
gene. The nupC — pndR — pnd.A — ptsH gene order has been establis­
hed by means oi transductlonai crosses. The pridA mutations are reces­
sive to the pnd.V allele both on the F’ episome and cloned on pBR322 
plasmid.

During enzyme purificat ons study two forms of PNPase-2 have been 
established. They differ by quaternary stru՝*turc (trimerlc and hexameric), 
molecular weights of the native enzyme and its subunits, as nuich as 
substrate spe ificlty (trimer Is specific for all major purine nucleosides 
while hexamer does not cleave nucleosides of adenine).
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УДК 576 851 132095:547943

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ 
НЛАЗМИДНЫХ ЛИК SALMONELLA DERBY ШТАММ \ К-89

А Ф КАЗЛНЧЯН

Uoxii.inita структурно-функциональна* нариабсльностъ ДНК и.тмид Salmonella 
derby К 89; н исследуемом штамме выянлен:. инвертированные ...... после-
доиатсльлости ДНК. ответственные за рекомбинационные процессы и клетках бакте­
рий н, пи леей вероятности, обуеллвлнплхчцне структ) рио-функииопа.и-ную парна- 
бельпость щученных пллтмплиых ДНК

Каючсиые слона: сальмонелла, пиззиида.
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Рис. I I Электрл1ф։>|:ети'1сск»1«. плззиндны- U IK Ч dvrny К-89 в
различных условиях культ нпринанпи 2 Элею рофиретнческне профили 
нлазындных ДНК S. derby К-89 в составе трансформантов. а|. б), в! 
(■ coli J й’З. трансформированные плалмн.шымн ДНК 1 2. 3. rj С. coli 
.1 5-3; д) Реп уеюччиный трансформант I ;i>li I V ( ДНК И el ’ i-ibni — 
устойчивым грань-формант I., coh I 6-3 (ДНК 3i ՝ Элзьтроф՛ фегкчсские 
профили плазмн.лгых ДНК н<сххлглпп1нъ։в s lyplr.n ui iinri AG-H-I ;։| Реп— 
устойчивый жс.чоныоганг, Гч Stn- -устчй liiniji’i >кгкон։.югаи1 в> Сгм 

\СТОЙ ։!1НЫЙ ЭКГКОН ПИ?! ЛН1.
Рис. 2 I Электрофоре* иладмидиых ДНК S. de-l>\ К 89. обработанных 
(6) и необработанных (a) Si п\к.хазон. 2. Электрофорез в 1.1%-пой 
агарозе а) фаг обрэ бот аилы н Pst 1. 61 инвертированные повторяющие­
ся последовательности ДНК h :1< -1՝у К-89; ы пнвергнроь.'пныр ионгоры 

ДНК S derby К-89 после денатурации и ренатурэцин.



Salmonella derby К-89 выявлен в клинических изолитах больных 
детей к период доминирования этого штамма в качестве основного воз- 
бучи геля сальмонеллеза в Армянской ССР [4]. У данною штамма 
определена антибиотикоустойчивость к пенициллину, хлорамфениколу, 
стрептомицину. Ранее нам։: были выделены и охарактеризованы плаз- 
нидныс- ДНК S. derby К-89, ответстлелпые >а данный гп.-кгр устой in- 
пос л- к антибиотикам [1—3, 6].

Материал и методика. Бактерии штамма S. derby К-89 выращивали и течение 18— 
20 ч при 37' в питательном бульоне, приготовленном ня основе рыбной пасты (50 г 
гнеты па I л воды) или на агаризрвйннспТ среде с антибиотиками. Осветленные, ли- 
заты получали по Гуэррп [12]. Плазм нлные. ДНК осаждали изопропиловым спир­
том. осадок после центрифугирования промывали, суспендировали н буфере 50 мМ 
Трис НС; (pH 7.8), 10 мЧ \'а2 ЭДТА. к котором) добавляли SDS до конечной кон- 
нентраини 0,7%, и инкубировали в течение 6(1 мни при 65° в присутствии протеиназы 
К (200 мкг/мл) [Н]. Затем ДНК делротеншинронали и осаждали спиртом II ея- 
Тнфикаиию плаэмидных ДНК проводили путем. гель-электрофореза о Н; ной arap i? 
•Serva, ФРГ) в буфере 0.04 М трис-ацетата (pH 7.8|. 0.02 М ацетата Na. 0,002 М Na., 

ЭДТА.
Трансформацию пл азмид ними ДНК S. derby К-89 проводили ио описанному ил- 

ми ранее экспрессному методу [6]. В качестве реципиент.>а :рн л м иен./.: нива.ш 
Следующие штаммы՜ Salmonella typhiniurlum AG-64, прсдостан i-.ни-тй член-корр. 
.АМН СССР А. Г. Скаврокской. Г. coll С-600, Е. col; .1 5—3. Реанпиенгныс штам­
мы исследовали на аятпбиотккочувстр.ительность и отсутствие иляз.мидной ДНК. 
Трансформанты возникали с частотой 10>—10» иа ! .мкг ДНК После ряда проверок 
на стабильность фенотипа под селективным леплением из полученных клонов выдели­
ли плаз мидные ДНК. которые анализировали электрофорезом в 1%-нпн агарозе.

В качестве реципиента при конъюгации использовали штамм S. lyphiinurium AG-6I 
\ralr ՛. Конъюгацию проводили согласно руководству Миллера [7] при 37- от 15.мин 
до 2 ч; Жонтрселекцшо—налидиксовой кислотой в концентрации 10 мкг/мл Конь- 
юглнты возникали с частотой 10-5—ю Пчеле проверок на стабильность фенотипа 
и՛ жсИрнъюгаитов выделяли плазмидные ДНК и изучали их поведение в Г'.',-ной 
агарозе при гель-элект|х>форезе в течение 3 ч при ЬОВ

Обработку SI-нуклеазой (Serva. ФРГ) проводп.-.ii по описанном методике [5]. 
Пробы инкубировали при 37° а течение 15, 30 мин и 1 часа. Реакцию останавливали 
ври 65°. Оптимальная концентрация Sl-нуклсазы и наших опытах составляла 500 еди­
ниц на : мкг ДНК

Выделение инвертированных повторяющихся последовательной ДНК проволнтч 
по известному методу [8], идентифицировали их гель-электрофорезом в 1.)%-нон 
лгарр>- при 60 В в течение 5 часов

Результаты и обсуждение. Электрсфоретическис профили плаз- 
мндиых ДНК S. derby К-89, выделенных при культивировании штамма 
и различных условиях, показаны на рис. I. /. Плазмидные ДНК ва­
рианта «б» па рис. 2, / предназначались для грансформаиии.

Приведенная таблица отражает функциональную вариабельность 
плпзмндных ДНК S. derby К-89 при экспрессии их п гетерологичных н 
Гомологичных системах трансформации. Внимание привлекает тот 
факт, что все молекулы ДНК. выявляемые при гель-эл ектрофорезе 
(рис. 2, !), передают при трансформации все исследуемые детерминан­
ты антибиотикоустойчявости. что хорошо прослеживается на примере 
реципиента S. lyphimuriuni \G-64. Однако н случае отдельной молеку­
лы ДНК происходит диссоциация нестабильного фенотипа PcnCrnSn) 
на стабильные CmSm и Реп или РепСт и Sin. В таблице показана 
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различная экспрессия п.ъазмидных ДНК d Е. coli J 5-3, Е. coli С-600, 
S. typhimurium AG-64. В наших экспериментах закономерен сам факт 
передачи одной молекулой ДНК независимо от молекулярной массы 
всех исследуемых признаков антибиотикоустойчивости, а именно Реп, 
Cm, Sm. В этой передаче разделяются 2 стабильных фенотипических 
признака PenCm и Sin в одном случае и CmSm и Реп н другом. Ни в 
одном эксперименте по трансформации Ст не является самостоятель­
ным фенотипически стабильным детерминантом, что подтверждается 
также опытами по конъюгации бактерии S. derby К-89 и S. typhimurium 
AG-64.

На рис. 1.2. и. I, 3 представлены электрофоретические профили 
плазмид S. derby К-89 в составе бактерий-трансформантов. Как вид­
но, в них имеет место повышенная вариабельность структурных форм 
плазмидпых ДНК.

ДНК 3 (рис. 2. / б, полоса 3) в штамме Е. coli .1 5-3, не имеющем 
плазмид в своем составе (рис. 1, 2г), проявляет фенотип CmSm и Реп 
и при электрофорезе даст целый ряд полос, в том числе мигрирующих 
с крайне низкой скоростью, сопоставимой со скоростью миграции са­
мой высокомолекулярной плазмиды (рис. 1, 2 в).

Из рис. 1, 2 и I, 3 видно, что низкомолекулярные плазмидныс ДНК 
образуют в трансформантах высокомолекулярные формы, а ДНК 1 в 
составе трансформантов даст начало ряду низкомолекулярных форм.

При конъюгации S. derby К-89 с S. typhimurium AG-64 реципнент- 
пый штамм приобретал все признаки устойчивости к антибиотикам 
Cm. Sm, Реп. причем Pen-устойчивые колонии были устойчивы к Ст, 
.чо не к Sm, а Sm-устойчивые только к Sm. Cm-устойчивые колонии 
г.оньюгаптов росли также на Реп-чашках и были чувствительны к Sm.

Электрофоретический анализ плазмид, выделенных из эксхоншо- 
гантов, выявил наличие в случае с PenCm устойчивостью высокомоле­
кулярной плазмидвой ДНК, которая при Sm-устойчивости отсутствует 
(рис. I, 3).

11рнсутствие инвертированных повторяющихся последовательно­
стей в генетическом материале S. derby К-89 определяли как указано в 
методике. На рис. 2, 2 представлены результаты гель-электрофореза в 
1,4%-ной агарозе обработанного препарата плазмидных ДНК. Видно, 
что н составе исследуемых ДНК S. derby К-89 имеются обратные по­
вторы ДНК с молекулярными массами, близкими по величине извест-

Т а б л и ц а 
Трансформация ллаодидмимн ДНК Salmonella derby К-89

№ ДНК
Рсц и п пент ы

S. lyphimurlum AG -64 E. coll J 5-3 E. coll C-600

ДНК № I
ДПК № 2

ДПК № 3

PenCm
Реп С m

PenCm

Sm 
Sm

Sm

PenCm
PenCm

PenCm Sm

Sm
Pen
Pen

PenC
Pen
Pen CmSm

mSn> 
Sm 
Pen

CmSm PenCm Sm
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ны,м ипсерииошгым последовательностям (от 800 до 1500 т. п. и.), а 
также значительно превышающими их.

Результаты экспериментов убедительно показывают структурно- 
функциональную вариабельность плазмидных ДНК в составе S. derby 
К-89. Изучение фенотипически стабильных форм плазмидной ДНК вы­
явило ряд закономерностей: каждая плазмида передает рсципнентно- 
му штамму устойчивость ко всем исследуемым антибиотикам, однако 
во всех случаях происходит диссоциация «трехчленного» детерминанта 
PcnCmSm на стабильные репСт и Sm или CmSrn и Реп, причем пер­
вый случай преобладает: плазмидные ДНК с низкими молекулярны­
ми массами образуют в составе трансформантов стабильные высокомо­
лекулярные формы; высокомолекулярная ДНК 1 является коинтсгра- 
том, способным существовать, возможно, как в виде олигомера, гак и 
катенана, а соотношение этих двух структурных форм в бактериях мо­
жет определяться мемболическим состоянием бактерии-хозяина, усло­
виями роста [10].

Из приведенных экспериментальных данных явствует, что метабо­
лической системе S. derby К-89 свойственно поддержание в своем со­
ставе определенного количества (до 3-х) стабильных структурных форм 
плазмид с различными молекулярными массами, фенотипически выра- 
жзющими устойчивость к пенициллину, хлорамфениколу, стрсптоми- 
пипу.

В основе всех описанных явлений лежат рекомбинационные собы­
тия, происходящие на внутри молекулярном и меж молекул яр ном уров­
нях. Полученные данные свидетельствуют о том, что обнаруженные в 
эксперименте инвертированные повторы ДНК вовлечены в подобные 
Ь&СОыбннации in vivo, известные для многих штаммов [9]. и создают 
основу для существования сложной, но закономерной вариабельности 
структурно-фуикииопальпых форм илазмвдных ДНК S. derby К-89.
Институт экспериментальной биологии

ЛИ Армянской ССР Поступило 11.VI 198й г.

К-89 6SU.UI՛ SALMONELLA DI RBY '4U.9,UI''IU.-3l'b ‘Н.1>-ЪЬРЬ

II. 1. чииил^-пп.

՛ f/"՛],1/ 4Salmonella derby K.-8 u^tinjJluptLpfi 
Ullinit/lftuA ptllfill lj/l/l]  fl lib 111/ if UI pfl L'lpfl / III fl 1И1Ъ p b 'I'l/ft'-fl фп /ч Ш !j I, p llj iflll c) ///»/>- 

Ul^l,JI^ nt p ini-ЬЪ b pfi qrijnif/juihp r/t//uiJbtiiuf/pifnq ? t/։ uiJ nij, uptJt- 
Un,l Hf 4/j/b til’ll tntf иp։f uu'/ f tji/// ifui pflU/ pfl/nt f) l"t.h p: I .1 % iu',utpti-
ipuji/iJ hUjinptit^npb/ifi oqii ntf} juijp pmz;w‘>in pin/iih'I bh \iu (u/Ъft JS>֊hLp{t >p(t֊ 
fwbtuj Jtt(bl{ni[։пир l^finhbptHf 9'OP'-tibp/i iflllftl111 If I. [I llj tfill Л I/ pbb //iff J /пЪЪ b p p , 
/Jtnt/Lu h p Ui pXp mt} rrt fil tli/tfuiHljlipunfiuf՝) I/ pljli rrr [} i uibii b pfi tinilftu/ni ֊
Pjiuiipi
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STRUCTURAL-FUNCTIONAL VARIABILITY OF PLASMID DNA-s
OF SAl.MORhLLA DE RUY K-89 STRAIN

A. F. KAZANCHIAN

Data, concerning the variability of plasmid DNA structure and 
function in Salmonella derby K—81 strain are shown, it has been fo­
und out that these plasmid DNA s harbour the inverted repeat 
sequences, which appear to be responsible for the mentioned plasmid 
DNA variability.
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