
Изложенные в настоящей работе экспериментальные данные сви­
детельствуют о том, что рибосомные мутации, по-видимому, являются 
более перспективными для повышения эффективности трансформации 
1оп**мутантов, чем РНК-полимсразные мутации. Сконструированный 
штамм М-с77, для которого характерны дефектность по протеазной 
активности в отношении чужеродных белков и высокая способность 
к трансформации, что особенно ценно на начальных этапах создания 
генно-инженерных систем, может быть рекомендован для использования 
в биотехнологических процессах.
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КОМПЛЕКСНАЯ ОЦЕНКА МОДИФИКАЦИИ ДЕЙСТВИЯ 
МУТАГЕНОВ В КУЛЬТУРЕ ЛИМФОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА
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НИИ фармакологии АМИ СССР. Москва

Исследованы различия в модификации мутагенного действии фотрнна 
диоксидина природными и синтетическими протекторами по тестям ннспла 
нового синтеза ДНК. включение метки в ДНК н возникновение одконнтсвых 
разрывов в ДНК ня культуре лимфоцитов периферической кропи человека.

АЬ !։ 1} пчяшуЬЬ шц.р.унф
4шрг/гп '/л՛1'

։и1.циг1,рп11 /1 1И1>ч>ч<иц1иЬ1ч,{1Ъ 'KtjP.li |/Л^ Щ 1цш-

Сокращения: ГАП—гилрокенпатит, ГХУ—трихлоруксуеная кислота, ДРИ-ДНК-— 
репарационный индекс.
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The differences in the modification of mutagenic л lion of ph)tnn and 
d oxldin. by syntral and synthetic protectors are demonstra ed. The unsche­
duled synthesis of DNA. incorponttiot of Mt-thymidine and s r.md-bren'xs 
of DNA In humin lymphocytes culturis were inw> ;gatvd.

Мутагенез химический— культура лимфоцита'1 чглояска—протекторы—репарация 
UIK.

В настоящее время нет общепринятой теории о вкладе тех или иных 
первичных повреждений ДНК и процесс образов <ния хромосомных абер­
рации и СХО. однако не вызывает сомнений возможность модификации 
их эффектов. индуцированных мутагенами. Поэтому пас интересовало 
сравнение аффектов модификации на цитогенетическом уровне с воз 
пикиоиением одполитевых разрывов, внеплановым синтезом ДНК и ре­
йл и каине»՜։ ДНК.

В работе приводятся результаты исследования .мутагенною леи 
•ствия фотрпп.т и дяокендина и его модификации природными и синтети­
ческими протекторами па культуре лимфоцитов периферической крови 
человека, а также данные о роли свободных фирм кислорода и анти 
оксидантов в механизмах мутагенеза и антнмутагеиеза.

Материал и методика В экспериментах использована культура лимфоцитов пери 
фермчссхой крови здоровых донором I '-ларишиироваипую кровь отстаивали при ком­
натной температуре 40 мин—I ч. затем отбирали сыворотку имеете с клетками и куль­
тивировали по стандартной методике [9] Плотность посева—1.10* клеток/мл,

Индукцию tn՛ нитеимх разрывов игслсловалн методом хроматографии клеточных 
лизатов на колонках г ГАП

Репаративную активность клеток определяли ио уровню резистентного к окенмоче- 
эиие синтеза ДНК (внеплановый синтез! В первом случае клетки метили н логариф­
мической фазе роста 3Н тимидином (удельна? активность 18,6 Ки/ммоль)—конечная 
концентрация 1,3—1л мкКн'мл в течение 22 ч. потом метку отмывали. Во втором 
случае. после отмывания мутагена в ультуральную среду добавляли окенмочеиииу 
(5мМ) для подавления репликативного синтеза. а через 20 минут вносили метку в 
концепт рации 5 мкКи/мл на 3 часа.

Мутагенную обработку проводили -и 46 часу культивирования. Протекторы и 
мутагены вводили в культуру одновременно и инкубировали 28—30 часов. Затем клет­
ки отмывали, часть их фиксировали сразу же. а другую инкубировали н свежей среде 
24 ч для изучения восстановления повреждений ДПК Клетки фиксировали методом 
щелочного лизиса 15 мин при комнатной температуре в темноте. Лизирующий раствор: 

'0.03՛ Н КаОН 0.01 М \зН2РО4; 0.9 М Х'аС! с рН'в11.Я 12.0. Лизат нейтрализовали 

до pH 7.0 путем тобавлеипя 0J Н HCI. обрабатывали ультразвуком (УЗДН-2Т, 22 кГц. 
10с) В пробы добавляли SJS (додецил сульфат натрии) до 4%. Пробы наносили на 
предварительно уравновешенные 0.01 St натрий-фосфатным буфер-ом колонки с ГАП и 
промывали 0.0 St и 0.0б М буфером ыи освобождения от свободной метки к солей 
Хрома н>грлфню проводили посредством ступенчатого градиента натрий фосфатного 
буфера <■ pH б.Ь при б(ГЧ Олниинтсвую ДНК элюировали 0 12 М буфером, а двукн- 
тсвую 0.45 s\ буфером. В собранные фракции добавляли бычий сывороточный аль­
бумин. ТХУ др 5%, затем осаждали на нктроцеллюлотиые фильтры («Синиор №6». 
диаметр пор 0.4 мкм. промывали 50%-ной ТХУ. фиксировали -тл иолом и считали на счет

.. : ООН . пкнтнлшторе) [II]. 0 н-м 
инкиопеннн однонитевых разрывов и ДНК сулили по уменьшению доли двуиптспой 
ДНК по сравнению с контролем

Дим оценки индуцированного внепланового (репаративного) гните>а и клетках 
сравнивали ртпаротнмиыП синтез в обработанных и необработанных (контроль) химк 
носкими сосдинсннямн клетках. < «той целью после инкубации с меткой I ■ 10* клеток
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лизировали 10 мин в 1% $Д$, осаждали на фильтры (<Сынпор № 6>), определяли счел 
радиоактивной метки в кислотонерастворимой фракции после промывания холодной 5%- 
ной ТХУ н фиксировали этанолом [7].

Сравнивали также включение 3Н-тимидина во всех паризитах опыта в общий пул 
клеток в условиях отсутствия окенмйчеиниы в тех же пробах крови.

Изучались эффекты следующих мутагенов и протекторов
Фотрин (2։2,4.6-пентзэтнленнмн!։о-6-морфолнноц;нклотрнфосфатазтриев)-пентафу|1к- 

ииональное алкилирующее соединение, цитостатик (действует подавляюще ил синтез 
ДНК). Имеется много работ, посвященных изучению эффектов фотрнна н культуре 
клеток человека [I. 3].

Дкокендин (1,4-дн-Х-окнсь 2,3.-б։։с/оксимегнл/хпноксалн1!.ч । -антибактериальный 
препарат, применяется н педиатрической практике, имеет выраженные мутагенные 
свойства [6]

Бемитил (2-этнлтнобензамндазола гндробромпд) проявил четкий защитный эффект 
л культуре лимфоцитов человека и клетках костного мозга мышей от мутагенного дей­
ствия ряда соединений, в том числе фотрнна и диокендяна [5|. Механизм этого эф­
фекта. возможно, связан со способностью препарата снижать уровень нндуищювалиых 
активных форм кислорода.

Гаммафос (амнноэтилвмкколропнлтнофосфорная кислота 2.3 или XV Р 2721), бла­
годаря своей малой токсичности и раднозашитпым свойствам •дсно.тьэусто։ в качеств՛ 
протектора в онкологической клинике [8]

Интерферон рекомбинантный человеческий—природный протектор Широко извил 
ны антимгтагеннан, антипролнферативкая, антиаиресная активность интерферон:» 
[2, 10]. ■

Использовались неиптотоксическне дозы веществ: фогряп—0,5. !0֊^3\. диоксн- 
дин—1,3-10֊ -М бемигнл в гаммафос- 0.7.10--М. интерферон—37 ед.'мл

Результаты и обсуждение. Фотрин и диоксидин I? изученных кон 
центрацнях оказывали мутагенное действие на культуру клеток человек;:

Инкубация клеток с фотрино.м вызывала понижение уровня лвуии- 
т.евон ДИ К до 80 81% относительно контроля, после инкубации в све­
жей среде наблюдалось незначительное восстановление. Бемитил проя­
вил хорошее защитное действие в этом варианте. Такая же закономер­
ность обнаружена цитогенетическими методами. Гаммафос защищал от 
повреждающего действия фотрнна на ДНК слабее бсмитила. Одновре­
менное введение с фотрино.м интерферона снижало уровень индуциро 
ванных одяонитевых разрывов и ДНК» хотя посгинкубация не стимули­
ровала дальнейшую репарацию ДНК.

Разрывы в ДНК. вызываемые диоксидином (двунитевая ДНК 
82% от контроля), практически пс ропарировались. Бемитил защищал 
от мутагенного действия диоксидика слабее, чем в варианте с фотри- 
ном, по репарация повреждений несколько стимулировалась (91%). 
Гаммафос лучше предохранял ДНК о։ возникновения однобитовых раз­
рывов, но еще более выраженным оказалось защитное действие интер­
ферона.

В вариантах с одним интерфероном или только с бе.митнлом, или 
гаммафрсом индукции разрывов нс наблюдалось.

Таким образом, интерферон—эффективный и универсальный про­
тектор, гаммафос защищает ДНК слабее, а защитный эффект бемитила 
лучше проявляется в вариантах с фотрино.м. Критерием этих эффек­
та являлись возникновение н репарация однобитовых разрывов в цепи 
ДНК. определяемые методом хроматографии на гидроксиапатите. Нс 
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менее интересные, на наш взгляд, данные были получены при анализе 
индуцированною (внепланового) синтеза ДНК сразу после обработки 

казанными веществами во всех вариантах с мутагенами и протектора­
ми. В качестве показателя, отражающего способность клеток к репара­
ции поврежденной ДНК, нами был взят ДРП:

и мп мин (клетки, обработанные веществами) 
имп мин (клетки необработанные)

Показано, что резкие изменения ДНК-репарацноиного индекса наблю­
даются в вариантах с протекторами, обработанными фотонном, Отме­
чено почти полное отсутствие изменений в вариантах с прогек горами, 
обработанными диоксиднном (рис. 1).

Рис. 1 Значения ДНК-репа рационного индекса в лимфоцитах плело инку­
бации с мутагенами и протекторами.

’__ | - фотрнн, |՜՜՜! — ДПОКИНН А |-бемп։нл. В —2721. С-- интерферон.

Внутри вариантов, обработанных фотрином. наблюдались следую- 
лцие зависимости. Бемитил. который резко снижал уровень одноните 
вых разрывов, в три раза снижает уровень репарационного индекса 
относительно контроля. Мейес значительный эффект гаммафоса сопро­
вождается неожиданным удвоением уровня внепланового синтеза. И, 
наконец, в случае с интерфероном изменений ДРИ не наблюдалось. 
Сравнивая эти результаты с уровнями включения 2Н-тимндина в уело 
виях отсутствия подавления репликативного синтеза ДНК окепмочеви 
ной, можно заметить, что включение подавлено в вариантах мутаген 4- 
бемитил (рис 2). В вариантах с гаммафосом наблюдалось интенсивное 
включение метки по сравнению с контролем. Можно предположить 
что эффект ингибирования бемитилом процессов репарации и реплика­
ции и в то же время хорошая зашита ДНК клеток от повреждении 
(разрывов) связаны с тем, что в комплексе с фотрином он сильно «тор­
мози г- различные процессы в клетке, в том числе, вероятно, и мутаген­
ные, подобно тому, как пурамидин модифицирует мутагенное действие 
фопурина в отношении СХО посредством ингибирования репарации [4|. 
Стимулирующее действие гаммафоса на репаративный синтез и включе­
ние т имида, возможно, связаны с тем, что у части клеток, которые к 46 
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часу культивирования (когда вносятся мутагены и протекторы) не вы­
шли еще из синтетической фазы. И только в случае интерферон4- фо- 
трин можно с большой уверенностью сказать, что защитный эффект ин­
терферона связан с его стабилизирующим действием на структуру ДПК

\Ттн\ — фотрнн. |—I - лиоксидин. А-бгынпм. В --02721. ? интерферон

Внутри вариантов, обработанных диоксндпном. как уже отмечалось, 
во внеплановом синтезе резких различии не было, в отношении включе­
ния метки в пробах без оксимочеввны заслуживает внимания вариант 
диоксидни 4-интерферон, где этот процесс интенсивно протекал.

Интересно сравнить также эффекты самих протекторов. Бемитил 
практически не повышал уровень внепланового синтеза и активировал 
включение метки, гаммафос и интерферон снижали уровень ДРП отно­
сительно контроля и, кроме того. ингибировали включение тимидина в 
условиях отсутствия оксимочевины.

Итак, примененный комплекс тестов позволил в максимальной 
степени выявить специфичность каждого из модификаторов, относя­
щихся к различным классам соединений, показать разную природу моди­
фикации каждым из изученных протекторов для двух мутагенов, имею­
щих разный характер действия па ДНК. Проблем:։ заключается в том. 
чтобы оцепить соотношение репаративных систем клетки в наблюдаемом 
защитном эффекте.

ЛИТЕРАТУРА

I Лрционнн Р Л1. В кВ Модификации хихнчехчо.о мутагенеза п клетках челопска. 
164, Крепли, 1985

2. Змухика Г. Д., Маклдоно^ Г. П м др В хтт Мутагене՛ к репарация в системе 
пнрус—клетка 230, М . 1933.

3. Кириченко О. П . Чсботирсо А. И. Генетика. 12. 10. 155 160, 1976

737



i -' .г /о p, Автореф. канд дисс.. 24. М.. 1987.
■ ։н С. Б. Дурнев А. Д., Дубове кая О. Ю., Корнина Л. I . Величмвский 

Г Т. Хнмцко-фарм. журя.. 12, 1245—1428, 1986.
• I Фонштейк .7 AL, Золотарева Г. Н., Ревазова К). .4. и др Хнмнко-фарм. жури. 

12. 2. 24—29. 1978.
7 Чеботарев А. Н., Титенко И В., Селезнева Т. Г. Фоменко В. //.. Каюгова Л. М. 

Цитология и генетика, 20. 2, 109 115, 1986.
8. Harris J. U՜’., Philips Г I. Radial. Res. -75,362 379. 1971
9. Hungerford D. /1. Main — Tec hnol., 40. 6. 333 -338. 1955.

11). Ort а/do R. Melty Ri.ha . R< -V/, 2)2-266. >98 i.
11. Rydberg ii. Radial. Res.. 67 271 -281. 1975

Поступило 3.1 1990 г.

Биолог жури Армении. № 9. (43). 1990 УДК 581 15:668:15,502.7

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ТЕСТ-СИСТЕМ ДЛЯ 
ВЫЯВЛЕНИЯ МУТАГЕНОВ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ

В. Л. АВАКЯН. Р. А. АЗАТЯН. В. А. АМИРБЕКЯН, 
.4. 3. ВОСКАНЯН. Р. Б. АЙРАПЕТЯН

Институт земледелия Министерства с-х Армении. г Эчмнадзнн

Из различных тест системах выявлена мутагенная активность большинства 
из применяемых в республике пестицидов как на хромосомном, так и на 
организменном уровне. Установлено, что комбинированное применение 
пестицидов и фнтогормона гибберелловой кислоты на модельных объек­
тах приводит к снижению уровня мутационной изменчивости. Промыш­
ленные выбросы н выхлопные газы автотранспорта оказывают отрицатель­
ное влияние на растения.

Показана достаточно высокая чувствительность и надежность биосфер 
пых и модельных тест-систем.

Տարբեր ւոեււսւ-սիստեմների վրա բացահայտվեք ( Հանրսւպետովկունոէմ կիրառ­
վող պեստիցիդների մեծ մասի մատաղեն սմրոիվուքքյոէնբ ինչպես րրոմոսոմսւյին. 
այնպես Լ{ սրրյանիղմի մակարդակով։ ^ո43 է. տրված, սր պեստիցիդների I։ ֆի 
տոհորմօն ՀիրերԼյաիթվի էսււէ ակցվա.'1 սւղղեէ/>ւ(թք1սնր մոգերս յին օրյեկտների 
վրա աՈս/էացնոէմ Լ մո։տացիոն փորքէոիէականո.1կս/ն մակարդակի իջեցում։ bin 
ցահս/ջտված Լ արդյանսւրերւսկսէն թափոնների I սւվսէ/ւարանսպորսքի արւուս- 
Նեաումների նեկսւտիվ ազդեցուքկոձր րոպսերի վրա՛

ինչպես !4որ, այնպեւ։ Լ{ շարունակարտր փորՏարկօ։մներր վկաչոէմ են 
կենսո/սրտաչին /.■ մոդԼքաքյւն ml սա ■ սիսաեմնԼր/ւ բարձր դ՚քայնոհկոէնր է, .‘mdOl- 

ւիո^յոէՆր

The mutagenic activity օ: the m i.oruy ot pesticides be ng in use in the 
Republic on both chromosome anti organism leve x has been found out 
on different icsi-systeins.il has Ihcii found that ti c combined use of pes- 
։t:Ulc$ and pliyto:.<-rinoae >f hibcrell i acid on п՛ k’.c objects brings to 
the d-.-. rease nr the level ot nint.illonal ciiangeabtluy. The industrial was­
tes and trafllc gases have negative inf'.neiice on plant..

Quite a high sensibility and fidelity oi Inospneric and model test-sys­
tems are shown.

Сокращения; BTH—волоски тычиночных нитей.
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