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Ассоциация активности ДНК-полимеразы типа I с R-плазмндон 
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(Представлено академиком АН Армянской ССР Г. X. Бунятяном I4/X1 1978)

Поиск новых генов, ассоциированных с внехрэмосомпымн ДИК 
в бактериях и высших организмах, и выяснение их функционального 
значения в настоящее время продолжает оставаться и центре 
внимания (’). Большой практический и общенаучный интерес, в част
ности, представляет изучение плазмид, влияющих на резистентность 
клеток к излучениям и на мутационный процесс (*). Ранее нам 
удалось показать присутствие в S derby К 89 и его радиочувствитель
ных мутантах R-фактора, придающего клеткам устойчивость к 
стрептомицину, пенициллину и хлорамфениколу, и лишь один из 
этих мутантов—К 82 ро| был чувствителен к этим антибиотикам, т. е. 
не содержал R-фактора (3).

В настоящей работе изучалась трансмнссибельность и стабиль
ность R-фактора, обозначенного рОК —101, проводился конъюгацнон- 
ный перенос R-плазмиды, при котором выявлена ассоциация актив
ности репаративной ДНК-полимеразы типа 1 с R-плазмндой.

В работе использовали дикий тип S. derby К 89 и выделенный 
нами его радиочувствительный мутант К 82 pol՜, Е. coll С и S ։ур- 
himurliim LT2. Характеристика: S. derby К 89 —протогроф, Stmr. Реи . 
СшГ, Tef; S. derby К 82-arg-, his֊, Stm*. Pen*. Cml*. Tet ; pol֊: S. 
typhimuriiim ZT2— прототроф, Sim*. Pen', Cml', Tef. и h. coll С —про- 
тотроф, Stm*, Pen*, Cml*. Tet. проверка на резистентность к антибио
тикам последних двух штаммов проведена в одинаковых условиях со 
штаммом S. derby.

Штаммы выращивали на полноценной среде (2% МПА). Конью 
гационные скрещивания проводили по методу Дэтта с еоавг. ( ». 
Конъюгационную смесь инкубировали в течение 3 н 18 часов при 37 ( 
Частоту R переноса определяли по отношению трансконъюгапгоп к ко 
лнчсству донорских клеток. В качестве минимальной среды испол։ юва- 
.111 М-9 (6) в опытах конъюгацнониого скрещивания Антибиотики воны 
гах по конъюгации использовали в следующих концентрациях (.мкг/.«л). 
тетрациклина гидрохлорид — 20, стрептомицин сульфат 200. псин 



циллин натриевая соль — 20, хлорамфеникол — 20. Для выделения 
ДНК-иолимеразы использовали биомассу S. derby К 89. мутанта К 
82 ро! и нни । райской ьюгангон 1\ 821, К 822, К 823, К824, К 825. 
Активное п. ДНК-полимеразы определяли в стандартных условиях 
(") с использованием "активированной" ДНК из спермы лосося (н 
качестве затравки-матрицы), 5—дезоксинуклеозидтрифосфатов фир- 
мы .ИеанаГ (Венгрия), № ТТР фирмы „AmershanT (Англия). Полная 
реакционная смесь в 1,75 м.1 содержала (в мкм): ДНК — 800, 
ATP— 3.8. 9ТР - 12,3, СТР ֊ 44, IPTTP - 12, М Cl, ֊ 3U, буфер 
РН8 — 80. Радиоактивность считали в счетчике . Intertchnlgiie* 
(Франция).

Из данных табл. 1 явствует, что путем конъюгационного скре
щивания осуществлен перенос R-плазмнды из клеток дикого типа 
S. derby К 89 к мутантным клеткам S. derby К 82 pol~ реципиентам 
Частота конъюгационного переноса варьировала от 1 • 10՜4 до 1 • Ю * 
в зависимости от маркера селекции. Таким образом удалось выявить 
в S. derby К 89 трансмисснбельный R-фактор, контролирующий 
устойчивость к стрептомицину, пенициллину, хлорамфениколу, 
обозначенный нами как pGK -101. Была проверена возможность 
передачи R-плазмиды из S. derby в S. typhlmurlum и Е coll С. Конъ- 
югаинонный перенос осуществлен, хотя частота скрещивания 
S. derby> Е. coll и S. derbyXS. typhlmurlum была на 1 — 2 порядка 
ниже, чем при скрещивании S. derby S. derby (табл. 1), т. е. перенос 
плазмиды из S. derby в S. typhlmurlum и Е. coll менее эффективен. С 
целью определения стабильности плазмиды трансконъюганты прове
рились на устойчивость к антибиотикам: стрептомицину, пеницилли
ну, хлорамфениколу. Ree трансконъюганты подобно клеткам дикого 
типа были резистентны к антибиотикам. Анализ трансконъюгантов по
казал. что плазмида pGK — 101 S. derby трансмисспбельна и стабильна.

Таблица I
Конъюгационнын перенос плазмиды pGK 101 S. derby

Селекция транс* Частота конъюганион* Чувствительность 
сконъин актов к

тран- 
анти-

Скрещивание

■
кон ьюгацин по ус- кого переноса биотокам
тойчнвости к ан- инкубация, часы

тибиотикам S1 in
3 18

Реп Cml Tel

S. derbv Sim 2 - 10֊» 4 • 10֊։ Г Г Г г
X Реп 2 - 10 • 2 • 10-։ г г г г

S. derby С ml 4 - 10-’ 1 - I0-* г г г г
S. derby Stin 1 • 10-’ 1 • 10֊1 ввив «■ев

Pen 1 • 10 1 4 10՜
S. typhlmu- Cm 1 1 • 10֊’ 3• 10-՜ «мае •■в» «■мт ——

rlum
S derby Stm 1 • 10 ’ 1 • 10-’ ■■ •ей» — 1

Pen 2 • 10֊’ 1 • ю - • ■ ■՛ в ■вив •в»
E. coll Cml 1 - 10֊’ 1 • 10-’ ՛• в*

Средние данные из 6 опытов, г резистсн г кость.
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Мутант S. derby К 82 pol֊, который служил реципиентом .. 
опытах но конъюгациопному скрещиванию, в стандартных условиях 
для определения активности ДНК-полимеразы I в ультразвуковых 
экстрактах содержал менее 5% ДНК полимеразы по сравнению с 
экстрактами из дикого типа и других радиочувствительных мутантов 
(табл. 2), и лишь му i.iiii К 82 pol оказался чувствительным к 
стрептомицину, пенициллину. хлорамфениколу, т. е. нс содержал 
плазмиды p(.iK 101 (’). Эти данные указывают на то, что ген ЧНК- 
полимеразы типа 1 в S. derby может быть локализован на плазмиде. 
Действительно, перенос плазмиды pGK-101 из S. derby К 89 в 
К 82 pol~ с помощью конъюгации приводил к почти полному вос
становлению активности ДНК-полимеразы в экстрактах их трансконъ- 
югантов (табл 2). Из 5 проверенных трансконъюгантов все 5 содер
жали 90 95% активности ДНК-полимеразы. Перенос плазмиды в 
мутант К 82 pol~, наряду с восстановлением активности ДНК-полн- 
меразы, приводит к существенному повышению резистентности клеток 
к УФ- свету.

Кривые выживаемое! и двух i рансконъюгангов изображены 
на рис. I.

Таблица 2

Содержание ДНК-полнмеразы типа I в S- derb*

Штаммы
Активность 

ДНК-полнмеразы 
I (импульсы за СО 

сек)

S. derby К 89
S. derby К 82 
Трансконъюганты
S. derby К 821
S derbv К 822
S. derby К 8.3
S. derby К 821
S. derby К 825

141)
65

1250
1375
1193 
1490
1338

Количество белка 1 .яг/'лгл во всех опытах.

Ло-видимому, бесплазмидные штаммы S. derby не содержат 
хромосомного гена ДНК-полнмеразы типа 1 и не способны нор
мально проводить репаративный синтез во время эксцизионной 
репарации.

Таким образом, полученные результаты позволяют предположить, 
что присутствие ДНК-полимеразы типа I в клетках S. derby строго 
ассоциировано с наличием плазмиды pGK —Ю1.

Результаты, приведенные в настоящей работе, хорошо согласу
ются с данными о ДНК-полнмеразах, кодируемых генами плазми i 
R-Uirecht на S. typhiniurlum (’“•) и R-фактор p^G* из Ps- aerugino- 
sis (։<J), и показывают, что ассоциация ДНК-полимеразного ienj 
С впехромосомным ДНК довольно широко распространена > бакгерн։ 
и имеет существенное значение и определении ||Х I”
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к генетически активным агентам. Существенное отличие результата, 
полученного в настоящей работе, от указанных выше в том, что и 
S. derby пла «мидная ДНК-полимераза типа 1 является основной 
репарационной J.H К-полимеразой, а хромосомная либо отсутствует,

Рис I Зависимость выживаемости клеток от доты облуче
ния Но оси op.Tnn.iT — выживаемость клеток По осн абс
цисс—время облучения в секундах. К 89—дикий ши, К 82— 

ро1- мутант. К 821. К 822 — трансконъюганты

либо составляет лишь минорную фракцию. В случае 5. 1урЫшиг1ит 
и Р$. аегир1по515 плазмидная ДНК-полимераза выявляется лишь в 
мутантах, дефектных по хромосомному гену Д11К-полимеразы тина 
1. В литературе нам не удалось найти примера почти полного выне
сения гена одного из важных факторов эксцизионной репарации ДНК- 
полимеразы типа 1 —на плазмиду. '•

I Iiictht) т экспериментальной биологии
Академии наук Армянской ССР

d !l. iiUHSUk ъ. Ъ. UIU"MKIb., 1|. Ц. UPlUihllhUL

< Н» I h-ii| п । Ji d L г ш q ш 1 -|i шin|> i| п 11* । iu G qniqnrqnidp 
R-iq|iuqd|>qiuj|i fib in

S-derby-|i pGK-101

П inntdb ш ufipifL j Z R-фш^слл pjt (лрр z tfLp pGK*/o/
tq[Uj qd fi qut j tftnfu^ujqnpqntJp h uj j и ib ri t fl j п tb p S- derby֊/» pf/tfbbpniif, itpp 
< ш qnpqniJ f pf ft bp fib wb in ft p ft n tn /»l(b L p ft՝ и ut p It iq ut ntf ft у fib, и/ Lbft у Д//»Ь, 
р/ пр ш J hb/t/f nf , hljujwJwtfp If w i nib nt fl j n ib /

Ьр ш q np&ifwd / Ifnb jni qut у ft nb t/t n fu tub у fl iJ t npft qlitqpniJ *» ш j mb ш p h p tj ш Л 
/ n L ty ш p шд ft n’b iq nj/id Lp ш tj m /.Д ш ut ft tf n t fl/шЬ у tt i q n p qm J p pGK-/O/
пцш qj ftquj jfi ,Luit

Ikj/utu tntu'h pn tJ oqtn ш qn p6 if nttf hb S. derby-// ,1,иП1Ь futuitfp It п ш -
tl/inqqtujniL pol d nt и/шЪт pt 4 tt)t j n i у ш g ft n)t ftt ш 4» ш 3 k n i Jb h p p utLupif Iq hb 
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ւքետաայի ^^թորյովէ ԴՆՒ-ի պոլիմհրսւզա / •/» ակտիվո,թյՈէնր որոշվեք ( ԴՆԹ-ի 
,է{ոքի J 1'1’*" 'ւՒ ո1'ո!յան սաանդւսրտ պայմաններում, օ զ տ ա ց ո րծ եյով որպես 
յւստրիցա սաղմոնի սպերմից անշատած <» ակտիվացված» ԴՆԹւ

Ստացված տվյալները թ ույյսւտրում են ենթադրեք, որ պլա զմ իղա յին ԴՆքէ- 
ւււոքիմերադտ 1֊ր Տ< <lerby-""7 Iան »}իս ան ու if Լ ոեպարացիոն հիմնական 
դ հթ. ։զ ոքիif երաւյ ան, իսկ / ր ո մ ո ս ոմ ա յ ին ր կամ րացակայոլմ Լ , կամ՝ կազմում 
մինորային ֆրակցիա»

Д И Т I. |> Л Т У Р Л — Դ Ր Ա ՛! И Ն II Ь I* ft II Ւ I.
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