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АННОТАЦИЯ
Актуальность. В формировании врожденных пороков развития плода основным в патогенезе является по-
вреждение ДНК в результате экзогенных воздействий на организм матери на этапе планирования беременно-
сти. Тератогенным и мутагенным свойством обладает множество токсических веществ, выделяемых промыш-
ленными предприятиями в атмосферный воздух, но особую группу токсичности представляют бензапирен и 
формальдегид. Цель. Проведение рандомизированного исследования оценки повреждения ДНК путем выде-
ления фрагментации ДНК по методике ДНК-комет посредством метода гель-электрофореза отдельных лейко-
цитов у детей ВРГН в двух группах (в регионе с экотоксикантами и без экотоксикантов) и контрольной группы 
для определения связи между повреждением ДНК и врожденной расщелиной губы и неба (ВРГН). Материалы 
и методы. В рандомизированном исследовании принимали участие три группы детей в возрасте 5-12 лет: 60 
детей с ВРГН из регионов с превышенными показателями промышленных нефтехимических выбросов в ат-
мосферном воздухе, 40 детей с ВРГН из регионов без выбросов нефтехимической промышленности и 40 здоро-
вых детей из регионов с превышенными показателями промышленных нефтехимических выбросов в окружа-
ющей среде. У всех детей проводился забор венозной крови натощак, кровь транспортировали в пробирках с 
ЭДТА в Уфимский НИИ медицины труда и экологии человека, г. Уфа. Повреждение ДНК определяли щелочным 
вариантом метода ДНК-комет. Результаты. Получены результаты высоких значений и распространенности 
повреждения ДНК в группе детей с ВРГН из регионов с нефтехимическими экотоксикантами в атмосферном 
воздухе. В ходе исследования определено различие между длиной хвоста ДНК-комет и процент ДНК в хвосте 
кометы исследуемой группы по сравнению с контрольной группой и группой детей с ВРГН, проживающих 
в регионах без экотоксикантов, что позволяет предположить, что экологические факторы играют ключевую 
роль в усилении генотоксического стресса. Заключение. Выявленные различия в уровне повреждений ДНК у 
детей из разных экологических условий позволяют предположить, что неблагоприятная экологическая среда 
является значимым триггером генотоксического стресса, который может быть вовлечен в патогенез ВРГН.
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ABSTRACT
Relevance. DNA damage caused by exogenous factors acting on the maternal organism during preconception and 
early pregnancy plays a central role in the pathogenesis of congenital malformations. Many industrial toxicants 
released into the atmosphere possess teratogenic and mutagenic properties, among which benzo[a]pyrene and 
formaldehyde are of particular concern. Objective. To conduct a randomized study to assess DNA damage by quanti-
fying DNA strand breaks using the alkaline comet assay (single-cell gel electrophoresis) in isolated leukocytes from 
children with cleft lip and palate (CLP). The study compared three groups – children with CLP from regions with en-
vironmental toxicants, children with CLP from unexposed regions, and healthy controls from regions with elevated 
petrochemical emissions – to assess the association between DNA damage and CLP. Materials and methods. The 
randomized study included 140 children aged 5–12 years divided into three groups: 60 children with CLP from re-
gions with elevated atmospheric petrochemical emissions, 40 children with CLP from regions without petrochemi-
cal industry emissions, and 40 apparently healthy children from regions with elevated levels of atmospheric petro-
chemical pollutants. Peripheral venous blood was drawn after an overnight fast into EDTA tubes and transported to 
the Ufa Research Institute of Occupational Medicine and Human Ecology for comet assay analysis. DNA damage was 
assessed using the alkaline comet assay. Results. Children with CLP living in regions with petrochemical pollutants 
showed markedly higher levels and prevalence of DNA damage. Comet tail length and % tail DNA differed signifi-
cantly from those in healthy controls and in CLP children from unexposed regions, indicating heightened genotoxic 
stress associated with environmental exposure. Conclusion. The differences in DNA damage levels among children 
from varying ecological conditions suggest that an unfavorable environmental background serves as a significant 
trigger of genotoxic stress potentially involved in the pathogenesis of cleft lip and palate.
Keywords: cleft lip and palate, petrochemical pollutants, alkaline comet assay, DNA damage, pathogenesis, risk prediction
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age, pathogenesis, prognosis
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ВВЕДЕНИЕ 

Врожденные пороки развития (ВПР) – это группа 
заболеваний морфологического, функционального, 
биохимического и молекулярного характера, кото-
рые возникают в период внутриутробного развития 
и выявляются сразу после рождения или в процессе 
онтогенеза в связи со сложностью диагностики. ВПР 
являются серьезной проблемой для современной 
медицины, причиной неонатальной смертности и 
приводят к инвалидизации населения.

В формировании врожденных пороков развития 
плода основным в патогенезе является повреждение 
ДНК в результате экзогенных воздействий на орга-
низм матери на этапе планирования беременности. В 
процессе работы нефтехимических и нефтеперераба-
тывающих предприятий в атмосферный воздух выбра-
сываются токсические вещества, обладающие высокой 
эмбрио- и цитотоксичностью, воздействие которых на 
женщину в период формирования плода может приве-
сти к врожденным порокам. Тератогенным и мутаген-
ным свойством обладает множество токсических ве-
ществ, выделяемых промышленными предприятиями 
в атмосферный воздух, но особую группу токсичности 
представляют бензапирен и формальдегид.

Метод ДНК-комет считается одним из наиболее 
чувствительных способов для регистрации геноток-
сических эффектов, возникающих в различных био-
логических тканях и жидкостях [1-12]. В его основе ле-
жит оценка миграции фрагментов хромосомной ДНК 
в электрическом поле, причем величина смещения 
коррелирует со степенью повреждения генетического 
материала. Когда происходит разрыв цепи ДНК, теря-
ется исходная упорядоченная структура хроматина, 
формируются участки, свободно передвигающиеся к 
аноду, в результате чего при флуоресцентной визуали-
зации образуется фигура, напоминающая комету.

Целью работы было провести рандомизированный 
сравнительный анализ фрагментации ДНК по мето-
дике ДНК-комет у детей с врожденной расщелиной 
губы и неба (ВРГН).

Исследование включало три группы: пациенты с 
ВРГН, проживающие в промышленных районах, где 
обнаружено существенное загрязнение воздуха не-
фтехимическими выбросами; пациенты с ВРГН из 
экологически более чистых зон; условно здоровые 
дети, также находящиеся в территориях с высоким 
уровнем нефтехимических поллютантов.
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Планировалось определить возможную причинно-
следственную связь между генетическими поврежде-
ниями (оцененными с помощью ДНК-комет) и нали-
чием врожденной челюстно-лицевой аномалии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводилось в ГБУЗ «Республикан-
ская детская клиническая больница», расположенном 
в городе Уфе, при условии письменного согласия ро-
дителей детей с ВРГН. Возраст испытуемых составлял 
от 5 до 12 лет. Формировали три подгруппы:

– 60 детей с данной патологией, чьи места прожи-
вания отличались высокой концентрацией нефтехи-
мических примесей в атмосфере;

– 40 детей с той же аномалией из регионов, где су-
щественного техногенного фона не отмечено;

– 40 детей без клинических признаков ВРГН, но 
проживающих в условиях нефтехимических выбросов.

Забор крови осуществлялся натощак, с приме-
нением вакуумных пробирок, содержащих анти-
коагулянт (ЭДТА). Доставку биоматериала произво-
дили в Уфимский НИИ медицины труда и экологии 
человека, где из образцов при помощи методов се-
диментации и центрифугирования выделяли лим-
фоциты. Фрагментацию ДНК выявляли с исполь-
зованием ДНК-комет в щелочных условиях (Comet 
Assay). Окраску геля проводили флуоресцентным 
красителем SYBR Green I, время инкубации состав-
ляло полчаса. Сформированные структуры рассма-
тривали с помощью люминесцентного микроскопа.

Для статистического анализа полученных данных 
применяли язык R (версия 4.х) с пакетом stats. Нор-
мальность распределения основных показателей 
(например, Tail Length и Tail DNA %) оценивали при 
помощи теста Шапиро – Уилка. Если распределение со-
ответствовало нормальному, групповые средние срав-
нивали по однофакторному дисперсионному анализу 
(ANOVA). При выявлении достоверных межгрупповых 
различий (p < 0,05) использовали пост-хок-анализ с 
корректировкой на множественные сравнения (в част-
ности, метод Тьюки). Из описательных характеристик 
вычисляли среднее арифметическое (Mean), стандарт-
ную ошибку (SE) и 95% доверительный интервал.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Согласно полученным результатам, наиболее 
выраженная миграция фрагментов ДНК в виде уд-
линенного «хвоста» наблюдалась в группе детей с 
ВРГН, постоянно проживающих в регионах с интен-
сивными нефтехимическими выбросами. Данное 
обстоятельство указывает на усиленное поврежде-
ние генетического материала у этой выборки, что 
может свидетельствовать о возможном влиянии не-
благоприятных экологических факторов.

При визуальном наблюдении гелевых препаратов 
четко прослеживался феномен «голова – хвост», ха-

рактерный для ДНК-комет: более плотная зона со-
ответствует неповрежденной части ядра, тогда как 
вытянутая зона свечения отражает количество ми-
грировавших фрагментов (рис. 1). Факт усиленной 
миграции генетического материала коррелирует с 
наличием разрывов, которые указывают на геноток-
сическое действие внешней среды.

Таким образом, дети с ВРГН в неблагоприятных 
регионах продемонстрировали более высокие по-
казатели поврежденности ДНК, что согласуется с 
гипотезой о связи загрязненного промышленными 
выбросами воздуха с повышенным риском генети-
ческих нарушений.

Ядро под номером 19 демонстрирует минималь-
ную степень повреждения генетического материала, 
о чем свидетельствует практически полное отсут-
ствие «хвоста» или его крайне малая протяженность. 
Это указывает на низкий уровень индукции разры-
вов ДНК, что характерно для клеток, не подвергших-
ся значительному генотоксическому воздействию. 

Объекты 21, 24 и 27 обладают умеренно выражен-
ной морфологией «кометы», при которой сохраняет-
ся компактная структура «головы», однако в каждой 
из клеток присутствует отчетливо различимая хво-
стовая часть. Это свидетельствует о наличии опре-
деленного уровня повреждения ДНК, связанного с 
формированием однонитевых разрывов или неболь-
шого количества двунитевых повреждений. 

Наибольшее внимание привлекает клетка под 
номером 26, которая характеризуется резко выра-
женной хвостовой зоной, превышающей размеры 
«головы» по длине и интенсивности флуоресцен-
ции. Данный признак является индикатором высо-
кой степени повреждения генетического материала, 
включающей множественные однонитевые и/или 
двунитевые разрывы ДНК. Вытянутая и контрастная 
область «хвоста» указывает на значительное вытес-
нение фрагментированных молекул ДНК за пределы 
ядерного пространства, что отражает интенсивное 
действие генотоксического стресса.

Анализ полученных данных выявил существенные 
различия в длине «хвоста» ДНК-комет среди иссле-
дуемых групп детей. Средняя длина «хвоста» (Mean ± 
SE) у детей с ВРГН, проживающих в регионах с про-
мышленными нефтехимическими экотоксиканта-
ми, составила 11,473 мкм (95% CI 11,411–11,535). 
Этот показатель оказался статистически значимо 
выше, чем у детей из контрольной группы (10,697 
мкм (95% CI 10,644–10,751) и детей с ВРГН, прожи-
вающих в регионах без экотоксикантов (10,761 мкм 
(95% CI 10,705 – 10,817). 

Результаты дисперсионного анализа (ANOVA) под-
твердили наличие значимых различий между груп-
пами (p < 0,001), что потребовало проведения допол-
нительного пост-хок-теста для уточнения различий. 
Согласно результатам попарного сравнения с исполь-
зованием теста Тьюки (Tukey's HSD), длина хвоста у 
детей с ВРГН в регионах с экотоксикантами была зна-
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чимо выше по сравнению с длиной хвоста у детей с 
ВРГН в регионах без экотоксикантов (разница сред-
них значений 8,19 мкм, 95% CI [5,96–10,42], p < 0,001) 
и у детей контрольной группы (разница средних зна-
чений 9,61 мкм, 95% CI [7,38–11,84], p < 0,001). При 
этом длина хвоста у детей с ВРГН в регионах без эко-
токсикантов не имела статистически значимых отли-
чий от контрольной группы (разница средних значе-
ний -1,42 мкм, 95% CI [-3,65–0,82], p = 0,292).

Дополнительно были рассчитаны показатели межк-
вартильного размаха (IQR), медианы и доверительные 
интервалы. У детей с ВРГН из регионов с экотоксикан-
тами медиана длины хвоста составила 11,243 [10,125–
12,189], что отражает высокий уровень повреждения 
ДНК. В контрольной группе медиана длины хвоста со-
ставила 10,412 [9,745–10,923], а у детей с ВРГН из реги-
онов без экотоксикантов — 10,376 [9,815–10,978], что 
указывает на более низкую степень повреждения.

Имеются значимые различия между группами де-
тей при анализе показателя уровня процента ДНК. 
Средний процент ДНК в хвосте (Mean ± SE) у детей 
с ВРГН, проживающих в регионах с промышленны-
ми нефтехимическими экотоксикантами, составил 
6,48 ± 0,15%. Этот показатель оказался значительно 
выше по сравнению с контрольной группой (5,05 ± 

0,03%, p < 0,001) и группой детей с ВРГН, проживаю-
щих в регионах без экотоксикантов (p < 0,001).

Результаты однофакторного дисперсионного ана-
лиза (ANOVA) подтвердили наличие значимых разли-
чий между группами (F = 1519,34; p < 0,001). Пост-хок-
анализ с использованием теста Тьюки (Tukey's HSD) 
уточнил, что процент ДНК в хвосте у детей с ВРГН в 
регионах с экотоксикантами был статистически выше, 
чем в группе с ВРГН из регионов без экотоксикантов 
(разница средних значений 2,60%, 95% CI [2,47–2,74], 
p < 0,001) и контрольной группе (разница средних 
значений 2,73%, 95% CI [2,60–2,86], p < 0,001). В то же 

Рис. 1. Микропрепарат ДНК-комет, окрашенный 
флуоресцентным красителем SYBR Green I 

(увеличение х400) (источник: составлено авторами)
Fig. 1. Micrograph of DNA comets stained 

with the fluorescent dye SYBR Green I 
(×400 magnification) (Sources: compiled by the author)

Рис. 2. Распределение и средние значение длины 
«хвоста» в группах ВРГН в регионе с экотоксикантами, 

ВРГН в регионе без экотоксикантов и контрольной 
группе (источник: составлено авторами)

Fig. 2. Distribution and mean tail length in children 
with cleft lip and palate (CLP) from regions 

with petrochemical pollutants, regions without 
petrochemical exposure, and the control group 

(Sources: compiled by the author)

Рис. 3. Распределение и средние значение процента 
ДНК в хвосте в группах ВРГН в регионе с экотоксикантами, 

ВРГН в регионе без экотоксикантов и контрольной 
группе (источник: составлено авторами)

Fig. 3. Distribution and mean percentage of tail DNA 
in children with cleft lip and palate (CLP) from regions 

with petrochemical pollutants, regions 
without petrochemical exposure, and the control group 

(Sources: compiled by the author)
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время разница между группой ВРГН в регионах без 
экотоксикантов и контрольной группой не достигла 
уровня статистической значимости (разница средних 
значений -0,13%, 95% CI [-0,26–0,01], p = 0,066).

Графическое представление данных (рис. 3) де-
монстрирует увеличение процента ДНК в хвосте у 
детей, проживающих в условиях воздействия эко-
токсикантов, что отражает более выраженные по-
вреждения ДНК. Высокая степень достоверности по-
лученных данных подтверждается низким уровнем 
остаточной дисперсии (Residual sum_sq = 7.31).

ОБСУЖДЕНИЕ 

Анализ полученных данных демонстрирует нали-
чие повышенного уровня повреждения ДНК у детей 
с ВРГН, проживающих в регионах с промышленными 
нефтехимическими экотоксикантами. Значительные 
различия в таких параметрах, как длина «хвоста» 
ДНК-комет и процент ДНК в «хвосте», по сравнению 
с контрольной группой и группой детей с ВРГН, про-
живающих в регионах без экотоксикантов, позволяют 
предположить, что экологические факторы играют 
ключевую роль в усилении генотоксического стресса. 

Высокий уровень повреждения генетического ма-
териала у детей с ВРГН в регионах с экотоксикантами 
может быть обусловлен воздействием таких веществ, 
как полициклические ароматические углеводороды и 
другие промышленные токсиканты, обладающие из-
вестным мутагенным и генотоксическим эффектом. 
Эти соединения способны нарушать структуру ДНК, 
провоцировать образование одно- и двунитевых раз-
рывов, а также вызывать окислительные повреждения, 
что подтверждается увеличением длины «хвоста» и 
процента ДНК в «хвосте» комет у данной группы. 

С другой стороны, группа детей с ВРГН, проживаю-
щих в регионах без значимого уровня загрязнения, не 
демонстрирует аналогичных изменений в структуре 
ДНК, что подчеркивает возможную критическую роль 
экологических стрессоров в развитии таких повреж-
дений. Это наблюдение позволяет выдвинуть гипоте-
зу, что сами по себе врожденные аномалии, такие как 
расщелина губы и неба, не обязательно сопровожда-
ются повышенной генотоксичностью в отсутствие 
экзогенных мутагенов. Однако, даже при отсутствии 
значительных различий между этой группой и кон-
трольной, необходимо учитывать вероятность нали-
чия других факторов, которые могли остаться неуч-
тенными в рамках данного исследования.

Высокая степень повреждения ДНК у детей с ВРГН 
в регионах с экотоксикантами может быть связа-
на с дефицитом механизмов репарации ДНК или со 
сниженной активностью антиоксидантной системы. 
Окислительный стресс, инициируемый промышлен-
ными токсикантами, способен подавлять системы ре-
парации, что приводит к накоплению генетических 
повреждений. Учитывая врожденный характер пато-
логии, не исключено, что пациенты с ВРГН обладают 

генетическими особенностями, которые делают их 
более уязвимыми к воздействию неблагоприятных 
факторов окружающей среды. Например, можно пред-
положить наличие полиморфизмов в генах, связан-
ных с репарацией ДНК (например, XRCC1 или OGG1), 
или нарушение экспрессии антиоксидантных белков 
(таких как супероксиддисмутаза или каталаза) (Чуй-
кин О. С., Викторова Т. В., Гильманов М. В. и др., 2021).

Дополнительно можно предположить, что мутаген-
ное воздействие экотоксикантов не только усиливает 
повреждения ДНК, но и может быть триггером для на-
рушения нормального эмбриогенеза, что в конечном 
итоге приводит к формированию врожденных поро-
ков, таких как ВРГН. Эти данные согласуются с ранее 
опубликованными исследованиями, демонстрирую-
щими связь между воздействием экологических за-
грязнителей и увеличением частоты врожденных ано-
малий (Чуйкин О. С., Чуйкин С. В. и др., 2019).

Тем не менее, выводы, полученные в ходе данного ис-
следования, требуют дальнейшего изучения. Важно учи-
тывать возможные индивидуальные различия, включая 
генетическую предрасположенность, диету и особен-
ности образа жизни, которые могут влиять на степень 
генотоксического повреждения. Будущие исследования 
должны быть сосредоточены на выявлении конкретных 
механизмов, связывающих воздействие экотоксикантов 
с повреждением ДНК и развитием ВРГН.

Таким образом, полученные результаты подчёр-
кивают возможное влияние неблагоприятных фак-
торов окружающей среды на уровень повреждения 
ДНК у детей с ВРГН, проживающих в регионах с эко-
токсикантами, их роль в патогенезе ВРГН и откры-
вают новые направления для исследований в обла-
сти экогенетики врожденных пороков. Несмотря на 
ограничения данного исследования, представлен-
ные данные могут служить основой для разработки 
профилактических мероприятий и прогнозирова-
ния, направленных на снижение воздействия эко-
логических токсикантов на уязвимые группы насе-
ления, включая детей с врожденными патологиями.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выявленные различия в уровне повреждений ДНК у 
детей из разных экологических условий позволяют пред-
положить, что неблагоприятная экологическая среда яв-
ляется значимым триггером генотоксического стресса, 
который может быть вовлечен в патогенез ВРГН.

Представленные результаты подчеркивают необ-
ходимость разработки комплексных профилактиче-
ских мер, направленных на снижение воздействия 
экологических токсикантов на уязвимые группы на-
селения, включая детей с ВРГН. Кроме того, данные 
могут быть использованы в качестве научной базы 
для прогнозирования риска врожденных аномалий 
и обоснования реабилитационных программ, учи-
тывающих индивидуальные генетические особен-
ности и экологические условия проживания.
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