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 ❀ Альфа-тест позволяет выявлять активность различных генотоксических факторов, вызывающих как наследуемые 

(мутационные и рекомбинационные), так и ненаследуемые (модификационные) изменения генетического материала. 

Уникальной особенностью альфа-теста является то, что он позволяет изучать фенотипическое проявление первичных 

повреждений генетического материала еще до их «безошибочного» устранения системами репарации. Альфа-тест 

основан на использовании системы генетической регуляции клеточного типа и особенностей переключения типа 

спаривания у гетероталличных дрожжей Saccharomyces cerevisiae. В этой работе с использованием мутагенного 

аналога оснований 6-N-гидроксиламинопурина (ГАП) мы оценили эффективность альфа-теста для выявления таких 

повреждений генетического материала, как модификации оснований ДНК, а также изучили способность повреждений 

ДНК, вызванных ГАП, проявляться фенотипически. Альфа-тест проводили в двух взаимодополняющих вариантах: 

«незаконной» гибридизации и «незаконной» цитодукции, что позволило оценить частоту наследуемых и ненасле-

дуемых изменений, индуцированных ГАП. Мы показали, что обработка клеток ГАП повышает частоту не только 

точечных мутаций, но и временных повреждений генетического материала, учитываемых в альфа-тесте. Полученные 

результаты указывают на то, что модификации оснований могут иметь собственное фенотипическое проявление, 

а альфа-тест обладает достаточной чувствительностью для выявления модификаций оснований ДНК.

 ❀ Ключевые слова: альфа-тест; 6-N-гидроксиламинопурин; модификации оснований; первичные повреждения; 

генетическая токсикология.
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 ❀ Background. The alpha-test allows to detect inherited genetic changes of different types, as well as phenotypic expres-

sion of primary DNA lesions before the lesions are fixed by repair. Here we investigate ability of the alpha-test to detect 

base modifications induced by 6-N-hydroxylaminopurine (HAP) and determine frequency of inherited and non-inherited

genetic changes in yeast strains treated with HAP. Materials and methods. The alpha-test is based on mating type 

regulation and detects cell type switch from α to a in heterothallic yeast Saccharomyces cerevisiae. The frequency of 
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mating type switching reflects level of both spontaneous and induced by a mutagen DNA instability. The alpha-test may 

be performed in two variants: “illegitimate” hybridization and cytoduction. Conducting both complementary tests and 

analysis of phenotypes of the “illegitimate” hybrids and cytoductants allows to detect the full spectrum of genetic events 

that lead to mating type switching, such as chromosome III loss and chromosome III arm loss, mutations and temporary 

lesions, recombination and conversion. Results. HAP increases the frequency of illegitimate hybridization by 5-fold, and 

illegitimate cytoduction by 10-fold. A large proportion of the primary lesions induced by HAP  causes temporary mating 

type switch and the remainder parts are converted into inherited point mutations. Conclusion. The alpha-test can detect 

HAP-induced base modifications and  may be used to investigate the ratio between correct and error-prone processing of 

such primary DNA lesions. Like other genetic toxicology tests the alpha-test has limitations, which are discussed.

 ❀ Keywords: alpha-test; 6-N-hydroxylaminopurin; base modifications; primary DNA lesions; genetic toxicology.

ВВЕДЕНИЕ
Альфа-тест — это метод генетической токсико-

логии, который позволяет выявлять широкий спектр 

генетических нарушений, таких как генные мутации, 

потеря целой хромосомы или плеча хромосомы, ген-

ная конверсия и рекомбинация, а также первичные 

(предмутационные) повреждения ДНК [1–3]. По-

следнее особенно важно, поскольку с использова-

нием альфа-теста можно изучать фенотипическое 

проявление первичных повреждений, определять 

их частоту и оценивать долю тех первичных повре-

ждений, которые в ходе репарации были устране-

ны безошибочно или превратились в наследуемые 

изменения. Альфа-тест основан на особенностях 

регуляции типа спаривания у гетероталличных 

дрожжей Saccharomyces cerevisiae. В альфа-тесте 

мутагенную активность различных факторов опре-

деляют по способности мутагена индуцировать 

переключение типа спаривания α → а у гаплоид-

ных клеток дрожжей-сахаромицетов. Гаплоидные 

клетки S. cerevisiae могут иметь тип спаривания 

α или а, определяемый локусом MAT, располо-

женным в правом плече, вблизи центромеры хро-

мосомы III. В локусе MAT у штаммов α- и а-типа 

спаривания находятся альтернативные последова-

тельности МАТα и МАТа соответственно, которые 

принято называть идиоморфами [4]. МАТα содержит 

два гена МАТα1 и МАТα2, которые находятся под 

контролем общего двустороннего промотора и ко-

дируют транскрипционные факторы. Продукт МАТα 

активирует транскрипцию α-специфичных генов 

(αsg), а белок, кодируемый МАТα2, подавляет эк-

спрессию a-специфичных генов (asg). В результате 

структурных повреждений генетического материала 

или мутаций МАТα, приводящих к одновременной 

инактивации обоих генов МАТα1 и МАТα2, проис-

ходит переключение типа спаривания α → а, по-

скольку при этом экспрессируются только аsg. 

Вследствие этого клетки, исходно имевшие тип спа-

ривания α, при обретают способность скрещиваться 

с α-клетками. Генетическая информация о типе спа-

ривания у дрожжей хранится также в молчащих кас-

сетах HMRa и HMLα, которые находятся в правом 

и левом плечах вблизи теломеров хромосомы III со-

ответственно. У гомоталличных штаммов дрожжей, 

в отличие от гетероталличных штаммов, при прора-

стании аскоспор регулярно происходит генетически 

детерминированное переключение типа спарива-

ния за счет замещения последовательности локуса 

MAT альтернативной последовательностью одной 

из кассет. У гетероталличных штаммов спонтанное 

переключение типа спаривания α → а происходит 

с очень низкой частотой (10–7), которая увеличива-

ется при воздействии на клетку ДНК-повреждающих 

агентов, за счет повышения как частоты поврежде-

ний и мутаций МАТα, так и частоты рекомбинации 

и конверсии между МАТα и HMRa. Таким образом, 

в альфа-тесте показателем генотоксической актив-

ности исследуемого фактора является частота пере-

ключения типа спаривания α → а, значение которой 

можно определить по частоте возникновения «неза-

конных» гибридов двух штаммов одинакового типа 

спаривания α. К переключению типа спаривания 

α → а приводят следующие генетические события, 

затрагивающие локус MATα: первичные поврежде-

ния и генные мутации, потеря целой хромосомы III 

или ее правого плеча вместе с локусом МАТα, а так-

же конверсия и рекомбинация, в результате которой 

в локус МАТα из молчащей кассеты HMRa перехо-

дит информация о типе спаривания а.

В альфа-тесте для оценки частоты переключения 

типа спаривания два штамма одинакового типа спа-

ривания α, несущих комплементарные селективные 

маркеры, высевают для отбора «незаконных» ги-

бридов на селективную среду, на которой не могут 

расти родительские штаммы. В норме гибридизация 
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происходит только между клетками противополож-

ных типов спаривания. При скрещивании штам-

мов одинакового типа спаривания α гибридизация 

клеток становится возможной, только если клетки 

тестерного штамма, который подвергается воздей-

ствию мутагена, переключают свой тип спаривания 

α → а. Штаммы, используемые в альфа-тесте, не-

сут генетические маркеры, позволяющие проводить 

не только селекцию гибридов, но и идентифициро-

вать все генетические события, которые привели 

к переключению типа спаривания α → а.

Для выявления всех событий, приводящих к на-

рушению экспрессии локуса МАТа, альфа-тест про-

водят в двух взаимодополняющих вариантах: «неза-

конная» гибридизация и «незаконная» цитодукция. 

В системе «незаконной» гибридизации можно оце-

нить частоту потери целой хромосомы III и ее пра-

вого плеча, конверсии и рекомбинации, а также 

частоту генных мутаций и временных повреждений 

локуса МАТα, учитываемых совместно. Для того что-

бы определить частоту генных мутаций и частоту вре-

менных повреждений в локусе МАТα в отдельности, 

необходимо проводить альфа-тест в системе «неза-

конной» цитодукции. Для того чтобы выяснить, ка-

кое из перечисленных генетических событий привело 

к переключению типа спаривания α → а, необходимо 

проанализировать фенотип возникших «незаконных» 

гибридов и цитодуктантов (рис. 1). Определив частоту 

всех фенотипических классов гибридов и цитодукта-

нов, учитываемых в альфа-тесте, можно количествен-

но оценить долю тех первичных повреждений ДНК, 

которые были устранены безошибочно, но за время 

своего существования в клетке успели повлиять на ее 

фенотип (привести к временному переключению типа 

спаривания α → а), и долю тех первичных поврежде-

ний, которые закрепились в виде мутаций, привели 

к потере хромосомы III или ее правого плеча, а также 

индуцировали генную конверсию и рекомбинацию. 

Подробнее теоретические основы альфа-теста опи-

саны в наших предыдущих работах [2, 5–7].

Ранее с использованием альфа-теста был проте-

стирован целый ряд физических и химических мута-

генов: ультрафиолетовое излучение, этилметансуль-

фонат, 2-аминофлуорен, 1,2,7,8-диэпо ксиоктан, 

β-пропиолактон, N-метил-N’-нитро-N-нитрозогу-

анидин, циклофосфамид, диэтилгексилфтолат, акри-

лонитрила диэтилстильбестрол, а также изучен 

эффект инактивации генов ДНК-полимераз, уча-

ствующих в синтезе ДНК в обход повреждений, 

и генов репарации ДНК с двунитевыми разрывами 

[2, 3, 5, 6, 9]. Таким  образом, было показано, что 

альфа-тест является чувствительной тест-системой 

для выявления мутагенов, вызывающих как генные 

мутации, так и хромосомные нарушения, а также 

может быть использован для изучения фундамен-

тальных механизмов мутагенеза и репарации.

Несмотря на доказанную эффективность альфа-

теста для выявления активности мутагенов с раз-

личным механизмом действия, практически ничего 

не известно о чувствительности альфа-теста по отно-

шению к целой группе мутагенов, представляющих 

собой аналоги азотистых оснований ДНК. В этой 

работе мы проверили чувствительность альфа-те-

ста с использованием аналога аденина — 6-N-ги-

дроксиламинопурина (ГАП). ГАП в форме нуклео-

тида встраивается в ДНК при репликации напротив 

тимина или цитозина, а при последующих раундах 

репликации ошибочное включение ГАП напротив 

цитозина приводит к появлению транзиции [10, 11] 

(рис. 2). Именно способность ГАП образовывать 

пары как с тимином, так и с цитозином обуслов-

ливает его мутагенные свойства и репликативный 

механизм мутагенного действия. ГАП является уни-

версальным мутагеном для многих про- и эукари-

отических организмов, включая млекопитающих, 

и обладает сильным мутагенным эффектом [10–16]. 

У дрожжей ни  одна из систем репарации не способ-

на узнавать и удалять ГАП из ДНК [17]. Поэтому 

у  дрожжей, в отличие от Escherichia сoli и человека, 

ГАП не способен индуцировать рекомбинацию и по-

явление однонитевых или двунитевых разрывов ДНК, 

которые часто возникают в ходе репарации [17, 18]. 

Будучи встроенным в ДНК, ГАП у дрожжей инду-

цирует исключительно генные мутации типа тран-

зиций GC → АТ или AT → GC [12, 19–21] (рис. 2). 

ГАП чаще индуцирует замены GC → АТ, что было

показано в системах индукции реверсий по ге-

нам URA3 и LYS2 у S. cerevisiae [19, 20], а также 

при секвенировании ДНК гаплоидных и диплоидных 

штаммов дрожжей, обработанных ГАП [12]. В связи 

с этими свойствами мы выбрали ГАП в качестве эта-

лонного мутагена для оценки эффективности альфа-

теста по отношению к аналогам азотистых оснований. 

С использованием альфа-теста мы оценили спектр 

и частоту наследуемых и ненаследуемых изменений 

генетического материала, индуцированных ГАП.
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Рис. 1. Генетические события, выявляемые в альфа-тесте в системах «незаконной» гибридизации и цитодукции.

Примечание. В системе «незаконной» гибридизации оценивают частоту образования диплоидных гибридов в скрещиваниях 

штаммов дрожжей α-типа спаривания. В системе «незаконной» цитодукции используют тестерный штамм, несущий мутацию 

kar1-1 [8], которая нарушает кариогамию. Кроме того, для отбора цитодуктантов тестерный штамм несет рецессивный маркер 

устойчивости к антибиотику циклогексимиду — cyhr и цитоплазматический маркер [ρ0] [1]. Эти генетические маркеры позволяют 

в селективных условиях отбирать гаплоидные клетки со смешанной цитоплазмой обоих штаммов и ядром тестерного штамма, ко-

торое несло временное или наследуемое изменение генетического материала, приведшее к переключению типа спаривания. В ре-

зультате цитодукции появляются гаплоиды с ядром тестерного штамма и митохондриями от штамма-партнера для скрещивания, 

являющегося донором цитоплазмы. Все учитываемые в альфа-тесте изменения рецессивны, поэтому для снижения вероятности 

переключения типа спаривания у штамма-партнера для скрещивания в качестве такого штамма используют автодиплоид, гомо-

зиготный по MATα. Фенотип n/m — не скрещивающийся, а* — рецессивный а (при полной инактивации локуса МАТα клетки 

приобретают способность скрещиваться с α клетками) [1, 2, 6]

Рис. 2. Включение 6-N-гидроксиламинопурина (ГАП) в ДНК при репликации и механизм возникновения генных мутаций 

(транзиций): а — замен GC → АТ; b — замен AT → GC

а b
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы и условия культивирования

В работе использовали гаплоидные штам-

мы гетероталличных дрожжей S. cerevisiae: те-

стерный штамм для «незаконной» гибридизации 

K5-35B-Д924 (MATα ura3Δ leu2Δ met15Δ lys5:: 

KanMX cyhr), тестерный штамм для «незаконной» 

цитодукции K5-35B-Д924-kar1-1 (MATα ura3Δ 

leu2Δ met15Δ lys5:: KanMX cyhr kar1-1 [rho–]), 

парт нер для скрещивания — донор цитоплаз-

мы Д926 (MATα//MATα ADE1//ade1Δ leu2Δ//

leu2Δ lys2Δ//lys2Δ ura3Δ//ura3Δ his4Δ//his4Δ 

thr4Δ//thr4Δ CYHs [rho+]), тестеры типа спари-

вания 78А-П2345 MATα his5 и 2Г-П2345 MATa 

his5 [2]. Дрожжи выращивали на твердой и в жид-

кой полных средах YEPD, и на минимальной сре-

де MD, содержащей необходимые аминокислоты, 

азотистые основания, витамины и микроэлемен-

ты [22]. Для приготовления твердых сред исполь-

зовали агар фирм Sigma или Difco в концентрации 

20 г/л. Среду для отбора «незаконных» гибри-

дов готовили на основе среды MD с добавлением 

L-гистидина (20 мг/л), L-треонина (150 мг/л), 

урацила (20 мг/л), L-лейцина (60 мг/л). Среду 

для отбора «незаконных» цитодуктантов готови-

ли на основе среды MD без глюкозы с добавле-

нием этилового спирта (20 мл/л), антибиотика 

циклогексимида (5 мг/л), L-метионина (20 мг/л), 

L-лейцина (60 мг/л), L-лизина (30 мг/л) и ураци-

ла. Дрожжи выращивали при температуре 30 °С. 

Для обработки клеток ГАП использовали незави-

симые культуры тестерного штамма, находящи-

еся в стадии экспоненциального роста культуры. 

Дрожжи выращивали в течение 16 ч в жидкой 

среде YEPD, содержащей ГАП в концентрации 

50 мг/л. Затем клетки, обработанные таким обра-

зом, использовали в тестах на «незаконную» ги-

бридизацию и цитодукцию.

Альфа-тест

Для определения частоты «незаконной» ги-

бридизации 50–100 мкл ночной культуры клеток 

тестерного штамма K5-35B-Д924 и штамма-пар-

тнера для скрещивания Д926 высевали совместно 

на селективную среду для отбора гибридов. В си-

стеме «незаконной» цитодукции в качестве тестер-

ного использовали штамм K5-35B-Д924-kar1-1. 

При этом оба штамма (K5-35B-Д924-kar1-1 

и Д926) сначала высевали на полную среду YEPD 

и инкубировали совместно 48 ч, а затем перепе-

чатывали на селективную среду для отбора цито-

дуктантов, перед высевом на чашки ночные куль-

туры обоих штаммов концентрировали в 10 раз 

до плотности клеток приблизительно 109 кл/мл. 

Параллельно для оценки выживаемости в тестах 

на «незаконную» гибридизацию и цитодукцию 

культуру тестерного штамма разводили в 104 или 

105 раз соответственно, и высевали (100 мкл) 

на твердую среду YEPD. Подсчет числа колоний, 

образованных выжившими клетками, и колоний 

«незаконных» гибридов проводили на третий день 

инкубации, а учет количества выросших цито-

дуктантов через 10 дней после перепечатывания 

на селективную среду. В каждом эксперименте ис-

пользовали по 10–12 независимых культур, про-

водили не менее трех экспериментов. Для анализа 

фенотипа «незаконных» гибридов и цитодуктантов 

с целью их дальнейшего распределения по феноти-

пическим классам, учитываемым в альфа-тесте, от-

бирали не менее 500 гибридов и цитодуктантов для 

каждого типа экспериментальных условий. Затем 

отобранные гибриды и цитодуктанты проверяли 

на наличие ауксотрофностей, а также определяли 

тип спаривания. Частоту каждого фенотипического 

класса определяли путем умножения доли класса 

на общую частоту «незаконной» гибридизации или 

цитодукции в каждой культуре. Статистическую зна-

чимость различий между значениями частоты спон-

танных и индуцированных ГАП нарушений генети-

ческого материала проверяли с помощью критерия 

Манна – Уитни с уровнем значимости 0,05 [23]. 

На графиках, иллюстрирующих частоту разных 

классов генетических нарушений, представляли ме-

диану и ее доверительный интервал, определенный 

стандартным методом по ГОСТ Р 50779.24-2005.

Статистическую значимость различий между срав-

ниваемыми долями классов гибридов или цитодук-

тантов оценивали с помощью Z-критерия с по-

правкой на непрерывность [23]. Доверительный 

интервал для долей рассчитывали с помощью ме-

тода Уилсона (Score) [24].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Мы показали, что обработка клеток ГАП повы-

шает общую частоту «незаконной» гибридизации 

приблизительно в 5 раз. Так, частота спонтанной 
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«незаконной» гибридизации составила 83 · 10–7 

[63–140], а после обработки клеток ГАП значе-

ние частоты выросло до 425 · 10–7 [297–510]. Для 

того чтобы определить тип генетических наруше-

ний, приводящих к повышению частоты переклю-

чения типа спаривания α → а, мы определили долю 

каждого фенотипического класса «незаконных» 

гибридов, учитываемых в альфа-тесте (рис. 3, а). 

Для этого мы отобрали 1322 «незаконных» гибри-

да, возникших спонтанно, и 892 «незаконных» ги-

брида, индуцированных ГАП. Отобранные гибриды 

мы проверили на наличие ауксотрофности по гис-

тидину и треонину, а также на тип спаривания 

(см. разд. «Материалы и методы»). Результаты 

этого анализа позволили нам определить процен-

тное соотношение всех фенотипических классов 

«незаконных» гибридов, учитываемых в аль-

фа-тесте. Так, под действием ГАП значительно 

(c 13,5 до 68 %) возрастает доля фенотипического 

класса гибридов α His+ Thr+, которые возникают 

в результате мутаций или временных поврежде-

ний в локусе МАТα. Это возрастание доли клас-

са α His+ Thr+ происходит за счет снижения доли 

всех остальных классов «незаконных» гибридов, 

учитываемых в альфа-тесте: α His– Thr– (потеря 

III хромосомы), α His+ Thr– (потеря правого пле-

ча III хромосомы); n/m His+ Thr– (рекомбинация 

между MATα и HMRa) и n/m His+ Thr+ (коверсия 

между MATα и HMRa) (рис. 3, а).

На следующем этапе мы определили значения 

абсолютной частоты возникновения «незакон-

ных» гибридов с фенотипом α His+ Thr+ (мутации 

и временные повреждения) в культурах, обрабо-

танных ГАП, и культурах без обработки мутаге-

ном. Для этого мы определили отношение числа 

«незаконных» гибридов с фенотипом α His+ Thr+ 

к числу живых клеток в каждой культуре. Этот 

показатель, в отличие от относительной частоты, 

измеряемой в процентах, нагляднее демонстриру-

ет влияние ГАП на индукцию «незаконных» ги-

бридов указанного класса. Как следует из данных, 

представленных на рис. 3, b, под действием ГАП 

частота возникновения «незаконных» гибридов α 

His+ Thr+ возрастает более чем в 20 раз. Полу-

ченные результаты согласуются с литературными 

данными, что ГАП у дрожжей является сильным 

мутагеном, вызывая транзиции [10, 12, 15].

Тест на «незаконную» гибридизацию не позво-

ляет отличать гибриды, возникшие в результате 

мутации в локусе MATα, от гибридов, к возникно-

вению которых привели временные (предмутаци-

онные) изменения генетического материала, по-

скольку в обоих случаях гибриды имеют фенотип α 

His+ Thr+. Эту задачу решает тест на «незакон-

ную» цитодукцию, результаты которого представ-

лены на рис. 4. Мы показали, что ГАП повышает 

общую частоту «незаконной» цитодукции на поря-

док с 10–7 до 10–6. Для того чтобы определить, 

за счет каких генетических нарушений происхо-

дит увеличение частоты «незаконной» цитодук-

ции, мы отобрали 1327 цитодуктантов, возникших 

спонтанно, и 732 цитодуктанта, возникших после 

Рис. 3. Распределение классов генетических событий, выявляемых в тесте на «незаконную» гибридизацию, возникших спон-

танно и при воздействии ГАП, в процентном соотношении (а) и частота спонтанных и индуцированных ГАП мутаций и времен-

ных повреждений в тесте на «незаконную» гибридизацию (b). На графике представлена медиана для частот и ее доверительный 

интервал. ПХ — потеря хромосомы III; ППХ — потеря правого плеча хромосомы III; МВП — мутации и временные повре-

ждения в локусе MATα; Рек — реципрокная рекомбинация между локусом MATα и кассетой HMRa; Конв. — конверсия кассе-

ты HMRa в локус MATα. * Значения статистически значимо отличаются от частоты тех же событий, возникающих спонтанно, по 

критерию Манна – Уитни (p < 0,0001). Подчеркиванием отмечено статистически значимое изменение доли соответствующего 

класса генетических событий после обработки ГАП по сравнению со спонтанным уровнем по Z-критерию

а b
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обработки клеток ГАП. Отобранные цитодуктан-

ты были проверены на тип спаривания и наличие 

ауксотрофностей. На основе полученных данных 

мы определили процентное соотношение цитодук-

тантов различных фенотипических классов, воз-

никших в различных экспериментальных услови-

ях (рис. 4, а). Оказалось, что под действием ГАП 

повышается доля фенотипических классов цито-

дуктантов, возникающих в результате следующих 

генетических нарушений: временные повреждения 

в локусе MATα (цитодуктанты имеют тип спарива-

ния α), мутации одновременно в MATα1 и MATα2, 

или в двустороннем промоторе, делеции МАТα 

(цитодуктанты имеют тип спаривания а* — рецес-

сивный а) и мутации в одном из генов MATα1 или 

MATα2 (цитодуктанты стерильны — n/m). По-

следний класс мог появляться только в результате 

первоначального повреждения MATα1 и MATα2 

одновременно с последующей (после спаривания) 

репарацией одного из генов. Доля цитодуктантов, 

возникающих в результате генной конверсии меж-

ду MATα и молчащей кассетой HMRa (цитодуктан-

ты имеют тип спаривания а), напротив, снижалась 

(рис. 4, а).

Мы определили значения абсолютной частоты 

возникновения «незаконных» цитодуктантов раз-

личных фенотипических классов. ГАП значительно 

индуцирует частоту цитодуктантов а* и n/m, в 14 

и 125 раз (рис. 4, b) соответственно, по сравне-

нию со спонтанным уровнем. Наряду с ожидаемы-

ми результатами, что ГАП на несколько порядков 

повышает частоту генных мутаций в одном или обо-

их генах МАТα, оказалось, что под действием ГАП 

в 11 раз повышается частота учитываемых в альфа-

тесте временных повреждений в локусе MATα (ци-

тодуктанты типа спаривания α) (рис. 4, b). Таким 

образом, на основе полученных результатов мож-

но заключить, что первичные повреждения ДНК, 

вызванные ГАП, способны проявляться феноти-

пически и приводить к временному переключению 

типа спаривания α → а.

ОБСУЖДЕНИЕ
В этой работе мы оценили чувствительность 

альфа-теста по отношению к аналогу пуриновых 

азотистых оснований ГАП. Мы показали, что ГАП 

повышает частоту наследуемых и ненаследуемых 

изменений генетического материала, учитываемых 

в альфа-тесте. Наши результаты согласуются с ли-

тературными данными, что у дрожжей ГАП индуци-

рует только транзиции и не влияет на рекомбина-

цию [10, 12, 16, 19, 20]. Выявленный в альфа-тесте 

мутагенный эффект ГАП в общем соответствует 

результатам, полученным в других тестах, напри-

мер в тесте на индукцию прямых мутаций устой-

чивости к канаванину при той же концентрации 

ГАП [11, 12, 15]. Впервые нам удалось показать, 

что первичные повреждения ДНК, индуцированные 

ГАП, могут влиять на фенотип клетки и приводить 

к переключению типа спаривания α → а. Альфа-

тест оказался эффективным методом для выявле-

ния таких модификаций оснований ДНК.

Рис. 4. Распределение классов генетических событий, выявляемых в тесте на «незаконную» цитодукцию, в процентом соотно-

шении, возникших спонтанно и при воздействии ГАП (а) и частота спонтанных и индуцированных ГАП наследуемых и ненасле-

дуемых изменений генетического материала в тесте на «незаконную» цитодукцию (b). ВП — временные повреждения в локу-

се MATα (одновременно в MATα1 и MATα2, или в двустороннем промоторе); Конв. — конверсия кассеты HMRa в локус MATα; 

Мут а* — мутации одновременно в MATα1 и MATα2, или в двустороннем промоторе, делеции MATα); Мут. n/m — мутации 

в MATα1 или MATα2; * — значения статистически значимо отличаются от частоты тех же событий, возникающих спонтанно, 

по критерию Манна – Уитни (p < 0,0001). Подчеркиванием отмечено статистически значимое изменение доли класса генети-

ческих событий после обработки ГАП по сравнению с соответствующей долей спонтанных событий по Z-критерию

а b
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По сравнению с другими методами оценки гено-

токсической активности альфа-тест имеет ряд преи-

муществ. Например, с использованием альфа-теста 

появляется возможность оценивать не только ча-

стоту возникновения первичных повреждений ДНК, 

но и прослеживать их дальнейшую судьбу после ре-

парации и количественно определять соотношение 

и частоту наследуемых изменений генетического 

материала, таких как генные мутации, конверсия, 

рекомбинационные события, потери целой хромо-

сомы или ее плеча. Несмотря на высокую чувст-

вительность и специфичность, альфа-тест имеет 

ряд ограничений, как и любой метод генетической 

токсикологии. Одно из них связано с неравномер-

ным распределением долей классов учитываемых 

генетических событий. Одним из наиболее частых 

генетических событий, учитываемых в альфа-тесте, 

является потеря целой хромосомы III, а также ее 

правого плеча, содержащего локус MATα [25, 26]. 

Так, доля гибридов, лишенных хромосомы III, воз-

никающих спонтанно или под действием геноток-

сических воздействий, составляет от 30 до 50 % 

общего числа «незаконных» гибридов, [2, 5, 6]. 

Причиной потери хромосом или фрагментов хро-

мосом, как и рекомбинации, являются нарушения 

цитоскелета или фрагментация хромосом в резуль-

тате накопления разрывов ДНК, поэтому частота 

этих событий в клетках возрастает под действием 

факторов, влияющих на функционирование микро-

трубочек или приводящих к одно- и двунитевым 

разрывам ДНК. У дрожжей, в отличие от E. coli 

и человека, включение ГАП в ДНК при реплика-

ции не приводит в дальнейшем к накоплению раз-

рывов и не индуцирует хромосомные нарушения, 

поскольку у дрожжей отсутствуют ферменты, спо-

собные узнавать и удалять ГАП из ДНК. Учитывая 

эти факты и опыт использования альфа-теста для 

оценки активности мутагенов с другим механизмом 

действия, можно заключить, что альфа-тест более 

чувствителен к мутагенам, которые могут иници-

ировать разрывы ДНК. Для того чтобы повысить 

чувствительность тест-системы по отношению 

к факторам, вызывающим генные мутации, реком-

бинацию и конверсию, чья относительная частота 

в общем числе выявляемых в альфа-тесте наруше-

ний ниже, чем частота потери хромосомы III или ее 

плеча, мы предлагаем использовать ряд модифика-

ций методики проведения альфа-теста.

Для повышения чувствительности оценки ча-

стоты возникновения относительно редких нару-

шений генетического материала мы предлагаем 

в тесте на «незаконную» гибридизацию использо-

вать селективную среду для отбора «незаконных» 

гибридов, исключающую рост гибридов, лишенных 

хромосомы III. Такая среда не должна содержать 

гистидин при условии использования мутации his4 

в качестве маркера левого плеча хромосомы III. 

В этом случае высокое значение частоты потери 

хромосомы III не будет негативным образом влиять 

на выявляемость остальных более редких событий. 

При использовании среды без гистидина и треони-

на (thr4 — маркер правого плеча хромосомы III) 

спектр выявляемых событий в тесте на «незакон-

ную» гибридизацию сузится до классов «мутации 

и временные повреждения» (α His+ Thr+) и «кон-

версия между MATα и HMRa» (n/m His+ Thr+). 

Предлагаемые нами модификации методики тести-

рования могут быть использованы в соответствии 

с задачами конкретного исследования и специфич-

ностью мутагенного действия изучаемых факторов.
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