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Из литературы известно, что введение И-плазмид в клетку бакте
рий приводит к значительному повышению радиорезистентности, к 
усилению мутагенной репарации, увеличению спонтанной и индуци
рованной мутабильности в клетках дикого типа ('՜4). Механизм эф
фекта плазмид пока представляется гипотетическим.

В связи с этим нам показалось интересным исследовать влияние 
обнаруженной нами в клетках Salmonella derby лекарственно-устой
чивой плазмиды pGK-101, с которой ассоциирована активность репа
рационного фермента ДНК-полимеразы типа I (5՜6) на радиорезис
тентность изогенных штаммов S. derby. Плазмида pGK-101 S. derby
придает клеткам устойчивость к хлорамфениколу (Cm), пенициллину
(Рп) и стрептомицину (Sm).

Для генетической характеристики плазмиды pGK-101 в настоящей
работе проведена ее элиминация, изучена активность ДНК-полимера
зы I в полученных изогенных штаммах S. derby, исследована радио
резистентность дикого штамма S. derby К 89, его радиочувствительно
го бесплазмидного штамма К 82 pol՜ и излеченных от плазмиды pGK- 
101 штаммов, образующих различные группы при действии УФ-света.

В работе использовали дикий тип S. derby К 89, выделенный на-
ми его радиочувствительный мутант К 82 pol . Характеристика штам
мов: К 89—прототроф, Cmr, Pnr, Srnr; S. derby К 82 pol՜—ауксотроф,
Тсг. Применяли полноценные жидкие и 
лением необходимых факторов роста.
препараты антибиотиков в следующих 

минимальные среды с добав- 
Использовали коммерческие 
концентрациях (в мкг/мл): 

пенициллин—20, гидрохло-хлорамфеникол—20; стрептомицин—200,
рид тетрациклина—20, бромистый этидий—100.

Элиминацию плазмиды осуществляли обработкой клеток S. derby 
К 89 в количестве 102 клеток/мл бромистым этидием в концентрации 
100 мкг/мл. Обработанные клетки инкубировали при 37° 18 ч, а затем 
высевали на чашки без антибиотиков. Выжившие клетки, которые со
ставляли 3%, высевались на селективные чашки с антибиотиками для 
отбора излеченных от плазмиды клеток, число которых составляло 
10%, а также на минимальную среду.

Активность ДНК-полимеразы определяли в стандартных условиях 
(7) с использованием «активированной» ДНК из спермы лосося (в 
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качестве затравки-матрицы), 5-дезоксинуклеозидтрнфосфатов фирмы 
«Иеапа!» (Венгрия), Н3ТТР фирмы «АтегэЬат» (Англия). Полная 
реакционная смесь в 1,75 мл содержала (в мкм): ДНК—800, АТР—

GTP—12,3, СТР—44, Н3ТРР—12, MgCl2—30, буфер pH—8—80.
Радиоактивность считали в счетчике «Intertechnigue» (Франция). •

Облучение УФ-светом производили под лампой БУВ-30 на рас
стоянии 50 см (8). Облучали дозами 3,5- 10՜5, 7 *10 5 и 15*10 5 дж/см1 2. 
Культуру (Т—108 кл/мл) перед облучением разводили 1 : 100 в физи
ологическом растворе.

1
II
111
IV
V

К89 дикий штамм
KS2 радиочувствитель

ный мутант

При элиминации плазмиды происходит расщепление признаков 
по устойчивости к антибиотикам и по способности роста на мини
мальной среде. По антибиотикоустойчивости излеченные клетки рас
падаются на несколько групп.

Первую группу составляют клетки, в которых плазмида полностью 
элиминирована. Вторую составляют клетки, утратившие резистент
ность ко всем антибиотикам, свойственную К 89,—ауксотрофы. но 
приобретшие резистентность к тетрациклину (Тс), как и ранее вы
деленный из штама S. derby К 89 радиочувствительный мутант К 82 
ро!՜. В третью группу входят клетки, устойчивые лишь к Рп. Четвер
тую составляют клетки, устойчивые к Sm и Рп. В последнюю группу 
входят клетки, резистентные к Рп и Тс.

Все излеченные клетки, входящие в указанные группы, кроме 
второй, делятся в свою очередь на прототрофные и ауксотрофные. По
добное расщепление признаков по способности роста на минималь
ной среде наблюдалось и при конъюгационном переносе плазмиды 
pGK-101 из дикого штамма S. derby К 89 в реципиентный штамм S. 
derby К 82 роГ и при трансформации клеток S. derby К 82 pol՜ 
плазмидной ДНК К 89.

При определении активности ДНК-полимеразы I у полученных 
элиминацией плазмид изогенных штаммов S. derby К 89 показано, что 
У всех излеченных штаммов независимо от группы элиминация плаз
миды приводит к снижению уровня активности ДНК-полимеразы I до 
1—3% (табл. 1). Подобная низкая активность ДНК-полимеразы I

Результаты экспериментов по излечению клеток S., derby К 89 от 
плазмиды представлены в табл. 1.

Таблица /
Характеристика групп излеченных от плазмиды pGK—101 штаммов S. derby К89

Группа излеченных 
штаммов

Рост на полноценной среде с 
антибиотиками

Ст Рп Sm Тс

Рост на 
мини

мальной 
среде

Активность 
ДНК-поли
меразы 1, 
импульсы 
за 1 мин

70
65 '
75
70
75

5450

150
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была выявлена нами в мутантном бесплазмидном штамме S. derby 
К 82 pol - (6).

Таким образом, полученные при элиминации плазмиды pGK-101 
в S. derby К 89 различные группы по антибиотикоустойчивости и рос
ту на минимальной среде подтверждают высказанное нами в преды
дущем сообщении (6) предположение о диссоциации плазмиды на 
несколько мелких, несущих различные маркеры. Результаты, получен
ные по определению активности ДНК-полимеразы I, а именно ее низ
кая активность в данных штаммах, является еще одним доказатель
ством ассоциации активности ДНК-полимеразы I с плазмидой pGK- 
101 S. derby.

Нужно отметить, что во всех изогенных штаммах S. derby К 89 
отсутствует устойчивость к Cm. Это позволяет предположить, что ген, 
ответственный за синтез ДНК-полимеразы I, и ген, определяющий 
устойчивость к Ст, по֊видимому, расположены рядом.

Результаты экспериментов по сравнительному изучению радио
резистентности дикого штамма S. derby К 89, его радиочувствитель
ного бесплазмидного штамма К 82 pol՜ и полученных излеченных 
штаммов различных групп при действии УФ-света представлены в 
табл. 2.

Таблица 2
Радиорезистентность изогенных штаммов S. derby К 89

Доза облучения, дж/см2

Культура 3,5 • 10-ь 7 • IO՜5 15 • 10՜5

К 89 дикий
К 82 pol՜ мутант
К 8 929 (II гр.)
К 89п (Ш гр.)
К 8940 (V го.)
К 89rt (I гр.)
К 89п (I гр.)
К 8926 (IV гр.)

18 
11,8
18
65
36
25
28
38

6
1,7
1,3

36
8,9
2,5

11,3
22

0,08 
0,07 
0,08
4,3
0,21 
0,35 
1,8
2,3

Из таблицы видно, что у всех излеченных штаммов, отличающих
ся по устойчивости к антибиотикам и по способности роста на мини
мальной среде, при всех дозах облучения процент выживших клеток 
значительно выше, чем у дикого штамма, несущего плазмиду.

Повышение радиоустойчивости более четко наблюдается при 
больших дозах облучения (3,5 - 10 5 дж/см2). Наиболее устойчивым к 
действию УФ-лучей при всех дозах облучения является излеченный 
штамм К 89ц, устойчивый к Рп.

Представляет интерес также бесплазмидный излеченный штамм 
К 892Э, который по своим признакам (Тсг, ауксотроф) похож на бес
плазмидный мутант К 82 роГ и проявляет при всех дозах облучения 
одинаковую с ним радиочувствительность, т. е. выживаемость его при 
всех дозах облучения ниже выживаемости дикого штамма К 89, в от
личие от всех излеченных штаммов.

Проверялась также способность клеток излеченных штаммов 
поддерживать рост и размножение фага dp8 S. derby. Все излечен* 
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ные штаммы, как и бесплазмидный мутант К 82 роГ, утратили эту 
способность.

Таким образом, изучение радиорезистентности изогенных штам
мов К 89 показало, что в данных штаммах отсутствие плазмиды при
водит к значительному повышению степени радиорезистентности кле
ток при имеющейся низкой активности ДНК-полимеразы I, что ука
зывает, по-видимому, на наличие какой-то индуцибельной репараций, 
зависимой от УФ-света.
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П-. Դ. ԱՆՏՈՆՅԱՆ, Կ. Z. ԴԱՆԱԳՈՒԼՅԱՆ, Ն Ն. ՍԱՐԳՍՅԱՆ, Ժ. Ա. ԿԾՈՅԱՆ
S. derby К 89-ի ուսղիոոեղիսւոէնտ' ԴՆԹ-պոլիմէրաղա 1-ի 

ղեֆեկտ կրող շտւսմները

ներկա աշխատանքում ուսո ւմն ա սիրվել են էթի դիում բրոմ իգով սլլազմի֊ 

է[ՒմԻնա9ՒայՒ մՒ?ո9ոլԼ ^տսյցվ ած տարբեր խմբերի (որոնք տարբեր
վում են անտիբիոտիկային զգայունությամբ և մինիմալ միջավայրի վրա 
աճման ընդունակությամբ) ուա դի ո ռե ղի ս տ են տ ո ւթ յո ւն ը \ ֊ ի նկատմամբ և
այդ խմ բերում ԴՆԹ ֊ պ ո լի մ ե ր ա զա 1~ի ակտիվությունը։

Ստացված արդյունքները •հաստատում են մեր այն ենթադրությունը, որ 
Տ. (16րհ7-/ք թՕ1\֊7^7 պլաղմիգան դիսոցվում է երեք փոքր պլազմ իգաների, 
որոնք կրոււ)' են տարբեր մ արկերներ։

(Ւագիոռեղիստենտութ յան ուսումնասիրությունը ցույց է տալիս, որ ի ղո ֊ 
զեն շտամներում սլլազմիդայի էլիմինացիան Դն Ս' - սլ ո լի մ ե ր ա զա 1-ի ակտի- 
ւխւթ/ան նվազման հետ բերում է ռա դի ո ռե զի ս տ են տ ո ւթ յան զգալի բարձրաց
ման, որը վկայում է, ըստ երևույթին \Փ֊լույսից կախված ինչ-որ ինդուցի- 
բելային ռեպարացիա յի գո յութ յուն ր։
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