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Представлены результаты изучения связи однонуклеотидных полиморфизмов генов WNT с повышенной 
частотой цитогенетических нарушений в лимфоцитах крови работников объекта использования 
ионизирующего излучения, подвергавшихся длительному радиационному воздействию в дозах 100–
500 мГр. Объектом исследования служила кровь 95 условно здоровых работников, подвергавшихся в 
процессе профессиональной деятельности долговременному техногенному внешнему воздействию 
γ-излучения в дозах от 100 до 500  мГр. Для всех обследованных лиц проводили стандартный 
цитогенетический анализ лимфоцитов крови. Геномную ДНК из лимфоцитов крови работников выделяли 
с помощью набора QIAamp DNA Blood mini Kit (Qiagen, Германия). Генотипировали ДНК по 
116 однонуклеотидным полиморфизмам генов WNT с помощью чипов (ДНК-чипы) высокой плотности 
CytoScan™ HD Array (Affymetrix, США). С учетом поправки Бонферрони установлена ассоциация 
однонуклеотидных полиморфизмов генов WNT с высокой частотой кольцевых хромосом в лимфоцитах 
крови, все остальные типы цитогенетических нарушений не показали статистической значимости. 
В  результате проведенного исследования выявлен однонуклеотидный полиморфизм гена 
WNT9B rs1530364,  который может рассматриваться в качестве потенциального маркера повышенного 
уровня индивидуальной радиочувствительности организма человека.
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Семейство генов WNT состоит из девятнадцати 
структурно родственных генов, которые обеспечи
вают экспрессию белков, расположенных в разных 
аутосомах [1]. WNT-белки связываются с мембран
ными рецепторами и тем самым активируют внутри
клеточные сигнальные пути – WNT-сигнальные 
пути [2]: канонический (зависимый от β-катенина) 
и неканонический (независимый от β-катенина). 
Взаимодействие между WNT-белками и рецепторами 
плазмолеммы может приводить к множеству внутри
клеточных ответов [3, 4]. 

С радиационно-индуцированным клеточным 
ответом связывают именно канонический сигналь
ный путь [5–10]. Активация WNT-сигнального пути 
после воздействия ионизирующим излучением (ИИ) 

приводит к диссоциации протеасомного комплекса, 
что влечет за собой накопление β-катенина в 
цитоплазме с последующим ингибированием апоп
тоза [11]. Основные механизмы этого радиационно-
индуцированного WNT/β-катенин-зависимого 
клеточного ответа все еще остаются неясными, и 
лишь в нескольких исследованиях были иденти
фицированы регуляторы [6, 12], ответственные за 
радиопротекторый эффект WNT-белков. 

Важно отметить, что в случае хронического воз
действия ИИ повреждение хромосом и мембран 
происходит на фоне компенсаторно-приспосо
бительных механизмов и в значительной степени может 
быть изменено различными факторами (анти
оксиданты, простагландины, белки теплового шока, 
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факторы роста, белки системы репарации ДНК и др.) 
[13, 14]. Несмотря на многочисленность факторов, 
анализ генетических эффектов действия ИИ остается 
одним из наиболее перспективных направлений 
исследования механизмов формирования индиви
дуальной радиочувствительности (ИРЧ).

Индивидуальная радиочувствительность обладает 
многокомпонентным содержанием, но в суще
ственной степени обусловливается генетическими 
особенностями. Среди них значительную роль 
играют однонуклеотидные полиморфизмы (ОНП) 
генов различных систем клеточной защиты (нап
ример, апоптоза, системы репарации ДНК, 
детоксикации ксенобиотиков и др.) [15, 16]. Система 
WNT играет значительную роль во многих клеточных 
процессах и для декомпозиции ассоциации клеточ
ных систем с цитогенетическими нарушениями (ЦН) 
и ИРЧ необходимо детальное изучение каждого 
компонента системы. 

Цель исследования — оценить связь ОНП генов 
системы WNT с повышенной частотой ЦН, 
возникших у работников объекта использования 
ИИ (ОИИИ) под действием долговременного техно
генного профессионального облучения ИИ в диа
пазоне доз 100–500 мГр.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

В исследовании использовали цельную венозную 
кровь 77 условно здоровых работников ОИИИ, не 
подвергавшихся в процессе профессиональной 
деятельности облучению ИИ — группа контроля, и 
95 условно здоровых работников ОИИИ, подвер
гавшихся в процессе профессиональной деятель
ности долговременному техногенному облучению 
ИИ (γ-излучение) в дозах от 100 до 500 мГр — группа 
исследования. 

Характеристика обследованных групп представ
лена в табл. 1.

Исследование проводили в соответствии с 
принципами Хельсинкской декларации 1964  г. 
(с  изменениями 1975–2008  гг.). Все доноры 
подписали информированное добровольное 
согласие. Сбор и уточнение информации о донорах 
биологического материала реализованы с при
менением базы данных медико-дозиметрического 
регистра персонала ОИИИ, а также архива 
медицинской документации СБН Центра, содер
жащего медицинскую информацию обо всех 
работниках ОИИИ [17]. Процедуры взятия крови и 
цитогенетического исследования детально описаны 
нами ранее и не претерпели трансформаций [18]. 

Таблица 1. Характеристика обследованных групп 
работников ОИИИ
Table 1. Characteristics of the surveyed groups of workers object 
of use of ionizing radiation

Показатель Группа  
контроля

Группа 
исследования

Количество 77 95

Мужчины/женщины 38/39 95/0

Возраст, лет M ± SE 57.31 ± 1.64 62.95 ± 0.99

Стаж работы, лет M ± SE 23.62 ± 1.53 34.12 ± 1.01

Доза γ-излучения, 
мГр

M ± SE – 220.84 ± 10.06

Median – 181.50

Q1–Q3 – 151.22–289.36

Примечание. М — среднее арифметическое, SE — ошиб-
ка среднего арифметического, Median  — медиана, Q1–
Q3 — интерквартильный размах.

Определяли следующие виды ЦН: аберрантные 
клетки, полиплоидные клетки, мультиаберрантные 
клетки (более пяти хромосомных аберраций), хромо
сомные и хроматидные фрагменты, кольцевые и 
дицентрические хромосомы, хроматидные обмены 
(фигуры типа “крест”) и транслокации.

ДНК выделяли из лимфоцитов крови с использо
ванием набора QIAamp DNA Blood mini Kit (Qiagen, 
Германия). Чистоту (А260/А280 = 1.80–2.00, А260/
А230 = 1.90–2.15) и концентрацию (50–150 нг/мкл) 
ДНК устанавливали на спектрофотометре 
EzDrop-1000 (BlueRay Biotech, Тайвань). Целост
ность ДНК определяли с помощью капиллярного 
электрофореза — фрагменты ДНК имели размер 
более 48 кб.

Изученные ОНП генотипированы на ДНК-чипах 
Cyto Scan™ HD Array (Affymetrix, США). Процедуры 
пробоподготовки, гибридизации и сканирования 
проводили в соответствии с протоколом произ
водителя. Обработку результатов микрочипового 
исследования проводили с применением программы 
Chromosome Analysis Suite 4.3 (Affymetrix, США). 
Для уточнения и идентификации ОНП и генов, к 
которым они принадлежат, в работе были исполь
зованы базы данных NCBI, OMIM и GWAS Catalog, 
SNPedia. 
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При анализе данных исключены ОНП любого 
генотипа при n < 5, поскольку в условиях мало
численной выборки это увеличивает вероятность 
ошибки первого рода. Из дальнейшего анализа 
исключили также ОНП, не соответствующие 
равновесию Харди–Вайнберга. В результате из 
116 ОНП в окончательный статистический анализ 
был включен 51 ОНП.

Анализ данных генотипирования на каждый из 
изученных ОНП проводили по четырем моделям: 
аддитивной, рецессивной, доминантной и сверх
доминантной. По аддитивной модели оценивали 
различия в частоте ЦН между носителями гомо
зиготными по доминантному аллелю, носителями 
гомозиготными по рецессивному аллелю и гетеро
зиготными носителями. По рецессивной модели 
устанавливали различия в частоте ЦН между 
носителями гомозиготными по доминантному 
аллелю и гетерозиготными носителями, с одной 
стороны, и носителями гомозиготными по рецес
сивному аллелю — с другой. По доминантной модели 
определяли различия в частоте ЦН между носи
телями гомозиготными по рецессивному аллелю и 
гетерозиготными носителями с одной стороны, и 
носителями гомозиготными по доминантному ал
лелю — с другой. При сверхдоминантной модели 
устанавливали различия в частоте ЦН между 
носителями гомозиготными по доминантному и 
рецессивному аллелю с одной стороны и гетеро
зиготными носителями с другой. 

Статистические методы. Статистическую обра
ботку результатов проводили с помощью программы 
Statistica 8.0 (StatSoft, США). Соответствие распре
деления генотипов в выборке равновесию Харди–
Вайнберга оценивали с помощью программы 
Court  lab  HW  calculator в формате Excel. Для 
установления значимости различий между выбор
ками по частоте ЦН применяли критерий Манна–
Уитни с поправкой Бонферрони (p < 0.05). 

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате рутинного цитогенетического 
анализа лимфоцитов крови установлены частоты 
ЦН у работников ОИИИ обеих групп. Результаты 
представлены в табл. 2.

Согласно данным из табл. 2, бо`льшая часть типов 
ЦН, не являющихся маркерами радиационного 
воздействия, в группе контроля и группе иссле
дования не отличаются. Это является следствием 
того, что большинство обследованных работников 
ОИИИ проживают и работают в аналогичных 

Таблица  2. Сравнение частот ЦН у работников ОИИИ 
группы контроля и группы исследования
Table 2. Comparison of the frequencies of cytogenetic disorders 
in workers object of use of ionizing radiation of the control group 
and the research group

Тип ЦН

Частота ЦН 
на 100 клеток M ± SE

pГруппа 
контроля, 

n = 77

Группа 
исследования, 

n = 95

Аберрантные 
клетки 1.7817 ± 0.1585 2.9114 ± 0.1983 0.0000

Хроматидные 
фрагменты 0.5939 ± 0.0677 0.9215 ± 0.1144 0.0550

Хромосомные 
фрагменты 0.5030 ± 0.0622 0.7526 ± 0.0988 0.2012

Кольцевые 
хромосомы 0.0717 ± 0.0186 0.2205 ± 0.0305 0.0010

Дицентрические 
хромосомы 0.5666 ± 0.0715 0.9478 ± 0.0965 0.0105

Мультиабер-
рантные клетки 0.0258 ± 0.0147 0.0163 ± 0.0072 0.9987

Хроматидные 
обмены 0.0466 ± 0.0169 0.0758 ± 0.0183 0.4570

Транслокации 0.0043 ± 0.0043 0.0069 ± 0.0049 0.9288

Полиплоидные 
клетки 0.0000 ± 0.0000 0.0277 ± 0.0127 0.5533

Примечание. М — среднее арифметическое, SE — ошибка 
среднего арифметического, n — число обследованных ра-
ботников ОИИИ, полужирным шрифтом выделены ста-
тистически значимые различия, рассчитанные по крите-
рию Манна–Уитни.

условиях, т. е. выборки стратифицированы, а группа 
контроля и группа исследования, на которой была 
изучена ассоциация высокой частоты ЦН с ОНП, 
не различаются существенным образом, за исклю
чением маркеров радиационного воздейст
вия — кольцевых и дицентрических хромосом. Ве
роятно, существенный вклад в увеличение частоты 
ЦН у человека может вносить образ жизни, в 
частности, курение, употребление алкоголя и др. 
[16, 19, 20]. Однако частота маркеров радиационного 
воздействия  —  кольцевых и дицентрических 
хромосом, а также частота аберрантных клеток (из-за 
кольцевых и дицентрических хромосом) стати
стически значимо выше у работников, подвергав
шихся в процессе своей профессиональной 
деятельности долговременному радиационному 
воздействию, что потенциально говорит о синер
гетическом воздействии различных генотоксических 
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факторов, при этом наблюдается превалирующее 
действие факторов физической природы, в частности, 
ИИ, которые и вызывают появление ЦН [21-23].

Далее нами проведена оценка ассоциации час
тоты радиационно-индуцированных ЦН в зави
симости от 51 ОНП изученных генов у работников, 
входящих в группу исследования. Особое вни
мание обратили на кольцевые и дицентрические 
хромосомы. 

На рис. 1 представлены уровни значимости для 
51 отобранного ОНП (см. выше) по кольцевым хро
мосомам, на рис. 2 представлены уровни значимости 
по дицентрическим хромосомам.

На оси ординат отложен отрицательный деся
тичный логарифм уровня значимости. Линией 
сверху изображен уровень доверительной вероят
ности с учетом поправки Бонферрони, равный 
-log(0.05/51) = 3.0086. 

Рис. 1. Уровни значимости для доминантной модели по частоте кольцевых хромосом.
Примечание. По оси ординат — значение уровня p в логарифмических координатах -(log10) , пунктирная линия 
уровень значимости p < 0.05, рассчитанный по критерию Манна–Уитни, красная линия — уровень поправки 
Бонферрони.

Fig. 1. Significance levels for the dominant model by the frequency of ring chromosomes.
Note. The Y-axis shows the value of the p-level in logarithmic coordinates -(log10), the dotted line is the significance level of 
p < 0.05 calculated by the Mann–Whitney test, the red line is the Bonferroni correction level.
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Рис. 2. Уровни значимости для доминантной модели по частоте дицентрических хромосом.
Примечание. По оси ординат — значение уровня p в логарифмических координатах -(log10), пунктирная линия — 
уровень значимости p < 0.05, рассчитанный по критерию Манна–Уитни, красная линия — уровень поправки 
Бонферрони.
Fig. 2. Significance levels for the dominant model by the frequency of dicentric chromosomes.
Note. The Y-axis shows the value of the p-level in logarithmic coordinates -(log10), the dotted line is the significance level 
of p < 0.05 calculated by the Mann–Whitney test, the red line is the Bonferroni correction level.
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Таким образом, с учетом поправки Бонферрони 
из 51 выявленного ОНП анализ данных генотипи
рования, проведенный по всем четырем геноти
пическим моделям, показал ассоциацию только 
с высокой частотой кольцевых хромосом (маркером 
радиационного воздействия) по доминантной мо
дели мажорного генотипа для 1  ОНП WNT9B 
rs1530364 (табл. 3). Для других типов ЦН не установ
лено статистически значимых показателей с проана
лизированными ОНП.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полиморфный вариант rs1530364 является инт
ронным, принадлежит гену WNT9B, располагается 
в позиции chr17:46874411 (GRCh38.p14). Для ОНП 
WNT9B rs1530364 была показана связь гаплотипа 
rs1530364-G с несиндромальной расщелиной гу
бы [24–27]. Иная информация о вкладе этого ОНП 
в регуляцию функциональной активности WNT9B 
отсутствует. 
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Таблица 3. Частота кольцевых хромосом (на 100 клеток, M ± SE) в зависимости от генотипов по изученным ОНП у работ-
ников группы исследования
Table 3. The frequency of ring chromosomes (per 100 cells, M ± SE) depending on the genotypes for the studied SNP in workers of 
the research group

ОНП Частота кольцевых хромосом по генотипам р

Аддитивная модель

WNT9B rs1530364
G/G, n = 37 G/A, n = 47 A/A, n = 11

0.0023
0.3660 ± 0.0594 0.1293 ± 0.0288 0.1212 ± 0.0678

Рецессивная модель

WNT9B rs1530364
G/A + G/G, n = 84 A/A, n = 11

0.3060
0.2335 ± 0.0331 0.1212 ± 0.0678

Доминантная модель

WNT9B rs1530364
G/A + A/A, n = 58 G/G, n = 37

0.0009
0.1277 ± 0.0264 0.3660 ± 0.0594

Сверхдоминантная модель

WNT9B rs1530364
G/G + A/A, n = 48 G/A, n = 47

0.0143
0.3099 ± 0.0503 0.1293 ± 0.0288

Примечание. М — среднее арифметическое, SE — ошибка среднего арифметического, n — число обследованных с дан-
ным генотипом в группе при p < 0.05, полужирным шрифтом выделены статистически значимые различия с поправкой 
Бонферрони р = 0.0009.

Нами выявлено, что для ОНП WNT9B rs1530364 
носители мажорного генотипа имели частоту 
кольцевых хромосом в 3 раза выше в сравнении с 
носителями рецессивного генотипа при дозах 
облучения ИИ, которые приводят к статистически 
значимому повышению частоты ЦН, но находятся 
на плато кривой “доза–частота ЦН”, иначе говоря, 
в диапазоне 100–500 мГр частота ЦН линейно не 
растет [28] при относительно одинаковых дозах 
внешнего облучения ИИ. 

WNT9B локализован в длинном плече 17-й хро
мосомы (17q21.32). WNT9B кодирует лиганд, который 
соединяется с рецептором Frizzled и впоследствии 
активирует канонический путь WNT/β-catenin [29]. 
WNT9B является геном-мишенью Hedgehog и конт
ролирует клеточную пролиферацию и клеточную 
полярность [30]. Важно отметить, что WNT-белки 
имеют иммунорегуляторные функции, включая 
регуляцию дифференцировки, фенотипа и функции 
Т-лимфоцитов [31]. 

Основываясь на функции WNT9B, можно пред
положить, что нарушения в работе могут способ
ствовать снижению пролиферативной активности 

лимфоцитов или ингибированию апоптоза и сохра
нению ЦН в лимфоцитах крови. 

Данные о взаимосвязи ИИ и функционировании 
WNT9B получены нами впервые. При этом есть ин
формация, что WNT-сигнальный путь регулирует 
радиорезистентность опухолевых клеток [32]. Более 
того, передача сигналов WNT участвует в радио
резистентности опухолевых стволовых клеток [9]. 
Wang J.F. et al. указывают, что путь WNT/β-катенина 
играет важную роль в радиопротекции [11]. Васи
лец Ю.Д. и соавт. показали, что ИИ индуцировало 
ядерную транслокацию и накопление β-катенина [33]. 
Wang P. et al. обнаружили, что WNT/β-катенин может 
играть важную роль в стимулировании аномальной 
пролиферации и миграции эпителиальных клеток 
хрусталика после облучения низкими дозами ИИ [34]. 

Помимо этого, имеются данные о связи WNT-
сигнального пути, а в ряде работ и WNT9B, с различ
ного рода заболеваниями [35, 36], в том числе и 
злокачественными новообразованиями [37–39]. 

Эти факты заметно усложняют любое определение 
точной функции пути WNT. Однако неоспоримо, что 
путь WNT/β-катенина играет важную роль в 
предотвращении повреждений, вызванных  ИИ. 
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И аберрантная передача сигналов WNT приводит к 
широкому спектру патологий у людей [11].

Ген WNT9B мало изучен, однако имеющиеся 
данные позволяют предположить его активное 
участие во многих процессах, связанных с защитным 
действием от воздействия ИИ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в результате проведенного 
исследования выявлен ОНП гена WNT9B rs1530364, 
который может рассматриваться в качестве потен
циального маркера повышенного уровня ИРЧ. Для 
работников ОИИИ показано, что мажорный генотип 
rs1530364 ассоциирован с повышенной частотой 
кольцевых хр омо сом при хр оническом 
профессиональном облучении ИИ в диапазоне доз 
100–500  мГр. Для подтверждения выявленных 
ассоциаций необходимы дальнейшие валидацион
ные исследования на расширенной выборке людей, 
подвергавшихся долговременному техногенному 
профессиональному облучению ИИ.
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Association of WNT Gene Polymorphism with Frequency of Cytogenetic  
Disorders under the Action of Ionizing Radiation

D. S. Isubakova1,*, N. V. Litviakov1,2, O. S. Tsymbal1, T. V. Vishnevskaya1,  
M. Yu. Tsyplenkova1, I. V. Milto1,3, R. M. Takhauov1,3

1Seversk Biophysical Research Center, Seversk, Russia
2Tomsk National Research Medical Center  

of the Russian Academy of Sciences, Tomsk, Russia
3Siberian State Medical University, Tomsk, Russia

*E-mail: mail@sbrc.seversk.ru, isubakova.daria@yandex.ru

The paper presents the results of a study of the association of single nucleotide polymorphisms of the WNT genes 
with an increased frequency of cytogenetic disorders in the blood lymphocytes of workers at an ionizing radiation 
facility exposed to long-term radiation exposure at doses of 100–500 mGy.The object of the study was the blood 
of 95 apparently healthy workers who were subjected to long-term technogenic external exposure to γ-radiation 
in doses from 100 to 500 mGy in the course of their professional activities. For all examined individuals, a standard 
cytogenetic analysis of blood lymphocytes was performed. Genomic DNA was isolated from workers’ blood 
lymphocytes using a “QIAamp DNA Blood mini Kit” (Qiagen, Germany). DNA was genotyped for 116 single 
nucleotide polymorphisms of the WNT genes using high-density “CytoScan™ HD Array” (Affymetrix, USA) 
chips (DNA chips). Taking into account the Bonferroni correction, an association of single nucleotide 
polymorphisms of the WNT genes with a high frequency of circular chromosomes in blood lymphocytes was 
established, all other types of cytogenetic disorders did not show statistical significance. As a result of the study, 
a single nucleotide polymorphism of the WNT9B gene rs1530364 was identified, which can be considered as a 
potential marker of individual radiosensitivity.

Keywords: ionizing radiation, chromosomal aberrations, single nucleotide polymorphism, microarray analysis
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