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ДРОЖЖИ КАК МОДЕЛЬ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ .МУТАГЕНОВ

Ю. И. ПАВЛОВ, О. В. ТА РУНИНА
Ленинградский государственный университет, кафедра генетики и еелеки г

Աշխատանք я id արված ( ծ աման ակ in կից մոտեցումների անալիզ' մուտագենների 
մոէ!յկսւլլսւր ււս/եցիֆիկու [I լան Ուսումնասիրման համար խմորասնկերի ր րիչների 
.զտազործմամր, ինչպես նաև քնրված են սեփական փորձերի տվյալներ րստ իւմո- 
րասնկի LYS2 զենում մուտացիաների անա/իզիւ

Analysis of modern approaches for the study of mutagenes molecular 
specificity by yeasts use is given in the article, as well as data of own 
experiments according to mutations analysis in LYS2 gene of the yeasts 
are stated.

Одним из наиболее плодотворных современных подходов в исследовании 
механизмов мутагенеза является молекулярно-генетический анализ 
мутации методами генной инженерии. Знание типов и распределения 
изменений нуклеотидных последовательностей позволяв! выяснить 
механизм действия мутагенов, прогнозировать степень их генетической 
опасности, сферу их применения в качестве инструментов генетического 
анализа.

Сахаромицеты позволяют анализировать природу мутаций на ген- 
ао-ияженерно.м уровне. Эти низшие эукариотические микроорганизмы 
обладают ядром с хромосомами, напоминающими хромосомы высших 
эукариот, являются популярным объектом для анализа мутагенеза у 
эукариот [16]. Дрожжи, прекрасно (изученные генетически и биохими
чески [2]. являются одним .из наиболее разработанных ген но-инженер
ных объектов [23]. В отношении дрожжей-сахаромицетов разработаны 
методи нс только отбора мутантов в определенных генах, но и их тон
кого внутр я генного картирования и анализа нуклеотидных лосле- 
довательностей мутантных аллелей, что позволяет прямо изучать м ле- 
еулярную специфичность мутагенов [ 10» 17]

Принадлежность дрожжей к эукариотам позволяет соотносить дан
ные, полученные ։на них с результатами работ по высшим эукариотам.

Молекулярная специфичность мутагенеза—общие принципы анализа

Для успеха при анализе специфичности мутагенеза важен удачный 
выбор гена, в котором изучают мутации. Долгое время, в эпоху «до

Сокращения: ЭМС—этилметзнсульфонат; ГАП—гидроксиламинопурин. 
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снквенированвяэ практически единственным таким геном Пыл га 
(Ml. так как о этой системе были разработаны и селективные метод 
пол*՝ 1СНИЯ мутантов, и методы анализа их по изучению последовата 
носин ювольно короткого белка продукта гена 116, 21] Уволит 
число генов, в которых можно изучить природу мутаций. ПОМОГЛИ СОВ) 
менные методы енквеннриаання ДИК Основные требования к сои 
мсниым сшчемам анализа генной специфичности следующие:

легкость отбора мутантов (наиболее удобны селективные .мете 
отбора, например и гене URA3 или LYS2) [7. 8|;

налично плазмат с клонированным геном;
знание нуклечпиднон после ювательиости гена;
шнможность перевода мутантных аллелей в форму, в которой 

мож-но определять их нукл сиги дну ю последовательшх-ть.
Последнее требование определяет успех всей .работы, •поэтому «н 

считаем необходимым рассмотреть >тот этап подробнее ПрнЙОДПМ 
мсто.нп», |i.i фаботанных на дрожжах. могут быть применены и к другим 
объектам

Mt-roow клонирования и сиквеннровани.ч аллелей генов дрожжей. I
Невысокая сложность генома дрожжей позволяет иссладовать пук- 

лести шыг inx-ледовательностн небольших геном, например, гонов 
•гРНК. прямо на хромосомной ДНК. при использовании меченых олн- 
гон\клеотндных праймеров [ 14] Этот метод не нашел пока широкого’ 
применения на дрожжах из-за плохой воспроизводимости и того, что: 
он применим не для всех генов. У высших эукариот для прямого анали
за слов с успехом применяют технику энзиматической амплификации, 
заданных участком ДНК цепными реакциями ДНК-полимерази [22] 
В отношении дрожжей пока неясно, что проще: подобный подход или 
использование методов клонирования мутаций в бактериальные векто* 
ра. о которых речь пойдет ниже.

П греклонирование мутантных аллелей с хромосомы 
на бактериальный вектор.

Легче всей определять нуклеотидную последовательность ДНК л 
составе специальных векторов—однонитевых или дэупнтсвых [9, 18]. 
У дрожжей разработаны быстрые методы клонирования хромосомных 
аллелей в такие вектора.

Наиболее прямолинейный подход -прямое клонирование, г. е. соъ 
тайне ми ни-библ потеки еномз из фрагментов ДНК генома заданного 
размера на бактериальном векторе В результате лишь малая доля 
•рекомбинатных лекторов несет нужный фрагмент Эти единственные 
плазмиды находят, используя поиск гомологичной последовательности 
in vitro 1меченым фрагментом ДНК того гена, аллель которого надо 
выделить. Так .изучали мутации н супрессорном гоне т-РНК, индуцври* 
ванные ICR- 170 [12] При отлаженной технике клонирования ггот 
путь наиболее быстрый, так как не требует предвари тельного .кшнструй- 
рованкя специальных штаммов. Но его вряд ли можно рекомендовать 
во всех случаях, так как он требует очень хороших ферментов н реак՛ 
п«юв и ювелирной техники молекулярного клонировании.
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l Более остроумным является метод «выселения» мутантной послсдо- 

ва ульностн,® котором для ее поиска в геноме также используют г,мо
Ктодым к и дикого типа, но в условиях in vivo, при этом вектор ока
зывается связанным с дужной последовательностью в результате го
мологичной рекомбинации [25] (рис. I). Ген дикого типа на плазмиде 
.Становится «проводником» вектора к мутантном аллели. Теперь подоб

раннее рестрикгазы будут вырезать из геномной ДНК штамма мутан-

Рис. I. Рис. 3.
Рис. I. «Выселение» мутантной поеледонательнсстл из хромосомы па лиге- 
гратнвиую плазмиду. А. В—сайты узнавания рестрпктаз. 1 интеграция 
плазмиды а хромосому при трансформации, II—разрезание хромосомной 
ДНК интегранта рестрнктазой <В>, ИI—лигирование. I исследователь- 
1юст|. бактериального вектора, 2 изучаемый ген, аллель дикого типа. 
3—-от же ген, мутантная аллель, 4—прочая хромосомная ДНК дрожжей 
Рве. 2. Структура интегранта трехмаркерной плазмидой и «аысслспнс» му 
гантного гена. «А»—сайты узнзнания ресгриктаз. I. 4 см подпись к рис. I. 
2—мутантная аллель изучаемого гона. 5 аллели гена, но которому прово

дили интеграцию.
Рг> 3. Структура интегранта при интеграции по гомологии с фрагментом 
ДНК, прилегающим к изучаемому гену, и результат «выселения՛- «А». I. 
4 о։ ткэдпя.'ь к риг. I. 2- изучаемая мутант ая аллель, 3 .грож;к-.;г й с- 
лектквныЙ маркер, 5 участок дрожжевой ДНК, прилегающий к исследуе

мому гену.

тную аллель вместе с вектором и закольцованные лигазой фрагменты 
с вектором смогут трансформировать бактерии. Недостатком этого ме
тода является необходимость для каждой новой мутации проводить 
трансформацию дрожжей и генетически и биохимически ох арактср и .со
зывать трансформант. Кроме того, в зависимости от места кроссовера 
при .интеграции тип рестрикты, вырезающей нужную плазмиду, будет
разным.
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Развитием этой идеи является получение штаммов, у которых мо
торная плазмида постоянно 'интегрирована в геном и ассоциирована с 
последовательностью изучаемого гена У таких штаммов получают му
тации и сразу же проводят серию «.выселения».

В одном из вариантов этой техники исследуемый геи вшмят и 
штамм с деленной •исходной копии гена в составе интегративной трех- 
маркерной плазмиды по гомологии с каким-нибудь дрожжевым мар*. 
ксром плазмиды [17) (рис. 2). Третий маркер служит щи гелстичс-1 
гко։о контроля структуры ингсгрантов С помощью такой системы был I 
исследован УФ-индуцированный и спонтанный мутагенез в гене 1’КАЗ 
| 17] Недостатком является необычное положенно исследуемого гена а 
։ ономе.

В другом варианте специальные вектора вводят рядом с резиден
тным геном по ым »логин с фрагментом ДНК. примыкающим к этом* | 
гену 1121 (рис 3) Это наиболее удачное решение, так как гон «хтаетсм 
на своем «законном» месте.

Принципиально иная идеи клонирования также основана ни фено
мене гомологичной рекомбинации генной конверсии При грансформа- 
пни дрожжей репликативной плазмидой с двушгтсвой брешью п|юш- 
ходит застройка этой бреши с использованием в качестве донора инфор
мации хромосомной гомологичной аллели [19] (рис. I) В результате! 
автономно реплицирующаяся плазмида in vivo «клонирует» ксобходи* 
мый фрагмент и может быть легко извлечена из дрожжей при трансфор-1 
мании препаратом их тотальной ДПК кишечной палочки. Этот метод- 
позволяет клонировать и точкозые и структурные мутации, вплоть до) 
инсерцнн транспозона [6]. Для того, чтобы этот метод был эффек
тивен, необходимы плазмиды с делением тех рестрикционных фраг*1 
ментов, которые предполагается клонировать. Привлекательность этого; 
метода в минимуме биохимических манипуляций.

Мутагенез на плазмидних генах.

Всех этапов клонирования, приведенных в предыдущем разделе) 
можно избежать, изучая мутации в гене, находящемся на плазмиде. На 
такой системе изучены спонтанные и УФ-индуцгврованные мутации и 
гене одной из т-РНК дрожжей [15,20].

По данным этих авторов. по крайней мире спонтанные .мутации ■ 
плазмид ной системе подучаются такие же. как и на хромосоме. В то же; 
промя есть данные о том. что индуцированный мутагенез в генах на 
плазмидах может существенно отличаться аг мутагенеза о хромо* 
соме [1].

Особенности мутагенеза у дрожжей.

С помощью методов, описанных нише, у дрожжей изучены спои- 
таимые и индуцированные ICR—170 и Уф-светом .мутации Оказалось, 
что ICR—170 индуцирует в основном вставки пар оснований в мостах 
монотонных повторен и ге.х участков ДНК. которые .могут образовы
вать «шпильки» за счет несовершенных гзовторон [10, 12]. Эго показы
вает важность вторичной структуры ДНК, определяемой, в свою очо- 
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рель, первичной структурой, п детерминации специфичности и нитей- 
скэности мутационного процесса у .эукариот.

Мутации при действии УФ-свста у дрожжей происходя։ в основном 
в тех сайтах, где возникают циклобутановые димеры и 6 4 фотогр • ■ 
дукть. что'доказано также для бактерий и клеток человека [13]

Тины возникающих мутации позво
ляют проследить и схожесть и осо
бенности механизма мутагенеза у 
фожжей и у бактерий [17]. К со
жалению. некоторые гены одного 
организма по типам мутаций могут
отличаться сильнее чем гены двух 
разных организмов, что затрудняе։ 
интерпретацию результатов. Мы по

пытал нсь связать распределение

Рис. 5. Рис. б.
Рис. 4. Конверсия хромосомной аллели ла плазмиду «А»--конверсия на 
плазмиду. интеграция плазмиды (нежелательный для данного метода 
исход). 1. 2. 4. см. подпись к рнс. 3. 3 селективный дрожжевой маркер 

плазмиды. 5—репликатор плазмиды.
Рис. 5. Физическая карга гена 1.УЯ2. Обозначения рестрикта.): Е ЕсоК1. 
6-ВгЦ1. X—Х1ю1, В—ВатН1. Н֊Нт<ПП. Р—РзИ. Цифры над ре- 
стркктазамн координаты расстояний в тыс. нукл пар. 1 —ген 1.У82. 2— 
сиквепиропаиные районы гена. 3- точка начала трансляции гена. 4 точка 

терминации трансляции, 5—транскрипт гена.
Рис. б. Плазмиды, применяемые для изучения мутаюов по гену 1.У82. 
Обозначения рестрнктаз такие же, как и на рис. 5. 1—ген 1Л52. 2—геи 
ЛЕШ. 3—ген АОЕ2. 4—фрагмент днухмикроиной плазмиды дрожжей. 
5֊-последовательность бактериального вектора, обуславливающая устой

чивость к тетрациклину, 6—то же. но к ампициллину.

мутаций в гене С R.АЗ с особенностями его хроматина, так как известна 
<фззиро»ка> «нуклеосом >в этом гене [24]. Оказалось, что частота воз
никновения мутаций в линкерных и нуклеосомных реакциях неодина
кова (Р>0,05) Так что по крайней мере при данной выборке мутантов, 
полученных в работе [17], .не удается связать специфику мутагенеза у 
низших эукариот с нуклеосомами.
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Нуклеотидные последовательности мутаций в гене
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.2.; и .3. обозначают нонсенс кодоны «охр», «опал» и «амбср> co
ответственно. Методы клонирования: I—репарация бреши, 2—ляыселенне*. 3—получе
ние мутантов па плазмидпом гене.

Изучение мутации в гене 2.

Мы разработали систему для анализа 'Мутаций в гене фожже 
1Л8 2 [4, 5] (рис. 5). Для клонирования мутаций мы применяли (ряс.6) 
я метод «выселения» (при использовании плазмиды У1РЗЗЗ, и чего; 
конверсии на репликативную плазмиду р1,Ы2. я получение мутаций 1 

плазм-идиом гене (плазмида рАШ). Результаты анализа мутант 
индуцированных ЭМС и ГАП. приведены в таблице. Для сравнениями 
привели последовательности двух мутаций, индуцированных ГАП ? 
кишечной палочки в гене 1ас2. Существенным, на наш взгляд, являека 
го, чт՛. 1раиди1::'..| при действии этих мутагенов (относимых к мутагеном 
«репликативного» тина) возникают в тех сайтах, где есть повторы 2-3 
ОС-пар. Эти сугубо предварительные данные все же позволяют пофан
тазировать. Ио-видимому, ДНК-поли.меразы испытывают «неудобства»
при копировании таких повторов и ошибаются. Репликативному .мул- 
генезу в этом случае п эволюции отводится роль разрушителя монпон- 
пых повторов. Если коррекция гстсродуп л оксо в при взаимодействии не
совершенных повторов восстанавливает повторы [3]. го можно по.-.а- 
гать, что репликативный мутагенез и рекомбииационпо-репарационшй
мутагенез являются антагонистами.
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АНТРОПОГЕНЕТИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ПОТОМКОВ 
ВЫХОДЦЕВ С ТЕРРИТОРИИ ИСТОРИЧЕСКОЙ АРМЕНИИ.
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Н. Р. КОЧ АР, А. А. КАЗАРЯН

Ереванский государственный университет.
Институт археологии и »тног рафии \Н АрмССР, Ереван

ասէՅական Հտլասաւսն1ւ' t'uipu^bin^ յյւչս/bfti} Արէէէպրսն Հսւ յաստսւն ift ե րչսւ փ я (и ֊ 
ված և ՀայկԽՍՀ [։ հսւմ/ijji շրքան/ւ Նորաւյո։։/ րքյր>։ղ/1։ւէ րնակվող ւյէԱղթած- 
bkfji ւ1աոանր}որդնքւր1ւ որոշ անտր»4ւո4է.նէ.տ1։կսւ1ր4ն ^Ո4յս>ն(<շների ուսումնասիրող 
PjniLp յյՈղյց ( ՚ու(հ(. որ սհրնւյի ժամանակավոր ս։ևոէ(Ո։/1յունր հավասար Լ մո֊ 
ՈէավորապԼս 21 աարևկանի. ո1։֊/րոր)ուէրոիվ շրջանի ււոէքիա/աււ/հս պայմանավոր֊ 
վաք սահմաննհրր միջինում կազմ։./ հն 21,10 — 38,02 տարեկան, «սպրողողկ֊ 
‘‘Ւվ 20,6 տարեկան, 'վ։ենի{11իոմ իղանշո,յ1ի նկատմամբ ղ1]այո<նու[1յան
վնսւհատականր եղե( Լ ^սւէ>ր< Դերմասւույշիֆիկական Հատկանիշների Հաճաքսա - 
կանութշան անա/իզր րուջ։/ Լ տվել, որ րշրանք գտնվում են հայկական պսպոՎ- 
յացիայի էյերմատոէքյիֆիկակտն հտտկտնիշների փոփ ոխտ կանության սահմաննե
րում։ էհսումնասիրված խումբն օմտվաձ Լ աոաջավորաււիական հատ կանիշների 
կոմպյեքսի մաքսիմալ արւոահայտվաձ րքծերովւ

The study օ՜ sone ՝ ւ.հ՚ «р>де:։е' • luracier- of .1 yroup of persons, that 
live now in the village ot N'oraduz 01 the Kamo region of rhe Armenian 
SSR and whose grear parents had arrived from the reg; >11 <»1 In-iornjal 
Armenia—liayazet (territory 01 modern Turkey). .5 presented. It js shown
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