
ՀԱՅԿԱԿԱՆ ՍՍՀ ԳԻՏՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԻ ԱԿԱԴԵՄԻԱ: ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԳԵՍ 
АКАДЕМИЯ НАУК АРМЯНСКОЙ ССР. БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

т. XX, № 1 1, 19 67

М. Г. ОГАНЕСЯН, Э. Г. МУГНЕЦЯН

ИНДУЦИРОВАННЫЙ МУТАГЕНЕЗ У ЯНТАРНОГО МУТАНТА 
am В22 БАКТЕРИОФАГА T4D

Подавляющее большинство химических мутагенов, широко приме­
няемых в генетических и селекционных работах, относится к группе ал­
килирующих агентов [3]. Целенаправленное и осознанное применение 
этих мутагенов требует детального знания механизмов их инактивирую­
щего и мутагенного действия. Задача настоящей работы—изучить не­
которые стороны этого вопроса.

Материалы и методы. Среды: твердый питательный агар: пептон 
(spofa)—10; NaCl—5, глюкоза—4; аминопептид—100, агар—12, Н2О— 
до 1 литра. Полужидкий агар: пептон (spofa) —10; NaCl—5, глюкоза—4; 
аминопептид—500, агар—7; Н2О—до 1 литра.

Бактериофаги: В работе использовался янтарный мутант атВ22 
фага Т4 (получен от Р. Эдгара).

Бактерии: В качестве рестриктивного штамма использовался 
Е. coli В (получен от С. Бензера), в качестве пермессивного штамма— 
Е. coli CR63.

Мутагеиизация препаратов фага. Суспензия фага ашВ22 разводи­
лась в бикарбонатом буфере (pH = 7,3), инкубировалась при 37°С в те­
чение 5 мин. и в этой смеси разбивалась ампула с диэтилсульфатом 
(ДЭС) из расчета конечной концентрации мутагена 0,17 М. Смесь инку­
бировалась дальше при 37°С, при постоянном перемешивании, через 
определенные сроки отбирались пробы и переносились в инактивирую­
щий раствор тиосульфата натрия (после предварительных опытов была 
выбрана оптимальная концентрация тиосульфата натрия=26,0%) для 
прекращения действия мутагена. Соответствующие разведения высе­
вались на газоны пермессивного и рестриктивного штаммов для опре­
деления степени инактивации и мутагенизации.

Инактивация. Степень инактивации фага устанавливалась опреде­
лением титра фаговой суспензии до и после обработки мутагеном мето­
дом агаровых слоев [1], на пермессивном штамме Е. coli CR63.

Мутации; Частота встречаемости реверсий типа ат ->ат~ опреде­
лялась после in vitro обработки препаратов фага мутагеном, с после­
дующим непосредственным высевом на рестриктивный штамм Е. coli В. 
Индекс реверсий определялся из сравнения титров фага на рестриктив­
ном и пермессивном штаммах. Эффективность разных доз мутагена вы­
ражалась в частотах встречаемости ревертантов, отнесенных на Ю7 ис­
пытанных частиц фага.

Результаты экспериментов и обсуждение. В предварительных экспе-
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риментах были выбраны концентрация мутагена, продолжительность 
экспозиций, оптимальные условия обработки мутагеном (значение pH 
буфера), способ прекращения действия мутагена (раствор тиосульфата 
натрия в концентрации 26%) и др.

В выбранных условиях проводилась обработка препарата фага (в 
титре—Ю12) ДЭС в концентрации 0,17 М, при продолжительности экс­
позиций от 2 до 30 мин. с последующим определением числа жиз­
неспособных фаговых частиц на пермессивном штамме Е. соИ СК-63 и 
частоты встречаемости ревертантов на рестриктивном штамме Е. соИ В. 
Результаты пяти типичных опытов представлены в табл. 1.

Мутагенное действие ДЭС (0,17 М в бикарбонатном буфере pH = 7,3) 
на бактериофаг Т4 Д (время в мин).

Таблица 1
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1,90 39 1,34 32 1,04 42 0,96 45 0,58 50 0,04 140
1,85 31 1,32 38 1,27 47 1,18 45 0,80 43 0,01 105
1,79 30 1,35 40 1,10 43 1,08 46 0,90 48 0,05 ■ 135
1,78 28 1,25 35 1,10 39 1,08 46 0,90 — — —
1,78 27 1,25 33 1,10 38 1,08 43 0,90 — — —

Сред­
нее 1,82 31 1,30 35 1,10 41 1,07 45 0,76 47 0,03 126

Как видно из таблицы, ДЭС может индуцировать мутации ат -* 
ат+ при in vitro обработке бактериофага. Следует особо заметить, что 
отмечается не только возрастание относительной доли ревертантов после 
мутагенизации (отнесенное к числу выживших жизнеспособных фа­
говых частиц), но и абсолютное возрастание числа ревертантов в штоке 
от менее чем 40 в контроле до 140 в опыте. Соразмерно с дозой мутагена 
отмечается постепенное возрастание числа ревертантов аш+ типа в пре­
парате.

Средние данные нескольких опытов по определению степени инакти­
вации, частоты встречаемости реверсий ат—* ат+ типа в расчете на 
107 жизнеспособных частиц бактериофага, индексов реверсий и эффек­
тивности мутагенизации при разной продолжительности экспозиции му­
тагена приведены в табл. 2.

Как видно из данных табл. 2, по мере увеличения продолжительно­
сти экспозиции отмечается снижение числа жизнеспособных частиц фага 
в штоке с одновременным возрастанием частоты встречаемости частиц 
фага, претерпевших реверсии от янтарной мутации к дикому типу. При 
инактивации ~ 99% фаговых частиц, частота встречаемости ревертан-
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Таблица 2
Эффективность действия ДЭС на янтарный мутант ат В22 при разной 

продолжительности экспозиции

Продолжи­
тельность 
экспозиции 

(в мин.)

Выживае­
мость в °/0

Всего обна­
ружено 
мутаций

Частота встречае­
мости мутаций 
на 107 жизне­

способных частиц

Индекс 
реверсий

Х10’

Эффектив­
ность му­

тагенизации

0 100,0 333 1,7 1,9 1,о
2 75,0 364 2,6 2,7 1,5
4 63,0 437 3,7 3,8 2,1
6 58,0 568 4,2 4,0 2,4

10 41,7 582 6,1 6,2 3,6
20 25,2 1445 11,4 30,6 6,7
30 1,7 380 407,0 410,0 238,0

тов достигает 407 при значении Ц7, перед мутагенизацией. При этом 
индекс реверсий составляет 410, при 1,9 в контроле. В этих условиях 
эффективность мутагенизации, оцененная по соотношению частот ре­
версий в опыте и контроле, составляет 238, т. е. при гибели 99% фаговых 
частиц частота встречаемости ревертантов аш+ среди 1% выживших 
жизнеспособных фагов в 238 раз превосходит контрольный уровень.

Реконструкционный эксперимент показал, что во всех четырех про­
веренных случаях спонтанные ревертанты более чувствительны к ДЭС, 
чем исходный ат В22, что исключает стихийный отбор предшествующих 
мутантов (табл. 3).

Таблица 3
Результаты реконструкционного эксперимента с четырьмя спонтанными 

апг ревертантами

Смесь 
фагов 

ат В22 
и ат+

На газоне

До обработки мутагеном После обработки мутагеном

выросло фагов соотно­
шение 

В/С₽ 63

выросло фагов соотноше­
ние

В/СИ 63в 4 раз­
ведении

в 5 раз­
ведении

в 1 раз­
ведении

-в 3 раз­
ведении

I В 
СК-63

300
1400 1:47 0 0

457 <1:50.000

II
в

СК-63
108

1610 1:146 0 0
457 <1:50.000

III в
СК-63

290
1880 1:65 0 0 

482 <1:50.000

IV в
СК-63

74
1660 1:208 0 0 

590 <1:50.000

В настоящее время общепринятыми считаются развитые Э. Фризом 
представления о том, что спонтанные и индуцированные мутации явля­
ются следствием изменений чередования оснований в молекулах нуклеи­
новых кислот [5, 6, 15]. Фриз отмечает 4 типа таких изменений: простые 
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и сложные замены (или соответственно транзиции и трансверсии), выпа­
дения (делении), вставки (включения) и инверсии [6]. Вне зависимости 
от типов изменений требуется по меньшей мере один (чаще больше) акт 
редупликации нуклеиновых кислот для «установления» мутаций [6].

В наших экспериментах использован янтарный мутант фага T4D. 
Он обладает двумя весьма существенными для обсуждаемого случая 
особенностями. Во-первых, am В22—янтарный мутант, это означает, что 
в мутационном сайте он несет триплет ЦТА (соответствующий триплет 
в молекуле информационной РНК будет УАГ), который не имеет «ами­
нокислотного смысла» [10, 19] и поэтому на месте такого «бессмысленно­
го» кодона синтез кодируемого белка, по-видимому, прерывается [9]. 
Во-вторых, am В22 несет янтарную мутацию в гене, контролирующем 
синтез ДНК-полимеразы, фермента, без которого редупликация ДНК 
невозможна [14, 28].

Представленные в экспериментальной части результаты показыва­
ют, что под действием алкилирующего агента ДЭС у янтарного мутанта 
am В22 можно индуцировать реверсии в условиях, когда, по-видимому, 
редупликация ДНК исключается. Действительно, после обработки му­
тагеном in vitro фаг помещается в клетки рестриктивного штамма 
Е. coli В. В этом штамме развитие фага, которое начинается с редупли­
кации фаговой ДНК, может идти только после осуществления реверсии 
к дикому типу, так как редупликация ДНК возможна лишь при нали­
чии «нормальной» молекулы ДНК—полимеразы. Между тем, у am В22 
янтарная мутация поразила именно ДНК—полимеразный ген, поэтому 
синтез «нормальных» молекул фермента возможен лишь после того, как 
обратная мутация «исправит» мутационное повреждение в молекуле 
гена.

В настоящее время накоплено много данных об индукции тем или 
иным фактором мутаций у фагов [2, 8, 16, 20], бактерий [20], дрозофилы 
[18] и др. в условиях, когда редупликация гена видимо исключена.

Попытка объяснить случаи возникновения мутаций в «старом» (ис­
ходном) гене была сделана Меллером с соавторами [18]. Возникновение 
индуцированных алкилирующими агентами мутаций в «старом» гене 
дрозофилы ими объяснялось ротацией (вращением вокруг оси ДНК на 
180°) оснований в молекуле ДНК. Однако остается невыясненным, вы­
держит ли эта гипотеза критику с точки зрения современных физико- 
химических представлений о структуре ДНК.

Представляет собой интерес получение реверсий типа ат —> ат -4- 
именно под действием ДЭС. В настоящее время в большинстве работ 
[4—7] указывается, что алкилирующие агенты индуцируют мутации бла­
годаря реакции с гуанином в молекуле ДНК- Такой алкилированный 
гуанин «вымывается» из ДНК, оставляя за собой «брешь». При реду­
пликации такой «депуринизованной» ДНК в комплементарной нити на­
против образовавшейся «бреши» с равной вероятностью может вклю­
читься любое из 4 оснований, либо не включится никакое основа-
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ние. Генетические последствия депуринизации ДНК представлены на 
схеме (рис. 1).

Л л к. (дельшшхзАИ.ия}

4 0 — Д Т (гр/шсзерси* ЦТ-АТ) 
/'ГО ֊- ТЦ(-------------ЦТ^Т-Ц)

0 __ и О — ЦТ(ЖГ /-'У7АЦШ^
<\у ТО — Г А(транзяция О Т-^ТА)

ОО — О 0(мошлух/1ротдд/м$ деления)
ТА

ИСХОДНАЯ 
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Рис. 1. Генетические последствия депуринизации алкилированной ДНК.

Однако, как указывалось выше, ат В22 в мутационном сайте несет 
янтарный триплет ЦТА, т. е. не содержит гуанина. Между тем, у ат В22 
алкилирующий агент ДЭС вызывает реверсии. По данным химических 
исследований, алкилирующие агенты реагируют не только с гуанином 
(по Ц7), но и с аденином (по М1 и заметно меньше по Кт3 или по К։ и 
одновременно) и незначительно с цитозином [11, 12]. Так как алкилирую­
щие агенты с тимином не реагируют, а с цитозином реагируют слабо и 
только при высоких концентрациях, то из янтарного триплета ЦТА, по- 
видимому, именно аденин ответствен за мутации, индуцированные 
ДЭС-ом. О возможном участии аденина в мутационном процессе, инду­
цированном алкилирующими агентами, свидетельствуют и косвенные 
данные Крига и Лёббека, основанные на реверсном анализе г-мутаций 
[17]. Вывод о необходимости пересмотра наших представлений о неиз­
бежности редупликации ДНК для «установления» всех типов мутаций 
и о действии алкилирующих агентов через реакцию с аденином под­
тверждается и другими экспериментами.
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Մ. Գ. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ, է. Գ. ՄՈԻՎՆԵՑՅԱՆ

ՄՈՒՏԱՑԻԱՆԵՐԻ ԻՆԴՈՒԿՑԻԱՆ TW ԲԱԿՏԵՐԻՈՖԱԳԻ ՍԱԹԵ
ՄՈՒՏԱՆՏ am 522-Ի ՄՈՏ

Ամփոփում

T4D բակտերիոֆագի ԴնԹ֊ պո լիմե բա զա յին դենի սաթե մոլտանտ аГП 
322֊ի մոտ ալկիլացնող ագենտ դի է թ ի լ սուլֆատի ա զգեցության տակ ստաց֊ 
վել է ռևերսիա դեպի վայրի տիպ։

Ավելի քան 200 անգամ մուտացիաների հ ան դիպմ ան հաճախականության 
ավելացում նկատվել է մուտագենիզացված ֆազի պրեպարատը ռեստրիկտիվ 
շտամի գազոնի վրա անմիջական ցանքի դեպքում։

Ստացված արդյունքները բացատրվում են նրանով, որ ըստ եբնույթին, 
հնարավոր է մուտացիաներ ստանալ առանց ԴՆԹ֊ի ռեդուպլիկացիայի, և որ 
ալկիլացնող ագենտները (համենայն դեպս դիէթիլ սուլֆատը) առաջացնում են 
մ ուտ ա ցիաներ ոչ միայն գուանինի հետ փոխազդելով, այլև ԴՆթ-ի մոլեկու֊ 
լում գտնվող ուրիշ հիմքերի, ամենից հավանականը' ադենինի հետ։
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