтанные мутации, возникшие без видимых причин (как правило, причина просто не выяснена).
5. По локализации в организме:
· генеративные мутации, возникшие в половых клетках. Эти мутации опасны, т. к. если не приводят к гибели передаются потомству. Часто такие мутации передаются в скрытом рецессивномсостоянии и проявляться через одно или несколько поколений.
· соматические, возникшие в соматических клетках. Такие мутации, возникая приводят к серьёзным заболеваниям часто смертельным.
6. По локализации в клетке:
· ядерные мутации, возникшие в ядерной ДНК;
· цитоплазматические, возникшие в ДНК цитоплазматических органоидов (митохондрий, пластид).
Мутации возникают случайным образом и спонтанно, т. е. любой ген может мутировать в любой момент. 

1.2.Генотоксиканты. Понятие мутагенов, типы мутагенов
Генотоксикантами называются факторы, способные вызывать как повреждения структуры ДНК (генные, хромосомные и геномные мутации), так и нарушения генетических процессов, косвенно влияющих на выход мутаций (репарации, рекомбинации, гибель клеток, клеточной трансформации, нарушениям процессов деления клеток и т.д.) (Тарасов В.А., 1994).
Они являются одной из причин отмечаемого в настоящее время ухудшения здоровья населения. Их воздействие может привести к увеличению частоты наследственных, онкологических и аутагрессивных заболеваний, врожденным порокам развития (ВПР), осложнениям течения беременности и перинатального периода, спонтанным абортам(СА), преждевременному старению. 
 Наиболее опасные из них это так называемые суперэкотоксиканты стойкие органические соединения, повсеместно распространенные в окружающей среде, высоко устойчивые к разложению и способные мигрировать по пищевым цепям.
Генотоксиканты включают в себя мутагены и морфогены, приводящие к необратимым генетическим изменениям.
Морфогены вызывают ненаследуемые генетические изменения (морфозы) на уровне реализации признака в онтогенезе.
Мутагены увеличивают частоту возникновения мутаций. Их разделяют на:
Биологические, к ним относятся: 
- некоторые вирусы;
- антигены некоторых микроорганизмов; 
- продукты окисления липидов.
            Физические, к ним относят:
- ионизирующие излучение;
- ультрафиолетовое излучение;
- радиоактивное излучение.
            Химические, к ним относят:
- окислители и восстановители; 
- алкилирующие агенты и пестициды; 
- некоторые пищевые добавки; 
- продукты переработки нефти и органические растворители; 
-  некоторые лекарственные препараты;
 - диоксины;
 - полихлорированные бифенилы; 
- тяжелые металлы.

1.3.Мутагенное загрязнения окружающей среды и его негативные последствия
Загрязнение окружающей среды оказывает негативное воздействие на живые организмы, в том числе и на человека. По мнению экспертов, от 20-85% заболеваемости населения обусловлено провоцирующим действием загрязнения окружающей среды (Дубинин, 1994) 
Генотоксическое загрязнение окружающей среды также способствует развитию болезней с наследственным предрасположением. Это такие экологозависимые заболевания как онкологические заболевания, гипертония, атеросклероз, туберкулез, шизофрения, сахарный диабет, псориаз, аллергии и др. (Бочков Н.П., 1984; Дубинин Н.П., Пашин Ю.В. 1978; Худолей В.В., 1999).
Особая опасность генотоксикантов заключается в том, что их эффект не прекращается с гибелью организма, подвергшегося воздействию, поскольку наследственные структуры передаются потомству, то отдаленные негативные последствия проявятся и в следующих поколениях. Образующиеся в результате действия генотоксикантов вредные мутации составляют генетический груз популяции. В популяции, существующей в стабильной среде, генетический груз поддерживается на оптимальном уровне. При увеличении содержания генотоксических факторов в окружающей среде происходит рост генетического груза, что может привести к вырождению и вымиранию вида (Алтухов, 2003, Бочков, 1984, Дубинин, 1994, Тарасов, 1998, Худолей, 1999). Поэтому проблема ухудшения генофонда населения признана одной из приоритетных в программе по экологической безопасности России. 
В современных популяциях человека увеличивается как доля наследственной патологии среди общего числа заболеваний, так и абсолютное количество наследственных заболеваний. В России с 1988 по 1998 год доля детей, отягощенных наследственными болезнями, возросла с 4% до 10,5%. В Ярославской области заболеваемость взрослого и детского населения превышает средние по России показатели. 
Увеличение частоты ВПР и СА у населения также связано с генетическим загрязнением окружающей среды. Каждый второй СА связан с мутацией в половых клетках или в оплодотворенной яйцеклетке на ранних стадиях её развития. Среди населения Ярославской области с 2001 по 2003 год отмечается увеличение частоты спонтанных абортов на 2,38%. Частота врожденных аномалий среди детей Ярославской области в период с 1988 по 1992 годы возросла в 5 раз, в период с 2001 по 2003 - в 1,3 раза. 
90% мутагенов являются и канцерогенами (мутагенами, вызывающими появления опухолей). (Дубинин Н.П., 1986) По оценке ВОЗ от 75 до 90% всех форм раковых заболеваний людей обусловлены факторами среды, а не наследственной предрасположенностью к болезням. По числу онкобольных Ярославская область находиться на первом месте. За последниее 5 лет количество заболевших в ЯО выросло на 22%. (http://www.med2.ru/ дата обращения: 8. 12. 2015)
Таким образом, для России, и в частности для Ярославской области, особенно актуален мониторинг за содержанием генотоксикантов в природных средах и за их влиянием на человека.

1.4. Микроядерный тест как метод выявления генотоксичности факторов среды. Использование микроядерного теста в буккальном эпителии человека для тестирования генотоксичности факторов окружающей среды
Микроядро ─ это фрагмент ядра в эукариотической клетке, не содержащий полного генома, необходимого для её выживания. Является патологической структурой и может наблюдаться в клетках любых тканей. Крупные микроядра формируются при нарушении нормально течения митотического деления клеток, что обусловлено отставанием отдельных хромосом в метафазе и в анафазе. Зачастую ведёт к развитию мутаций и наследственным изменениям. Мелкие микроядра встречаются преимущественно при структурных отклонениях хромосом. Также микроядра могут образовываться вследствие программируемой клеточной смерти (апоптоза) - регулируемого процесса самоликвидации на клеточном уровне, в результате которого клетка фрагментируется на отдельные апоптотические тельца, ограниченные плазматической мембраной.
Чтобы обнаружить микроядра нужно использовать микроядерный тест. Микроядерный тест с успехом используется при проведении клинических исследований. Это регистрация структурно-функциональных изменений, при которых в клетках выявляется наличие микроядер, протрузий различных типов, патологических изменений ядра. Он представяет собой высоко информативный и вместе с тем простой в техническом отношени метод оценки влияния на организм различного рода факторов. Некоторые исследователи рекомендуют применение метода учета клеток с микроядрами для массового скрининга лиц, предрасположенных к нестабильности генома, с целью их последующей диспансеризации.
В настоящий момент широко распространен микроядерный тест в эпителиоцитах слизистой оболочки ротовой полости человека в связи с отсутствием необходимости в специальном лабораторном оборудовании, сравнительной простотой, быстротой и дешевизной этого анализа. 
Полость рта (cavumoris) является началом пищеварительного аппарата. Спереди она ограничена губами, сверху — твердым и мягким нёбом, снизу — мышцами, образующими дно полости рта, и языком, а по бокам — щеками. Полость рта выстилает слизистая оболочка рта (tunicamucosaoris), покрытая многослойным плоским неороговевающим эпителием. В ней содержится большое количество желез. Слизистая оболочка полости рта подвергается частому механическому травмированию твердой пищей, температурным воздействиям, прикусыванию, воздействию микроорганизмов и др. Вследствие этого одна из основных функций слизистой полости рта - защитная. Она обеспечивается в большой степени благодаря постоянному обновлению многослойного эпителия, его высокой способности к регенерации. 
Слизистая оболочка участвует в иммунных реакциях организма, поэтому эпителий слизистой оболочки полости рта является информативным показателем, динамически отражающим реакцию организма человека на воздействие повреждающих факторов как экзогенного, так и эндогенного характера. 
Защечный (буккальный) эпителий выстилает слизистую оболочку всей поверхности рта (кроме нёба) и представляет собой верхний слой живых клеток, которые очень удобны для исследования. Клетки легко отделяются, достаточно крупные, с овальными ядрами, которые обычно занимают центральное положение. Клетки хорошо видны при увеличении в 400 и даже в 200 раз[6]. 
Следует также отметить, что буккальный эпителий является своеобразным «зеркалом», отражающим состояние всего организма в целом. Поэтому результаты микроядерного теста в клетках данного типа могут служить показателем действия организм эндо- и экзогенных факторов, вызывающих численные и структурные аберрации хромосом и приводящие к образованию микроядер. Повышенный уровень микроядерв клетках слизистого эпителия полости рта может служить своеобразным сигналом различных патологических состояний организма (аллергозы, паразитарные инвазии, некоторые генетические болезни), косвенно указывая на нарушения в работе иммунной системы организма[14,15].

Мутагенная активность пищевых продуктов и табачного дыма
Человек в своей повседневной деятельности сталкивается с множеством химических и биологических веществ, имеющих мутагенную активность. Часто канцерогены образуются при приготовлении пищи. Канцерогенные полициклические углеводороды могут возникать путем пиролиза, когда мясо или рыба жарится, или, когда любые продукты жарятся в жире, особенно используемом неоднократно, когда пища подгорает. Специалисты доказали, что экстракты мясных продуктов после прожаривания в 10-50 раз сильнее повреждают гены клетки, чем экстракты запеченных и отварных продуктов; а у людей, употребивших жареные мясо или рыбу, существенно повышается мутагенность по сравнению с людьми, съевшими отварные или запеченные мясо и рыбу[16,18].
А также сильным канцерогенным действием обладают компоненты табачных дымов. Результаты эпидемиологических исследований показали, что в этиологии рака легкого наибольшее значение имеет курение. На конференциях, проведенных под эгидой Международного агентства по изучению рака в 1986 г. в г. Лионе и г. Москве, посвященных проблемам курения, сделано заключение о том, что 70-95% случаев возникновения рака легкого связано с табачным дымом, который является канцерогеном. Относительный риск возникновения рака легкого зависит от количества выкуриваемых сигарет, однако продолжительность курения является более существенным фактором, чем количество ежедневно выкуриваемых сигарет. В настоящее время большое внимание уделяется изучению мутагенной активности табачного дыма и его компонентов. Так было доказано, что табачный дым является причиной не только онкологических заболеваний, но и других нарушений.  Поэтому очень важно изучать влияние табачного дыма на организм в особенности у подростков[13,17].

Приложение 2
Анкета

Личный код: _______
Анкета для учащегося
1) Возраст: ________________________________________________________
2) Пол:                   муж.            жен.
(Нужное обвести)
3) В каком районе Вы проживаете?____________________________________
4)Вы курите?    а) да            б) нет
5)Если да, то, какое количество сигарет в день?
а) менее 5 сигарет в день
б) около 10 сигарет в день 
в) 1 пачку в день
г) более 1 пачки в день
6) Сколько лет/месяцев Вы курите?____________________________________
7) Какую марку сигарет Вы предпочитаете?_____________________________
8)Как часто Вы находитесь в обществе курящих людей, являясь пассивным курильщиком?
а) более 5 раз в день
б) 1-2 раза в день
в) несколько раз в неделю
г) редко 
9)Употребляете ли Вы в пищу свежие овощи?
а) ежедневно
б) 1-2 раза в неделю
в)3-4 раза в неделю
г) очень редко
10)Как часто Вы едите фрукты?
а) ежедневно
б) 1-2 раза в неделю
в) 3-4 раза в неделю
г)очень редко
11) Включаете ли Вы зелень в свой рацион?
а) ежедневно
б) 1-2 раза в неделю
в) 3-4 раза в неделю
г)очень редко
12) Часто ли вы посещаете рестораны быстрого питания?
а) ежедневно, иногда несколько раз в день
б) 2-3 раза в неделю
в) 1 раз в неделю
г) около 1 раза в две недели
д) редко, примерно 1 раз в месяц
е) не посещаю
13)Если посещаете рестораны быстрого питания, то, какие именно?_______________________________________________________________________________________________________________________________________ 
14) Посещая рестораны быстрого питания, какую пищу Вы заказываете?___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 15) Как часто Вы пьёте газированные напитки?
а) да, часто
б) редко
в) не пью
16) Газированные напитки, каких марок Вы предпочитаете?_____________________________________________________________________________________________________________________________
17) Как часто Вы употребляете продукты, приготовленные во фритюре или большом количестве масла?
а) ежедневно
б) 1-2 раза в неделю
в) 3-4 раза в неделю
г) очень редко
18)Как часто Вы употребляете копчености?
а) ежедневно
б) 1-2 раза в неделю
в) 3-4 раза в неделю
г) очень редко
19) Едите ли Вы, мясо (говядина, свинина)?
а) ежедневно
б) 1-2 раза в неделю
в) 3-4 раза в неделю
г) не употребляю




Приложение 3


Таблица 1
Кариологические показатели эпителиоцитов в исследованной группе старшеклассников

	
	Показатели (доля в ‰):

	№
образца
	Протрузия типа «пузырёк»  (ПП)

	Протрузия типа «разбитое яйцо» (РЯ)
	Ядро атипичной формы (АФ)
	Микроядра
	Двухядерная клетка
	Карио
лизис
	Вакуолизация ядра
	Апоптозные тельца

	1
	7,09
	1,42
	12,77
	25,53
	5,67
	0
	1,42
	18,44

	2
	4,27
	1,42
	2,84
	15,65
	0
	0
	2,84
	19,91

	3
	0
	1,43
	1,43
	5,71
	4,29
	0
	0
	8,57

	4
	5,71
	8,57
	4,29
	20,00
	1,43
	0
	0
	14,29

	5
	0
	7,14
	2,86
	0
	1,43
	0
	0
	7,14

	6
	2,86
	0
	0
	8,57
	2,86
	5,71
	0
	7,14

	7
	0
	0
	0
	8,61
	1,43
	0
	0
	1,43

	8
	2,86
	2,86
	0
	8,87
	4,29
	0
	0
	7,14

	9
	2,77
	1,39
	0
	9,71
	4,16
	1,39
	0
	0

	10
	7,12
	0
	2,85
	9,97
	1,42
	4,27
	1,42
	5,70

	11
	1,43
	0
	0
	8,57
	5,71
	0
	0
	4,29

	12
	14,33
	2,87
	1,43
	11,46
	5,73
	0
	0
	4,30

	13
	4,25
	1.42
	7,08
	5,67
	1,42
	1,42
	0
	4,25

	14
	2,86
	0
	1,43
	2,86
	2,86
	0
	0
	4,29

	15
	1,43
	2,86
	2,86
	2,86
	1,43
	1,43
	0
	5,71

	16
	1,43
	1,43
	0
	10,00
	1,43
	2,86
	0
	11,43

	17
	8,57
	0
	2.86
	7,14
	2,86
	5,71
	0
	0

	18
	8,82
	0
	2,94
	7,35
	2,94
	5,88
	0
	0

	19
	14,29
	5,71
	1,43
	8,57
	4,29
	2,86
	0
	14,29

	20
	4,29
	2,86
	1,43
	7,14
	2,86
	0
	0
	11,43

	Среднее значение
	4,22  ± 0,97
	1,57 ± 0,50
	2,14 ± 0,69
	8,70 ± 1,41
	2,71 ± 0,42
	1,22 ± 0,45
	0,28 ± 0,17
	7,20 ± 1,36





Рис. 1. Кариологические показатели эпителиоцитов  и интегральные цитологические показатели в исследованной группе старшеклассников. 



Рис. 2. Спектр цитогенетических нарушений в исследованной группе старшеклассников.



Рис. 3. Доля различных типов  показателей деструкции ядра в исследованной группе старшеклассников.

Рис. 4.  Доля цитогенетических нарушений в группе 1.
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Рис. 5. Доля цитогенетических нарушений в группе 2
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Рис. 6. Доля цитогенетических нарушений в группе 3.
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Рис. 7. Доля цитогенетических нарушений в группе 4.
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