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А ннотация
Расчет показал, что концентрация содержащихся в модифицированной среде Придхем-Готлиба 
солей переходных металлов слишком мала для осуществления абиотического 
диспропорционирования вносимого в нее белого фосфора. Следовательно, говорить о 
биодеградации есть основания. Наши предыдущие исследования продемонстрировали отсутствие 
токсичности белого фосфора для АзретдШш тдег АМ1. Тем не менее, токсические свойства 
веществ имеют различную природу. Очень большой интерес представляет исследование 
генотоксичности -  возможного источника мутаций. В представленной работе 8О8-1их тест 
продемонстрировал генотоксичность белого фосфора. Несмотря на то, что величина ДНК 
повреждающей активности оказалась низкой, этот результат получен впервые -  во всех 
найденных нами источниках сообщается об отсутствии генотоксических свойств у белого 
фосфора. АШ ит тест показал митотоксическое действие белого фосфора на клетки эукариот.
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В ведение

М етод биодеградации используется для очистки сточных вод уже целый век. Тем 
не менее, ещ е лет 20-25 назад считалось, что способность к метаболизму ксенобиотиков у 
микроорганизмов очень ограничена, и больш инство из них ими не используется. Н о в 
настоящ ее время убедительно показана способность как аэробных, так и анаэробны х 
микроорганизмов к деградации ксенобиотиков [Х оменков и др., 2008; А1к1аЫе е! а1. 1997; 
ЕЬЬк, 2004; У и п тоШ  е! а1. 2005; М аскей , 2006; Оикке е! а1., 2006; 8 тд Ь , Ма1кег, 2006; 
Кеййу е! а1., 2009; Кикке11 е! а1, 2011; Кш еоп е! а1., 2011;]. Согласно работе С. Сарасвата 
[8агакша!, 2014], посвященной патентованию в области биоремедиации, за период с 1990 по 
2013 г. в мире вышло 443 патента по этому направлению (имеются в виду только 
международные патенты). Из них более 60 %  приходится на СШ А, 23 %  на Азию, 10 %  на 
Европу.

Н аш и более ранние публикации [М индубаев и др., 2016; М индубаев и др., 2018] 
посвящ ены  м икробиологическому превращ ению  токсичнейш его элем ентного (белого) 
фосф ора в биогенны й фосфат. Ф актически, вы полненная наш им коллективом  работа 
является первы м задокументированны м  примером усвоения искусственного 
ксенобиотика белого ф осф ора биосферой. Тем не менее, биодеградация иногда приводит 
к образованию  не менее, а более токсичны х вещ еств, -  так называемых «летальных 
метаболитов». Н екоторы е из них обладаю т генотоксичностью , приводящ ей к 
возникновению  онкологических заболеваний. Поэтому, исследование биодеградации 
ксенобиотиков долж но сопровож даться тестированием  на генотоксичность.

О б ъ е к т ы  и м ето д ы  и ссл ед о ван и я

О сущ ествляя м икробиологический посев, мы впервые прим енили стерилизацию  
белого ф осф ора ацетоном. В ш ленк с навеской белого ф осф ора (0.95 г) влили 20 мл 
ацетона и вы держ али 15 мин. при перемеш ивании (ручное взбалты вание) без нагрева. 
Слив ацетон и не дож идаясь его испарения, влили в ш ленк 50 мл дистиллированной воды, 
стерилизованной автоклавированием. Затем  приготовили 2 %  эмульсию  белого ф осф ора в 
этой воде (ультразвуковая ванна Сапфир (Россия), 30 мин., 50 °С, аргон). Эмульсию  
смеш ивали со средой без источников ф осф ора в соотнош ении 2:18 мл, в результате 
получилось по 20 мл среды с содерж анием  Р 4 0.2 %. П осев произвели на следую щ ий день. 
П риблизительно через 12 суток культура А. пгдег АМ1 достигла стадии зрелости.

Генотоксичность белого ф осф ора определялась при помощ и 8О8-1их теста, 
вы полненного, как описано в работе Д.Л. К упера и С.Т. Л аветта [Соорег, йоуей , 2011]. 
Для оценки цитогенетического действия ф осф ора использовали тест-систему АШ ит сера. 
П редварительно отобранны е стандартны е луковицы  А. сера  проращ ивали в стеклянных 
стаканах в течение 2-3 дней и затем  на 48 часов помещ али в стаканчики объемом 50 мл с 
раствором ф осф ора в различной концентрации. В качестве контроля использовали 
отстоянную  отф ильтрованную  водопроводную  воду. Затем  кореш ки отрезали нож ницам  
на 1 см. от кончика и фиксировали в растворе этилового спирта (95 % ) и ледяной 
уксусной кислоты  в соотнош ении 3:1. М атериал хранили при тем пературе +4 °С. Анализ 
клеток корневой меристемы проводили на м икроскопе А хю  ОЬкегуег.А1 (Саг1 
2е1ккМ1сгоксору О тЬ Н , Герм ания) на временны х давленны х препаратах после 
окраш ивания ацетокармином [Р1ккек_)о, 1997]. Н а каж дом препарате учиты вали общ ее 
количество клеток, количество делящ ихся клеток, находящ ихся в той  или иной стадии
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митоза. Н а основании полученны х данных определили м итотический индекс (МР), 
распределение клеток по стадиям  митоза. М итотический индекс показы вает отнош ение 
числа клеток, находящ ихся в митозе, к общ ему числу проанализированны х клеток, 
исследованны х на препарате изучаемой ткани. Расчет М ! был сделан по формуле, 
приведенной ниже:

М р % =[[П +М +А +Т] / N N 0 0 ,

где [П+М +А+Т] -  сумма клеток, находящ ихся на стадии профазы , метофазы, 
анафазы  и телофазы .

К ультуру А. т дег  АМ1 пересеяли через 119 суток. Содерж ание белого ф осф ора в 
среде то же самое: 0.2 %. В три колбы посеяли аспергилл, в четвертой среду оставили 
стерильной. Такж е 1 мл этой среды был отвезен на кафедру генетики КФ У, где 
проводилось исследование ее генотоксичности методом 8О8-1их теста. К ультуры  росли в 
терм остате при 25 °С. Через 53 суток после посева добавили во все повторы  (вклю чая 
контроль) ещ е равны й объем культуральной среды, без источников фосфора, с целью 
стимуляции поглощ ения ф осф ора культурами гриба. П робы  для спектров Я М Р были 
отобраны  через 13, 20, 35, 63 и 138 суток после посева. М етодика приготовления образцов 
и съемки была та ж е самая, что и в преды дущ ем посеве. Ч ерез 180 дней после посева 
произведен пересев исследуемой культуры  А. т дег  АМ1 в богатую  среду Л урия-Бертани 
(ЬВ). П роведено визуальное исследование м орфологии колонии.

Р е зу л ь т а т ы  и их обсуж дение

Белы й фосфор может взаимодействовать с ионами переходных металлов (в первую 
очередь, меди), это отмечалось такж е в наш их экспериментах. Н а протяж ении достаточно 
длительного времени и у наш их коллег, и у нас самих сущ ествовало обоснованное 
опасение, что «метаболизм» и «биодеградация» белого фосфора на самом деле 
представляю т собой абиотическое диспропорционирование в присутствии ионов меди. Ее 
соли всегда присутствую т в средах для культивирования микроорганизмов, поскольку медь 
является биогенным микроэлементом и входит в активные центры многих ферментов. 
Однако, проведенный нами расчет показал, что в используемых культуральных средах 
белый фосфор присутствует в избытке относительно меди от одного до четырех порядков. 
Белы й фосфор реагирует с ионами меди в молярном соотнош ении 9:40 (то есть при 
избытке меди), а содержание пятиводного сульфата меди в среде П ридхем-Готлиба 
настолько мало (0.1 г/л, при среднем объеме среды в чаш ке П етри 20 мл), что даже при 
минимальной использованной нами концентрации белого фосфора 0.001 %  по массе его 
молярное содержание в 25 раз выше. П оэтому он не может целиком прореагировать с ними, 
по крайней мере за короткий срок. Следовательно, больш ая его часть взаимодействует с 
клетками микроорганизмов. Этот факт, наряду с аргументами, полученными нами ранее, 
свидетельствует в пользу метаболизма белого фосфора.

9Р4 + 40Си8О4 + 64Ш О  ^  16 Н 3РО 4 + 10С и | + 10С щ Р2| + 40Н 28О 4

М Си8О4-5ШО «250 г.
В литре среды содерж ится 0.1 г = 1/2500 М  = 0.0004 М  медного купороса.
В 20 мл среды содерж ится 0.0004/50=0.000008 М  медного купороса.
М  Р 4 = 124 г. П ри содерж ании в среде 0.001%  белого ф осф ора 20/100000=0.0002 М.
0.0002/0.000008=25.

П ри м аксим альной концентрации Р 4 1 %  его содерж ание в молях превы ш ает 
содерж ание медного купороса уж е в 25 000 раз, т.е. белы й фосфор не мож ет полностью  
прореагировать с двухвалентной медью. П оэтому значительная его часть все же 
обезвреж ивается микроорганизмами.
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О дной из серьезнейш их проблем, с которой мы до сих пор сталкивались, 
производя посевы  м икроорганизмов в среды с белым фосфором, было отсутствие 
эф ф ективного метода стерилизации последнего. Н а каф едре биохимии К Ф У  был 
предлож ен метод стерилизации Р 4 в мягких условиях, без применения высоких 
температур. Для этого навеска ксенобиотика долж на погруж аться на 15 минут в 
липофильны й органический растворитель (микробиологи использую т 70 %  этанол, 
ацетон либо хлороформ), который легко проникает через гидроф обны е оболочки 
микробных спор и ум ерщ вляет их [М сБоппеН, Кикке11, 1999]. О днако сам белый фосфор 
растворим  в больш инстве органических растворителей. М ы  предпочли пользоваться 
ацетоном по причине сравнительно низкой растворим ости в нем белого фосфора. К  том у 
же ацетон не нужно смеш ивать с водой до необходим ой концентрации, как этанол. 
П оскольку в низких концентрациях ацетон легко усваивается м икроорганизмам и в 
качестве источника углерода [Н аиктдег, 2007], переходя далее к процедуре 
эмульгирования белого ф осф ора ультразвуком, мы не стрем ились удалять остатки 
ацетона из ш ленка с навеской. Через 20 суток после посева на поверхности сред 
наблю дался воздуш ны й мицелий (колонии диаметром  1-3 мм, покры ваю щ ие всю 
поверхность сред) ж елтоватого цвета; наблю далось появление первы х конидиеносцев со 
спорами черного цвета. В контрольны х средах рост отсутствовал даже спустя 117 дней, 
они остались прозрачны ми без опалесценции и взвесей [М индубаев и др., 2017]. Это 
указы вает на то, что стерилизация навесок Р 4 ацетоном эффективна.

В Токсикологическом  профиле белого ф осф ора за 1997 год [Тох1со1од1са1 ргоГНе Гог 
шЬНе рЬокрЬогик, 1997] сообщ ается об отсутствии генотоксичности данного вещества. 
Ранее мы писали о том, что тест Эйм са не вы явил генотоксичность у наш ей 
культуральной среды с белы м ф осф ором [М индубаев и др., 2017]. Тем не менее, для 
больш ей достоверности результата мы применили другой метод определения 
генотоксичности -  8О8-1их тест на ДН К повреж даю щ ую  активность. В оценке 
мутагенных и антим утагенны х свойств белого ф осф ора с помощ ью  8О8-1их теста в 
качестве контроля использовался сильный мутаген, противоопухолевы й антибиотик 
митомицин С. П ом им о митом ицина С, в качестве позитивного контроля использовался 
другой сильны й ДН К повреж даю щ ий агент -  пероксид водорода. Н есм отря на сходный 
эффект, механизмы  м утагенного действия этих вещ еств различны. Если митом ицин С 
образует аддукты с азотисты ми основаниями ДНК, то  перекись водорода является 
окислителем  и оказы вает разруш ительное воздействие на больш инство органических 
веществ, в том  числе и на нуклеиновы е кислоты.

П о сравнению  с перекисью  белый фосфор оказался слабым ДН К повреж даю щ им 
агентом. Н аибольш ей силы 8О 8-ответ достигает через 6 -8  часов после начала 
эксперимента, поэтому все последую щ ие изм ерения мы проводили через это время (6 
часов после внесения культуры  сальмонелл в лунку планш ета).

Так, в контроле интенсивность лю м инесценции составила 10 026 ОСЕ, в 
присутствии белого ф осф ора (100 мкг/мл) -  до 12 590, а в позитивном контроле с 
антибиотиком составила 45 186 О С Е (рис.). То есть ДН К повреж даю щ ая активность 
белого ф осф ора оказалась слабой, но достоверной, и это при разбавлении среды 
(изначально содерж авш ей 0.2 %  Р 4) до 5 %  [М индубаев и др., 2017]. П ри более высоких 
концентрациях белого ф осф ора его токсические свойства проявляю тся сильнее. Р 4 в 
концентрации 62.5 мкг/мл является слабым мутагеном, по сравнению  с пероксидом. Р 4 в 
концентрации 1000 мкг/мл убивает культуру 8а1топе11а 1урЫ типит  ТА1535 за  9 часов 
эксперимента. В контроле 8О 8-индукция такж е незначительно возрастает, что связано с 
ростом  культуры и накоплением  ДН К (соответственно, растет и число ее повреж дений 
даже в отсутствие мутагена).

С целью определить антимутагенны е свойства белого ф осф ора ставился 
эксперим ент с Н 2О 2. Судя по результатам , антим утагенны м  действием  белы й фосфор не 
обладает. Н апротив, наблю дается значительное усиление 8О 8-ответа у смеси белого
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ф осф ора с пероксидом по сравнению  с одним  белы м фосфором. Возмож но, продукты  
окисления белого ф осф ора Н 2О 2 обладаю т более вы раж енной генотоксичностью , чем  у 
исходного Р 4.

О бнаруж ение у белого ф осф ора генотоксических свойств не является 
неожиданностью . Тем не менее, в более ранних работах генотоксичность у Р 4 обнаруж ена 
не была. Возмож но, это результат недостаточной глубины исследования: до сих пор 
генотоксичность белого ф осф ора определялась только тестом  Эймса, который всегда 
показывал отрицательны й результат. Судя по всему, мы первые применили для этой цели 
808-1их тест, который такж е определяет генотоксичность, но не по косвенному признаку, 
как тест Эймса, а по прямому -  повреж дению  ДНК. И  этим  м етодом  генотоксичность 
была продемонстрирована. К онечно, мож ет последовать возражение, что мы проверяли 
на генотоксичность не белый фосфор в чистом  виде, а содерж ащ ую  его культуральную  
среду. А  в ней Р 4 частично вступил в реакцию . Н о в ж ивом  организме белый фосфор 
долж ен претерпевать аналогичны е превращ ения, т.е. перед началом  исследований мы 
смоделировали его метаболическую  активацию . Следовательно, попадая в организм, 
белы й фосфор долж ен оказывать генотоксическое воздействие, даж е через продукты  
своих хим ических превращ ений.

Время, час.

Контроль Ф 62,5 мкг/мл

Рис. Сравнение влияния белого фосфора на 808-индукцию с перекисью водорода и 
негативным контролем (среда без мутагена) 

р 1§. Сошрапзоп оР 1Ье тйиепсе оР тоЫ1е рЬозрЬогиз оп 808-тбисйоп тсйЬ Ьубгодеп регохЫе 
апб педайуе соп!го1 ( т е б ш т  тсйЬои! ши!а§еп)

М еханизм ы  повреж даю щ его действия м огут быть различны ми и в них еще 
предстоит разобраться. Возмож но, при внесении белого ф осф ора в культуральную  среду 
образуется генотоксичны й фосфин, ф осфиды металлов или комплексны е соединения. 
Возмож но, генотоксичность присущ а и самому белому фосфору. Н изкая ДН К 
повреж даю щ ая активность белого фосфора, показанная в представленной работе, по- 
видимому, связана исклю чительно с тем, что общ ая токсичность этого вещ ества намного 
выше. То есть клетки в его присутствии погибаю т быстрее, чем  наблю дается 808-ответ .

П оказано, что кореш ки лука в растворе ф осф ора отставали в росте. У становлено 
такж е, что присутствие белого ф осф ора сущ ественно сниж ает митотическую  активность
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тканей по сравнению  с контролем  и, следовательно, обладает митотоксической 
активностью  (табл.).

А нализ соотнош ений фаз митоза показал увеличение доли клеток на стадии 
проф азы  с соответствую щ им  ум еньш ением  процентного отнош ения других стадий. Это 
м ож ет быть связано с блокировкой деления клеток в конце стадии профазы.

Таблица
ТаЫе

Митотический индекс корешка лука репчатого (АШит сера) при различных 
концентрациях белого фосфора 

Мйойс тй е х  оР Ъи1Ъ ошоп (АШит сера) гаШс1е а! уапоиз сопсепйайопз оР тоЫ1е рЬозрЬогиз

М итотическая
активность

Контроль 0.008 % 0.012 % 0.016 %

М1 7.25±1.15 3.31±0.88 2.35±0.65 1.35±0.25

М /Р-
м етафаза/проф аза

отнош ение
0.77 0.72 0.64 0.42

О чень интересно спонтанное появление в среде с белы м фосф ором культуры 
АзрегдШ ш  ищет АМ1 с измененной морфологией и окраской, быстрее растущ ей в среде с 
исследуемы м ксенобиотиком. Возмож но, это результат мутации и дальнейш ий этап 
адаптации микроорганизма к среде, содерж ащ ей белый фосфор. В одном повторе посева 
колония стала развиваться быстрее, чем  в других, хотя условия были соверш енно 
идентичны. Возмож но, это следствие мутации, обеспечивш ей лучш ую  
приспособленность к необы чны м  (и экстрем альны м) условиям  сущ ествования. П осле 
добавления равного объема культуральной среды на 53 день меж ду лидирую щ ей в росте 
культурой и остальны ми накопилось ещ е больш е различий. Через 55 суток после посева 
лидирую щ ая культура стала вы рабаты вать пигм ент и приобретать более насыщ енную  
желтую  окраску. Ч ерез 56 суток она стала оранжевой. К олонии в остальных двух 
повторах растут м едленнее и им ею т гораздо более светлую  окраску. О красилась не 
только колония, но и культуральная среда, т.е. пигмент хорош о растворим  в воде. 
П рим ерно в это время мы дали этому аспергиллу неофициальное название «рыж ий гриб».

Культура, судя по виду и окраске спор, безусловно, является черны м  аспергиллом, 
но м орфология колонии необычная. В оздуш ны й мицелий низкий, споры ф ормирую тся 
почти на поверхности среды. Это является еще одним свидетельством  того, что в 
культуре произош ла мутация. В прочем, требуется более детальное изучение м орфологии 
этого аспергилла. А  судя по тому, что «рыж ий» гриб эф ф ективнее набирал биомассу в 
среде с белы м фосфором, эта мутация повы ш ает его приспособленность к сущ ествованию  
в данной среде.

М етод ЯМ Р показал устойчивость культуры АМ1 к продуктам  неполного окисления 
Р 4. Сам факт вы работки устойчивости к группе вещ еств очень интересен (ф осф иты  и 
гипоф осф иты  являю тся антим икробны м и агентами [8шШ1е е! а1., 1989]), однако 
ож идаемы й результат -  полное метаболическое превращ ение белого ф осф ора в ф осф ат -  
еще предстоит подтвердить.

В ы в о д ы

1. 808-1их тест и А Ш и т тест продемонстрировали наличие ДНК повреждающей 
активности у белого фосфора. О днако общ ая токсичность этого вещ ества намного выше, 
то есть, строго говоря, белы й фосфор не является мутагеном.

2. П олучена культура черного аспергилла с измененной морфологией, более 
адаптированная к росту в среде с белы м фосф ором по сравнению  с исходной культурой.
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