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Исследовано влияние малых доз алкилирующих агентов (0.05–0.1 мМ) на 
выживаемость половых клеток и плодовитость особей, уровень эмбриональной 
и постэмбрионапльной летальности, а также частоту рецессивных сцепленных с 
полом летальных мутаций, индуцированных высокими дозами мутагенов у  
Drosophila melanogaster. Предобработка взрослых самцов низкими дозами 
метил- и этилметансульфоната (ММС, ЭМС) не влияла или даже усиливала 
цитотоксические и мутагенные эффекты последнего как в зрелых половых 
клетках, так и на премейотических стадиях сперматогенеза. В отличие от этого, 
предобработка личинок низкими дозами ЭМС защищала их от действия более 
высоких доз, что существенно повышало плодовитость самцов, снижало 
эмбриональную и постэмбриональную летальность в F1, приводило к трехкрат-
ному уменьшению частоты мутаций в F2. Степень проявления адаптивного отве-
та зависела от стадии развития дрозофилы, подвергавшейся ударному воздей-
ствию, так как защита была максимальной у личинок и практически отсутствова-
ла, если взрослые самцы подвергались ударной обработке. По-видимому, на-
блюдаемый адаптивный ответ может быть обусловлен как репарацией ДНК, так 
и другими защитными механизмами.  

_____________________________________________________________ 

Введение. Известно, что предварительное слабое воздействие повышает 

резистентность про- и эукариотических клеток к эффектам биологически значи-

мых доз того же экзогенного фактора. Это явление, открытое в 1977 г. у E. coli на 

примере действия алкилирующего агента N-метил-N'-нитро-N-

нитрозогуанидина (МННГ) и получившее название «адаптивного ответа», наи-

более детально изучено в связи с репарацией ДНК, прежде всего, с функциони-

рованием O6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы (МГМТ) *1–5+. Однако, появ-

ляется все больше сведений об адаптивном ответе на разнообразные факторы 

как химической, так и физической природы, а также о перекрестной адаптации, 

вызванной одними агентами против других *6–11+, что предполагает вовлечение 

менее специфических механизмов в этот защитный процесс. 

Следует отметить, что адаптивный ответ слабо изучен на организменном 

уровне, несмотря на его очевидное значение для индивидуальной приспособ-
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ленности к экологически неблагоприятным условиям. Практически отсутствуют 

данные об адаптивном ответе половых клеток, особенно против точечных мута-

ций, что представляет большой интерес как один из механизмов, препятствую-

щих их распространению в популяции. Ранее нами исследовано влияние малых 

доз алкилирующего агента ЭМС при обработке взрослых особей (как самцов, так 

и самок) на биологическую эффективность этого мутагена в сперматозоидах 

дрозофилы и показано, что при данных экспериментальных  условиях адаптив-

ный ответ не наблюдается *12+. В рамках этой работы продолжено изучение 

адаптивного ответа половых клеток взрослых особей в связи с репарацией ДНК, 

а именно исследовано влияние малых доз алкилирующих агентов на 

биологические эффекты высокой дозы ЭМС в зависимости от стадий 

сперматогенеза, резко различающихся по активности репарационных 

процессов. Для сравнения изучено влияние адаптирующей обработки 

личиночной стадии развития дрозофилы на проявление эффектов больших доз 

этого мутагена как у личинок, так и у имаго. 

 

Материалы и методы. Для моделирования химического мутагенеза и 

адаптивного ответа применяли монофункциональные алкилирующие агенты 

этилметансульфонат (ЭМС, CAS NO. 62-50-0S) и метилметансульфонат (ММС, CAS 

NO. 66-27-3) фирмы Sigma. Необходимые концентрации этих соединений полу-

чали разведением либо в 1% растворе сахарозы, либо в питательной среде. Для 

адаптирующей обработки взрослых особей и личинок использовали алкили-

рующие агенты в дозах, не превышающих 0.1 мМ, для ударной обработки личи-

нок применяли ЭМС в дозе 1 мМ, тогда как ударные дозы этого мутагена для 

взрослых особей варьировали от 1 до 10 мМ. 

Опыты проведены на Drosophila melanogaster, использованы линии Berlin 

wild (дикого типа) для отбора самцов и Basc (генотип In(1) scS1Lsc8R + S, scS1sc8waB) 

для отбора виргинных самок. Ударному воздействию ЭМС подвергались самцы 

путем кормления взрослых особей раствором препарата в 1% сахарозе *13+, или 

кормлением личинок путем добавления препарата в питательную среду *14+. 

Эти варианты обработок, в отсутствии других процедур, соответствовали поло-

жительному контролю, тогда как кормление самцов 1% раствором сахарозы, 

либо выращивание на обычной питательной среде соответствовало спонтанно-

му контролю.  

Для изучения адаптивного ответа провели 2 серии опытов. В первой серии 

предварительному воздействию малой дозы алкилирующих агентов подверга-

лись взрослые самцы дикого типа путем кормления 0.1мМ раствором мутагена 

в течение 12 ч, после чего они обрабатывались ЭМС (10мМ, продолжительность 

кормления варьировала от 12 до 21 ч). Между адаптирующим и ударным воз-
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действием половина самцов помещалась на 1% раствор сахарозы на 12 часов, 

тогда как остальные подвергались непрерывной обработке сначала малой дозой 

ЭМС или ММС, а затем высокой дозой ЭМС, то есть в одном случае соблюдался, 

а в другом отсутствовал 12-часовой интервал между обработками. Самцы из 

контрольных и опытных групп спаривались с виргинными самками Basc в инди-

видуальных культурах при соотношении 5♀× 1♂. В этой экспериментальной се-

рии применялся метод перебросок самца к новым виргинным самкам каждые 

двое суток для последовательного отбора мужских половых клеток, обработан-

ных на разных стадиях сперматогенеза *15+, при этом 1-я двухсуточная посадка 

соответствовала зрелым сперматозоидам, а 4-я и 5-я – премейотическим стади-

ям сперматогенеза. 

Во второй серии экспериментов адаптирующей обработке подвергались 

личинки Berlin wild, которые сначала развивались на обычной питательной сре-

де, а по достижении двухсуточного возраста переносились на среду, содержа-

щую ЭМС в концентрации 0.05мМ. Через сутки личинок отмывали и переносили 

на питательную среду, содержащую ударную дозу мутагена (в данном случае, 

1мМ ЭМС). В этих культурах они оставались до окукливания и вылета имаго. 

Часть личинок, обработанных малой дозой мутагена, после отмывки развива-

лась на обычной питательной среде, а ударному воздействию (дозами 1 или 

5мМ) подвергались уже взрослые самцы. Спаривание самцов с виргинными 

самками Basc, как и в предыдущей серии, проводили в индивидуальных культу-

рах при строгом соблюдении соотношения 5♀ × 1♂. 

В опытах учитывали: 1)  стерильность родительских самцов по частоте пол-

ностью стерильных культур в F1; 2) их фертильность по количеству вылупившихся 

потомков F1; 3) доминантную летальность на эмбриональной и постэмбрио-

нальной стадии развития потомков F1, обусловленную разрывами хромосом в 

обработанных мутагеном половых клетках  *15, 16+; 4)  частоту рецессивных сце-

пленных с полом летальных мутаций (РСПЛМ) в F2 *15, 17+. Достоверность разли-

чий между вариантами оценивали по критерию χ2 и тесту Cochran (для частот-

ных показателей), а также t-критерию Стьюдента (для абсолютных значений). 

Программы для компьютерного статистического анализа результатов разрабо-

таны ведущим научным сотрудником Института генетики и цитологии НАНБ, 

к.б.н. Аношенко Б.Ю. 

 

Результаты и обсуждение. Для индукции адаптивного ответа в половых 

клетках взрослых самцов применялись оба алкилирующих агента (ЭМС и ММС) в 

дозах 0.1мМ, тогда как для ударной обработки использовали ЭМС в дозе 10мМ. 

Как указывалось ранее, между этими обработками в некоторых вариантах со-

блюдался 12-часовой интервал. Предварительно проанализированы физиологи-
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ческие показатели. Стерильность самцов, обработанных ударной дозой ЭМС, 

поддерживалась на уровне спонтанного контроля, тогда как их предобработка 

малой дозой, вызывала увеличение частоты стерильных культур при параллель-

ном уменьшении количества потомков (рис. 1).  
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Рис. 1. Влияние ЭМС на физиологические показатели у самцов дикого типа при различ-
ных условиях воздействия 
 
Стерильность самцов определялась по частоте стерильных культур F1, %; а фертиль-
ность – по количеству потомков на культуру (абсолютное число). 1 – спонтанный уро-
вень; 2, 3, 4 – ударная обработка взрослых самцов ЭМС в дозах, соответственно, 1, 5 и 
10мМ; 5 – вариант последовательного воздействия на имаго ЭМС в дозах 0.1 и 10 мМ. 

 
 

Предварительная обработка такой же дозой ММС не вызывала столь явных 

изменений стерильности и фертильности самцов (рис. 2). Однако оценка сред-

ней продукции потомков во всех проанализированных посадках (1-я, 4-я и 5-я) 

свидетельствует о снижении этого показателя (40.21 без интервала или 42.01 с 

12-часовым интервалом) после адаптивной обработки по сравнению с ударным 

воздействием (49.67). Сравнение проводилось по t-критерию, достоверные раз-

личия получены при P<0.01.  
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Рис. 2. Влияние ММС и ЭМС на физиологические показатели у самцов дикого типа в 
зависимости от стадий сперматогенеза и при различных условиях воздействия 
 
1 – обработка имаго ЭМС в дозе 10 мМ; 2 – обработка имаго ММС в дозе 0.1 мМ; 
3 – вариант последовательного воздействия малой дозой ММС и большой дозой 
ЭМС; 1-я посадка соответствует ответу сперматозоидов, 5-я – ответу сперматогониев. 

 

Результаты анализа мутабильности половых клеток самцов дикого типа в 

зависимости от условий обработки алкилирующими агентами и стадии 

сперматогенеза представлены в табл. 1. Из литературы известно, что использо-

ванные для адаптирующей обработки дозы ЭМС и ММС (0.1мМ) являются не-

токсичными и практически немутагенными *18–20]. Относительно ММС это под-

тверждается и в наших опытах. Чувствительность к мутагенам изменяется в 

зависимости от стадий сперматогенеза.  Наиболее чувствительны к ЭМС 

сперматозоиды, что характерно и для других мутагенов прямого действия, тогда 

как уровень мутаций в премейотических клетках падает в 3–5 раз в связи с 

интенсивной репарацией ДНК именно на  этих стадиях сперматогенеза [21, 22].  

Из таблицы видно, что предобработка малой дозой ЭМС не изменяет 

частоту мутаций, индуцированных  в сперматозоидах большой дозой мутагена, 

независимо от того, соблюдался ли между адаптирующим и ударным 

воздействием 12-часовой интервал. Анализ результатов в сопряженных 

выборках по тесту Cochran (z-критерий) также демонстрирует отсутствие какого-

либо влияния малой дозы ЭМС на мутабильность сперматозоидов, 

индуцированную ударным воздействием. 
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Таблица 1 

Влияние предобработки взрослых самцов малыми дозами алкилирующих  

агентов на частоту ЭМС-индуцированных мутаций  

на разных стадиях сперматогенеза 
 

Обработка мутагенами 

По-

сад-

ка 

Количество  

проанализированных 

Частота РСПЛМ, 

% 

0.1 

мМ  

Интервал ме-

жду экспози-

циями, ч  

ЭМС 

10 

мМ, ч 

роди-

тельских 

самцов 

хромосом 

фак-

тиче-

ская 

теорети-

чески  

ожидае-

мая 

Спонтанный контроль 1 259 2798 0.32 – 

Положительный контроль       
1 40 876 17.71 – 

4–5 28 538 3.16* – 

– – 21 1 61 785 21.91 – 

ЭМС – 21 1 40 242 23.97 – 

– – 12 1 71 1165 16.48 – 

ЭМС 12 12 1 52 812 19.33 – 

z = 1.73 

– – 21 
1 77 910 20.11 – 

4–5 63 1158 5.01* – 

ММС – – 
1 78 877 0.57 – 

4–5 72 1408 0.36 – 

ММС – 21 
1 78 796 25.87 20.67

#
 

4–5 72 1266 7.82* 5.37*
#
 

ММС 12 21 
1 78 795 26.41 20.68

#
 

4–5 69 1198 7.43* 5.34*
#
 

 

*Достоверные различия между частотой мутаций в сперматозоидах и премейотических 

клетках (P < 0.01); 
# 

Достоверные различия между эмпирическими и теоретически ожи-

даемыми частотами в группах с адаптирующей обработкой ММС (P < 0.05). 
 

В отличие от этого ММС в дозе, которая сама по себе не индуцирует 

мутаций, усиливает мутагенный эффект ЭМС и в сперматозоидах, и на 

премейотических стадиях. Потенцирующие эффекты примерно равнозначны при 

наличии и отсутствии 12-часового интервала между обработками, то есть, с 

одной стороны, не требуют для своей реализации какого-то промежутка 

времени, а с другой, поддерживаются по крайней мере в течение этого периода. 
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Весьма интересно, что наблюдаемые частоты РСПЛМ существенно превышают 

аддитивное действие мутагенов, и потенцирующий эффект достоверно выше на 

премейотических стадиях. 

Для сравнения проанализированы эффекты малых доз при других способах 

воздействия, а именно сделана попытка индуцировать адаптивный ответ у 

личинок дрозофилы. В этой серии экспериментов адаптирующей обработке 

(0.05мМ ЭМС) подвергалась личиночная стадия развития дрозофилы, после чего 

отслежено ее влияние на эффекты биологически значимых доз мутагена как у 

личинок, так и имаго. Следует отметить, что только воздействие на личинки 

ударной дозой ЭМС (1мМ) вызывало ощутимое увеличение стерильности 

самцов (почти до 40%), которая снижалась более чем в 3 раза под влиянием 

адаптирующей обработки личинок. Во всех других вариантах опыта этот 

показатель не отличался от спонтанного контроля. Параллельно изменялась 

плодовитость самцов, оцениваемая по количеству вылупившихся потомков F1: 

при воздействии на личинки 1 мМ ЭМС их продукция падала до 12,2, а после 

адаптирующей обработки поднималась до 28,6, что практически 

соответствовало этому показателю у имаго (рис. 3). 
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Рис. 3. Сравнение плодовитости самцов (Y1, абсолютные величины) и доминантной 
летальности (Y2, частота, %) при различных способах обработки  дрозофилы 
этилметансульфонатом 
 

1 – ударная обработка личинок (1мМ ЭМС); 2 – адаптирующая + ударная обработка 
личинок; 3 – ударная обработка имаго (5мМ ЭМС); 4 – адаптирующая обработка ли-
чинок + ударная обработка имаго (5 мМ ЭМС). 

 

На этом рисунке вместе с данными анализа плодовитости самцов показана 

летальность потомков F1 за весь период развития от яйца до имаго, которая 

отражает кластогенные эффекты, поскольку, как правило, обусловлена 
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разрывами и перестройками хромосом в половых клетках в ответ на мутагенное 

воздействие [15, 16]. На самом деле этот показатель анализировался на разных 

стадиях: эмбриональная летальность (ЭЛ) по частоте всех неразвившихся яиц, 

поздняя эмбриональная летальность (ПЛ) по частоте коричневатых яиц, 

отражающих гибель оплодотворенных яиц на более поздних стадиях 

эмбриогенеза [15, 23+; постэмбриональная летальность (ПЭЛ) по частоте погиб-

ших личинок и куколок относительно живых личинок *16+ и суммарная леталь-

ность потомков (СЛ) относительно отложенных яиц.  

Результаты, представленные в табл. 2, показывают, что, во-первых, личинки 

более чувствительны к ударной дозе мутагена, чем имаго, и, во-вторых, адапти-

рующая обработка личинок существенно снижает кластогенные эффекты ЭМС в 

их половых клетках.  
 

Таблица 2 

Влияние адаптирующей обработки личинок на доминантную летальность 

потомков F1 по сравнению с действием ударной дозы мутагена 
 

Обработка ЭМС 
Количество 

яиц 

Доминантная летальность, % 

0.05 

мМ 
ударная доза ЭЛ ПЛ ПЭЛ СЛ 

Ударная обработка личинок 

– 1мМ 1087 25.11 3.21 34.28 50.78 

+ 1мM 1884 14.12* 4.49 22.31* 33.28* 

Ударная обработка имаго 

– 5мM 2181 14.53 3.3 25.11 36.00 

+ 5мM 2003 7.74* 2.58 26.19 31.91* 

 

*P < 0.01 
 

Характерно, что защитное действие проявляется по эмбриональной и по-

стэмбриональной летальности, достигая в сумме 65%, тогда как при ударной об-

работке взрослых самцов, защитный эффект этой же дозы выражен значительно 

слабее и определяется только по ЭЛ, которая может быть вызвана и генетиче-

скими, и физиологическими причинами, например, учетом неоплодотворенных 

яиц вместо погибших *15, 23]. 

Напомним, что после мутагенной обработки на стадиях личинок или имаго 

самцы спаривались с интактными самками Basc в индивидуальных культурах, 

что позволяло в одних и тех же семьях анализировать различные события в F1, а 
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затем в F2. Мутабильность половых клеток оценивалась по частоте РСПЛМ (табл. 

3). В этой тест-системе подтверждена гиперчувствительность личинок, так как 

одна и та же доза  мутагена при ударной обработке личинок индуцировала му-

тации с частотой, в несколько раз превышающей их уровень после такой же об-

работки взрослых особей. Эффекты уравнивались, если ударная доза для имаго 

в 5 раз превышала ударную дозу для личинок. Обработка личинок дозой 

0.05мМ была фактически безопасна для личинок и существенно (более чем в 3 

раза) снижала уровень мутабильности их половых клеток по сравнению с дейст-

вием ударной дозы мутагена. Такая же адаптирующая обработка личинок ока-

залась неэффективной против мутаций, индуцированных высокими дозами му-

тагена у взрослых самцов. 
 

Таблица 3 

Влияние адаптирующей обработки личинок на частоту мутаций, 

индуцированных ударной дозой ЭМС у личинок и взрослых особей 
 

Обработка ЭМС 
Количество  

проанализированных 
Частота 

РСПЛМ, % 0.05мМ,  

24 ч 

интервал 

между  

обработками 

ударная 

доза 

родительских 

самцов 
хромосом 

Спонтанный контроль 44 1125 0.27 

Ударная обработка личинок 

+ – – 42 1070 0.56 

– – 1мМ 30 382 3.93 

+ – 1мМ 125 1614 1.69* 

Ударная обработка имаго 

– 
куколочная 

стадия 
1мМ 48 1314 1.75 

+ 
куколочная 

стадия 
1мМ 52 1501 1.47 

– 
куколочная 

стадия 
5мМ 94 534 6.46 

+ 
куколочная 

стадия 
5мМ 82 914 6.89 

 

*P < 0.05 (по критерию χ
2
) 
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Обсуждая представленные данные, нужно иметь в виду, что использован-

ный в качестве основного мутагена ЭМС преимущественно вызывает точечные 

мутации *18, 24+, а частота ЭМС-индуцированных РСПЛМ определяется продук-

цией O6-этилгуанина *20+, в репарации которого участвует МГМТ. Такой путь ре-

парации вполне возможен и у дрозофилы, так как у нее были идентифицирова-

ны два протеина со сходными функциями, активные на всех стадиях развития, 

кроме эмбрионов *25+. Однако в отличие от продукта гена ada у E. coli деалки-

лирующие ферменты дрозофилы не индуцировались малыми дозами МННГ 

*25+. Известно также об определяющем вкладе эксцизионной репарации в ис-

правление повреждений, вызванных алкилированием ДНК. Эта система наибо-

лее эффективна против агентов I категории, преимущественно алкилирующих N-

сайты *22+, в первую очередь, против ММС и в меньшей степени против ЭМС. 

Заметим, что эксцизионная репарация нуклеотидов (NER) относится к наиболее 

распространенному и универсальному виду безошибочной репарации и, как 

правило, осуществляется конститутивными ферментами. Следовательно, оба 

наиболее подходящие пути безошибочной репарации (эксцизионная репарация 

на AP-сайтах, образовавшихся на месте выпадения N-алкилгуанина, и/или пере-

нос алкил-радикала из ДНК на цистеиновый остаток алкилтрансферазы), не бу-

дучи индуцибельными, по-видимому, не могут обеспечить адаптивный ответ у 

дрозофилы.  

Это предположение вполне согласуется с данными, полученными ранее 

при изучении влияния малых доз ЭМС (0.05–0.1мМ) на эффект материнской ре-

парации *12+, а также с результатами сравнительного изучения мутабильности 

половых клеток на разных стадиях сперматогенеза. В данной эксперименталь-

ной серии адаптивный ответ не наблюдался ни в репарационно-инертных спер-

матозоидах, ни в репарационно-активных премейотических клетках.  Более того, 

малые дозы ММС усиливали мутагенное действие ЭМС. Потенцирующие эффек-

ты оказались максимальными на премейотических стадиях сперматогенеза, что, 

возможно, обусловлено расходованием репарирующих ферментов в ответ на 

действие метилирующего агента. 

В отличие от этого, адаптивный ответ успешно индуцировался у личинок 

дрозофилы. Следует напомнить, что в онтогенезе самцов первое мейотическое 

деление происходит обычно в момент окукливания *23+, то есть воздействию 

малой дозы ЭМС также как и у взрослых особей в 4-й и 5-й посадках 

подвергались премейотические половые клетки. Несоответствие результатов, 

полученных в двух экспериментальных сериях заставляет предположить, что в 

адаптивный ответ личинок на алкилирующие агенты могут быть вовлечены не 

только репарационные, но и другие механизмы, так как именно на личиночной 
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стадии развития активность всех метаболических процессов, включая биотранс-

формацию ксенобиотиков, наиболее высока. 

Известно, что детоксикация ЭМС происходит путем его спонтанной или эн-

зиматической конъюгации с восстановленным глутатионом *26, 27+. Одним из 

важнейших ферментов, участвующих в этом процессе, равно как и в детоксика-

ции других электрофильных молекул, является глутатион-S-трансфераза *28, 29+. 

В контексте этого сообщения очень важно, что этот фермент обнаружен у дро-

зофилы *30+, а с другой стороны, известно, что комплекс глутатион-S-трансфераз 

индуцируется в клетках различных организмов в ответ на слабые воздействия 

электрофилов *29+, то есть, способен функционировать по типу адаптивного от-

вета. Интересно также, что глутатион-S-трансферазы, наряду с другими нуклео-

фильными компонентами, осуществляют антиоксидантную защиту внутри и вне 

клеток против реактивных радикалов кислорода (РРК), образующихся в ходе 

нормального метаболизма и многих патологических процессов, а также в ре-

зультате действия внешних прооксидантных факторов, включая ионизирующую 

радиацию [29, 31]. Вероятно, запуск этого механизма может обеспечить 

адаптивный ответ против электрофильных молекул и РРК различного 

происхождения, а также перекрестную адаптацию против ряда химических 

агентов и ионизирующих излучений in vitro и in vivo. 

Таким образом, в опытах на дрозофиле показано, что предобработка 

самцов-имаго низкими дозами алкилирующих агентов либо не изменяет, либо 

усиливает эффекты биологически значимых доз как в зрелых половых клетках, 

так и на премейотических стадиях сперматогенеза. Малые дозы ЭМС 

индуцируют адаптивный ответ на последующее действие более высоких доз 

этого мутагена у личинок, причем хорошо выраженный защитный эффект 

наблюдается по всем анализируемым параметрам: плодовитости самцов, 

эмбриональной и постэмбриональной летальности, частоте рецессивных 

сцепленных с полом летальных мутаций. Эта защитная реакция ограничена 

личиночной стадией развития дрозофилы и не распространяется на взрослых 

самцов. Выявленные закономерности позволяют заключить, что по крайней 

мере при изученных условиях, адаптивный ответ обусловлен не столько 

репарацией ДНК, сколько запуском других механизмов, возможно, связанных с 

детоксикацией алкилирующих агентов. 
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