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ИЗУЧЕНИЕ ИНТЕГРАЦИИ ПЛАЗМИДЫ pYF91 
В ДРОЖЖЕВЫЕ ХРОМОСОМЫ 
МЕТОДОМ ПУЛЬС-ФОРЕЗА 

Изучены электрокариотипы клеток дрожжевых штаммов-интегрантов. ,V каждого из 
изучаемых штаммов в дрожжевые хромосомы I, III, VI, IX, XI интегрирована плазми-
да pYF91. На электрофореграммах у всех пяти интегрантов обнаружено изменение 
местополооюения полосы, соответствующей их химерной хромосоме. Показано, что уве-
личение размера дрожжевой хромосомы на 13 200 пар оснований (п. о.) за счет плаз-
Mudbi pYFOl может быть выявлено с помощью пульс-фореза. 

Недавно предложенный метод пульс-электрофореза, позволяющий раз-
делять большие молекулы Д Н К [1, 2], был с успехом использован для 
идентификации хромосом дрожжей-сахаромицетов. В настоящей рабо-
те мы попытались применить этот метод для изучения интеграции 
плазмиды в дрожжевые хромосомы. Оказалось, что метод не только 
позволяет идентифицировать те хромосомы, в которые произошла ин-
теграция, но и «визуализировать» последствия включения плазмиды в 
хромосому по увеличению размера последней. 

Материалы и методы. В р а б о т е использовали шесть г а п л о и д н ы х ш т а м м о в д р о ж -
ж е й - с а х а р о м и ц е т о в о д и н а к о в о г о генотипа (cir°)MATa 1еи2-3, 2-112ura3 (cir° — отсутст-
вие 2 мкм п л а з м и д ы ) . В качестве к о н т р о л я использовали ш т а м м , не с о д е р ж а щ и й плаз -
м и д ы pYF91. О с т а л ь н ы е пять ш т а м м о в — это интегранты, несущие п л а з м и д у pYFOl 
в I, I I I , VI, IX и XI х р о м о с о м а х соответственно. Э п и с о м н а я п л а з м и д а pYF91 р а з м е р о м 
13 200 п. о. с о д е р ж и т последовательности бактер иа л ьного генома pBR322, 2 мкм Д Н К 
д р о ж ж е й , д р о ж ж е в о й ген LEU2, а т а к ж е п о в т о р я ю щ и е с я в геноме д р о ж ж е й последо-
вательности Tyl и «дельта» [3] . 

Д л я того чтобы и з б а в и т ь с я от митохондриальной Д Н К , клетки ш т а м м о в - и н т е г р а н -
тов о б р а б а т ы в а л и бромистым этидием по известной методике [4] д л я получения гено-
типа rho0 (rho° — отсутствие м и т о х о н д р и а л ь н о й Д Н К ) . 

А п п а р а т д л я пульс -фореза изготовляли сами. Он п р е д с т а в л я е т собой м о д и ф и к а -
цию а п п а р а т а , п р е д л о ж е н н о г о К а р л о м и Олсоном [2] . Н а рис. 1 представлена схема 
р а с п о л о ж е н и я э л е к т р о д о в в д а н н о м приборе. Т а к а я геометрия э л е к т р о д о в в созданной 
конструкции п о в ы ш а е т однородность электрического поля , о с у щ е с т в л я я тем с а м ы м 
д в и ж е н и е м о л е к у л фактически по прямой . 

П р и г о т о в л е н и е а г а ρ о з н ы χ б л о к о в , с о д е р ж а щ и х д р о ж ж е -
в у ю Д Н К . П р е п а р а т ы д л я р а з д е л е н и я хромосом д р о ж ж е й готовили по методу [2] с 
некоторыми м о д и ф и к а ц и я м и . Клетки д р о ж ж е й в ы р а щ и в а л и в 100 мл богатой ж и д к о й 
среды, с о д е р ж а щ е й 0,5 % Д р о ж ж е в о г о э к с т р а к т а , 1 % пептона и 2 % глюкозы, в тече-
ние 16—18 ч. В ы р о с ш и е клетки д в а ж д ы о т м ы в а л и от среды р а с т в о р о м Э Д Т А (50 м М ) , 
р Н 8,0 и о с а ж д а л и ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м при 1 000 g 5 мин в условиях комнатной тем-
пературы . К клеточному о с а д к у (в 1 мл 50 м М Э Д Т А ) д о б а в л я л и 5 мкл β - м е р к а п т о -
э т а н о л а и 100 мкг з и м о л и а з ы 20Т, приготовленной на буфере S C E : с о р б и т о л — 1 М, 
ц и т р а т н а т р и я — 0,1 М, Э Д Т А — 0,06 М, р Н 7,5. (В некоторых экспериментах вместо 
з и м о л и а з ы и с п о л ь з о в а л и д р о ж ж е л и т и н ( Н П О «Фермент» , Вильнюс) в концентрации 
100—200 м к г / м л клеточной суспензии. П р е п а р а т ы хромосомных Д Н К , приготовленные 
с п о м о щ ь ю д р о ж ж е л и т и н а , были вполне удовлетворительными , IIO не способными к 
д л и т е л ь н о м у х р а н е н и ю ) . 

Полученную суспензию клеток встряхивали в течение нескольких секунд и з атем 
с м е ш и в а л и с 1 % л е г к о п л а в к о й а г а р о з о й («Віо-Rad», С Ш А ) в водяной бане при 45 °С 
в соотношении 1 : 1 . Клетки , соединенные с агарозой , энергично перемешивали на встря-
х и в а т е л е («Vor tex») и быстро р а з л и в а л и в ш а б л о н ы д л я получения блоков геля тол-
щ и н о й 1,5 мм. В качестве ш а б л о н а использовали пару изготовленных из плексиглаза 
ч а ш е к Петри д и а м е т р о м 40 мм, донца которых склеивали липкой лентой. Щ е л ь , об-
р а з у ю щ а я с я м е ж д у соединенными таким образом донцами , р а в н а примерно 1,5 мм. 
П р е д в а р и т е л ь н о в бортике к а ж д о г о донца д е л а л и по одному пазу так , чтобы т у д а 
в х о д и л наконечник а в т о м а т и ч е с к о й пипетки, которой и вводили суспензию в а г а р о з е 
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(важно, чтобы в агарозе не было пузырей) . Д л я застывания геля в шаблонах их ос-
тавляли на несколько минут при комнатной температуре. Затем шаблоны упаковыва-
ли в полиэтиленовые мешки д л я предотвращения высыхания геля и инкубировали в 
термостате при 37 °С в течение 4—8 ч. После инкубации гели переносили в другие чаш-
ки с лизирующим раствором, содержащим 0,5 M ЭДТА, р Н 9,5, 1 % лаурилсаркози-
лат натрия, 250—500 м к г / м л протеиназы К (или проназы, предварительно инкубиро-
ванной при 37 °С в течение 1 ч). Погруженный в раствор гель инкубировали в термо-
стате при 55 °С в течение суток, после чего кусочки гелей переносили в 0,25 M ЭДТА, 
р Н 9,0, и хранили при температуре 4 °С. 

П р и г о т о в л е н и е а г а р о з п ы х б л о к о в , с о д е р ж а щ и х л я м б д а -
о л и г о м е р ы . В качестве маркеров для определения молекулярной массы разделенных 

Рис. 1. Схема расположения электро-
дов и пластины агарозпого геля в 
аппарате пульс-фореза: I u I I — элек-
тродные группы. Анод и катод пред-
ставлены восемью точечными плати-
новыми электродами. К а ж д ы й элек-
трод подключается к источнику пи-
тания через свой диод. Все 32 элек-
трода (и диоды) смонтированы на 
одной основе, являющейся крышкой 
для ванны прибора. Размер ванны 
3 8 0 X 3 8 0 X 7 0 
Fig . 1. The position of electrodes and 
a g a r o s e gel in the pulse-phoresis 
a p p a r a t u s : / and II — g roups of elect-
rodes. Anode and ca thode h a v e 8 po-
int p la t inum electrodes. Each of them 
is connected with the power supply by 
its owrn diode. All the electrodes arc 
placed on the cover of the a p p a r a t u s 

tank. The tank size is 3 8 0 χ 3 β 0 χ 7 0 mm 

пульс-форезом хромосомных Д Н К использовали олигомеры Д Н К фага лямбда . Приго-
товление олигомеров проводили по методу, предложенному Оммепом и Ферке-
ром [5]. 

Д Н К фага лямбда ( Н П О «Фермент», Вильнюс) суспендировали в буфере SE: 
NaCl — 75 мМ, ЭДТА — 2 5 мМ, р Н 7,4, до конечной концентрации 150—300 мкг /мл. 
Суспензию фага смешивали с равным объемом 1 % легкоплавкой агарозы («Віо-Rad», 
США) , приготовленной в буфере SE при 45 °С. Полученный гель помещали в буфер 
(0,5 M ЭДТА, р Н 9,5, 1 % саркозил) и инкубировали сначала в термостате при 37 °С 
в течение ночи, затем при комнатной т е м п е р а т у р е — в течение суток. Блоки геля с 
олигомерами Д Н К лямбда фага хранили в буфере ТЕ: т р и с — 1 0 мМ, ЭДТА — 
1,0 мМ, 4 °С. 

Э л е к т р о ф о р е з . Пульс-электрофорез проводили в 1 %-ном агарозном геле 
(«Serva», ФРГ, или «Віо-Rad», США) , используя пластины размером 120X120 мм и 
толщиной 4 мм. Різ агарозных блоков, содержащих Д Н К д р о ж ж е в ы х хромосом или 
олигомеры Д Н К фага лямбда, вырезали небольшие бруски. Вырезанные куски поме-
щали на дно ячейки, проделанной в агарозной пластинке, и заплавляли 1 % легко-
плавкой агарозой. Приготовленную пластину погружали в буфер ТВЕ, р Н 8,2. Буфер 
содержал трис — 45 мМ, R 5 B O 3 — 45 мМ, Ыа 2 -ЭДТА — 1,25 мМ. Электрофорез про-
водили в следующих условиях: н а п р я ж е н и е — 1 1 0 , 170 В, время импульса 30,50, 110 с, 
температура 12—14 °С. После завершения пульс-фореза пластину с гелем окрашивали 
бромистым этидием и затем фотографировали па пленке микрат-300 («Свема», Ка-
зань) в отраженном УФ-свете (300 им) через красный фильтр. 

Результаты и обсуждение. Известно, что размеры хромосомных 
Д И К у дрожжей сахаромицетов находятся в широком диапазоне: от 
240 до 3000 т. п. о. Чтобы провести электрофоретическое разделение 
столь значительно различающихся по массе хромосомных Д Н К , следо-
вало отработать оптимальный режим их разгонки. Поэтому мы изучи-
ли влияние времени импульса и общей продолжительности фореза и?_ 
расхождение различных фракций хромосом. 
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Как видно из рис. 2, при проведении фореза с использованием, в 
основном, импульсов 30 и 50 с (режим а) хорошо разделяются хромо-
сомы только легких фракций. В том случае, когда импульс увеличива-

Риг. 2. Влияние времени импульса и общей продолжительности фореза на расхождение 
хромосом разных молекулярных масс. Режим а: напряжение 170 В, импульс 50 с, про-
должительность 2 ч; напряжение 110 В, импульс 50 с, продолжительность 17 ч; напря-
жение 110 В, импульс 100 с, продолжительность 7 ч; режим б: напряжение 170 В, 
импульс 30 с, продолжительность 1 ч; напряжение 170 В, импульс 50 с, продолжитель-
ность 2 ч; напряжение 110 В, импульс 100 с, продолжительность 41 ч; режим υ: на-
пряжение 170 В, импульс 50 с, продолжительность 2 ч; напряжение 110 В, импульс 
50 с, продолжительность 18 ч; напряжение 110 В, импульс 100 с, продолжитель-
ность 27 ч 
Fig. 2. The effect of the switch t ime and the dura t ion of e lectrophoresis on separat ion, 
of ch romosomes wi th d i f fe ren t molecular weigh ts . Regime, a: vo l t age 170 impulse 
50 s, dura t ion 2 h; vo l t age 110 V, impulse 50 s, dura t ion 17 h; vo l t age 110 V, impulse 
100 s, dura t ion 7 h. Regime 6: v o l t a g e 170 V, impulse 30 s, dura t ion 1 hour; vo l t age 
170 V, impulse 50 s, du ra t ion 2 h; vo l t age 110 V, impulse 100 s, dura t ion 41 h. Regime β: 
vo l t age 170 V, impulse 50 s, dura t ion 2 h; vo l t age 110 V, impulse 50 s, dura t ion 18 hour; 
v o l t a g e 110 V, impulse 100! s, du ra t ion 27 h 

Рис. 3. Электрокариотип контрольного штамма д р о ж ж е й и результаты измерения мас-
сы его хромосом (в скобках указан размер хромосомы по данным работы [6]) с по-
мощью олигомеров Д Н К фага лямбда : XI — 650(690) ; V, VI I I — 5>80(600); IX — 
440(450); III — 360 (360); VI — 2 8 0 ( 2 8 0 ) ; 1 — 250(250) т. п. о.; а — кариотип контроль-
ного штамма; б — о л и г о м е р ы Д Н К фага лямбда. Форез проводили в режиме для раз-
гонки хромосом легкой фракции 
Fig. з. E lec t rokaryotype of the control yeast s t ra in and the resul ts f rom m e a s u r e m e n t s 
of its chromosome weight by m e a n s of phage DNA ol igomers . On the lef t- the data f rom 
paper of Car le and Olson / 6 / . On the r ight — the resul ts of this work, a—-con t ro l s t r a ins 
e lec t rokaryotype; б — the phage DNA oligomers. The electrophoresis w a s performed un-
der condi t ions of the l ight chromosome fract ion resolut ion 

Рис. 4. Электрокариотипы пяти д р о ж ж е в ы х штаммов-интегрантов: / - кариотип штам-
ма с интеграцией плазмиды pYF91 в I хромосому; 2—5 — к а р и о т и п ы штаммов с ин-
теграцией плазмиды в хромосомы XI, IX, I I I , VI соответственно 
Fig. 4. E lec t rokaryotypes of 5 yeast in teg ran t s : 1 — karyo type of the s t ra in with integ-
ration of ρ la sin id pYF9t into chromosome I; 2—5 — into chromosomes XI, IX, III , 
VI, respectively 

ется до 100 с (режим б) имеет место разделение преимущественно 
тяжелых фракций. Д л я разгонки одновременно обеих категории Д І І К 
оказалось наиболее эффективным использование режима в-комбинации 
импульсов 50 и 100 с при равной их продолжительности с общей дли-
тельностью фореза около двух суток. 
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Результаты изучения кариотипов д р о ж же вых штаммов Saccharo-
/fiuces ccrevisiae п р е д с т а в л е н ы на рис. 3 и 4. Н а рис . 3 п о к а з а н о р а с -
положение полос в геле у контрольного штамма, в геноме которого нет 
нлазмилы pYF91. Д л я идентификации образующихся полос в геле с 
соответствующими хромосомами следовало измерить молекулярные 
массы разделенных молекул. С этой целью были получены олигомеры 
ДІЇ К фата лямбда размером от 50 (мономер) до 1150 т. п. 

Как видно из рисунка, данные по измерению хромосомных молекул 
Д И К с помощью олигомерного маркера в основном соответствуют ре-
зультатам, полученным Карлом и Олсоном [6]. 

Такое совпадение значений, а т а к ж е сопоставление их с размерами 
хромосом, полученными генетическими методами, позволяет нам вы-
явить соответствие полос на фореграмме определенным хромосомам. 
Некоторые незначительные расхождения в результатах могут быть объ-
яснены полиморфизмом длины отдельных хромосом, который может 
проявиться у штаммов одного вида, по разного происхождения [G, 7]. 
Случаи полиморфизма у д р о ж ж е й 5. cerevisiae мы т а к ж е наблюдали 
в исследованиях, проведенных совместно с сотрудниками BI I I I I lГидро-
лиза Давыденко и др. при сравнении электрокариотипов ряда гаплоид-
пых штам мов-киллеров (неопубликованные данные) . 

1 Ізменение размеров хромосом было обнаружено нами и при изуче-
нии кариотипов клеток штаммов-интегрантов. Результаты этих иссле-
дований приведены на рис. 4. У иптеграптов на всех пяти электрофоре-
граммах зафиксировано изменение расположения полос в геле. Д л я 
каждого интеграпта показано смещение именно той полосы, которая 
соответствует его химерной хромосоме, т. е. I, VI, III , IX, XI соответ-
ственно. Очевидно, что увеличение размера химерной хромосомы на 
13 200 п. о. за счет плазмиды pYF91 может быть выявлено с помощью 
пульс-фореза. 

В исследованиях, проведенных нами ранее, хромосомная лока-
лизация плазмиды pYF9l у интегрантов была определена, в основ-
ном, генетическими методами [8]. Данные, полученные в этой ра-
боте для XI хромосомы, были особенно неубедительными и позволяли 
только предполагать, но не утверждать факт интеграции плазмиды. 
С помощью пульс-фореза было показано, что хромосомы I, III, λΠ, IX 
π XI в кле іках соответствующих штаммов являются действительно хи-
мерными. Таким образом, нам удалось подтвердить интеграцию плаз-
миды pYF91 в д р о ж ж е в ы е хромосомы. 

І Імен такую коллекцию штаммов-интегрантов, можно визуально 
определить местоположение каждой хромосомы в электрофоретичсском 
кариотипе но изменению соответствующей полосы в геле. В этом слу-
чае не требуется использования трудоемких методик, которые обычно 
необходимы для идентификации дрожжевых хромосом. 

Таким образом, метод пульс-фореза обладает большой разреша-
ющей способностью, позволяя видеть сравнительно небольшие уве-
личения массы хромосом, по крайней мере легких фракций. Подоб-
ное увеличение массы можно, вероятно, увидеть и для тяжелых 
фракций хромосом, если подобрать соответствующий! режим работы 
пульс-фореза. 

Упомянутые возможности метода указывают на перспективность 
січ) использования для изучения интеграции чужеродных Д Н К в дрож-
жевые хромосомы. 
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S u m m a r y 

An electrophoret ic k a r y o t y p i n g of yeas t s t ra ins with the in tegra ted plasmid w a s perfor-
med. The collection used w a s comprised of s t ra ins wi th p lasmid pYF91 in tegra ted in se-
veral chromosomes , name ly I, III , VI, IX, XI, respectively. Some bands pos i t ions for 
i n t e g r a n t s were clearly d i f fe ren t f rom those of the recipient s t ra in . In each case only 
the chimaeric chromosome posi t ion changed . Thus, it is shown possible to ident i fy chimae-
ric ch romosomes by the technique of pulsed field g rad ien t gel electrophoresis . 
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