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СООТНОШЕНИЕ ЛЕТАЛЬНЫХ И МУТАГЕННЫХ ПОВРЕЖДЕНИЙ
В ДНК ПЛАЗМИД И БАКТЕРИОФАГОВ, ИНДУЦИРОВАННЫХ

8-МЕТОКСИПСОРАЛЕНОМ + УФ (λ ≥ 320 нм)
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Проведено измерение K-соотношения количеств диаддуктов (D) и моноаддуктов (M), индуциро-
ванных 8-метоксипсораленом (8-МОП) в ДНК, упакованной в головке бактериофага λ и в ДНК
плазмиды pBR322 при УФ-облучении (λ ≥ 320 нм). Определены вероятности P UVR-эксцизионной
репарации моноаддуктов 8-МОП, а также S и Sm SOS-репарации диаддуктов и моноаддуктов
8-МОП. Измерение P проводилось с использованием ангулярного производного ангелицина. Пока-
зано, что P = 0.86. Для определения S и Sm использовали бактериофаг λ11, обработанный 8-МОП + УФ
(λ ≥ 320 нм) или 8-МОП + УФ (λ ≥ 380 нм), и высеянный или на предварительно облученные корот-
коволновым УФ (λ = 254 нм) бактерии, или на бактерии с конститутивным синтезом генов SOS-ре-
гулона, а также на бактерии, содержащие плазмиду pKM101. У бактериофага λ11 определяли степень
W-реактивации (α) и частоту W-мутагенеза clear-мутаций (m). Показано, что диаддукты (“сшивки”)
8-МОП репарируются бактериальной SOS-системой с вероятностью S = 0.28–0.29, а моноаддукты
8-МОП репарируются бактериальной SOS-системой с вероятностью Sm = 0.41 лишь при участии
фермента MucA’2B, гены которого расположены в конъюгативной плазмиде pKM101.
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При фотосенсибилизации бактерий и бакте-
риофагов при помощи 8-метоксипсоралена
(8-МОП) плюс УФ (λ ≥ 320 нм) в ДНК образуют-
ся два типа фотопродуктов: моноаддукты (моле-
кула 8-МОП ковалентно связана с одним пири-
мидиновым основанием) и диаддукты, или меж-
нитевые “сшивки” (молекула 8-МОП ковалентно
связана с двумя пиримидиновыми основаниями
из комплементарных нитей) [1–4].

Принципиальное значение при анализе дей-
ствия 8-MOП на ДНК имеет величина K, характе-
ризующая соотношение моноаддуктов и диаддуков:

где M – число моноаддуктов, D – число диаддуктов.
Величина K зависит от ряда факторов. Во-пер-

вых, K зависит от длины волны УФ, используемо-
го при освещении раствора с 8-MOП. Например
при использовании УФ с длиной волны больше

380 нм в ДНК образуются практически исключи-
тельно моноаддукты 8-МОП, т.к. для вторичной
реакции, сшивающей моноаддукт с комплементар-
ной нитью, требуется значительно более короткая
длина волны УФ (320–350 нм) [5]. Во-вторых, K
зависит от состояния ДНК. Например, ДНК, упа-
кованная внутри головки бактериофагов, харак-
теризуется меньшей величиной K по сравнению
со свободной ДНК [6].

Необходимо также учитывать возможности
репарации моноаддуктов и диаддуктов в бактери-
альной клетке. Так как моноаддукты и диаддукты
8-МОП блокируют процесс репликации, прово-
димый ДНК-полимеразой III, то естественно
считать, что при высеве плазмид, обработанных
8-MOП, и фага на УФ-необлученных бактериях
E. coli ΔuvrΔrecA в связи с отсутствием систем экс-
цизионной репарации (UVR) и пострепликатив-
ной репарации (RecA) каждый моноаддукт и
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диаддукт в ДНК носят летальный характер. В
E. coli uvr+recA+ моноаддукты 8-МОП репариру-
ются ферментами эксцизионной репарации UVR
с такой же эффективностью P (P – вероятность
эксцизионной репарации моноаддуктов и циклобу-
тановых пиримидиновых димеров), как и циклобу-
тановые димеры пиримидинов [7]. Но моноаддукты
8-МОП в ДНК фагов и плазмид не способны репа-
рироваться пострепликативной рекомбинационной
системой (RecA). Это связано с необходимостью на-
личия в клетке второй копии неповрежденного в
этом локусе гомологичного генома, так как фаги
и плазмиды инфицируют клетку, как правило, в
одном экземпляре (в опыте используется низкая,
много меньше единицы, множественность ин-
фекции).

Диаддукты (“сшивки”) в ДНК фагов и плаз-
мид при их высеве на УФ-необлученных штаммах
E. coli ΔuvrΔrecA и E. coli Δuvr летальны на 100%,
т.к. блокируют репликацию и не репарируются.
Для репарации “сшивки” требуются выщепление
“плеча” сшивки из одной из комплементарных
нитей, проводимое ферментами эксцизионной
репарации UVR, и последующее заполнение об-
разуемой “бреши”. Диаддукты 8-MOП в ДНК фа-
гов и плазмид при их высеве на необлученных
бактериях uvr+ recA+, т.е. при отсутствии в клетке
активной системы SOS-репарации, также 100%-
но летальны, т.к. несмотря на выщепление “пле-
ча” сшивки ферментами UVR, заполнить
“брешь” система пострепликативной RecA-ре-
комбинационной репарации не способна из-за от-
сутствия в клетке второй копии генома фага или
плазмиды. В работе [8] это было эксперименталь-
но подтверждено: в ДНК фага λ, высеянного на
необлученных бактериях. E. coli uvr+recA+, фор-
мирование одного диаддукта в ДНК соответствует
примерно одному летальному удару, в то время
как моноаддукы 8-МОП c высокой эффективно-
стью репарируются ферментами UVR.

При УФ-облучении в бактериях индуцируется
SOS-система репарации ДНК, регуляция которой
определяется двумя белками – репрессором LexA и
белком RecA [9, 10]. В бактериях E. сoli в составе
SOS-регулона расположены гены umuC и umuD
[11], кодирующие субъединицы полимеразы PolV
(UmuD’2C), которая преодолевает блок реплика-
ции, вызванный летальным дефектом в ДНК,
вставляя напротив поврежденного нуклеотида,
как правило, некомплементарный нуклеотид
[12–14]. В результате процесса, который получил
наименование “translesion synthesis”, одновре-
менно увеличивается выживаемость бактерий и
индуцируются мутации [15]. Показано, что в этом
процессе помимо полимеразы PolV важную роль
играет активированный белок RecA* (звездочка
обозначает активированное состояние белка) [16,
17]. Активация RecA происходит в результате обра-
зования связи RecA с однотяжевой ДНК, которая

образуется в значительном количестве в УФ-об-
лученных бактериях в процессе репликации и ее
блокирования летальными повреждениями. Бел-
ки системы SOS-репарации способны репариро-
вать и вызывать мутации не только в хромосоме
бактерии, но также в плазмидах и ДНК бактериофа-
гов, особенно эффективно у умеренных бактерио-
фагов (например фаг λ), в меньшей степени – у
условно летальных бактериофагов, например,
фаги T1, T3, T7 [18], и не способна репарировать
активно летальные фаги типа T2, T4, которые
убивают клетку и ингибируют основные внутри-
клеточные процессы уже практически в момент
адсорбции [19]. Феномен возрастания выживае-
мости и частоты мутаций у фагов и плазмид, вы-
сеянных на бактериях с предварительно индуци-
руемой SOS-системой, в честь первооткрывателя
эффекта J. Weigle (1953 г.) носит название W-ре-
активации и W-мутагенеза [9].

В настоящей работе проведено измерение K-со-
отношения количеств диаддуктов (D) и моноаддук-
тов (M) в ДНК, упакованной в головке бактериофа-
га λ, и в ДНК плазмиды. Определены вероятности P
эксцизионной репарации моноаддуктов и S и Sm
(по [20]) SOS-репарации диаддуктов и моноад-
дуктов 8-МОП. Измерение P проводилось с ис-
пользованием ангулярного производного ангели-
цина, который в силу структурных особенностей,
способен образовывать лишь моноаддукты и не
способен формировать диаддукты [20]. Для опре-
деления S и Sm использовали бактериофаг λ11, об-
работанный 8-МОП + УФ (λ ≥ 320 нм) или
8-МОП + УФ (λ ≥ 380 нм), и высеянный или на
предварительно облученные коротковолновым
УФ (λ = 254 нм) бактерии, или на бактерии с кон-
ститутивным синтезом генов SOS-регулона, а также
на бактерии, содержащие плазмиду pKM101.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальные штаммы,
бактериофаги и плазмиды

Бактериальные штаммы Escherichia coli K12:
AB1157 F--- thr-1 leu-6 proA2 his-4 thi-1 argE3 lacY1
galK2 ara14 xyl-5 mtl-1 tsx-33 rpsL31 supE44; AB1886
uvrA6, AB2480 uvrA6 recA13, остальные маркеры –
как у AB1157 (штаммы получены от проф. P. How-
ard-Flanders, CША), Escherichia coli DM1187
recA441 lexA51 sfiA11 arg+, остальные маркеры –
как у AB1157 (штамм получен от проф. В.А. Лан-
цова, СПб государственный университет). Штам-
мы TK603 arg+ilvuvrA6, остальные маркеры – как
у AB1157; GW514 = TK603 (pKM101 mucAB+) –
получены от проф. G.C. Walker, США.

Бактериофаг λ11 (λv2v3) получен от R. Devoret
(Франция). Плазмида pBR322.
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КОТОВА и др.

Среды и условия роста бактерий

LB-среда: 1%-ный триптон, 0.5%-ный дрож-
жевой экстракт, 0.5%-ный NaCl; для верхнего и
нижнего слоев чашек Петри использовали 0.7 и
1.8%-ный LB-агар. Бактерии растили в LB или LB
плюс 100 мкг/мл ампициллина при постоянном
перемешивании до средней экспоненциальной
фазы при 30°С. Трансформацию бактериальных
клеток, обработанных ионами Ca2+, проводили
согласно [21].

Буферы и реактивы

Трис-буфер: 0.05 M трис-HCl, 0.01 M NaCl,
pH 7.5; ТМ-буфер: 0.05 M трис-HCl, 0.01 M NaCl,
0.001 M MgSO4, pH 7.8. 8-Метоксипсорален
(8-МОП) – фирмы “Sigma”. Ангелицин получен
от проф. G. Rodighiero (Италия).

Облучение бактерий, бактериофага и плазмид

Раствор ДНК в трис-буфере и суспензию фага
в ТМ-буфере, содержащих 40 мкг/мл 8-МОП или
200 мкг/мл ангелицина, облучали при 4°С в пи-
рексовых кюветах. Источником света λ ≥ 320 нм
служила ртутная лампа высокого давления СВД-
120А с фильтром УФС-6. Лампу СВД-120А с
фильтром ЖС-4 использовали в качестве источ-
ника света с λ ≥ 380 нм. Расстояние лампы до об-
разца – 20 см. Суспензию бактерий в ТМ-буфере
облучали коротковолновым УФ (254 нм), источ-
ником которого служила ртутная лампа низкого
давления БУВ-15. Дозу УФ-света измеряли дози-
метром УФД-4 с магниевым фотоэлементом.

W-реактивация и W-мутагенез

Бактерии в экспоненциальной фазе дважды
отмывали ТМ-буфером, концентрировали в пять
раз в том же буфере и облучали при 20°С лампой
БУВ-15 (254 нм) различными дозами. Адсорбцию
фага λ на необлученных и УФ-облученных клет-
ках проводили в течение 15 мин в ТМ-буфере при
37°С. Посев комплекса фаг-бактерия проводили
двухслойным методом с добавлением индикатор-
ной культуры AB2480. Для учета clear-мутантов
использовали фаг λ11, который способен форми-
ровать две одноступенчатые мутации – clear и vir.
Спонтанный фон clear-мутаций для различных
препаратов фага равнялся: 8 × 10–4–1 × 10–3. У
фага, обработанного 8-MOП + УФ (λ ≥ 320 нм),
определяли частоту clear-мутаций среди выжив-
ших. Степень W-мутагенеза определяли как отно-
шение частоты мутаций при высеве фага на УФ
(254 нм)-облученных клетках к частоте мутаций
при высеве фага на необлученных клетках. Мно-
жественность инфекции не превышала 0.01.

Для измерения W-реактивации у плазмиды
pBR322 клетки обрабатывали ионами Ca2+, а за-
тем облучали разными дозами УФ (254 нм). Сте-
пень W-реактивации (α) для фага и плазмиды
определяли по формуле: α = NnnNoo/NonNno, где
Nnn – титр необлученных фага и плазмиды на не-
облученных бактериях, Noo – титр облученных
фага и плазмиды на облученных бактериях, Non –
титр облученных фага и плазмиды на необлучен-
ных бактериях, Nno – титр необлученных фага и
плазмиды на облученных бактериях.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Высев фагов и плазмид на необлученных бактериях

В настоящей работе измерение P (вероятность
эксцизионной репарации UVR) проводилось с
использованием ангулярного производного анге-
лицина, который в силу структурных особенно-
стей, способен образовывать лишь моноаддукты
и не способен формировать диаддукты. Были по-
лучены кинетические кривые инактивации плаз-
миды pBR322, обработанной с помощью ангели-
цина + УФ (λ ≥ 320 нм) при трансформации необ-
лученных штаммов E. coli AB1157 uvr+recA+ и
AB2480 ΔuvrΔrecA (рис. 1), которые описываются
следующими формулами:

N/N0 = e–M – для штамма AB2480, т.к. каждый
моноаддукт летален,

Рис. 1. Кинетические кривые инактивации плазмиды
pBR322, обработанной ангелицином + УФ (λ ≥ 320 нм)
при трансформации штаммов E. coli K12. 1 – AB1157
uvr+recA+, 2 – AB2480 uvrA6 recA13. По оси абсцисс
отложено время облучения плазмидной ДНК (мин),
по оси ординат – степень выживаемости плазмиды
N/N0.
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N/N0 = e–(1 – P)M – для штамма AB1157, т.к. лета-
лен только каждый нерепарированный моноад-
дукт.

Из полученного соотношения наклонов кине-
тических кривых инактивации, σΑΒ1157/σΑΒ2480 =
0.14, получаем: M × (1 – P)/M = = (1 – P) = 0.14, и
вероятность эксцизионной репарации моноад-
дуктов P = 0.86.

Для измерения величины K (M = KD) были
определены кинетические кривые 8-MOП + UV
(λ ≥ 320 нм) инактивации плазмиды pBR322 и
бактериофага λ при высеве на необлученных бак-
териях AB2480 и AB1157 (рис. 2):

N/N0 = e–D(1 + K) – для штамма AB2480, т.к. каждые
моноаддукт и диаддукт летальны;

N/N0= e–D[1 + K(1 – P)] – для штамма AB1157, т.к.
каждый диаддукт летален, а моноаддукт летален с
вероятностью (1 – P). Из полученного соотношения
наклонов, равных σAB2480/σΑΒ1157 = 1.7 для бактерио-
фага, и =3.3 для плазмиды и с учетом полученного
ранее значения P = 0.86, определяем величины K:

σAB2480/σΑΒ1157 = (1 + K)/[1 + (1 – P)K]. K = 0.92 – для
бактериофага λ, т.е. на один диаддукт образуется в
среднем один моноаддукт, и K = 4.3 для плазмид-
ной ДНК, т.е. на один диаддукт образуется в сред-
нем примерно 4.5 моноаддуктов.

Высев фагов и плазмид на УФ-облученные
бактерии AB1157 и AB1886 и на необлученные 

бактерии штамма DM1187

Вначале нами были определены оптимальные
дозы УФ (254 нм)-облучения для бактерий AB1157 и
AB1886 uvrA6, при которых в клетках максималь-
но индуцируется система SOS-репарации. На
рис. 3 и 4 представлены данные по возрастанию
выживаемости фага λ11 (далее обозначен λ) (рис. 3)
и плазмиды pBR322 (рис. 4), облученных или ко-
ротковолновым УФ (254 нм), индуцирующим в
качестве основных, блокирующих репликацию,
летальных дефектов ДНК циклобутановые пири-
мидиновые димеры, или УФ-светом с λ ≥ 320 нм
в присутствии 8-MOП. У бактериофага λ11 опре-
деляли одновременно частоту “clear” мутаций. Доза
УФ для облучения препаратов фага и плазмиды
выбиралась таким образом, чтобы уровень инак-
тивации объектов при высеве на необлученных бак-
териях равнялся примерно 10–3. Бактерии AB1157 и
AB1886 uvrA6 облучали разными дозами коротко-
волнового УФ (254 нм). Степень W-реактивации
α для фагов и плазмид определяется по формуле:
α = NnnNoo/NonNno (см. Материалы и методы).

Как видно из рис. 3 и 4, выживаемость фага и
плазмид увеличивается, одновременно у фага λ1l
растет частота “clear” мутаций в связи с активно-
стью системы SOS-репарации в предварительно
УФ (254 нм)-облученных разными дозами бакте-
риях. В случае УФ (254 нм)-облученного фага
(рис. 3,а) и плазмиды (рис. 4), содержащих в ДНК
циклобутановые димеры пиримидинов, макси-
мальные значения α и частоты мутаций m дости-
гаются при УФ-дозе на бактерии около 30 Дж/м2

для штамма AB1157, и около 6 Дж/м2 для штамма
AB1886 uvrA6. Аналогичный результат был полу-
чен и для 8-MOП + УФ (λ ≥ 320 нм) – инактиви-
рованных фага λ11 и плазмиды, однако только при
использовании в качестве хозяина бактерий
AB1157, т.к. при использовании бактерий AB1886
uvrA6 SOS-репарация и индукция “clear” мутаций

Рис. 2. Кинетические кривые инактивации обрабо-
танных 8-MOP + УФ (λ ≥ 320 нм) бактериофага λ (а)
и плазмиды pBR322 (б) при инфекции или трансфор-
мации штаммов E. coli K12: 1 – AB1157 uvr+recA+; 2 –
AB2480 uvrA6 recA13. По оси ординат отложена выжи-
ваемость N/N0, по оси абсцисс время облучения пре-
парата (мин).
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у фага λ11 и SOS-репарация у плазмиды не наблю-
дались (рис. 3,б и рис. 4).

При высеве 8-MOП + УФ (λ ≥ 320 нм)-обрабо-
танных разными дозами фагов и плазмид на пред-
варительно УФ (254 нм)-облученных бактериях
необходимо учитывать SOS-репарацию моноад-
дуктов и диаддуктов в ДНК. В этой серии опытов
мы использовали лишь штамм AB1157 и не ис-
пользовали мутантный штамм AB1886 uvrA6, так
как диаддукты 8-MOП не репарируются в связи с
отсутствием UVR-ферментов, выщепляющих “пле-
чо” сшивки, а моноаддукты 8-MOП (но не моно-
аддукты ангелицина) не репарируются SOS-си-
стемой бактерии, т.к. фермент PolV не способен

преодолевать блок репликации, вызываемый ин-
теркалированной в ДНК молекулой 8-MOП [22].

На рис. 5,а представлены кинетические кри-
вые 8-MOП + УФ (λ ≥ 320 нм)-инактивации фага λ
при высеве на необлученных и УФ (254 нм)-облу-
ченных оптимальной дозой (30 Дж/м2) бактериях
AB1157. Зависимости N/N0 от количества диад-
дуктов Д, образующихся в ДНК, выглядят следу-
ющим образом:

N/N0= e–D[1 + K(1 – P)] – бактерии необлучены (каждый
диаддукт летален, и летальны не репарированные
UVR-ферментами моноаддукты (см. формулы
выше)).

Рис. 3. W-реактивация и W-мутагенез бактериофага λ11, облученного УФ (254 нм) (а) и обработанного 8-MOP + УФ
(λ ≥ 320 нм) (б) при инфекции штаммов E. coli K12 AB1157 uvr+recA+ (1, 2) и AB1886 uvrA6 (3, 4). Бактерии облучались
разными дозами УФ (254 нм). 1 и 3 – кривые W-реактивации, 2 и 4 – кривые W-мутагенеза. По оси абсцисс отложены
дозы УФ (254 нм) на бактерии, в Дж/м2. По осям ординат отложены α-степень W-реактивации и m – частота clear-му-
таций среди выживших. Доза УФ (254 нм) на фаг при высеве на AB1157 равнялась 140 Дж/м2, выживаемость фага на не-
облученных бактериях AB1157 равнялась 1.2 × 10–3. Доза УФ (254 нм) на фаг при высеве на AB1886 равнялась 20 Дж/м2,
выживаемость фага на необлученных бактериях AB1886 равнялась 1.1 × 10–3. Время облучения фага с 8-MOП + УФ
(λ ≥ 320 нм) при высеве на AB1157 равно 55 мин, выживаемость фага на необлученной культуре равно 1.7 × 10–3, а на
AB1886 – 45 мин, выживаемость фага на необлученных бактериях AB1886 равна 1.4 × 10–3. Частота clear-мутаций фага
на необлученных бактериях AB1886 и AB1157 равна 1.0 × 10–3.

1 – AB1157, α

3 – AB1886, α

2 – AB1157, m ×10–3

4 – AB1886, m ×10–3

14
α

12

10

8

6

4

2

8
ma

Доза, Дж/м2

7

6

5

4

3

2

1

0
0 3 6 10 15 20 30 40 6050

9
α

8
7
6
5
4

2
3

1

8
mб

Доза, Дж/м2

7

6

5

4

3

2

1

0
0 3 6 10 15 20 30 40 6050



ГЕНЕТИКА  том 57  № 7  2021

СООТНОШЕНИЕ ЛЕТАЛЬНЫХ И МУТАГЕННЫХ ПОВРЕЖДЕНИЙ В ДНК 791

N/N0= e–D[(1 – S) + K(1 – P)] – бактерии УФ (254 нм)
облучены оптимальной дозой 30 Дж/м2. В этом
варианте учтено, что диаддукты репарируются
ферментами SOS-системы с вероятностью S, а
моноаддукты репарируются ферментами эксци-
зионной репарации UVR с вероятностью P, но не
репарируются ферментом PolV бактериальной
системы SOS (согласно [22]).

Отношение наклонов кривых инактивации
σ–/σ+ на необлученных и облученных бактериях
равно 1.42 (рис. 5,а). Тогда:
D[(1 – S) + K(1 – P)]/D[1 + K(1 – P)] = [(1 – S) +
+ K(1 – P)]/[1 + K(1 – P)] = 1/1.42, или:
S = [1 + K(1 – P)] × (1 – 1/1.42) = (1 + 0.9 × 0.14) ×
× (1 – 1/1.42) = 1.026 × 0.42/1.42 = 0.29.

Следовательно, вероятность репарации диад-
дукта 8-MOП ферментами SOS-системы и одно-
временного формирования мутации в ДНК бак-
териофага λ равняется 0.29, и, соответственно,
вероятность летального действия диаддукта 8-MOП
на бактериофаг λ равна 1–0.29 = 0.71.

В следующей серии опытов для высева фага λ
был использован мутантный штамм E. coli DM1187
recA441 sfiA11 lexA51arg+, остальные маркеры как у
AB1157. В этом штамме осуществляется конститу-
тивный синтез всех белков SOS-системы – мутация
lexA51 [23], а белок RecA (RecA441) активируется
при повышенной температуре (42°С) при нали-
чии в среде аденина (100 мкг/мл) [24]. Мутация
sfiA11 обеспечивает жизнеспособность штамма

при условии конститутивного синтеза SOS-регу-
лона. Вначале была проведена проверка уровня
индукции SOS-системы. Для этой цели клетки
штаммов DM1187 и AB1157 (контрольный штамм
с закрытой SOS-системой) были трансформиро-
ваны плазмидой pColD и определены сравни-
тельные интенсивности люминесценции клеток.
Штамм DM1187 характеризуется интенсивно-
стью люминесценции, примерно в 100 раз превы-
шающей таковую штамма AB1157, что указывает
на открытость системы SOS в штамме DM1187.

На рис. 5,б приведены кинетические кривые
8-MOП + УФ (λ ≥ 320 нм)-инактивации фага λ
при высеве на штаммах AB1157 и DM1187 без
предварительного УФ (254 нм)-облучения. Чашки
Петри с DM1187, содержащие в верхнем слое аденин
(100 мкг/мл), инкубировали при 42°С. Зависимо-
сти N/N0 от количества диаддуктов D, образую-
щихся в ДНК, выглядят следующим образом:
N/N0 = e–D[1 + K(1 – P)] – бактерии AB1157 (каждый
диаддукт летален, и летальны нерепарированные
UVR-ферментами моноаддукты),
N/N0 = e–D[(1 – S) + K(1 – P)] – бактерии DM1187 (ле-
тальны нерепарированные UVR-ферментами мо-
ноаддукты и нерепарированные SOS-системой
диаддукты).

Отношение наклонов кинетических кривых
σAB1157/σDM1187 = 1.38. Тогда: S = 1.026 × 0.38/1.38 =
= 0.28. Cледовательно, S = 0.28, что практически
совпадает с результатом для предварительно УФ
(254 нм)-облученных бактерий AB1157 (рис. 5,а).

Рис. 4. W-реактивация плазмиды pBR322, облученной УФ (254 нм) и обработанной 8-MOП + УФ (λ ≥ 320 нм) при ин-
фекции штаммов E. coli K12 AB1157 uvr+recA+ и AB1886 uvrA6. Дозы УФ (254 нм) облучения плазмиды равны 50 Дж/м2

(AB1886) и 210 Дж/м2 (AB1157), выживаемости на необлученных клетках равны соответственно 1.5 × 10–3 и 1.3 × 10–3.
Периоды времени облучения плазмиды УФ (λ ≥ 320 нм) + MOП равны: 50 мин (AB1886 uvrA6) и 90 мин (AB1157), по-
казатели выживаемости плазмиды на необлученных бактериях равны: 1.2 × 10–3 (AB1886) и 1.4 × 10–3 (AB1157). Бак-
терии облучали разными дозами УФ (254 нм). По оси абсцисс отложены дозы УФ (254 нм) на бактерии в Дж/м2, по
оси ординат – α-степень W-реактивации.
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Cравнение наклонов кинетических кривых
8-MOP + УФ (λ ≥ 320 нм)-инактивации фага λ,
полученных при высевах инфицированных фа-
гом бактерий DM1187 на чашки Петри при 30°С
(без аденина) и при 42°С (+аденин) позволяет
оценить вклад активированного RecA* в процесс
SOS-репарации диаддуктов 8-MOП. Как видно
из рис. 5,б, отношение этих наклонов, равное
σ30/σ42, практически равно отношению наклонов
σΑΒ1157/σ42 = 1.38. Cледовательно можно считать,
что активированный белок RecA* абсолютно не-
обходим для SOS-репарации диаддуктов 8-MOП.

W-реактивация моноаддуктов 8-МОП
с помощью полимеразы MucA’2B

В следующей серии опытов для высева фага λ
были использованы штаммы E. coli TK603 uvrA6 и

GW514 uvrA6, содержащий плазмиду pKM101 mucAB+

[25, 26].
Препарат бактериофага был облучен УФ (254 нм)

или обработан 8-MOП + УФ (λ ≥ 380 нм), и содер-
жал в ДНК, соответственно, циклобутановые пи-
римидиновые димеры или в основном моноад-
дукты 8-MOП [5]. На рис. 6 представлены кине-
тические кривые 8-MOП + УФ (λ ≥ 380 нм)-
инактивации (а) и УФ (254 нм)-инактивации (б)
фага λ при высеве на необлученных и предвари-
тельно УФ (254 нм)-облученных оптимальной до-
зой (6 Дж/м2) бактериях GW514. Зависимости
N/N0 от количества моноаддуктов М, образую-
щихся в ДНК фага (рис. 6,а), выглядят следую-
щим образом:
N/N0= e–М – бактерии необлучены (каждый мо-
ноаддукт летален),

Рис. 5. Кинетические кривые инактивации обработанного 8-MOП + УФ (λ ≥ 320 нм) бактериофага λ при высеве (а)
на необлученных и УФ (254 нм)-облученных оптимальной дозой (30 Дж/м2) бактериях AB1157uvr+recA+ и (б) на не-
облученных бактериях AB1157 uvr+recA+ (1) и необлученных бактериях DM1187 recA441 lexA51 sfiA11 arg+. Посев ин-
фицированных фагом бактерий DM1187 на чашки Петри при 30°С (без аденина) (3) и при 42°С (+аденин) (2). По оси
ординат отложена выживаемость N/N0, по оси абсцисс – время облучения препарата фага (мин).
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N/N0 =  – бактерии УФ (254 нм)-облуче-
ны оптимальной дозой 6 Дж/м2. В этом варианте
учтено, что моноаддукты репарируются фермен-
том MucA’2B с вероятностью Sм, но не репарируются
ферментом PolV (UmuD’2С) бактериальной систе-
мы SOS (при высеве 8-МОП + УФ (λ ≥ 380 нм)-об-
лученного фага на штамме E. coli TK603 uvrA6 эф-
фекты W-реактивации и W-мутагенеза отсутству-
ют). Кроме того, при наличии в ДНК
бактериофага моноаддуктов 8-МОП при высеве
на необлученных бактериях GW514 отсутствует
феномен так называемой “P-реактивации”, т.е.
выживаемости фага на GW514 и TK603 равны. От-

м– (1– )e М S ношение наклонов кривых инактивации σ−/σ+ на
необлученных и УФ (254 нм)-облученных бакте-
риях GW514 равно 1.7 (рис. 6,а). Тогда: (1 – Sm) =
= 1/1.7, и, следовательно, вероятность SOS-репара-
ции моноаддукта 8-МОП c участием полимеразы
MucA’2B Sm = 1 – 1/1.7 = 0.41, и, соответственно,
вероятность летального действия моноаддукта
равна 1 – 0.41 = 0.59.

Несколько иначе выглядят кинетические кри-
вые УФ (254 нм)-инактивации фага, ДНК которого
содержит летальные циклобутановые пиримидино-
вые димеры (рис. 6,б). В этом случае имеет место
феномен “P-реактивации”: выживаемость УФ
(254 нм)-облученного фага на необлученных УФ

Рис. 6. Кинетические кривые инактивации обработанного 8-MOП + УФ (λ ≥ 380 нм) (а) и облученного УФ (254 нм)
(б) бактериофага λ при высеве на необлученных и УФ (254 нм)-облученных оптимальной дозой (6 Дж/м2) бактериях
GW514 и TK603 uvrA6. а: 1 – высев на необлученных бактериях GW514, 2 – высев на УФ (254 нм)-облученных дозой 6
Дж/м2 бактериях GW514. б: 1 – высев на необлученных бактериях TK603 uvrA6, 2 – высев на УФ (254 нм)-облученных
дозой 6 Дж/м2 бактериях TK603 uvrA6, 3 – высев на необлученных бактериях GW514, 4 – высев на облученных дозой
6 Дж/м2 бактериях GW514. По оси ординат отложена выживаемость N/N0, по оси абсцисс – время облучения препарата
фага (мин) (а) и доза УФ (254 нм), Дж/м2 (б).
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(254) бактериях GW514, содержащих плазмиду
pKM101 mucAB+, превышает выживаемость этого
фага на необлученных бактериях TK603 uvrA6.
Следовательно полимераза MucA’2B способна пре-
одолевать блок репликации, вызываемый циклобу-
тановыми пиримидиновыми димерами (а также
моноаддуктами ангелицина – данные не пред-
ставлены), даже при условии отсутствия в клетке
SOS-индукции, но не способна преодолевать
блок репликации, вызываемый моноаддуктами
8-МОП без дополнительного участия ферментов
бактериальной SOS-системы. Предварительное
УФ (254 нм)-облучение бактерий GW514 лишь
значительно усиливает W-реактивацию УФ
(254 нм)-облученного фага, в частности, в связи с
нарастанием экспрессии генов mucA и mucB [27].
Поэтому на рис. 6,б изображены четыре кинети-
ческие кривые инактивации УФ (254 нм)-облу-
ченного фага: на штамме GW514-необлученном и
предварительно облученном дозой УФ (254 нм)
6 Дж/м2, а также на TK603 uvrA6-необлученном и
предварительно облученном оптимальной дозой
УФ (254 нм) 6 Дж/м2.

ОБСУЖДЕНИЕ

На основании данных, представленных в на-
стоящей работе, при определении относительных
вкладов моноаддуктов и диаддуктов 8-MOП в ка-
честве летальных и мутагенных дефектов в ДНК
бактериофагов и плазмид, необходимо учиты-
вать, во-первых, неспособность бактериальной
SOS-системы, в состав которой входит полимера-
за PolV, преодолевать блок репликации, вызывае-
мый моноаддуктами 8-MOП, и, во-вторых, не-
способность плазмидной полимеразы MucA’2B
преодолевать блок репликации, вызываемый мо-
ноаддуктами 8-MOП (отсутствие “P-реактива-
ции”), без дополнительной помощи клеточной
SOS-системы.

Необходимо отметить, что в работе [28], в кото-
рой впервые было показано, что именно диаддукты
(“сшивки”) 8-МОП определяют формирование
мутаций у бактериофага λ в процессе SOS-репа-
рации, была допущена неточность относительно
предполагаемой роли моноаддуктов 8-МОП в
SOS-мутагенезе. В работе [28] было показано, что
ангелицин, формирующий исключительно моно-
аддукты, с высокой эффективностью индуцирует
SOS-мутагенез при высеве фага на предваритель-
но УФ-облученных бактериях. На этом основа-
нии было высказано предположение, что и моно-
аддукты 8-МОП также должны индуцировать в
бактериофагах SOS-мутагенез. Однако, как на-
ми показано в настоящей работе, моноаддукты
8-МОП индуцируют SOS-мутагенез лишь при
использовании плазмидной (pKM101) полимера-

зы MucA’2B, но не бактериальной полимеразы
PolV (UmuD’2C).

Представленные в настоящей работе данные о
различной способности полимераз MucA’2B и
UmuD’2C преодолевать блоки репликации, со-
здаваемые “слабым интеркалятором” ангелицином
или “сильным интеркалятором” моноаддуктом
8-МОП, представляют интересный, но не един-
ственный пример влияния степени перекрывания
ароматического кольца плоских интеркаляторов с
азотистыми основаниями в ДНК на SOS-процесс
формирования мутаций в бактериях. В частности
показано, что карциноген N-2-ацетиламинофлуо-
рен, плоская молекула которого встраивается внутрь
двойной спирали ДНК, при SOS-репарации инду-
цирует в хромосоме бактерии формирование
фрейм-шифт мутаций в последовательности 5'-
GGCGCC, частота которых не зависит от поли-
меразы UmuD’2C, но значительно возрастает при
наличии полимеразы MucA’2B [29].

Остается нерешенным вопрос об относитель-
ном вкладе моноаддуктов и диаддуктов в летальное
и мутагенное действия 8-MOП + УФ (λ ≥ 320 нм) на
бактериальные клетки. Задача в данном случае
усложнена в связи с наличием в бактериальной
клетке второго генома и эффективным процессом
пострепликативной рекомбинационной репарации,
зависящей от значительной группы генов (RecA,
RecBC, RecE и др.). В частности, можно предпо-
ложить, что полимераза PolV при участии белков
системы рекомбинационной репарации, возмож-
но, в той или иной степени способна преодоле-
вать блок репликации, вызываемый моноаддук-
тами 8-МОП.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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The Ratio of Lethal and Mutagenic Damages in DNA of Plasmids and Bacteriophages 
after 8-Methoxypsoralen Plus Light (λ ≥ 320 nm) Treatment

V. Yu. Kotovaa, c, *, S. K. Abilevb, and a, c, **
aState Research Institute for Genetics and Selection of Industrial Microorganisms
of the National Research Center “Kurchatov Institute,” Moscow, 117545 Russia

bVavilov Institute of General Genetics Rassian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
cNational Research Center “Kurchatov Institute,” Moscow, 123098 Russia
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The K-ratio of diadducts (D) and monoadducts (M) of 8-methoxypsoralen (8-MOP) in the DNA, packed in-
side the head of the λ bacteriophage, and in the DNA of the pBR322 plasmid under UV irradiation (λ ≥ 320 nm)
was measured. The probabilities of P-UVR-excision repair of 8-MOP monoadducts and S and Sm – SOS re-
pair of 8-MOP diadducts and monoadducts were determined. The measurement of P was performed using
an angular derivative of angelicin. P is shown to have the value of 0.86. To determine S and Sm we used bac-
teriophage λ11, treated with 8-MOP + UV (λ ≥ 320 nm) or 8-MOP + UV (λ ≥ 380 nm), and seeded either on
pre-irradiated by short-wave UV (λ = 254 nm) bacteria, or on bacteria with constitutive synthesis of SOS-
regulon genes, as well as on bacteria containing the pKM101 plasmid. The degree of W-reactivation (α) and
the frequency of W-mutagenesis of clear mutations (m) were determined in bacteriophage λ11. We show that
diadducts (“сrosslinks”) of 8-MOP are repaired by the bacterial SOS system with a probability of S = 0.28–
0.29, and monoadducts of 8-MOP are repaired by the bacterial SOS system with a probability Sm = 0.41 only
with the participation of the MucA’2B enzyme, whose genes are located in the pKM101 conjugative plasmid.

Keywords: 8-methoxypsoralen, DNA, diadduct, monoadduct, plasmid, bacteriophage, UVR-repair, SOS-re-
pair, W-reactivation, W-mutagenesis.
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