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Введение. Злокачественные новообразования остаются одной из основных причин смертности в мире. В развитии 
данной патологии большую роль играет воздействие неблагоприятных факторов окружающей среды, в том числе 
пестицидов. Несмотря на широкий спектр используемых в сельском хозяйстве пестицидов, их молекулярные эф-
фекты и канцерогенный потенциал изучены лишь в отношении небольшого числа моделей, включая нормальные 
клетки человека.
Цель исследования – изучить молекулярные эффекты пестицидов карбарила, хлорпирифоса, манкоцеба, тирама 
и пендиметалина в условно-нормальных клетках HaCaT и MCF10A.
Материалы и методы. Нетоксичные концентрации пестицидов определяли с помощью МТТ-теста. Генотоксичность 
анализировали методом ДНК-комет. Пролиферативный потенциал оценивали с помощью клоногенного анализа, 
изменение экспрессии генов, ассоциированных с канцерогенезом, – с использованием полимеразной цепной реак-
ции в реальном времени.
Результаты. Карбарил вызывал повреждение ДНК в клетках MCF10A, способствовал пролиферации клеток обеих 
линий в клоногенном тесте, а также приводил к активации генов биотрансформации (AHR, GSTA4) в клетках MCF10A, 
репрессии (CYP1B1, GSTA4) в клетках HaCaT и снижению экспрессии генов воспаления (IL1a, IL1b, PTGES, IFNGR1). 
Хлорпирифос не показал генотоксического эффекта и не влиял на клоногенность, но вызывал индукцию генов 
биотрансформации (CYP1A1, CYP1B1), воспаления (IL1b, PTGES) и генов BCL2 и DNMTs. Манкоцеб и тирам не прояв-
ляли генотоксичности в клетках HaCaT и MCF10A, но активировали отдельные гены репарации (ATR/ATM). Тирам 
стимулировал пролиферацию клеток HaCaT в клоногенном тесте, а манкоцеб активировал экспрессию генов – регу-
ляторов пролиферации (CCND2, CCNE1, Ki-67), но не влиял на рост колоний; оба фунгицида снижали экспрессию 
генов воспаления (COX2, IL1a, IL1b). Пендиметалин вызывал повреждение ДНК и активацию экспрессии генов ре-
парации (ATR, GADD45a, PCNA) в клетках обеих линий, а также снижал экспрессию GLUT3 в клетках HaCaT и индуци-
ровал экспрессию генов CYP1A1 в клетках HaCaT и CYP1B1 – в клетках MCF10A.
Заключение. В  ходе комплексной оценки влияния пестицидов на  нормальные человеческие клетки выявлено, 
что пендиметалин, хлорпирифос и карбарил оказывают наибольшее проканцерогенное действие.
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Molecular effects of the pesticides carbaryl, chlorpyrifos, mancozeb, thiram, and pendimethalin 
in conditionally normal cells in vitro: genotoxicity, clonogenicity and effects on the expression 
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Introduction. Cancer remains a major cause of mortality worldwide, with adverse environmental factors such as pesticides 
contributing significantly to its development. Despite the widespread use of various pesticides, the molecular mechanisms 
underlying their actions and carcinogenic potential have been studied for only a limited number of models, especially 
in normal human cells.
Aim. To study the molecular effects of pesticides carbaryl, chlorpyrifos, mancozeb, thiram, and pendimethalin in non-
malignant HaCaT and MCF10A cells.
Materials and methods. Non-toxic concentrations of pesticides were determined using the MTT assay. Genotoxicity was 
analyzed by the comet assay. Proliferative potential was assessed by clonogenic assay. Changes in the expression of genes 
associated with carcinogenesis were evaluated by real-time polymerase chain reaction.
Results. Carbaryl caused DNA damage in MCF10A cells, promoted proliferation in both cell lines during clonogenic assay, 
as well as caused activation of biotransformation genes (AHR, GSTA4) in MCF10A cells, repression (CYP1B1, GSTA4) genes 
in HaCaT cells and lowered expression of  inflammation genes (IL1a, IL1b, PTGES, IFNGR1). Chlorpyrifos did not have 
genotoxic effect and did not affect clonogenicity but caused induction of  biotransformation (CYP1A1, CYP1B1), 
inflammation (IL1b, PTGES) genes, and genes BCL2 and DNMTs. Mancozeb and thiram did not show genotoxicity in HaCaT 
and MCF10A cells but activated individual repair genes (ATR/ATM). Thiram stimulated HaCaT cell proliferation in clonogenic 
assay, and mancozeb activated expression of proliferation regulation genes (CCND2, CCNE1, Ki-67) but did not affect 
colony growth; both fungicides decreased expression of inflammation genes (COX2, IL1a, IL1b). Pendimethalin caused 
DNA damage and activation of repair genes (ATR, GADD45a, PCNA) in both cell lines, as well as decreased expression 
of GLUT3 in HaCaT cells and induced expression of CYP1A1 in HaCaT cells and CYP1B1 in MCF10A cells.
Conclusion. In this study, we performed a comprehensive assessment of the effects of pesticides on normal human cells. 
Our results indicate that pendimethalin, chlorpyrifos, and carbaryl exert the most procarcinogenic effect.
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Введение
Злокачественные новообразования (ЗНО) и ассо-

циированная с ними смертность представляют значи-
тельную проблему в современном обществе. В настоящее 
время в мире наблюдается повышение заболеваемости 
ЗНО, связанное как с совершенствованием диагностики 
и увеличением продолжительности жизни, так и с воз-
действием неблагоприятных факторов окружающей 
среды, а также курением, ожирением и употреблением 
алкоголя [1]. По прогнозам Международного агентст-
ва по изучению рака (МАИР),  к 2045 г. заболеваемость 
ЗНО может вырасти в 1,5 раза – до 35 млн случаев 
в год [2].

В начале XXI века глобальной проблемой стало 
воздействие стойких органических загрязнителей 
на природные экосистемы [3]. Высокая степень био-

аккумуляции, способность распространяться на боль-
шие расстояния, а также негативное влияние на био-
разнообразие стали причиной подписания в 2001 г. 
Стокгольмской конвенции о стойких органических 
загрязнителях, ограничивающей производство и при-
менение ряда промышленных химикатов и несколь-
ких пестицидов (таких как дихлордифенилтрихлор-
этан (ДДТ), токсафен, гептахлор, альдрин и др.) [4]. 
С 2001 г. МАИР классифицировало как  вероятные 
канцерогены (группа 2a) пестициды глифосат, мала-
тион, тетрахлорвинфос, ДДТ, паратион и как возмож-
ные канцерогены (группа 2b) соединения паракват, 
перметрин, бифентрин и 2,4-дихлорфеноксиуксусную 
кислоту [5].

В настоящее время в мире зарегистрированы более 
800 активных соединений, используемых в составе 

mailto:lavarvar@gmail.com
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коммерческих пестицидов [6]. При этом классифика-
ция МАИР включает всего около 20 пестицидов, 
что составляет менее 2 % от общего количества ис-
пользуемых агентов. Это свидетельствует об ограни-
ченности имеющихся данных по  канцерогенности 
пестицидов.

C 2015 г. МАИР начало активно включать пести-
циды в списки приоритетных соединений для иссле-
дования канцерогенных эффектов. Актуальный пере-
чень пестицидов с наиболее высоким приоритетом 
для исследований включает такие агенты, как карба-
рил, перметрин, циперметрин, малатион, фонофос, 
метилтетрапрол, проквиназид, манкоцеб, тирам, вин-
клозолин, хлорпирифос, тебуконазол, тербуфос, хлор-
декон, алахлор, пендиметалин, бифенил, бифентрин, 
атразин и другие триазиновые пестициды, пиретрины 
и пиретроиды, этилендитиокарбаматы и неоникоти-
ноидные пестициды [7]. Многие из перечисленных 
соединений относятся к группе 3 (агенты, не класси-
фицируемые в отношении канцерогенности для чело-
века из-за ограниченности данных), канцерогенность 
остальных соединений МАИР не оценивало.

В 2017 г. для адекватного анализа и интерпретации 
механистических данных при классификации ксено-
биотиков по канцерогенности МАИР сформулирова-
ны 10 ключевых характеристик канцерогенного аген-
та, включающих: 1) электрофильность соединения 
или его метаболитов; 2) генотоксичность; 3) способ-
ность изменять репарацию или вызывать геномную 
нестабильность; 4) способность вызывать изменения 
в эпигенетической регуляции транскрипции; 5) спо-
собность к индукции окислительного стресса; 6) спо-
собность вызывать хроническое воспаление; 7) спо-
собность оказывать иммуносупрессивную активность; 
8) способность модулировать рецептор-опосредован-
ные эффекты; 9) способность вызывать иммортализа-
цию; 10) способность влиять на активность пролифе-
рации клеток, их гибели и питания [8].

Для некоторых пестицидов из списка приоритетов 
МАИР на отдельных моделях in vivo и in vitro исследо-
вана их способность повреждать ДНК, вызывать окси-
дативный стресс, нарушая баланс между образованием 
активных форм кислорода (АФК) и антиоксидантной 
защитой, влиять на пролиферацию, а также на различ-
ные рецепторы [9–11]. Однако в опубликованных ис-
следованиях представлены ограниченные данные 
о воздействии перечисленных пестицидов на нормаль-
ные клетки человека, что затрудняет понимание мо-
лекулярных эффектов и оценку риска развития ЗНО.

В этом исследовании основное внимание уделено 
5 пестицидам, которые широко используются на тер-
ритории России и стран Содружества Независимых 
Государств: карбарилу (Car), хлорпирифосу (CPF), ман-
коцебу (MZ), тираму (Thir) и пендиметалину (PM).

Карбарил – карбаматный инсектицид, отнесен-
ный МАИР к группе 3. С 2006 г. его применение огра-
ничено в странах Европейского союза (ЕС) [12]. Эпи-

демиологические данные свидетельствуют об ассоциации 
воздействия Car с высоким риском развития множествен-
ной миеломы, меланомы, опухолей центральной нервной 
системы (ЦНС) и, возможно, неходжкинских лимфом 
[13–16]. В опытах in vivo канцерогенность этого агента 
выявлялась только в сочетании с промотором канцероге-
неза 12-O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетатом (ТРА) [17]. 
Метаболиты Car ассоциированы с повреждением ДНК 
в сперме человека [18].

Хлорпирифос – фосфорорганический инсекти-
цид, относящийся к  группе 3 по  классификации  
МАИР. Его применение ограничено в  США и  ЕС, 
но широко используется в странах Азии, включая Ин-
дию [19]. Сообщалось о высоком риске развития рака 
легкого у работников сельского хозяйства, интенсив-
но применявших CPF, а также об увеличении риска 
возникновения рака молочной железы у женщин, под-
вергавшихся воздействию этого агента [20, 21]. CPF 
оказывал эндокринно-дестабилизирующее действие 
in vivo, которое выражалось в повышении частоты воз-
никновения доброкачественных новообразований, 
усилении экспрессии прогестерона, а также уменьше-
нии уровня корепрессоров рецептора эстрогенов (ER). 
Метаболиты CPF могут взаимодействовать с ERα, свя-
зываясь аналогично природным лигандам [22, 23].

Манкоцеб и Thir – контактные фунгициды из груп-
пы дитиокарбаматов, ранее не оценивавшиеся в моно-
графиях МАИР. Их применение ограничено в ЕС. Со-
гласно эпидемиологическим данным, связи между 
воздействием MZ, Thir и риском развития неходжкин-
ских лимфом или рака мочевого пузыря не обнаруже-
но [24, 25]. Однако отмечена ассоциация между ис-
пользованием MZ и  высоким риском развития 
меланомы, опухолей ЦНС и хронического миелоид-
ного лейкоза у фермеров [26–28].

Пендиметалин – гербицид из группы динитро
анилинов, который ранее не оценивался МАИР [29]. 
Согласно эпидемиологическим данным, отмечено 
повышение риска развития рака прямой кишки и под-
желудочной железы у фермеров, использующих этот 
агент [30, 31].

Цель исследования – изучение молекулярных эф-
фектов пестицидов Car, CPF, MZ, Thir и пендиметали-
на на модели условно-нормальных человеческих клеток 
HaCaT и MCF10A, способности этих соединений вы-
зывать повреждения ДНК, их влияния на способность 
клеток к колониобразованию и действия на экспрессию 
генов, ассоциированных с канцерогенезом.

Материалы и методы
Культивирование клеток. В  качестве моделей 

для исследования выбраны условно-нормальные кле-
точные линии HaCaT (линия иммортализованных ке-
ратиноцитов человека) и MCF10A (клетки доброкаче-
ственной кисты молочной железы), полученные 
из биоколлекции Национального медицинского ис-
следовательского центра онкологии им. Н. Н. Блохина. 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pendimethalin
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Клетки HaCaT культивировали в среде ДМЕМ, содер-
жащей 50 ед/мл стрептомицина, 50 мкг/мл пеницил-
лина, 2 мМ L-глутамина (все – «ПанЭко», Россия), 
10  % эмбриональной телячьей сыворотки (FBS; 
Biosera, Франция) при 37 °С в присутствии 5 % СO

2
. 

Клетки MCF10A культивировали в среде DMEM/F12 
(«ПанЭко», Россия) c добавлением 1 мМ L-глутамина, 
50 ед/мл стрептомицина и 50 мкг/мл пенициллина, 
5  % лошадиной сыворотки (Biowest, Франция),  
20 нг/мл эпидермального фактора роста (ProSpec, Изра-
иль), 10 мкг/мл инсулина («ПанЭко», Россия), 0,5 мг/мл 
гидрокортизона и 100 нг/мл холерного токсина (оба – 
Sigma-Aldrich, США).

Химические соединения. В исследовании исполь-
зованы следующие соединения: Car (CAS: 63-25-2), 
CPF (CAS: 2921-88-2), MZ (CAS: 8018-01-7), Thir 
(CAS: 137-26-8), PM (CAS: 40487-42-1), 3-метилхолан-
трен (MCA) CAS: 56-49-5), TPA CAS: 16561-29-8) (все – 
Sigma-Aldrich, США). CPF, PM и МCA растворяли 
в ацетоне, Car и Thir – в метаноле, MZ и TPA – в ди-
метилсульфоксиде (ДМСО). Рабочие растворы всех 
агентов готовили в ДМСО. Концентрация раствори-
телей в среде составила 0,02 %, ДМСО – 0,2 %.

Определение нетоксичных концентраций с помощью 
МТТ-теста. Клетки высевали в 96-луночные планше-
ты (SPL Life Sciences, Корея) по 5 × 103 клеток в лунку, 
после прикрепления к подложке обрабатывали серийны-
ми разведениями пестицидов (50 мкМ – 24,4 нМ для MZ, 
CPF, PM и Car; 0,5 мкМ – 0,24 нМ для Thir). Через 72 ч 
добавляли 3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-2,5-дифенилте-
тразолия бромид (Alfa Aesar, Германия; конечная концен-
трация 250 мкг/мл), через 4 ч отбирали среду и растворя-
ли кристаллы формазана в 100 мкл ДМСО («ПанЭко», 
Россия). Оптическую плотность раствора определяли 
с помощью Multiscan Sky (Thermo Fisher Scientific, 
США) при длине волны 570 нм. Эксперимент прово-
дили не менее 3 раз.

Анализ генотоксического действия пестицидов мето-
дом ДНК-комет. Клетки HaCaT высевали в 24-луночные 
планшеты (SPL Life Sciences, Корея) по 50 × 103 клеток 
в лунку, MCF10A – по 60 × 103 клеток в лунку, после 
прикрепления к подложке обрабатывали клетки пе-
стицидами, а также растворителями в соответствую-
щих концентрациях (отрицательный контроль). В ка-
честве положительного контроля использовали H

2
O

2 

(0,08 %, 20 мин). Через 48 ч клетки снимали с подлож-
ки, промывали натрий-фосфатным буфером (PBS) 
(«ПанЭко», Россия), растворяли в 0,7 % легкоплавкой 
агарозе (1:8 v/v; 37 °С; «ПанЭко», Россия) и наносили 
на слайд. После застывания агарозы осуществляли 
лизис клеток (1 ч, 4 °С), затем денатурирующую инку-
бацию в щелочном растворе (30 мин, 4 °С). Далее слай-
ды промывали и проводили электрофорез в буфере 
TBE (30 мин, 1 В/см). По окончании электрофореза 
слайды промывали дистиллированной водой, инкуби-
ровали с охлажденным 70 % этанолом и окрашивали 
раствором красителя SYBR Gold (Invitrogen, США) 

в буфере ТЕ («Евроген», Россия) с конечной концен-
трацией 1:10 000.

Анализ проводили с помощью инвертированного 
флуоресцентного микроскопа Axio Observer (Carl Zeiss, 
Германия) при увеличении 100х. Количество повре-
жденной ДНК оценивали по моменту хвоста, пред-
ставляющему произведение длины хвоста и количест-
ва мигрировавшей ДНК [32]. Данные обрабатывали 
с помощью программного обеспечения Comet Score. 
Эксперимент проводили не менее 3 раз.

Анализ влияния пестицидов на способность клеток 
образовывать колонии. Клетки HaCaT и MCF10A вы-
севали в чашки Петри (диаметр – 60 мм) (SPL Life 
Sciences, Корея) по 3 × 103 клеток. Через 24 ч клетки 
обрабатывали пестицидами и TPA. Далее каждые 72 ч 
проводили замену среды на свежую с обработкой ис-
следуемыми агентами и  растворителями в  течение  
12 дней. По завершении эксперимента колонии фик-
сировали метанолом и окрашивали 0,5 % раствором 
кристаллического фиолетового (Merck, Германия).

Данные обрабатывали с помощью программного 
обеспечения ImageJ с плагином ColonyArea [33]. Экс-
перимент проводили не менее 3 раз.

Анализ влияния пестицидов на экспрессию генов, ассо-
циированных с канцерогенезом. Клетки HaCaT и MCF10A 
высевали в чашки Петри (диаметр = 60 мм) по 250 × 103 
и 350 × 103 клеток соответственно. Через 24 ч клетки 
обрабатывали пестицидами, MCA, TPA и инкубиро-
вали 72 ч. Суммарную РНК экстрагировали с помо-
щью реагента ExtractRNA («Евроген», Россия) 
по протоколу производителя с последующей обработ-
кой ДНКазой I («Синтол», Россия) и переосаждением. 
Далее проводили синтез комплементарной ДНК с ис-
пользованием декануклеотидных праймеров Random 
со  случайной последовательностью («Евроген»,  
Россия) и  MMLV-ревертазы («Евроген», Россия) 
на амплификаторе ТП4-ПЦР-01-Терцик («ДНК-тех-
нология», Россия) по следующему протоколу: 37 °C – 
35 мин; 70 °C – 10 мин.

Для проведения полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в реальном времени использовали амплифика-
тор CFX Connect Real-Time PCR (Bio-Rad, США), 
в качестве регистрируемого сигнала выступала флуорес-
ценция интеркалятора SYBR Green I («Евроген», Рос-
сия). Проводили 40 циклов ПЦР (15 с – 95 °C; 20 с – 
58 °C; 25 с – 72 °C). Для анализа экспрессии генов 
использовали запатентованную панель праймеров, 
разработанную отделом химического канцерогенеза 
Научно-исследовательского института канцерогенеза 
Национального медицинского исследовательского 
центра онкологии им. Н. Н. Блохина» в рамках выпол-
нения кластерного проекта 121120100382-1.

В качестве контрольных генов сравнения исполь-
зованы ген фактора элонгации 1 альфа 1 (elongation 
factor 1 alpha 1) EF1A1 и ген рибосомального белка P0 
(60S acidic ribosomal protein P0) RPLP0. Эксперимент 
проводили не менее 5 раз.
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Статистический анализ. Статистическую обработку 
данных осуществляли с помощью программного обес-
печения MS Excel и GraphPad Prism 8.3.0. Для оценки 
нормальности распределения данных использовали 
критерий Шапиро–Уилка, для определения нетоксич-
ных концентраций пестицидов в МТТ-тесте – метод 
нелинейной регрессии. В тесте ДНК-комет выбросы 
в  наборах данных определяли с  помощью правила 
межквартильного размаха, статистически значимые 
различия относительно отрицательного контроля – 
с использованием непараметрического критерия Кра-
скела–Уоллиса с тестом множественного сравнения 
Данна. В остальных экспериментах для поиска выбро-
сов применяли метод ROUT (Q = 1 %).

В ходе анализа на клоногенность значимость ста-
тистических различий относительно отрицательного 
контроля оценивали с помощью однофакторного теста 
ANOVA с использованием апостериорного теста Ши-
дака. Изменения уровней экспрессии исследуемых 
генов при действии пестицидов рассчитывали с при-
менением метода 2−ΔΔCt [34]. Для оценки статистиче-
ской значимости различий применяли двухфакторный 
тест ANOVA с использованием критерия Даннетта. 
Во всех экспериментах различия между группами счи-
тались значимыми при p <0,05.

Результаты
Влияние пестицидов сравнивали с действием ин-

дуктора канцерогенеза MCA и промотором канцеро-
генеза TPA. MCA относится к группе 1 по классифи-
кации МАИР (доказана канцерогенность для людей) 
и широко используется для изучения химического кан-
церогенеза [35, 36]. TPA не классифицирован МАИР, 
однако была показана его способность вызывать раз-
витие опухолей в двухэтапной модели канцерогенеза 
через активацию протеинкиназы С [37, 38].

Определение нетоксичных концентраций. С помо-
щью МТТ-теста определены максимальные нетоксич-
ные концентрации пестицидов в  клетках HaCaT 
и MCF10A (рис. 1).

Анализ генотоксичности пестицидов. На данном этапе 
исследования проведен анализ генотоксического дейст-
вия пестицидов методом ДНК-комет. После обработки 
клеток HaCaT исследуемыми пестицидами не было заре-
гистрировано статистически значимого изменения мо-
мента хвоста комет относительно действия растворите-
лей, его медианы не превышали 1,8 × 10–2 (рис. 2, а).

В клетках MCF10A обнаружены значимое увели-
чение момента хвоста при действии PM (p = 0,035), 
а также тенденция к его увеличению для Car (p = 0,054) 
(см. рис. 2, б). Медиана момента хвоста (Q

1
; Q

3
) для PM 

составила 3,7 × 10–5 (0; 0,019), что превысило значение 
для ацетона в 2 раза (1,9 × 10–5 (0; 0,002), по среднему 
значению – в 3 раза. При действии Car медиана (Q

1
; Q

3
) 

момента хвоста оказалась равной 2,4 × 10–5 (0; 0,005), 
что  превысило значение для  метанола (7,5 × 10–6  
(0; 0,0006)) в 3 раза, по среднему значению – в 2,5 раза. 
Отметим, что клетки HaCaT были менее чувствительны 
к действию положительного контроля (H

2
O

2
): медиана 

момента хвоста была меньше более чем в 20 раз.
Анализ влияния пестицидов на способности клеток  

образовывать колонии. Далее с помощью клоногенного 
анализа была изучена способность пестицидов изменять 
пролиферативный потенциал клеток и оказывать транс-
формирующее действие. Изменение способности клеток 
к колониобразованию оценивали при постоянном дейст-
вии пестицидов в течение 14 дней по проценту площади, 
взвешенному по интенсивности окрашивания колоний. 
Отмечено статистически значимое повышение данного 
показателя – в 1,4 и 2,6 раза при действии Car в клетках 
HaCaT (рис. 3, а) и MCF10A (см. рис. 3, б) соответственно, 
а также в 1,7 раза при действии Thir в клетках HaCaT.

Рис. 1. Химические формулы и максимальные концентрации пестицидов, анализируемых в исследовании
Fig. 1. Chemical formulas and maximal concentrations of pesticides analyzed in the study

Пендиметалин 3,6 мкМ / 
Pendimethalin 3.6 µM

Манкоцеб 0,2 мкМ / 
Mancozeb 0.2 µM

Тирам 2 нМ /  
Thiram 2 nM

Карбарил 5 мкМ / 
Carbaryl 5 µM

Хлорпирифос 10 мкМ / 
Chlorpyrifos 10 µM
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Рис. 2. Результаты анализа генотоксического действия пестицидов на клетки HaCaT (а) и MCF10A (б). Экспозиция к агентам составила 48 ч. 
Результаты представлены как медиана (25-й квартиль; 75-й квартиль). Контроль – интактные клетки. # – рабочие стоки пестицидов и рас-
творителей готовили в диметилсульфоксиде, концентрация в среде составила 0,2 %; * – различия статистически значимы относительно от-
рицательного контроля (по растворителю) (p <0,05); *Т – тенденция к статистически значимому отличию от отрицательного контроля (рас-
творителя) (р <0,05). Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; MZ – манкоцеб; Thir – тирам; PM – пендиметалин
Fig. 2. Results of analysis of genotoxic effect of pesticides on HaCaT (а) and MCF10A (б) cells. Exposition time was 48 h. Results are presented as median  
(25th quartile; 75th quartile). Control is  intact cells. # – working solutions of  pesticides and solvents were prepared in  dimethyl sulfoxide, concentration 
in the medium was 0.2 %; * – differences are statistically significant relative to negative control (solvent) (p <0.05); *Т – trend towards statistically significant 
difference from negative control (solvent) (р <0.05). Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; MZ – mancozeb; Thir – thiram; PM – pendimethalin

Рис. 3. Результаты анализа влияния пестицидов на способность клеток HaCaT (а) и MCF10A (б) образовывать колонии. Экспозиция к агентам 
составила 14 дней. Результаты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение. Контроль – интактные клетки. # – рабочие 
стоки пестицидов и растворителей готовили в диметилсульфоксиде, концентрация в среде составила 0,2 %; * – различия статистически зна-
чимы относительно отрицательного контроля (по раствортелю) (p <0,05). Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; MZ – манкоцеб; Thir – тирам; 
PM – пендиметалин; TPA – 12 -O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетат
Fig. 3. Results of analysis of the effect of pesticides on the ability of HaCaT (а) and MCF10A (б) cells to form colonies. Exposure time was 14 days. Results are 
presented as mean ± standard deviation. Control is intact cells. # – working solutions of pesticides and solvents were prepared in dimethyl sulfoxide, concentration 
in the medium was 0.2 %; * – differences are statistically significant relative to negative control (solvent) (p <0.05). Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; 
MZ – mancozeb; Thir – thiram; PM – pendimethalin; TPA – 12 -O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
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Действие агентов сравнивали с промотором кан-
церогенеза TPA. Клетки HaCaT были менее чувстви-
тельны к  действию TPA, в  то  время как  в  клетках 
MCF10A детектировано повышение числа и интен-
сивности колоний (в 3 раза).

Анализ влияния пестицидов на гены, ассоциирован-
ные с канцерогенезом. Влияние пестицидов оценивали 
по изменению уровня экспрессии генов биотрансфор-
мации, метаболизма, пролиферации, репарации, окис-
лительного стресса, воспаления, апоптоза, инвазии 
и метастазирования, а также эпигенетической регуля-
ции. Эффекты пестицидов сравнивали с действием 
индуктора и промотора канцерогенеза – 3-метилхо-
лантрена (MCA) и TPA соответственно.

Биотрансформация и  метаболизм. Канцероген 
МСА активировал экспрессию генов цитохрома P450 
CYP1A1 и  CYP1B1, промотор канцерогенеза TPA 
не влиял на гены в HaCaT, но повышал уровень мРНК 
CYP1B1 и AHR в MCF10A (рис. 4, а).

Пестициды CPF и  PM действовали так  же, 
как МСА, вызывая индукцию генов CYP1A1 и CYP1B1 
в клетках HaCaT и MCF10A. Для Car зарегистрирова-
ны слабое понижение генов биотрансформации 
в  клетках HaCaT и  слабая активация – в  клетках 
MCF10A. При действии MZ выявлено снижение экс-
прессии гена CYP1A1 в HaCaT и повышение экспрес-
сии гена CYP1B1 в MCF10A. Клетки HaCaT реагиро-
вали на  обработку канцерогенами снижением 
экспрессии генов метаболизма глюкозы GLUT1, 
GLUT3, 6PF2K, LDHA и MCT1 (см. рис. 4, б), в то время 
как в клетках MCF10A зарегистрировано повышение 
экспрессии генов GLUT1 и GLUT3. Все исследуемые 
пестициды оказывали влияние на гены метаболизма 
глюкозы. В клетках HaCaT выявлено снижение экс-
прессии генов GLUT3 и MCT1 под действием PM и MZ 
соответственно, в клетках MCF10A Car ингибировал 
экспрессию GLUT1, а CPF, Thir и PM повышали уро-
вень мРНК гена GLUT3.

Рис. 4. Результаты анализа влияния пестицидов, 3-метилхолантрена (МСА) и 12-O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетата (TPA) на экспрессию 
генов, ассоциированных с биотрансформацией ксенобиотиков (а) и метаболизмом (б) в клетках HaCaT и MCF10A. Зачеркиванием обозначено, 
что экспрессию гена не оценивали. Экспозиция к агентам составила 72 ч. Результаты полимеразной цепной реакции в реальном времени выраже-
ны через log

2
. * – различия статистически значимы относительно отрицательного контроля (p <0,05). Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; 

MZ – манкоцеб; Thir – тирам; PM – пендиметалин
Fig. 4. Results of analysis of the effect of pesticides, 3-methylcholanthrene (МСА) and 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) on expression of genes 
associated with xenobiotic biotransformation (а) and metabolism (б) in HaCaT and MCF10A cells. Crossing out denotes that gene expression was not evaluated. 
Exposure time was 72 h. Results of real-time polymerase chain reaction are presented as log

2
. * – differences are statistically significant relative to negative 

control (p <0.05). Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; MZ – mancozeb; Thir – thiram; PM – pendimethalin
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Пролиферация и репарация. Канцероген МСА вы-
зывал индукцию генов пролиферации CCND2, CCNE1, 
AURKA, FOSL1 и MCM5 в клетках HaCaT и не влиял 
на экспрессию генов в клетках MCF10A, в свою оче-
редь, TPA вызывал сильную индукцию генов проли-
ферации (CCND1, CCND2, CCNE1, Ki-67, AURKA, 
FOSL1 и FOXM1) в клетках обеих линий (рис. 5, а).

Пестицид CPF вызывал слабое снижение экспрес-
сии генов CCND2, Ki-67 и индуцировал экспрессию 

гена E2F4. Для MZ показано повышение экспрессии 
генов CCND2, CCNE1 и Ki-67, PM незначительно по-
вышал экспрессию генов CDK6 и CCNE1 и снижал 
экспрессию гена CCND1. В клетках MCF10A детекти-
рована слабая активация генов CCND2 и  Ki-67 
при действии Car и Thir соответственно.

Экспрессия генов репарации при действии исследу-
емых агентов различалась в клетках HaCaT и MCF10A. 
В клетках HaCaT МСА активировал экспрессию генов 

Рис. 5. Результаты анализа влияния пестицидов, 3-метилхолантрена (МСА) и 12-O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетата (TPA) на экспрессию 
генов, ассоциированных с пролиферацией (а) и репарацией (б) в клетках HaCaT и MCF10A. Зачеркиванием обозначено, что экспрессию гена не оце-
нивали. Экспозиция к агентам составила 72 ч. Результаты полимеразной цепной реакции в реальном времени выражены через log2. * – различия 
статистически значимы относительно отрицательного контроля (p <0,05). Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; MZ – манкоцеб; Thir – тирам; 
PM – пендиметалин
Fig. 5. Results of analysis of the effect of pesticides, 3-methylcholanthrene (МСА) and 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) on expression of genes 
associated with proliferation (а) and repair (б) in HaCaT and MCF10A cells. Crossing out denotes that gene expression was not evaluated. Exposure time was 
72 h. Results of real-time polymerase chain reaction are presented as log2. * – differences are statistically significant relative to negative control (p <0.05). 
Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; MZ – mancozeb; Thir – thiram; PM – pendimethalin
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GADD45a и PCNA и подавлял экспрессию генов XRCC1 
и ATM, в клетках MCF10A наблюдалось отсутствие 
эффектов; TPA снижал экспрессию генов TP53 в клет-
ках HaCaT и  активировал гены ATM, ATR, PCNA 
и TP53 в клетках MCF10A (рис. 5, б). Пестициды CPF 
и PM в клетках HaCaT действовали так же, как и MCA: 
в первом случае происходила репрессия генов XRCC1 
и ATM, а во втором – подавление генов ATM, ATR 

и  активация гена PCNA. MZ активировал ген ATR 
и снижал экспрессию гена MGMT. В клетках MCF10A 
агенты CPF, MZ, Thir и PM активировали ген ATR, PM 
также слабо повышал экспрессию гена GADD45a, 
а  CPF и  Thir – гена ATM. Пестицид Car не  влиял 
на экспрессию генов репарации.

Окислительный стресс, воспаление и апоптоз. Кан-
цероген MCA не вызывал изменения экспрессии генов 

Рис. 6. Результаты анализа влияния пестицидов, 3-метилхолантрена (МСА) и 12-O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетата (TPA) на экспрессию 
генов, ассоциированных с окислительным стрессом (а), воспалением (б) и апоптозом (в) в клетках HaCaT и MCF10A. Зачеркиванием обозначено, 
что экспрессию гена не оценивали. Экспозиция к агентам составила 72 ч. Результаты полимеразной цепной реакции в реальном времени выраже-
ны через log

2
. * – различия статистически значимы относительно отрицательного контроля (p <0,05). Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; 

MZ – манкоцеб; Thir – тирам; PM – пендиметалин
Fig. 6. Results of analysis of the effect of pesticides, 3-methylcholanthrene (МСА) and 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) on expression of genes 
associated with oxidative stress (а), inflammation (б) and apoptosis (в) in HaCaT and MCF10A cells. Crossing out denotes that gene expression was not evaluated. 
Exposure time was 72 h. Results of real-time polymerase chain reaction are presented as log

2
. * – differences are statistically significant relative to negative 

control (p <0.05). Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; MZ – mancozeb; Thir – thiram; PM – pendimethalin
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окислительного стресса, за исключением активации 
гена NCF2, необходимого для генерации супероксид-
аниона (рис. 6, а).

В клетках HaCaT TPA вызывал подавление гена 
NCF2 и активировал ген SEPN1, а в клетках MCF10A 
активировал антиоксидантные гены NQO1 и SEPN1 
и снижал уровень экспрессии генов SOD2 и SLC7A11. 
При действии CPF происходила активация гена NCF2 
в  клетках HaCaT и  SOD2, SLC7A11 – в  клетках 
MCF10A. Пестицид MZ активировал экспрессию ге-
нов SEPN1 и SLC7A11 и подавлял ген NCF2 в обеих 
клеточных линиях. PM вызывал повышение уровня 
экспрессии NCF2 в клетках HaCaT и активацию анти-
оксидантных генов SOD2 и CAT в MCF10A.

Все исследуемые агенты влияли на экспрессию 
генов воспаления. При действии MCA отмечено по-
вышение экспрессии генов IL1b и TNFa (см. рис. 6, б). 
В клетках HaCaT TPA активировал экспрессию генов 
IL1b, PTGES и TNFa, одновременно подавляя IL1a 
и IFNGR1, а в клетках MCF10A вызывал индукцию 
генов COX2, IL1a, IL1b и PTGES. Обработка Car вызы-
вала снижение уровня экспрессии генов IL1a, IL1b, 
IFNGR1 в HaCaT и гена PTGES в MCF10A. При дейст-
вии CPF происходило повышение уровня экспрессии 
генов PTGES и IL1b и слабое снижение экспрессии 
гена COX2 в клетках HaCaT. Пестицид MZ подавлял 
IL1a в клетках HaCaT и COX2 в MCF10A, Thir ингиби-
ровал экспрессию генов COX2, IL1a, IL1b в клетках 
HaCaT и  повышал уровень экспрессии гена IRF1 
в MCF10A. В клетках HaCaT агент PM действовал по-
добно TPA – подавлял экспрессию генов COX2, IL1a 
и  IFNGR1 и  активировал ген PTGES, в  клетках 
MCF10A – только подавлял экспрессию гена IL1a.

Канцероген МСА повышал уровень экспрессии 
антиапоптотических генов XIAP и BCL2 в HaCaT и ак-
тивировал проапоптотический ген CRADD в MCF10A 

(см. рис. 6, в). В свою очередь, TPA активировал экс-
прессию генов XIAP и BCL2 и повышал уровень экс-
прессии проапоптотического гена BAX. Пестицид CPF 
активировал экспрессию BCL2 в обеих линиях и по-
давлял ген ингибитора апоптоза BIRC3 – в клетках 
HaCaT. Экспрессия гена BCL2 была понижена в клет-
ках HaCaT и повышена в MCF10A при действии MZ. 
Пестицид PM активировал BAX в  линии HaCaT 
и XIAP, BCL2 – в MCF10A.

Инвазия и метастазирование. В линии HaCaT MCA 
и TPA активировали экспрессию гена CDH2, а также 
снижали экспрессию гена SERPINE1 (рис. 7).

В клетках MCF10A MCA вызывал снижение экс-
прессии гена CDH2, а TPA активировал гены CDH1, 
CDH2, ROCK2 и SERPINE1 и подавлял ген MMP2. Пе-
стицид Car снижал уровень экспрессии генов MMP2 
и SERPINE1 в клетках MCF10A, уменьшал экспрес-
сию гена ROCK2 в клетках HaCaT и повышал экспрес-
сию в клетках MCF10A. При действии CPF происхо-
дила репрессия гена SERPINE1 в  линии HaCaT 
и активация гена ROCK2 в MCF10A. MZ в клетках 
MCF10A повышал уровень экспрессии гена CDH2 
и снижал экспрессию гена MMP2. В клетках MCF10A 
Thir индуцировал экспрессию гена ROCK2. В клетках 
HaCaT PM вызывал слабую активацию гена MMP2 
и подавлял ген SERPINE1, в клетках MCF10A активи-
ровал CDH2.

Эпигенетическая регуляция транскрипции. 
При действии MCA на клетки HaCaT происходило 
слабое повышение экспрессии генов HDAC2, BRD4 
и KAT5, при этом в клетках MCF10A влияния этого 
агента зарегистрировано не было (рис. 8).

Промотор канцерогенеза TPA влиял на экспрес-
сию генов эпигенетической регуляции только в клет-
ках MCF10A: происходило повышение уровня мРНК 
генов DNMT1, DNMT3b и BRD2 и подавление экспрес-

Рис. 7. Результаты анализа влияния пестицидов, 3-метилхолантрена (МСА) и 12-O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетата (TPA) на экспрессию 
генов, ассоциированных инвазией и метастазированием в клетках HaCaT и MCF10A. Экспозиция к агентам составила 72 ч. Результаты поли-
меразной цепной реакции в реальном времени, выражены через log

2
. * – различия статистически значимы относительно отрицательного контроля 

(p <0,05). Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; MZ – манкоцеб; Thir – тирам; PM – пендиметалин
Fig. 7. Results of analysis of the effect of pesticides, 3-methylcholanthrene (МСА) and 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) on expression of genes 
associated with invasion and metastasis in HaCaT and MCF10A cells. Exposure time was 72 h. Results of real-time polymerase chain reaction are presented 
as log

2
. * – differences are statistically significant relative to negative control (p <0.05). Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; MZ – mancozeb; Thir – thiram; 

PM – pendimethalin
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HaCaT MCF10A
Car       CPF       MZ       Thir       PM       MCA    TPA Car       CPF       MZ       Thir       PM      MCA     TPA

CD1

CDH2

MMP2

ROCK2

SERPINE1

–2                                –1                                  0                                    1                                   2
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сии гена DNMT3a. Пестициды Car и CPF повышали 
экспрессию генов DNMTs: Car вызывал активацию 
гена DNMT3а в клетках MCF10A, CPF – активацию 
генов DNMT1, DNMT3a и DNMT3b в клетках HaCaT 
и гена DNMT1 в клетках MCF10A. MZ приводил к ре-
прессии гена DNMT3a в клетках HaCaT.

Обсуждение
Настоящее исследование посвящено анализу мо-

лекулярных эффектов пестицидов Car, CPF, Thir, MZ 
и PM, активно применяемых на территории России 
и стран СНГ.

В тесте ДНК-комет 5 мкМ Car при 48-часовой экс-
позиции вызывал небольшое повреждение ДНК 
в клетках MCF10A при отсутствии значимых эффек-
тов на гены репарации. Будучи ароматическим угле-
водородом, Car активирует AhR-зависимый сигналинг 
[39, 40]. Мы отметили активацию генов биотрансфор-
мации AHR и GSTA4 в клетках MCF10A и снижение 
экспрессии CYP1B1 и GSTA4 в HaCaT. При этом в ис-
следовании N. Ledirac и соавт. выявили индукцию 
фермента CYP1A1 в клетках печени Hep2G и клетках 
HaCaT при действии 75 мкМ Car [41]. Низкая индук-
ция биотрансформации в нашем исследовании связа-
на, вероятно, с меньшей дозой инсектицида, а сниже-
ние экспрессии генов биотранформации в клетках 
HaCaT – с  отрицательной обратной связью [42]. 
В клоногенном анализе длительное воздействие Car 
способствовало усилению пролиферации клеток 
HaCaT и MCF10A, увеличению числа и размера коло-
ний. В то же время Car не вызывал значимых измене-

ний экспрессии генов пролиферации. Q. Saquib и со-
авт. показали генотоксичность 1 мМ Car на HUVEC, 
а также повышение АФК и активацию апоптоза [43]. 
Однако в нашем исследовании экспрессия генов окис-
лительного стресса и апоптоза не менялась. При этом 
отмечено снижение экспрессии гена – транспортера 
глюкозы GLUT1, что может свидетельствовать об ок-
сидативном стрессе [44, 45]. Также было показано сни-
жение экспрессии генов воспаления IL1a, IL1b, 
PTGES, IFNGR1, что соотносится с результатами ис-
следования S.G. Jorsaraei и соавт. [46].

В настоящем исследовании CPF (10 мкМ) не вы-
зывал повреждения ДНК в клетках HaCaT и MCF10A, 
но влиял на экспрессию генов репарации XRCC1, ATM 
и ATR. В литературе описаны повреждение ДНК лим-
фоцитов, а также активация генов эксцизионной ре-
парации в клетках A549 после воздействия CPF [47, 
48]. В нашем исследовании CPF слабо снижал экс-
прессию генов пролиферации (CCND2, Ki-67) и акти-
вировал ген E2F4 в клетках HaCaT, но не влиял на кло-
ногенность. Однако, согласно данным P. Balakrishnan 
и соавт., воздействие 4 мкМ CPF вызывает геноток-
сичность, а также увеличивает пролиферативную ак-
тивность в эмбриональных клетках печени WRL-68 
при схожем влиянии на гены репарации и пролифера-
ции [49]. Также сообщалось, что низкие дозы CPF 
(0,05 мкМ) стимулируют пролиферацию клеток MCF7 
и MDA-MB-231 [50]. Отсутствие эффекта на клетках 
MCF10A в нашем исследовании, скорее всего, связано 
с меньшей дозой, особенностями метаболизма клеток 
HaCaT, MCF10A и WRL-68, а также с низким уровнем 

Рис. 8. Результаты анализа влияния пестицидов, метилхолантрена (МСА) и 12-O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетата (TPA) на экспрессию генов, 
ассоциированных с эпигенетической регуляцией транскрипции в клетках HaCaT и MCF10A. Зачеркиванием обозначено, что экспрессию гена не оце-
нивали. Экспозиция к агентам составила 72 ч. Результаты полимеразной цепной реакции в реальном времени выражены через log

2
. * – различия 

статистически значимы относительно отрицательного контроля, p <0,05. Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; MZ – манкоцеб; Thir – тирам; 
PM – пендиметалин
Fig. 8. Results of analysis of the effect of pesticides, 3-methylcholanthrene (МСА) and 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) on expression of genes 
associated with epigenetic transcription regulation in HaCaT and MCF10A cells. Crossing out denotes that gene expression was not evaluated. Exposure time 
was 72 h. Results of real-time polymerase chain reaction are presented as log

2
. * – differences are statistically significant relative to negative control (p <0.05). 

Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; MZ – mancozeb; Thir – thiram; PM – pendimethalin

Изменение экспрессии (log2) / Expression log2-fold

HaCaT MCF10A
Car       CPF       MZ       Thir       PM       MCA     TPA Car       CPF       MZ       Thir       PM      MCA     TPA

HDAC1

HDAC2

DNMT3a

DMNT3b
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BRD3

BRD4
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KAT5

–2                                –1                                   0                                   1                                   2
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ER в MCF10A [51]. Влияние CPF как эндокринного 
дизраптора зависит от активности ER и не проявляет-
ся в ER-отрицательных клетках [52–54]. В ходе насто-
ящего исследования подтверждена индукция генов 
CYP1A1, CYP1B1, что согласуется с данными о метабо-
лизме CPF через активацию AhR и CYP [50, 55]. Кро-
ме того, впервые выявлена активация гена GLUT3 
под действием этого агента, аналогично канцероген-
ным агентам MCA и TPA. Показано, что CPF вызыва-
ет оксидативный стресс и воспаление in vitro и in vivo 
[56, 57]. В нашем исследовании CPF активировал ген 
окислительного стресса NCF2, антиоксидантные гены 
SOD2, SLC7A11, а  также гены воспаления IL1b 
и  PTGES. Хроническое воздействие CPF снижает 
апоптоз в нормальных клетках печени [49]. В нашем 
исследовании также выявлено повышение экспрессии 
BCL2 в клетках HaCaT и MCF10A. На моделях рака 
молочной железы показано усиление миграционного 
потенциала клеток при действии CPF [58]. В нашем 
исследовании детектировано влияние CPF на  ген 
ROCK2 в клетках MCF10A и ген SERPINE1 в клетках 
HaCaT. P. Balakrishnan и соавт. выявили снижение экс-
прессии генов DNMTs при экспозиции CPF 24 ч [49]. 
Напротив, мы наблюдали слабую активацию генов 
DNMT1, DNMT3a, DNMT3b после 72 ч обработки, 
что может свидетельствовать о компенсационном ме-
ханизме. При этом ранее в рамках скрининга эпиге-
нетической активности ксенобиотиков для CPF нами 
не было обнаружено интегральной эпигенетической 
активности в тест-системе HeLa TI (данные не опу-
бликованы).

В клетках HaCaT и MCF10A не выявлено геноток-
сической активности при  действии MZ и  Thir. 
При  этом MZ активировал экспрессию гена ATR, 
а Thir – генов ATR и ATM. Ранее сообщалось о гено-
токсичных эффектах MZ и Thir in vitro и in vivo [59, 60]. 
В клетках HeLa TI для Thir (2 мкМ) наблюдались уси-
ление повреждения ДНК и изменение экспрессии ге-
нов репарации DDB2, ERCC5, LIG4 и ERCC3 [61]. Со-
гласно данным литературы, MZ и Thir активируют 
ферменты CYP [62–65]. Результаты нашего исследо-
вания показали менее выраженные эффекты этих 
агентов: MZ оказывал слабое влияние на гены CYP1A1 
и CYP1B1, Thir – на ген CES2. В группе генов метабо-
лизма фунгициды незначительно влияли на экспрес-
сию MCT1 (MZ) и GLUT3 (Thir). В клетках HaCaT MZ 
активировал экспрессию генов пролиферации CCND2, 
CCNE1 и Ki-67, однако в клоногенном анализе мы 
не наблюдали эффектов. В свою очередь, Thir стиму-
лировал пролиферацию клеток HaCaT в клоногенном 
тесте, но в меньшей степени влиял на экспрессию ге-
нов, что может быть связано с кумулятивным эффек-
том. Ранее мы выявили, что Thir ингибирует рост ко-
лоний клеток HeLa TI в  диапазоне концентраций 
0,5–2 мкМ [61]. По данным K. Kumar и соавт., MZ 
индуцирует образование АФК, дисбаланс белков BCL-2 
и апоптоз в клетках рака желудка при отсутствии ток-

сичности в нормальных клетках [66]. В нашем иссле-
довании MZ вызывал снижение экспрессии гена NCF2 
при повышении экспрессии генов SEPN1 и SLC7A11, 
что соответствует запуску антиоксидантной защиты. 
Кроме того, происходило снижение уровня экспрессии 
генов воспаления COX2, IL1a и антиапоптотического 
гена BCL2 в клетках HaCaT. При действии Thir проис-
ходила активация экспрессии антиоксидантного гена 
SOD2 в MCF10A, а также снижение экспрессии генов 
воспаления COX2, IL1a, IL1b, при этом не наблюда-
лось влияния на экспрессию генов апоптоза. Получен-
ные данные согласуются с результатами D. Kurpios-Piec 
и соавт. о противовоспалительном эффекте Thir [67]. 
Существенных изменений в экспрессии генов инвазии 
и метастазирования под действием этого агента не вы-
явлено, однако в MCF10A наблюдалась активация ге-
нов CDH2, ROCK2 и снижение экспрессии MMP2, ана-
логично эффекту TPA. Для MZ показано снижение 
экспрессии гена DNMT3a в клетках HaCaT; Thir не ока-
зывал влияния на гены эпигенетической регуляции 
транскрипции в обеих клеточных линиях. При этом 
ранее на тест-системе HeLa TI продемонстрирована 
способность Thir реактивировать экспрессию эпигене-
тически репрессированного гена GFP [61].

Результаты настоящего исследования продемон-
стрировали способность PM вызывать повреждение 
ДНК в  клетках MCF10A при  отсутствии эффекта 
в клетках HaCaT, а также активировать гены репара-
ции ATR и PCNA. По данным литературы, PM вызывал 
разрывы ДНК, а также способствовал образованию 
микроядер в первичных лимфоцитах человека и клет-
ках HUVEC [43, 68, 69]. Результаты клоногенного ана-
лиза показали отсутствие цитотоксического или про-
лиферативного действий при длительной экспозиции 
PM, в то же время зарегистрировано слабое влияние 
PM на экспрессию генов пролиферации. В данной ра-
боте впервые показана способность PM активировать 
экспрессию генов CYP1A1 и CYP1B1 в клетках челове-
ка. Отметим также снижение уровня экспрессии гена 
GLUT3 в клетках HaCaT. Для PM показана индукция 
окислительного стресса на модели in vivo и in vitro [69, 
70]. В нашем исследовании при действии PM выявле-
на индукция экспрессии антиоксидантных генов CAT 
и SOD2 в клетках MCF10A, в то время как в клетках 
HaCaT повышалась экспрессия гена NCF2, ассоци
ированного с продуцированием АФК. Также PM зна-
чительно снижал экспрессию провоспалительных 
генов COX2, IL1a и IFNGR1 в клетках HaCaT, что соот-
носится с данными литературы [70]. В клетках HaCaT 
происходила активация экспрессии проапоптотиче-
ского гена BAX, а в клетках MCF10A – антиапоптоти-
ческих генов XIAP и BCL2. Также выявлено, что PM 
оказывает как про-, так и антиапоптотическое дейст-
вие [71–73]. Влияние этого агента на инвазию и мета-
стазирование ранее не изучалось. В данном исследо-
вании показано слабое действие PM на гены CDH2, 
MMP2 и SERPINE1. PM не изменял экспрессию генов 
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эпигенетических ферментов, что согласуется с полу-
ченными ранее результатами об отсутствии эпигене-
тической активности PM в тест-системе HeLa TI (дан-
ные не опубликованы).

Таким образом, выявлена пропролиферативная 
активность Car и Thir в клоногенном тесте при долго
срочном воздействии, при кратковременном воздей-
ствии их влияние на молекулярные процессы оказа-
лось незначительным. Следует отметить, что в других 
моделях in vitro Thir значительно воздействовал на эпи-
генетическую активность и пролиферацию, что об-
условливает необходимость его дальнейшего исследо-
вания. Несмотря на  отсутствие повреждения ДНК 
при действии CPF, профиль экспрессии генов био-
трансформации, метаболизма, репарации, окислитель-
ного стресса и инвазии при его действии схож с эффек-
том индуктора и  промотора канцерогенеза – MCA 
и TPA соответственно, что говорит о потенциальной 
опасности данного пестицида и необходимости даль-
нейшего анализа его механизма действия. Особое вни-
мание привлекает влияние CPF на гены DNMTs, ука-
зывающее на  его способность модифицировать 
эпигенетическую регуляцию транскрипции. Гербицид 
PM также проявил сходный с MCA и TPA профиль 
воздействия на экспрессию генов, связанных с био-
трансформацией, метаболизмом, окислительным 
стрессом и апоптозом. По этому агенту в литературе 
имеется ограниченное количество механистических 
и экспериментальных данных, что указывает на необ-
ходимость дальнейшего исследования его воздействий. 
Для MZ показано отсутствие генотоксического эффек-

та и влияния на клоногенность клеток, однако он воз-
действовал на отдельные гены процессов пролифера-
ции, репарации, воспаления, апоптоза и  инвазии. 
Влияние MZ на экспрессию гена DNMT3a демонстри-
рует необходимость анализа его эпигенетических 
свойств.

Заключение
В  ходе данного исследования впервые изучена 

способность пестицидов Car, Thir, MZ и PM влиять 
на клоногенный потенциал нормальных клеток, а так-
же проведена интегральная оценка влияния агентов 
на  процессы канцерогенеза на  транскрипционном 
уровне. Выявлено, что  наибольшее воздействие 
на процессы, ассоциированные с  канцерогенезом, 
оказывали PM, CPF и Car.

Одним из важных аспектов является наблюдаемая 
вариабельность чувствительности различных клеточ-
ных моделей к воздействию пестицидов. Анализ дан-
ных литературы и результатов наших экспериментов 
показал, что  в оценке канцерогенного потенциала 
необходимо использовать как нормальные, так и опу-
холевые клетки. Это обусловлено тем, что опухолевые 
клетки, по всей видимости, обладают повышенными 
метаболической активностью и чувствительностью 
к  ксенобиотикам. Для  полноценной и  адекватной 
оценки канцерогенного риска требуются дальнейшие 
исследования с накоплением механистических данных 
по действию указанных пестицидов на дополнитель-
ных клеточных моделях и дальнейший комплексный 
анализ молекулярных механизмов их действия.
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