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В последние годы получены сведения о том, что бактериальные фермен­
ты, участвующие в восстановлении ДНК от повреждений, вызванных 
действием различных физических и химических агентов, являются необхо­
димыми и для поддержания жизнеспособности интактных клеток. Наиболее 
убедительными в этом отношении являются исследования, в которых пока­
зано, что клетки Е. coli, имеющие одновременно мутации в двух генах, от­
ветственных за некоторые этапы темновой репарации ДНК, нежизнеспособ­
ны. Такие данные получены в отношении двойных мутантов Е. coli polA- 
гесА-, ро1А-гесВ- (‘,2). Совсем недавно появились сведения, что нежизне­
способными являются также клетки двойного мутанта Е. coli polA- uvrB- 
(3). Молекулярные механизмы, приводящие клетки перечисленных двой­
ных мутантов к гибели, до настоящего времени остаются неизвестными.

В наших предыдущих исследованиях (4) было показано, что клетки 
мутанта Е. coli polA-, не имеющие активной ДНК-полимеразы I (полиме­
разы Корнберга), утрачивают жизнеспособность при введении в их геном 
мутантного uvrE (uvr502) гена. Клетки штамма с мутацией в uvrE гене 
характеризуются высокой чувствительностью к у.-ф. облучению (5), что, 
по всей вероятности, связано с дефектом в системе репарационной репли­
кации (6) и повышенным уровнем спонтанного и индуцированного мута­
генеза (’). Для выяснения возможных причин нежизнеспособности 
; А А- uvrE- клеток был сконструирован мутант Е. coli polA12uvrE , об­
ладающий температурочувствительной ДНК-полимеразой I, которая неак­
тивна при температуре £>42°. Клетки этого мутанта гибнут при инкуба­
ции на питательных средах при 42°, но сохраняют жизнеспособность 
и размножаются при 30° (4). Проведенные исследования показали, что 
клетки этого условнолетального штамма при 45° синтезируют белок, ДНК 
и наращивают клеточную массу в той же мере, что и одиночные uvrE- или 
polA- штаммы. ДНК, синтезированная в polA12uvrE- клетках при 30°, 
в течение 2 час. последующей инкубации клеток при 45° не распадается 
и в ней не появляются однотяжевые разрывы. Таким образом, изучение 
валового синтеза макромолекул (по включению предшественников в кис­
лотонерастворимую фракцию) и структуры родительской ДНК не выявило 
различий в этих параметрах в клетках двойного и одиночных мутантов. 
Поэтому гибель polA12 uvrE- клеток при 42°, вероятно, связана с наруше­
нием каких-то других процессов. Полученные ранее сведения дали основа­
ние предположить, что в процессе образования высокополимерной ДНК из 
синтезированных при репликации однотяжевых фрагментов принимает 
участие и ДНК-полимераза I, и продукт uvrE гена (4). Поэтому вполне ве­
роятно, что в клетках двойного мутанта в непермиссивных условиях нару­
шается процесс воссоединения вновь синтезированных фрагментов ДНК. 
Проверке этого предположения и посвящена настоящая работа.

Эксперименты проводили на клетках изогенных штаммов Е. coli К.12: 
К60 pol+ uvr+, К59 pol+ uvrE-, К67 polA12uvr+ и К68 polA12uvrE-, подроб-
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ная характеристика которых была приведена ранее (4). Бактерии выращи­
вали при 30° на 0,1 М трис-HCl буфере, pH 7,0, содержащем 0,2% глюко­
зы, 1% триптона (Difco) и 20 цг/мл тимидина. Культуры в логарифмиче­
ской фазе роста (~5-107 кл/мл) переносили в водяную баню с Z=45° и че­
рез 5 мин. инкубации добавляли Н3-тимидин до конечной активности 
100 цС на 1 мл суспензии (уд. активность 4,1 С/ммоль). Через 10 мин. для 

номера фракции.

Рис. 1. Седиментограммы ДНК в щелочном 5—20% растворе сахарозы: а — 
ДНК, синтезированная в период инкубации бактерий с Н3-тимидином при 
45°; б, в, г — та же ДНК, но соответственно 20, 40 и 80 мин. дополнительной 
инкубации клеток при 45° после разведения меченого предшественника. 
1 — ДНК клеток Е. coli polA+ uvr+, 2 — ДНК клеток Е. coli polA12 uvr+, 3 — 
ДНК клеток Е. coli polA12uvrE_. Стрелками указано положение первого 
момента седиментационного распределения ДНК. Седиментограммы ДНК 
клеток Е. coli polA+ uvrE- не приведены, поскольку они не отличаются 

от седиментограмм ДНК клеток дикого типа

прекращения дальнейшего включения Н3-тимидина во вновь синтезируе­
мую ДНК в культуры добавляли подогретый до 45° 1 % раствор немеченого 
тимидина до конечной концентрации 500 цг/мл и суспензии продолжали 
инкубировать при 45° в течение еще 80 мин. В различные сроки после раз­
ведения меченого предшественника отбирали пробы и определяли м.в. 
Н3-ДНК (т. е. ДНК, синтезированной в течение 10-минутной инкубации 
с неразбавленным Н3-тимидином) с помощью ультрацентрифугирования 
в щелочных градиентах сахарозы по методу Мак Граса и Вильямса (8).
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Подробности методики определения м.в. ДНК описаны нами ранее (°). Се­
диментационное распределение меченой ДНК характеризовали путем под­
счета первого момента седиментограмм (10).

Как следует из полученных результатов (рис. 1), образование высоко- 
полимерной ДНК в клетках E.coli ро1А12 и polA12 uvrE- резко подавлено. 
Среднечисленный м.в. ДНК, синтезированной во время 10 мин. инкубации 
с неразбавленным Н3-тимидином в клетках, несущих ро1А12 мутацию, го­
раздо ниже среднечисленного м.в. вновь синтезированной ДНК в клетках 
дикого типа и uvrE- мутанта (рис. 1а). Однако, если при дальнейшей инку­
бации м.в. Н3-ДНК в клетках ро1А12 мутанта довольно быстро увеличива­
ется и через 40 мин. инкубации при 45° практически не отличим от мол. 
веса ДНК клеток дикого типа, то увеличение мол. веса ДНК в клетках 
двойного мутанта происходит с гораздо более низкой скоростью (рис. 16, 
в). Даже за 80 мин. инкубации после «импульсного» промечивания средне­
численный м.в. Н3-ДНК в polA12uvrE- клетках не достигает такового 
Н3-ДНК в клетках других штаммов (рис. 1г). Интересно отметить, что 
синтезированная при 45° ДНК в клетках двойного мутанта почти не содер­
жит класса очень высокополимерных молекул (седиментирующих в наших 
условиях в 7—12 фракцию градиента), в то время как в ДНК остальных 
штаммов такие высокополимерные молекулы составляют значительную 
часть популяции молекул ДНК. Таким образом, полученные результаты 
свидетельствуют о резком нарушении процесса образования высокомоле­
кулярной ДНК в мутантных polA~ uvrE- клетках. В свою очередь это гово­
рит о том, что процесс интеграции фрагментов ДНК при ее репликации 
в бактериальных клетках находится под генетическим контролем и требует 
функционирования ДНК-полимеразы I и (или) продукта гена uvrE. Впол­
не вероятно, что неполноценное воссоединение низкомолекулярных фраг­
ментов ДНК является причиной нежизнеспособности клеток Е. coli 
polA12 uvrE-. Один из возможных механизмов гибели клеток двойного му­
танта при 45°, являющийся результатом неполноценного образования высо- 
кополимерной ДНК, состоит в следующем. В ходе первого деления дочер­
ним клеткам будут передаваться хромосомы, содержащие однотяжевые 
разрывы в дочерних тяжах ДНК, которые остаются вследствие незавершен­
ности интеграции фрагментов. Последующее функционирование ДНК 
(репликация, транскрипция) может привести к образованию в ней двутя­
жевых разрывов, которые, как принято считать, являются летальными со­
бытиями для клеток Е. coli.
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