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МУТАГЕННЫЙ ЭФФЕКТ УФ ЛУЧЕЙ НА СУПРЕССОР- 
СОДЕРЖАЩИЕ ШТАММЫ ESCHERICHIA'COLI

Определены спонтанный и ^-индуцированный индексы реверсий у штаммов отни­
мающихся по гену супрессорной гРНК Бир С. Установлено, что наличие как амберной 
։ак и охровой аллелей гена 8ц»> С в клетке приводит к увеличению частот индуцировав 
ных реверсий к лейцин- и адениннезависимости по сравнению с контрольным штаммом

Гипотеза о возможной роли генов тРНК в мутационном процессе ос­
новывается на следующем: известно, что мутации в генах компонентов 
аппарата белкового синтеза могут привести к переосмысливанию генети­
ческой информации. Относительно тРНК, в частности, установлено, что 
мутации в этих генах могут привнести как качественные, так и количе- 
чествеппые изменения в процесс белкового синтеза [7, 8, 11, 12}. С дру­
гой стороны, белковый синтез—это тот узловой барьер, прохождением 
через который обусловлено становление большинства мутаций.

На основании этих фактов была предложена гипотеза, согласно кото­
рой мутации в генах, контролирующих биогенез компонентов аппарата 
белкового синтеза клетки, вносят существенные коррективы в процесс 
белкового синтеза [3].

В настоящее время получены первые экспериментальные доказа­
тельства роли генов тРНК и рибосом в мутационном процессе, ?^далос 
показать, что выход мутаций у штаммов, отличающихся по генам либо 
супрессорной тРНК [6], либо рибосом [5]. различен.

В настоящей работе изучалась зависимость выхода УФ-индуциро- 
ванных мутаций от состояния генов супрессорных тРНК в исследуемом 
штамме. I

Материил и методика. Бактериальные штаммы. В работе использовались штамм.. 
"66. С А180. СА265.Е. соП (характеристика которых приводится в табл. 1), а также САД.՛ 

рмиссивных хозяев для нонсенс мутантов фага Т1 (получены и< КемСА167 -в качественен--- ----------------------
бриджской коллекции штаммов от С. Бреннера). В качестве хотяина для фатов
Т4 применяли Е. сой В. Штамм К 12 (А) использовали для получения исходных фаго-

лизатов и титрования трансдуцирующего фага Р1Кс.
Бактериофаги. Использовалась коллекция нонсенс мутантов фага Т4. описанных рз
2;. дикие фаг։. Т2 и Т4 и трансдуцнрующнй фаг Р1Кс. 
Среды. Мясопептонный бульон (МПБ); мясапепюнныи агар 1.2 и 0,7% (МП'՝

1.2 и 0.7%). В качестве основной среды (ОС) минимальная синтетическая среда М“

(I) с добавлением всех необходимых факторов роста н 
(мкг/мл): триптофан 40, треонин—20, аргинин—20, пролин 
10, тиамин—10. Селективные среды (ср1, ср2, срЗ. ср4, ср5. ■֊

с ле т \ к» щ и х концентрациях
20, лейннн—20, аденин— 

рб) готовили, исключая и •

ОС соответственно триптофан, треонин, пролин, аргинин, а гении , лейннн.
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Таблиц a

Характеристика штаммов Е. coli, использованных r работе

Генотип Фенотип

Ш Т.1ММЫ

РА 6021

С А167

СА167 15 26

РА6021/12

РА6021/17

Источник получения

— получен из музея бакте­
риальных культур Ин­
ститута общей гене- 
тики

4֊ получен от С. Бренера

конвертам? охра -8и 
амбер, получен у охра 
Би+ штамма ('А 167 
Оганесяном и Алапа- 
кян

получен нами

получен памп ■г

4- тикая аллель.
— мутантная аллель.

нсдукция. Шток фага Р1Кс приготовляли метолом агаровых слоев по Адамсу
|1] Трансдукцию проводили по методу, предложенному .Теноксом [10]. Способность ис­
следуемых культур супрессировать нонсенс мутации бактериофага Т4 проверяли спот-
тесто.м по Бентеру [I՜. < . , . • т » . н к

Определение выживаемости после УФ облучения. Культуру в логарифмической фа- 
< роста отмывали центрифугированием и ресуспендировали в среде А19. На следующий 

день ее облучали под лампой ПРК 4 на расстоянии 50 см. Выживаемость культуры 
после облучения определяли путем высева соответствующих разведений на среду 
МПА 1,2%.

Определение спонтанных и индуцированных индексов реверсий. Облученную и кон- 
рольную культуры центрифугировали при 3000 об/мин, ресуспендировали в среде МПБ 

(исходя из того, что конечная концентрация клеток в обеих культурах одинакова) и 
инкубировали при 37*С с постоянной аэрацией, в течение 4 час. для стабилизации му­
таций Затем контрольную и облученную культуры отмывали центрифугированием и вы­
давали на селективные среды (срЗ, ср4, ср5. ср6> для выявления спонтанных и индуци­
рованных ревертантов Число ревертангов подсчитывали на 5-ые сутки после посева

Результаты и обсуждение. Для регистрации изменений, вносимых 
снами тРНК в мутационный процесс, была выбрана следующая слете­

ла: сравнение индуцированного индекса реверсий к прототрофности у 
штаммов, различающихся аллельным состоянием гена супрессорной 
тРНК.

В качестве исходного штамма был выбран полиауксотроф РА6С-21. 
Штамм РА6021/17, отличающийся от исходного штамма наличием охро- 
*ого супрессора, был получен путем трансдукционного переноса супрес­
сорного гена Sup С из штамма СА167 в штамм РА6021. При переносе 
амберного супрессора донором служил дериват штамма СА167— 
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СА167/1О—26, способность которого су премировать амбернхю мутации, 
обусловлена конверсией охрового супрессора в амбернын [4]

В обоих случаях в качестве селективного маркера для отбора 8 и + 
1 рапсдуктантов был выбран 1гр маркер. Тесное сцепление указанны՝ 
маркеров обеспечило высокую частоту их котрансдукции как при пере­
носе амберпой, так и охровой аллелей супрессорного гена. При проверке 
$и траисдуктантов па сохранение ими маркеров реципиента обнаружи- 
лось, что они сохраняют недостаточность по всем маркерам, за исклю­
чением треонина. По-видимому, треонинзависимость у исходного штам­
ма обусловлена амбер мутацией, чувствительной как *к амберному. так 
и к охровому супрессорам (табл. 2). Что же касается супрессирующей 
способности культур, то оказывается, что, в отличие от 1гр транс­
ду ктантов, (гр՜ 8и трансдуктапты полностью повторяют картину су­
прессии нонсенс мутаций фага Т4 донорными штаммами.

Таблица 2
Частота совместною переноса Ир гена с неселективными маркерами

Селективный 
маркер (гр

Частота котрансдукции неселективных 
маркеров с (гр геном. 0 в

Зир С

Р1 топор Реци­
пиент

тЬг * а<1е рго

охра амбер

С А167

С А167,15.26

Все

РА 6021

РА6021

граисду

80

62

ктанты

32

23

>дновре\

0

0

1енна

0

1 0

ведут

22

26

себя ։

22

0

сак (Иг

0

26

•

0

0

0

О

аг£ 1ен

При определении спонтанных индексов реверсии } штамма РА6021 
и у Зи дериватов этого штамма была выявлена крайне низкая частота 
ревертирования к лейцин- и адениннезависимости у всех культур, спон­
танные ревертанты по аргинину и пролин} вообще не были обнаруже­
ны. Мутагенизация УФ лучами значительно повысила частоты реверс ш 
по лейцину и аденину, что позволило судить о роли супрессорных тРНК 
( мутагенезе. Отсутствие же индуцированных ревертангов по аргинину 

и пролину, по всей видимости, можно объяснить краппе низкой ысппш» 
спонтанных реверсий по указанным маркерам.

Как показали результаты экспериментов, наличие в клетке супрес 
сора не приводит к существенным изменениям в радиочувствительноет 1 
ее (рис. 1). Если присутствие амберного супрессора и снижает несколь­
ко радиочувствительность культуры по сравнению с контрольным пиам 
МОМ, то в случае с охровым супрессором каких-либо существенных раз­
личий между трансдуктантами и контролем не обнаруживается.
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Пиан картина наблюдается при сравнительном анализе индексов 
\ Ф-индуцированных реверсии \ исследуемых культур. Наличие в клет­
ке как амперного, гак и охрового супрессоров приводит к увеличению

• _ Vчастот реверсии к аденин- и леициннезависимости ио сравнению с коп-

/ СЮ У V Пу'*4

Рис. I Кривые 2» Ф инактивации штаммов РА6021, РА6021/12, РА6021/17.

трольным штаммом. Причем увеличение индексов реверсий по аденину 
оказывается одинаковым в обеих культурах; как в случае с 5и амбер 
так и в случае 5 и охра мутантами, соотношение долей реверсий транс- 
дуктантов и контрольного штамма составляет 2,7:1 (табл. 3). Что же ка-

Таблица 3
УФ-индуиированный индекс реверсий к адениннезависимости у штаммов 

РА6021, РА6021/12 и РА6021/17

Штаммы

Соотношение до­
лей реверсий 

трансдуктантон 
и контроля

РА6021

РА6021 17

РА6021 12

Проверено 
бактериаль­
ных клеток

Обнаружено 
ревертантов

Доля ревер­
тантов на 
10б клеток

Выживае­
мость после 
УФ облуче­

ния, •/,

2,5±1,5 20.1 10® 94 0,46

2,0 1,5 3,30 10’ 335 1,30

2,5*1.5 1,40 10’ 120 1,30

1

2.7

2,7

сается лейцинового маркера, то оказывается, что у штамма, несущего 
охровый супрессор, частота ревертироваиия к лейциннезависимости не­
сколько выше, по сравнению с 8и амбер штаммом: соотношение до­
лей реверсий трансдуктантов и контроля в этом случае соответственно 
составляет 5,2:1 и 3,7:1 (табл. 4).

Полученные нами данные подтверждают высказанную ранее гипо­
тезу относительно роли аппарата белкового синтеза, в частности роли ге­
нов тРНК в мутагенезе [3].
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Г з б л и ц а 4
УФ-ин тушированный индекс реверсий к лейниннсзависимости у штаммов 

PA602I, PA6021/I2 и PA6021/I7

111 таим

Выживае­
мость после 
УФ облуче­

нии, •/.

Проверено 
бактериаль­
ных клеток

Обнаружено 
ревергантов

Доля ревер- 
тактов на 
10* клеток

Соотношение до 
лей реверсии 

трансдуктантов и 
контроля

РА6021

РА6021 17

РА6021 12

2,5+1,5

2,0^1.5

2,5±1,5

2,80-108

3.00-IO»

2.23 10»

397

2337

1044

1,80

9.40

6,70

1

5.2

3.7

Эти результаты представляют, на наш взгляд, интерес в том аспекте, 
что если факт участия генов тРНК в неоднозначности считывания гене­
тической информации считается установленным, то вопрос о роли их в 
мутационном процессе требует экспериментального доказательства. Так, 
известно, что наличие нонсенс кодонов в информационной РНК призо- 
ип к тому, что трансляция прекращается и образуется неполноценный 
короткий пептид. Супрессия, осуществляемая генами тРНК с изменен­
ной антикодоновой [12] или какой-либо иной областью молекулы тРНК 
|9', приводит к восстановлению белкового синтеза, и, соответственно, к 
переосмысливанию генетической информации. При этом установлено, что 
как амберные, так и охровые мутации чувствительны к охровым супрес­
сорам, в то время как су премирующая способность амберных супрессо­
ров ограничивается лишь амберными мутациями. Это свойство супрес­
сорных тРНК вносить коррективы в процесс белкового синтеза не ис­
черпывается супрессией нонсенсных мутаций. Известно, что определен­
ным образом измененные тРНК супрессируют так называемые мутации 
со «сдвигом рамки» [43]. Зависимость белкового синтеза от состояния ге­
нов супрессорных тРНК может нести не только качественный, но и коли­
чественный характер. В работе Рассела показано, что три формы од­
ной и той же супрессорной тирозиновой тРНК, отличающиеся по степени 
модификации основания, примыкающего к антикодону, по-разному под­
держивают синтез белка in vitro [8]. Поскольку незначительные измене­
ния в молекуле тРНК, сохраняющей свои супрессорные свойства, отра­
жаются па процессе белкового синтеза, можно было бы ожидать опре­
деленных различий в мутагенезе, обусловленных особенностями белко­
вого синтеза, у выбранных нами штаммов, отличающихся аллельным 
состоянием супрессорного гена Sup С. Как показали результаты эк», пер д 
ментов, различие свойств супрессоров отразилось на мутационном про 
иессе: так у штамма, несущего охровую аллель супрессора, индекс г с 
версий к лейциннезависимости оказался выше по сравнению с амс ej 
аллелью. Одним из возможных объяснений увеличения частот р<.вс}<> 
к прототрофпости у Su ь штаммов может быть следующее культуры, 
несущие супрессор, в отличие от Su" штамма приобретают с jocoi>.io< 

сунресснровать нонсенсные мутации, возможно, индуцируемые 
ми наряду с реверсиями. С ’ этой течки зрения можно объяснить ч на-
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блюдае.мую разницу индексов реверсий по лейцину между 8и охра и 
8иамбер+ штаммам!!, как результат неспецпфнчности охрового супрес­
сора. позволяющей супресснровать наряд) с охровыми и амберные мута­
ции. Но предварительным данным, указанная причина увеличения 
индекса реверсии \ 8н * вариантов не единственная, поскольку при Яро­
ве гении экспериментов в условиях, снимающих указанное преимуще­
ство 8н ♦ культур, частота индуцируемых реверсий у 5н՜ штамма 
РА6С21 несколько увеличивается (по лейциновому маркер)). но не до­
стигает уровня частот ревертирования 5и+ дериватов.

Резюмируя настоящую работ), можно сказать, что полученные на­
ми результаты подтверждают необходимость учета генетического потен­
циала клетки при опенке мутационного процесса; согласно нашим дан­
ным, гены тРНК могут играть определенную роль в сложном процессе 
мутагенеза, увеличивая частоты индуцированных мутаций.
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Ա մ փ n փ n t մ

Հ ձ տ ա գ ո տ վ ե լ են սպոնտան և ուլտրամանուշակագույն ճառագայթներով 
ինդուկցված ոևերսիաների ինգեթսներր ս nt սլ ր ե ս ո ր ա ւին H'bft' սլ արո ւն ա կ ո գ 
շտամների մոտ: Ապացուցվել է, որ Sup (. գ են ի ամբեր կամ օխրա ա լելն երի

ներկա յաթ յունր բքքում Հանգեցնում / ո ե ե ր ս ի ան ե ր ի մուտացիոն ինգերսների 
մ եծ ա ցմ ան ր գեւդի լ ե /գին և 
տոէթյամբ;

Ագենինային մ արկերի 

նույնն Է ցանկացած ալելի

ա դենին անկախության ստուգիչ չտամ ի Համ եմ ա-

դեպքում ռևերսիալի ինգերսի բարձրացումը միև- 

ներկայությամբ և ստուգիչ շտամի ռևերսիա յի ին֊ 
անգամ: Սո t պրե սորա յին օխրա ալելր կրող շտամի

1ք'ԼհԻն անկախության ոևերսիոն ինգերսր ամբեր ա լ ե լ կրող շտամի համեմա­

տությամբ ավելի բարձր Էէ Ստուգիչ շտամի ոևերսիոն ինգերսի գերագանցումր
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