
relatively stable caryotypic structure of polyploid cell populations of spontaneous origin 
during 20 cell passages. An entropy index was used as a measure of caryotypic hete-
rogeneity and general structure indefinitness of genetic systems — cell populations. A 
definite correlation between an increase in the genome number in a cell and a change 
in a set of quantitative characters was determined. 
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ОСОБЕННОСТИ МУТАГЕННОГО ДЕЙСТВИЯ 
γ-ЛУЧЕИ И N-НИТРОЗОМЕТИЛМОЧЕВИНЫ 
В РАЗЛИЧНЫХ ОТРЕЗКАХ ФАЗЫ СИНТЕЗА ДНК 

X. А. Хакимов, А.-К. Э. Эргашев, Г. П. Македонов, А. П. Акифьев 

Введение. В исследованиях по генетической и клеточной инженерии 
у эукариотических организмов немаловажное значение имеют данные 
о той или иной реакции отдельных фаз клеточного цикла на внешние 
воздействия. Особенный интерес при этом представляют работы, свя-
занные с изучением чувствительности различных отрезков самой фазы 
синтеза Д Н К к действию мутагенов. Известно, что различные струк-
турные гены и повторяющиеся последовательности, не кодирующие 
белки, но, возможно, играющие регуляторную роль, могут реплициро-
ваться в различных периодах фазы S [1—4]. 
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Мы поставили своей задачей изучить мутагенное действие иони-
зирующей радиации и нитрозометилмочевины на синхронизированные 
клетки проростков пшеницы в ранней, средней и поздней частях и в 
течение полной фазы S. Таким образом, можно оценить вклад диффе-
ренциального повреждения различных последовательностей Д Н К в 
образование генных и хромосомных мутаций. Для усиления генетиче-
ской эффективности ионизирующей радиации использовали аналог ти-
мидина 5-бром-2 /-дезоксиуридин (БУДР) [5—8]. 

Материалы и методы. Одно- и двухдневные проростки озимой пшеницы сорта 
Киянка синхронизировали с помощью 5-фтор-2'-дезоксиуридина (ФУДР) в концен-

60 
4 - м 

6УДР гЪпидин І t 

Рис. 1. Схема экспериментов по анализу дитогенетического действия γ-облучения и 
N-нитрозометилмочевины на синхронизированные клетки проростков пшеницы. 
Fig. 1. The general scheme of experiments on the analysis of the cytogenetical action of 
Ύ-irradiation and N-nitrosomethylurea on synchronized cells of wheat seedlings. 

трации 1 мкг/мл в течение 24 ч. Одновременно в среде присутствовал уридин (0,25 мкг/ 
/мл). Затем проростки проращивали в среде с тимидином (10 мкг/мл) или БУДР 
(10 мкг/мл). 

Схема экспериментов по действию ^-облучения и N-нитрозометилмочевины (НММ) 
представлена на рис. 1. Облучение проводили в дозе 4 Гр (источник γ-Co60, мощность 
дозы 0,5 Гр/мин). В качестве химического мутагена использовали N-нитрозометилмо-
чевину в концентрации 0,01 % при времени обработки 2 ч. 

Корешки фиксировали через 13, 15, 17 и 19 ч после отмывания ФУДР в смеси 
уксусная кислота — этиловый спирт (1 :3 ) , окрашивали ацетокармином и анализиро-
вали хромосомные аберрации в стадии анафазы на временных давленых препаратах. 
При анализе учитывали фрагменты — одиночные и парные, и мосты — хроматидные и 
хромосомные. 

Для оценки количества ДНК-синтезирующих клеток после действия ФУДР ис-
пользовали метод авторадиографии с 3Н-тимидином (18,5· 104 Бк/мл, удельная радио-
активность 10,7· 10й Бк/мМ). Корешки инкубировали в растворе с 3Н-тимидином в 
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течение 30 мин после удаления ФУДР в начале, середине и конце фазы S. Контролем 
служили корешки, не обработанные ФУДР. Временные давленые препараты переводи-
ли на сухом льду в постоянные и покрывали ядерной эмульсией типа Μ [9]. Экспози-
цию проводили в течение 10 дней при 4 °С. Подсчет доли меченых клеток проводили 
в 10 корешках, просматривая при этом 2000—3000 клеток. 

Результаты и обсуждение. О ц е н к а с и н х р о н и з и р у ю щ е г о 
д е й с т в и я Ф У Д Р н а к л е т к и к о р н е в о й м е р и с т е м ы п р о -
р о с т к о в п ш е н и ц ы . Корешки подвергали воздействию ФУДР, а 
затем проращивали в среде с тимидином или БУДР. Материал фикси-
ровали с 5 до 24 ч после отмывания ФУДР с интервалом в 1 ч и опре-

Рис. 2. Выход аберрантных клеток в разные сроки фиксации при γ-облучении синхро-
низированных меристематических клеток пшеницы, включавших БУДР (1) и тимидин 
(2) в ранней (а), средней (б), поздней (в) и в течение полной фазы S (г). 
Fig. 2. Aberrant cells (%) in different fixation periods after the γ-irradiation of synchro-
nized meristematic wheat cells which incorporated BUDR (1) and thymidine (2) at the 
early S (a), middle S (6), late S (в) and during the total S phase (г). 

деляли митотическую активность клеток меристемы. Через 13 ч отме-
чено появление пика митотической активности: количество митозов в 
этот срок фиксации при инкубировании клеток с тимидином превосхо-
дило контроль в 3 раза, а при инкубировании с БУДР — в 2,5 раза. 

В экспериментах с использованием 3Н-тимидина в несинхронизи-
рованных клетках корневой меристемы было обнаружено 16—18 % 
ДНК-синтезирующих клеток. После 24 ч воздействия ФУДР количест-
во меченых клеток повысилось примерно до 70 %. Учитывая, что до-
бавление ФУДР в инкубационную среду блокирует как вступление 
клеток в S-фазу, так и выход из нее, но в то же время практически не 
препятствует движению клеток по другим фазам клеточного цикла, 
можно заключить, что по окончании синхронизирующего действия 
ФУДР на рубеже Gi—S (или в самом начале S) находилось не менее 
50 % клеток корневой меристемы. При импульсном мечении ^ - т и м и -
дином в середине S-фазы популяция содержала 62, а в конце — 56 % 
меченых клеток. Эти данные указывают на то, что основная масса 
клеток, синхронизированных на рубеже Gi—S, остальные периоды 
S-фазы проходит также достаточно синхронно. 

М у т а г е н н о е д е й с т в и е γ-ο б л у ч е н и я и у-о б л у ч е н и я 
с о в м е с т н о с Б У Д Р . В контрольных вариантах опыта было обна-
ружено от 0,5 до 1 % аберрантных клеток независимо от сроков фик-
сации материала после окончания синхронизирующего действия 
ФУДР. Обработка клеток БУДР не вызывала ни в одном случае мута-
генного эффекта. Как следует из рис. 2, при фиксации клеток через 
13 и 15 ч количество радиационно индуцированных аберраций в ранней 
S выше, чем в более поздние сроки фиксации. Что касается действия 
облучения в средней и поздней S, то выход аберраций практически не 
зависел от срока фиксации. Спектр аберраций во всех вариантах опы-
та был представлен главным образом одиночными фрагментами, кото-
рые составляли от 80 до 97 % всех хромосомных аберраций. 
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Радиосенсибилизирующее действие БУДР проявляется при вклю-
чении его в течение полной S-фазы, но особенно четко — в ранней S 
(рис. 2, табл. 1). Число аберрантных клеток при этом увеличивается 
в 2,2 раза, а число аберраций на 100 клеток—в 2,8 раза. Это означа-
ет, что при включении БУДР в раннем отрезке S-фазы под действием 
γ-лучей увеличивается не только число мутирующих клеток, но и ко-
личество перестроек в пораженных клетках. 

Следует заметить, что радиосенсибилизирующее действие БУДР 
при включении его как в течение полной фазы S, так и в начальном 
периоде S-фазы обнаруживается во всех выбранных нами сроках фик-
саі^ии. Включение БУДР в средней и поздней S-фазе не вызывает ра-
диосенсибилизации. 

Τ а б л и ц а 1 
Коэффициенты радиосенсибилизирующего действия БУДР, 
усредненные по четырем точкам фиксации 
The coefficients of the radiosensitizing effect of BUDR 
(averaged on the 4 points of fixation) 

S-фаза 

ранняя средняя поздняя полная 

Ki 
2,2±0,1 1,3 ±0,1 1,2±0,1 1,5±0Д 

к 2 1,3±0,1 1,1 ±0,1 1,2±0,1 1,2±0,1 
К, 2,8±0,3 1,5±0,1 1,5±0,1 1,8 ±0,2 

П р и м е ч а н и е . Коэффициенты сенсибилизации БУДР опре-
деляли как отношение соответствующего показателя при дей-
ствии БУДР к таковому при действии тимидина и характери-
зуют соответственно: К\ — выход аберрантных клеток; К2 — 
количество аберраций на 1 аберрантную клетку; Кз — коли-
чество аберраций на 100 клеток. 

Т а б л и ц а 2 
Выход аберрантных клеток проростков пшеницы 
при действии НММ, % 
A distribution of aberrant cells (%) of wheat seedlings after 
N-nitrosomethylurea action 

S-фаза 
фиксация, 

ч ранняя средняя поздняя полная 

13 11,8±0,2 9,4±0,1 8,9±0,2 8,5+0,1 
15 11,9±0„2 10,8 ±0,1 7,2 ±0,3 7,2 ±0,1 
17 16,8 ±0,1 16,0±0,1 8,9 ±0,1 7,0 ±0,1 
19 13,5±0,1 14,0 ±0,1 14,9 + 0,1 8,3±0,1 

М у т а г е н н о е д е й с т в и е Н М М . Результаты экспериментов 
представлены в табл. 2. Можно отметить следующее: резко выражен-
ная специфичность чувствительности отдельных отрезков фазы S к 
действию НММ, подобная показанной нами при комбинированном дей-
ствии БУДР и γ-лучей, отсутствует. Однако обработка НММ клеток в 
ранней и средней S приводила к повышению мутабильности хромосом 
в поздних сроках фиксации. То же явление наблюдали и при фикса-
ции через 19 ч клеток, обработанных НММ в поздней S. Эти данные 
можно было бы объяснить спецификой S-зависимого [10] эффекта 
НММ, т. е. чем большее количество клеток или отрезков хромосом 
реплицируется в промежутке времени между мутагенным воздействием 
и фиксацией материала, тем большее количество повреждений, инду-
цированных НММ, могут реализоваться в аберрации. Но этому объяс-
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нению противоречат результаты опыта с воздействием НММ в течение 
полной S-фазы. Однако следует учесть при этом, что митотическая 
активность клеток, обработанных в течение полной S, в 1,5—2 раза 
ниже, чем в других вариантах опыта при фиксации через 17 и 19 ч 
(табл. 3). Это может означать, что в данном варианте опыта клетки, 
полностью реплицировавшие Д Н К после действия НММ, еще не всту-
пили в митоз. Так или иначе, на основании имеющихся данных, мы 
не можем говорить о дифференциальной чувствительности отдельных 
отрезков S-фазы к НММ. 

Т а б л и ц а 3 
Митотическая активность синхронизированных клеток 
проростков пшеницы при действии НММ 
A mitotic activity of wheat seedlings synchronized cells after 
the N-nitrosomethylurea action 

S-фаза 
Фиксация, 

ч ранняя средняя ПОЗДНЯЯ полная 

13 3,9±0,7 6,4 ±0,4 6,7±0,5 4,8±0,2 
15 6,6±0,5 9,4±0,5 9,1 ±0,6 4,8±0,3 
17 8,9 ±0,8 11,3 ±0,6 7,9±0,5 5,9 ±0,4 
19 12,7 ±0,8 14,6±0,8 12,4 ±0,4 6,1 ±0,3 

В заключение отметим, что главным результатом настоящей рабо-
ты является обнаружение специфически локализованного в начале 
S-фазы радиосенсибилизирующего эффекта БУДР по тесту хромосом-
ных аберраций. Ранее в работах [11—13] были приведены данные о 
том, что радиосенсибилизирующее действие БУДР обусловлено его 
включением в особые участки ДНК, где происходит спонтанный допол-
нительный синтез Д Н К в G r и 02-фазах. Сопоставляя наши результа-
ты с данными этих работ, можно заключить, что такие участки репли-
цируются в ранней S-фазе. 

В этой связи задачей нашей дальнейшей работы является опреде-
ление нуклеотидных последовательностей ДНК, реплицирующихся в 
данной системе в начале фазы S, и их роли в хромосомном мутагенезе. 

Данные экспериментов по действию γ-облучения и НММ указыва-
ют на перспективность использованного в настоящей работе подхода 
к изучению мутагенной специфичности. 

PECULIARITIES OF THE MUTAGENIC EFFECT OF γ-RAYS 
AND N-NITROSOMETHYLUREA IN DIFFERENT PERIODS 
OF THE DNA SYNTHESIS PHASE 

Kh. A. Khakimov, A.-K. E. Ergashev, G. P. Makedonov, Α. Ρ. Akifjev 
Institute of Chemical Physics, Academy of Sciences of the USSR, Moscow 
Institute of Experimental Biology of Plants, 
Academy of Sciences of the Uzbek SSR, Tashkent 

Institute of General Genetics, Academy of Sciences of the USSR, Moscow 

S u m m a r y 
The sensitiveness of the DNA synthesis phase and its different periods to the mutagenic 
action of γ-irradiation in combination with 5-bromo-2-deoxyuridine (BUDR) and N-nitro-
somethylurea was studied in 5-fluorodesoxyuridine-synchronized cells of winter wheat 
seedlings. In experiments with irradiation the radiosensitizing effect of BUDR in the 
early S phase was observed. This effect is not found in the middle and late S phases. 
Such differences in the sensitiveness of different periods of the S phase to the mutagenic 
action were absent in the experiment with NMU. 
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ИЗДАТЕЛЬСТВО «НАУКОВА ДУМКА» В IV кв. 1986 г. ВЫПУСТИТ В СВЕТ КНИГУ: 
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Монография посвящена изучению антигенного сходства сапрофитного микроорга-
низма Bacillus megaterium Η и клеток злокачественных опухолей. Приведены ре-
зультаты исследований авторов и литературные данные антигенной специфичности, 
иммуногенной активности и локализации в микробной клетке антигенов, перекрест-
но реагирующих с антигенами экспериментальных опухолей человека. Показана 
принципиальная возможность использования перекрестно реагирующих антигенов 
Вас. megaterium Η для иммунодиагностики опухолевых заболеваний. Обоснован 
направленный поиск и совершенствование новых специфических и неспецифических 
модуляторов противоопухолевого иммунитета. 
Для микробиологов, иммунологов, онкологов и практических врачей. 
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