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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність досліджень. Дослідження, виконані на різ­

них представниках роду Streptomyces, показали високий сту­
пінь нестабільності їх геному. Найкращою моделлю для вивчен­
ня цього явища є генетичні детермінанти резистентності акти­
номіцетів до антибіотиків. Встановлення механізмів генетич­
ної нестабільності має важливе значення для розуміння особ­
ливостей організації геному актиноміцетів та його перебудов, 
пошуку факторів, які б впливали на його стабільність.

Актиноміцети, для яких характерна природна множна 
стійкість до антибіотиків, розглядаються як можливе джерело 
генетичних детермінантів антибіотикорезистентності. В остан­
ній час показано гомологію деяких генів стійкості до антибі­
отиків актиноміцетів, клінічних штамів мікроорганізмів та 
ракових клітин людини. Тому важливим для медицини є розумін­
ня особливостей генетичного контролю стійкості актиноміцетів 
до антибіотиків, еволюції і розповсюдження детермінантів ан­
тибіотикорезистентності .

Актиноміцети є продуцентами більшості відомих антибіо­
тиків. Функціонування генів стійкості до антибіотиків є не­
обхідним для забезпечення життєздатності клітин, які їх про­
дукують. Вивчення механізмів антибіотикорезистентності доз­
воляє розробити нові підходи до конструювання високоактивних 
штамів-продуцентіг антибіотиків. Крім того, знання механіз­
мів нестабільності генів антибіотикорезистентності дозволить 
вести пошу:: факторів, які б дозволили покращити ефективність 
антибІотикотерапП.

Мета і завдання досліджень. Метою роботи є генетичний 
аналіз множинної зміни ознак антибіотикорезистентності мо­
дельного об’єкта генетики актиноміцетів S.coellcolor А3(2), 
а також ідентифікація та характеристика нестабільних ознак у 
продуцента макролідного антибіотика еритроміцину S.erythraea.

В зв'язку з цим було поставлено слідуючі завдання:
- охарактеризувати множинні зміни ознак резистентності до 
антибіотиків S.coellcolor Л3(2);
- провести генетичний аналіз та локалізувати нестабільні де­
термінанти стійкості S.coellcolor АЗ(2) до хлорамфенікалу та
ристоміцину;
- ідентифікувати та вивчити генетично нестабільні ознаки у
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продуцента еритроміцину S.erythraea;
- дослідити структурні перебудови в геномах штамів з неста­
більними ознаками та вивчити їх зв’язок з нестабільністю оз­
нак.

Наукова ношена. Виявлено ряд закономірностей множинної 
зміни ознак антибіотикорезистентності у S.coellcolor А3(2). 
Показано хромосомну локалізацію генетично нестабільного де­
термінанта стійкості до ристоміцину. Ідентифіковано два не­
залежних детермінанта стійкості до хлорамфеніколу S.coelico- 
Іог А3(2), які локалізуються у відмінних районах хромосоми. 
Вперше в геномі мутантів S.coellcolor А3(2) виявлено різні 
послідовності ДНК, здатні до ампліфікації.

В клітинах S.erythraea Ідентифіковано неописану раніше 
плазміду pSE201, яка містить детермінанти стійкості до амі- 
ноглікозидних антибіотиків і вдатна трансформувати S.livl- 
dans 1 переноситись кон’югативно у S.coellcolor А3(2). Пока- 
вано, шр елімінація та зміна копійності цієї плазміди обу­
мовлює нестабільність прояву ознак резистентності вказаних 
штамів до аміноглікозидних антибіотиків.

Науново-пракїкчна цінність досліджень. Підходи до вив­
чення генетичної нестабільності, розроблені при дослідженні 
модельного об’єкту S.coellcolor А3(2), можуть бути застосо­
вані до промислових штамів-продуцентів антибіотиків, зокре­
ма, продуцента еритроміцину S.erythraea. Система генетично 
нестабільних детермінантів хлорамфенікол- та ристоміцин-ре­
зистентності S.coellcolor А3(2) може бути використана як 
тестсистема для скринінгу речовин, які впливають на частоту 
перебудов нуклеотидних послідовностей (ампліфікацій, деамп- 
ліфікацій, делецій). Плазміду pSE201 можна використати для 
клснування та ампліфікації послідовностей ДНК з метою ;дви- 
щення експресії певних генів.

Апробація робота. Матеріали дисертації представлялися 
на VII Национальній конференції по виробниц. та застосуванню 
антибіотиків, Разград (Болгарія), 1990; Міжнародному симпо­
зіумі "Генетика та утворення продуктів актиноміцетами", Ер­
фурт (Німеччина), 1990; VI Міжнародному симпозіумі з генети­
ки промислових мікроорганізмів, Страсбург (Франція), 1990; І 
Всесоюзній планово-звітній конференції 'Тенна та клітинна 
інженерія". Пущино-яа-Оці (Росія), 1990; VI з’їзді Українсь-
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кого товариства генетиків і селекціонерів ім. М.І.Вавілова, 
Полтава, 1992; II Всесоюзній планово-звітній конференції " 
Генна та клітинна інженерія", Пущино-на-Оці (Росія), 1991; І 
з’їзді Українського мікробіологічного товариства, Одеса, 
1993; У11 Міжнародному симпозіумі з генетики промислових 
мікроорганізмів, Монреаль (Канада), 1994; IX Міжнародному 
симпозіумі з біології актиноміцетів, Москва (Росія), 1994; X 
конференції Німецького товариства загальної мікробіології 
•'Біологія актиноміцетів", йена (Німеччина), 1994; VII Євро­
пейському конгресі з біотехнології, Ніцца (Франція), 1995; 
наукових конференціях співробітників біологічного факультету 
Львівського державного університету.

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 18 
робіт.

Струтура та обсяг роботи. Дисертація складається із 6 
розділів: "Вступ", "Огляд літератури", "Результати та їх об­
говорення", "Висновки" та "Список літератури". Роботу викла­
дено на 163 сторінках машинописного тексту, в тому числі 22 
таблиці та 39 рисунків. Список літератури включав 192 найме­
нування.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ.
Бактеріальні штами та плазміди. В роботі використано 

штами актиноміцетів: S. соеіісоїог А3(2) А617, S507, S509,
S510, S511 S18, S459 та S508 з музею культур ДНДІ генетика; 
S. erythraea штам 5, NRRL2338, А48, S. livldans 66 з музею 
культур ДНДІ антибіотиків (Москва,Росія); ВТСС2, 5002, 5003, 
5004, 2214 та 2215 люб’язно надані д-ром Т.Тодоровим (Інсти­
тут мікробіології АН Болгарії, Софія); похідні перерахованих 
штамів, отримані при виконанні цієї роботи; штами Е. соїі 
С600, DH5«, а також B.myooides НВг- Як вектор було викорис­
тано плазміду pUCl9.

Середовища. Для вирощування штамів актиноміцетів вико­
ристовували повноцінні агаризовані середовища СР-б, ПКА-2, 
ПКА-5 [Ломовекая Н.Д. и др.З, R2 fHopsood D. ttt, si., 1S853, 
синтетичне глюкозо-аспарагінове середовище (MC) CHopwood D. 
et. al., 1985], рідкі середовища YEME [Hopwood D. et. al., 
19853 та SGGP [Weber et.al., 19853. Для визначення антибіо­
тичної активності S.erythraea використовували повноцінне



ферментаційне середовище. B.mycoides та E.coli вирощували на 
середовищі Лурія [Міллер Дж., 19761. В роботі використано 16 
найбільш вживаних у лікувальній практиці антибіотиків.

Отримання мутантів, резистентних або чутливих до анти­
біотиків. аналіз схрещувань проводили згідно методик, описа­
них Федоренко В.А., 1980.

Виділення сумарної та плазмідної ДНК та їх рестрикцій- 
ний аналіз, отримання 1 тракаЬоомацІю протопластів проводили 
за методикою, описаною Hopwood 0., (1985).

Визначення антибіотичної активності штамів S.erhythraea 
після вирощування в рідкому середовищі проводили біологічним 
методом дифузії в агар 8 тест-культурою B.mycoides НВг.

Визначення отрептомішш-ФосФо-траксФеразноі активності 
проводили згідно а описаним раніше біологічним методом 
Tohyama Н. et. аі. (1986).

ДНК-ДНК гібридизацію проводили згідно "The DIG System 
Users Guide for Filter Hybridisation” (Boehringer Mannheim) 
(1994). Фрагмент сумарної ДНК переносили з геля на нейлоно­
вий фільтр Нуbond (Amersham) і гібридизували з плазмідою 
PSE201, яку мітили за допомогою методу випадкових гексанук- 
леотидних праймерія 8 використанням Кленов-фрагменту ДНК-по- 
лімерази I E.coli (Fermentas, Вільнюс) та дігоксигенін-ІІ-д 
УТФ (Д1Г). Виявлення ДІГ-мІченоІ ДНК на фільтрах проводили 
колориметричним методом з використанням кон'югату анти-ДІГ- 
антитіл Із лужною фосфатазою, розчину тетразолію нітроголу- 
бого (ТНГ) у 702 диметилформаміді (75мг/мл) та 5-бром-4-хлор 
-3-індоліл фосфату (Х-фосфату) у диметилформаміді (50мг/мл).

РЕЗУЛЬТАТ» ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ.
1. Г ю е п м м  нестабільність ознак природної резистентності 

до антибіотиків у Streptonyces coelicolor А3(2) та проду­
цента еритроміцину Saccharopclyspora erythraea.

1.1. Вивчення властивостей мутантів S. coelicolor А3(2).чут­
ливих до хлорамфеніколу.
Досліджувані штами S.coelicolor А3(2) А617 (pabAl uraAl 

argAl strAl NF SCP2+) та S18 (cysD18 adeC(VlO) strAl SCPi~ 
S0P2~) резистентні до 10-ти з 16-ти використаних антибіоти­
ків. в тому числі до 10 мкг/мл ристоміцину (Rm) та 20 мкг/мл 
хлорамфеніколу (Cm). З частотою 0,2-0,3% ці штами здатні ут-

-  4 -
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ворювати мутанти, чутливі до On та інших антибіотиків. Ми 
вивчали skiни ознак антибіотикорезистентності у незалежних 
хлорамфеніколчутливих (QnlS) мутантів штамів А617 (S507, 
S509, S510, S511) та S18 (S45d). Три отами були чутливими до 
20 мкг/мл On (S507, S509, S459). а два - (S510, S511) - до
20 мкг/мл Сйі та 10 мкг/мл йч (RlmS). При визначенні рівня 
чутливості незалежних QnlS-мутантів до хлорамфеніколу було 
виявлено, що вони суттєво рівняться міх собою ва чутливістю 
до цього антибіотика. Вивчення спектрів стійкості цих штамів 
до антибіотиків показало, що відбувається зміна резистент­
ності досліджених QnlS-мутантів і до інших антибіотиків 
(аміноглікозидів канаміцину, мономі цину, гентаміцину та нео- 
міцину, а також до еритроміцину, олеандоміцину, лінкоміцину, 
рифампіцину, полім!ксину та тетрацикліну).

Одніпо з властивостей мутантів S.coellcolor А3(2), чут­
ливих до антибіотиків, є їх здатність ревертувати до антибі- 
отикорезистентності. Ми визначили частоти утворення спонтан­
них хлорамфенікол-резистентних (QnlR) ревертантів п’ятьма 
QnlS-штамами. Було показано, що ці частоти в різними у неза­
лежних мутантів. Слід відзначити, що утворення хлорамфені­
кол- та ристоміцин-резистентних ревертантів відбувається із 
значно нижчими частотами, ніж мутації вихідних штамів до 
CmlS та RlmS-феноткпів. Виділені нами QnlR-ревертанти суттє­
во відрізняються за стійкістю до On від вихідного штаму А617 
(рис.1). Тобто повернення до вихідного фенотипу хлорамфені- 
кол-резистентності не спостерігається. Тому фенотип дослід­
жених ревертантів було позначено нами як QnlR*. Отже, можна 
припустити, що утворення ревертантів пов'язане з мутаціями 
Інших генів, а первинна мутація детермінанта хлорамфені­
кол- резистентності зберігається, яро що свідчать також літе­
ратурні дані про делеції QnlR-генів S. coellcolor А3(2) 
CFlett F. and Cullinr J., 19871. Було визначено спектри стій­
кості до 16 антибіотиків 8 незалежних Ст1Н*-ревертантів різ­
них штамів. Показано, що ревертанти стали стійкішими до амі­
ноглікозидів, еритроміцину, олеандоміцину, лінкоміцину, ри­
фампіцину та полі міксину, однак рівень їх стійкості до вка­
заних антибіотиків був вищим, ні* у вихідних штамів АЄ17 та 
S18. Ці факти можуть свідчити про генетичну взаємодію детер­
мінантів стійкості до різних антибіотиків. Така взаємодія
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може бути обумовлена зчепленістю вказаних генів або наявніс­
тю спільних регуляторних елементів.

Таким чином, для генетичної нестабільності у S.сое1 іco­
lor АЗ(2) характерна множинна зміна ознак антибіотикореаис- 
тентності.
1.2. Виникнення мутантів, чутливих до ристоміцину. у CmlS-

та СтШ"-пох1дних S.coellcolor A3(2).
Ми вивчили здатність CmlS-мутантів штаму S.coelicolor 

А3(2) S18 та їх CmlR'-peBep'FaHTlB утворювати RimS-похідні 
(рис.2). Штам S459, чутливий до 20 мкг/мл Cm, здатний утво­
рювати з частотою 6,631 мутанти, чутливі до Rm, які зберіга­
ють також чутливість 1 до От (фенотип CmlS RimS). Незалежні 
CmlS RimS мутанти відрізняються за рівнем чутливості до Rm. 
Було досліджено також здатність CmlR'-ревертантів штаму S459 
утворювати RlmS-мутанти. Майже половина СтШ'-ревертантів 
(4.1%) є чутливими до ристоміцину. Друга частина QnlR-ревер- 
тантів (59%) здатна утворювати RimS-похідні з частотою 4,67.. 
Виявлені частоти утворення RimS-мутантів значно вищі, ніж у 
вихідного штаму S18, який утворює RimS-мутанти з частотою
0,2%. Визначення спектру стійкості RlmS-похідних до різних 
антибіотиків показало, що більшість з них стали чутливішими 
до макролідних антибіотиків, до аміноглікозидів, а також до 
тетрацикліну, поліміксину, лінкоміципу та хлорамфеніколу. 
Отже, генетичні зміни, що відбуваються в детермінанті стій­
кості до Cm, включають цілий каскад подій, одним з проявів 
яксго є підвищена нестабільність детермінанту стійкості до
Rm. Оскільки здатність утворювати з високою частотою RlmS-
клони зберігається 1 у CmlR'-niTaviB, зміни, які є причиною 
тако'і високої мутабільності RimR-детермінанта, збереглися і 
у ревертантів.

Проведені дослідження дозволили виявити такі особливос­
ті множинної зміни ознак антибіотикорезистентності у S. сое- 
Исоїог А3(2), як висока частота появи мутантів, чутливих до 
хлорамфеніколу, ристоміцину та інших антибіотиків; здатність 
утворювати резистентні до цих антибіотиків ресертанти; сут­
тєва різниця в рівнях стійкості до антибіотиків ревертантів 
та вихідного штаму.; плейотропний характер досліджених мута­
цій; підвищення частоти мутацій б детермінанті ристоміцин-
резиетентності після пошкодження CmlR-детермінанта.
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Рис.1. Залежність частоти виживання CmlR* ревертантів S.coe- 
Исоїог А3(2), похідних штаму S5Q7, від концентрації 
хдорамфенікоду. 1 - А617, 2 - S507 , 3 - R101, 4 -
R102. 6 - И 03. - —  -—

0.3* 

CmlS RlffiR (S459)
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j 4.6*

Q llO M  
(H3.H40.H44 та ІН.)
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RilBE

Рис.2. Схема утворення CmlS* та RimS-мутантів S.coelicolor 
А3(2) та їх ревертантів.

0. з*



1.3. Ідентифікація та вивчення генетично нестабільних ознак 
стійкості до антибіотиків у продуцента еритроміцину 
Saccharopo1vspora erythraea.

1.3.1. Вивчення ознак стійкості до антибіотиків у 
S. erythraea.

Ми дослідили на стійкість до рівних антибіотиків колек­
цію а десяти втамів S.erythraea, серед яких як ті, ир проду­
кують еритроміцин (Егу+), так 1 мутанти, які його не синте- 
вують (Егу"). Всі досліджені вами втами виявляли природну 
стійкість до макролідних антибіотиків, а також до ліякомі ци­
ну, поліміксину, пеніциліну, новобіоцину та тетрацикліну 
(10-30 мкг/мл). Визначення рівня стійкості до еритроміцину 
та і нюх MLS-антибіотиків показало, яр мутанти S.erythraea, 
які не продукують еритроміцин, е чутливішими до цих антибіо­
тиків, ніж вихідний Егу+-итам, яр свідчить про пошкодження 
у цих мутантів гену MLS-стійкості.

Частина досліджених штамів були чутливими, частина - 
резистентними до стрептоміцину (Sin). Цей факт привернув нашу 
увагу, оскільки агами актиноміцетів, які не продукують амі- 
ногл1невидні антибіотики, переважно е чутливими до цих анти­
біотиків, в тому числі 1 до SK (Пузмнина Г.Г. и др. ,1977). 
Наявність у колекції як резистентних, так і чутливих до ць­
ого антибіотика втамів може бути обумовлена генетичною нес­
табільністю ознаки стійкості до стрептоміцину.

1.3.2. Генетична нестабільність резистентності S.erythraea 
до стрептоміцину.

Було вивчено вдатність втамів S.erythraea 5, АЗ та А12 
утворювати чутливі до Sta мутанти. Штам 5 є резистентним до 
ЗО мкг/мл Sm. 0,042 всіх перевірених клонів мали StrS-фено- 
тип. Ця частота е досить високою. 1 вона є характерною для 
втрати генетично нестабільних ознак у S.coellcolor А3(2) та 
інших актиноміцетів [Федоренко В.А. и др., 1980, Cullum J., 
et al, 1986]. Було вивчено вдатність штаму 5 утворювати 
спонтанні мутанти 8 підвищеною резистентністю до Shi (рис.З). 
Шляхом послідовного відбору на середовищах із вростаючими 
концентраціями Stn отримано колекцію спонтанних мутантів з 
різним рівнем стійкості (від 0,1 до 15 иг/мл) до цього анти­
біотика. Визначення спектрів стійкості мутантів, резистент­
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них до Shi, до Інших антибіотиків, показало, що у деяких з 
них збільшилась резистентність до аміноглікозадів, хлорамфе- 
ніколу та ампіциліну. Лише у декількох з досліджених StrR- 
мутантів відбулось підвищення резистентності до всіх аміно­
глікозидів. Ми дослідили, як отримані нами стрептоміцин- 
стійкі мутанти зберігають свій фенотип. Виявилось, цо штами, 
які не підтримувались на середовищі з an, були нестабільни­
ми 1 розщеплювались. утворюючи StrS-похідні з різною часто­
тою (від 0,007 до 46Z). Подібна картина спостерігається і у 
Егу'-мутантів S.erythraea.

Таким чином, у S.erythraea нами виявлено генетично нес­
табільну ознаку резистентності до Эя, яка проявлялась у 
здатності спонтанно утворювати чутливі та високорезистентні 
мутанти, які отримуються шляхом ступінчастої селекції.

1.3.3. Біосинтез еритроміцину мутантами S.erythraea, стійки­
ми до стрептоміцину.

Ми вивчили, чи змінюється антибіотична активність StrR- 
мутантів S.erythraea у порівнянні 8 вихідною культурою. Було 
визначено мінливість ознаки антибіотичної активності у окре­
мих клонів штаму 5, незалежних StrR-мутантів та окремих кло­
нів шести StrR- та двох KnmR-мутаитів. Картина розподілу ан­
тибіотичної активності клонів южного штаму в індивідуаль­
ною, однак спостерігається тенденція до збільшення антибіо­
тичної активності серед незалежних StrR-мутантів (рис. 4). 
При вирощуванні досліджених StrR-штамів в глибинних умовах 
антибіотична активність 29,6* з них була більшою, ніж актив­
ність штаму 5. Отже, StrR-мутанти S.erythraea в перспектив­
ними для подальшої селекції культури на підвищену антибіо­
тичну активність. Мутації, які не зменшують ант«5іотичноІ 
активності S.erythraea, можуть бути використані як генетичні 
маркери промислових штамів, зокрема в експериментах по їх 
гібридизації.

2. Картування генетично вестабільжнж дютерміьантів ххорамфе- 
иікол- «а ристоміции-резистевтвості у S.ooelicolor А3(2).
Важливе значення для з'ясування механізмів генетичної 

нестабільності має визначення локалізації в геномі неста­
більних генів.
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Рис.З. Схема ступінчастої селекції спонтанних мутантів 
S.erythraea з підвищеною стійкістю до стрептоміцину 
(концентрація стрептоміцину в мкг/мл).

Рі!С.4. Антибіотична активність незалежних клонів штаму 5 (1) 
S.erythraea та кого незалежних StrR-wyTaH?lB (2).
ІЛ - Індекс продуктивності (ІП-1 відповідає середній 
гіятиОіотичнІй активності штаму 5).
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Для локалізації детермінанту стійкості до On було про­
ведено схрещування між резистентним до цього антибіотика 
штамом S18 (SCPTSCP2" - реципієнт) та чутливим до Cm мутан­
том штаму А617 S509 ( NF SCP2+ - донор). За градієнтом
алельних співвідношень маркерів, що аналізувались, маркер 
cmlS509 локалізовано на хромосомі S.coelicolor А3(2) між 
маркерами cysD18 1 argAl (рис. 5. А).

Для локалізації мутації, яка визначає CmlR*-фенотип, 
було проведено схрещування між cm-резистентним ревертантом 
штаму S510 R202 та Cm-чутливим мутантом S459 штаму S18. За 
результатами цього схрещування маркер cmlR202 картується на 
хромосомі S.coelicolor А3(2) між маркерами cysD18 та игаАІ, 
тобто у районі хромосоми, відмінному від району локалізації 
мутації Cm-чутливості (рис. 5, Б). Отже, зміни геному, які 
приводять до CmlS- та до Ст1Я*-фенотипів, це мутації у різ­
них генах. Очевидно, що це обумовлює фенотипові відмінності 
між вихідним штамом та СтШ*-ревертантами. Отримані резуль­
тати дозволяють припустити, що попередня мутація cmlS510 
збереглась в геномі цього штаму.

Для локалізації детермінанту ристоміцин-резистентності 
було проведено схрещування між резистентним до йп штамом S18 
та спонтанним RimS CmlS-мутантом S509, похідним штаму А617. 
Виходячи з градієнта алельних співвідношень маркерів, мута­
цію чутливості до Rm можна розмістити на хромосомі S.coell- 
соїог А3(2) між маркерами cysD18 та cmlSl (рис. 5, В). Крім 
того, існує кореляція між успадкуванням маркерів cysD18, 
rimS22 та cmlSl, щр також вказує на їх зчепленість.

Таким чином, результати проведених схрещувань свідчать 
про хромосомну локалізацію нестабільних детермінантів стій­
кості S.coelicolor А3(2) до Cm та Rm. Вони є зчепленими між 
собою. Мутація, яка обумовлює CmlR*-фенотип, картується у 
відмінному від мутації cmlS районі генетичної карти. що може 
свідчити про функціонування в геномі S.coelicolor А3(2) де­
кількох різних детермінантів хлорамфенікол-резистентності. 
Детермінанти cmlR та rimR локалізуються на одному в кінців 
хромосоми, в якому, як і припускають [Cullum J., et. al., 
19941, відбуваються інтенсивні перебудови, що може обумовлю­
вати їх нестабільність.



3. Вхвчеяня структури» змії у геномах мутанті* S.coellco­
lor А3(2) та S.erytfcraea.

3.1. Ідентифікація послідовностей ДНК, эдатних до ампліфіка­
ції. в геномі мутантів S.coellcolor А3(2).
Цікаво було з'ясувати, чи супроводжуються мутаційні 

зміни у отриманих нами мутантів перебудовами ДНК. Ми дослі­
дили колекцію Із 53 мутантів S.coellcolor А3(2), похідних
штамів А617 та S18, яка включала Qnis-мутанти, їх QnlR*-pe- 
вертанти, CtnlS RlnS- 1 QnlR* RlmS-штами, а також CmlR* RimR- 
ревертанти. Дослідження цих штамів викликало особливий інте­
рес, оскільки більшість з них виникла за рахунок більше, ніж 
однієї, генетичної події. Електрофоретичний аналіз їх сумар­
ної ДНК, розщепленої ендонуклеазами рестрикції Ваві НІ,
Pvull, PstI, Sinai, Sal GI, Xhol, Hind 111 та Bel II. не виявив 
в геномах CmlS-мутантів штамів S18 1 А617 та їх QnlR'-ревер- 
тантів таких перебудов, як ампліфікації та деампліфікації 
послідовностей ДНК, крупні делеції або додаткові фрагменти.

Однак в геномах двох мутантів (S508 та R103) з QnlR*
RimS-фенотипом, виявлено фрагменти ДНК розміром 15 (AUD-Scl) 
та 20 (AUD-SC2) т.п.н. відповідно в ампліфікованому стані. 
AUD-Scl дає один фрагмент при розщепленні сумарної ДНК штаму 
£508 PstI та Xhol, два фрагменти - Pvull. чотири - ВатНІ та 
більше восьми - anal, a AUD-SC2 дає один фрагмент ампліфіка­
ції при обробці сумарної ДНК R103 рестриктазами Hindi 11 та 
Xhol, два - Pvuli, чотири- BamHI. PstI та SalGI. Копійність 
AUD-Sci складає 50, a AUD-SC2 - 40 копій/геном. Рестрикцій- 
ний аналіа сумарної ДНК а клітин RlmR-ревертантів штаму SS08 
показав, ар в геномах цих штамів AUD-Scl знаходиться в деам- 
пліфікованому стані. ВатНІ фрагменти AUD-SC2 розміром 2,2; 
3.2; 4,5 тз 11,0 т.п.н. клоновано на плазміді pUClQ по
ВагпНІ-сайту та лобудовано їх рестрикційні карти (рис.б).

Отже, мутанти з QnlR* RlnS-фенотипом різняться не тіль­
ки за своїми властивостями, а і за структурою геномів. Еле­
менти AUD-Scl та AUD-SC2 є першими послідовностями, здатними 
до ампліфікації, ідентифікованими в геномі S.coellcolor 
АЗС2). їх поява, очевидно, є результатом декількох генетич­
них подій, першою з яких є пошкодження детермінанту хлорал- 
фенікол-резистентвості.
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Рис.5. Градієнти алельних відношень маркерів неселективнсгс 
аналізу генотипів рекюмбінантів, отриманих у схрещу­
ваннях штамів S.coellcoior А3(2):
A. S5C9 (NF SCP2+uraAi argAl cjti1S509) та

S18 (SCP1~SCP2~ adeC(YiO) cysD18 cmlS509+);
Б. R202 (NF 5CP2+ pabAl uraAl cmlR202) та

S459 (SCPT SCP2" adeC(YlO) cys018 cmlR202+);
B. S510 (NF SCP2+ uraAl argAi cmlS510 rimS22) та

S18 (SCP1~SCF2~ aieC(ViO) cysD18 cnlS510+ rimS22+).
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Рис.6. Рестрикційні карти BamHI фрагментів AUD-SC2 клонова- 
них на pUCl9.



3.2. Ідентифікація послідовностей, здатних до ампліфікації.
в геномі S.ervthraea.
Одні ех в причин підвищеної резистентності актиноміцетів 

до антибіотиків е ампліфікація послідовностей ДНК, у склад 
яких входять детермінанти стійкості до цих антибіотиків 
Шотехин Я. А., и др., 1985, Homemann U., et.al., 1987]. Ми 
дослідили сумарні ДНК 24 мутантів S.eryhtraea, отриманих на 
різних етапах відбору і резистентних до рівних концентрацій 
S», на наявність таких ДНК-перебудов. Було проведено аналіз 
цих ДНК 14 ендонуклеазами рестрикції. Розщеплення ферментами 
Pvul, SalGI, anal, Sasl„ SacIJ, Sphl, Xhol Hindlll, EcoRl та 
EooRV дозволило виявити в геномах 9-ти StrR-мутантів (ак> 
становить 37,йХ від кількості досліджених штамів), резис­
тентних до 1, 7, 10 та 15 мг/ьіа стрептоміцину, послідовність 
розміром близько 25 т.п.н. в ампліфікованому стані. Ампліфі­
кацію було виявлено лише у геномах мутантів, у яких був під­
вищений рівень стійкості не тільки до Sm, а і до інших амі- 
коглікозидних антибіотиків.

Виходячи а результатів електрофоретичного розподілу от­
риманих рестриктів сумарної ДНК, було зроблено припущення, 
що у склад геному штаму 5 входить плазміда, яка, очевидно, 
детермінує резистентність до аміноглікозидів, і яка у висо- 
гсорезистентнкх мутантів знаходиться в ампліфікованому стані. 
Цю плазміду було названо pSE201. Для виділення ДНК, яка від­
повідає pSE201, сумарну ДНК штаму 3005 розщепили рестрикта- 
зао SalGI, Фрагменти ДНК розділили шляхом електрофорезу в 
агарозному гелі та елюювали pSE201 (рис.7). Отриманим препа­
ратом трансформували протопласти штаму S.lividans 66 1 від­
пирали р5Е201+-траясформанти окремо за StrR- та KnznR- озна- 
!сшн. Разом 8 плазмі дою pS£201 трансформаити успадкували оз­
наки стійкості до аніноглікозидів донорного штаму 
S. erythraea 3005, а також здатність до утворення StrR-мутан­
тів при ступінчастій селекції. Всі отримані нами pSE201+- 
трансформанти на газоні реципіентної культури S. lividans 66 
пригнічували ріст pS^201“- куль тури, тобто виявляли и г +-фе- 
нотип. Плаамідну ДНК з клітин трансформант!в. резистентних 
до різних концентрацій Sin, виділити не вдалося, тому ми ви­
користали генетичний метод ідентифікації криптичних плазмід
- схрещування з безплазмідними штамами S.coelicolor АЗ(2).

- 14 -



Транскон’юганти одного з таких штамів М138, який s чутливим 
до Shi, набували, крім ІЛ.г+-фенотипу, резистентності до Sm. З 
клітин рЗЕ201+-транскон'югант1в S.coellcolor А3(2) було ви­
ділено плазмідну ДНК. побудовано II рестрикційну карту 
(рис.8). Здатність визначати ЬІг+-фенотип властива лише 
кон'югативним плазмідам актиноміцетів. Для доведення кон’- 
югативних функцій pSE201 було проведено ряд схрещувань мі* 
pSE201+ та pSE201"-штамами S.coellcolor А3(2). Присутність 
плазміди pSESOl змінює успадкування генетичних маркерів хро­
мосоми. В таких схрещуваннях з’являється додаткова точка по­
чатку переносу хромосомних маркерів (рис.9). Так. у схрещу­
ванні міх pSESOl* штамами S18 та А617 маркер донорного штаму 
А617 adeC(V10)+ несуть 78,62 рекомбінантів, uraAl - 46.22, 
cysD18+ - 22,22, argAl - 0.92. У схрещуванні ж, в якому один 
з батьківських штамів несе плазміду pSE201, градієнт успад­
кування маркерів Інакший: adeC(Y10)+ несуть 63,72 рекомбі­
нантів, uraAl - 1,92, cysD18+ - 69,42, argAl - 4,42. Отрима­
ні дані Еказують, що в клітинах S.lividans 66 та 
S.coellcolor А3(2) pSE201 вико::ує кон'югативні функції.

З метою ідентифікації плазміди pSE201 в геномах транс- 
формантів S.lividans та транскоя’югантів S.coellcolor А3(2) 
було проведено ДНК-ДНК гібридизацію сумарних ДНК цих штамів 
з pSE201. Мічена дігоксиген-ІІ-д УТФ плазміда pSE201 гібри­
дизується з ВатНІ-фрагментами розміром 8, 7. 4,5 та 4,2
т.п.н. ДНК штаму Т101, 10, 8, 7 т.п.н. - його транскон’юган- 
та, '20 т.п.н. - штамів Т201 та Т710 ~16 і *-20 т.п.н. відпо­
відно - транскон’югантів цих штамів, а також - з ДНК штаму 
S.erythraea 3005. Однак інтенсивність сигналу в ДНК дослід­
жених трансформантів та транскон'югантів була значно менше», 
ніж в ДНК донорного штаму 3005, що свідчить про малу копій- 
ність pSE201 в клітинах цих культур. Слід відзначити, що в 
ДНК штамів 66 S.lividans та S18 S.coellcolor А3(2), які були 
реципієнтами в наших експериментах, не виявлено послідовнос­
тей, які б гібридизувались з pS£201. Отримані результати 
підтверджують присутність в геномах трансформантів і транс­
кон’югантів S.lividans 66 та S.coelicolor А3(2) плазміди 
PSE201.

Отже, в геномі S.erythraea ідентифіковано плазміду
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ВИХІДНИЙ ЕТАН S.erythraea 5

Str-R МУТАНТ 3005 З АМИЯ І®ІКОВАНОЮ pSE201

виділення сумарної ДНК. розщеплення 
Sal СІ. електрофоретичне фракціону­
вання фрагментів, елюювання pSE20l 
з агарозного гелю

ТРАНСФОРМАЦІЯ pSE201 S.lividans 66
відбір по ознаці стійкості до Sib

pSE20r ТРАНСФОРМ АНТИ S. lividans
кои'югативне перенесення pSE201 в 
S.coellcolor А3<2) та відбір по 
Ltz* фенотипу

PSE201* ТРАНСКОНЮГАНТИ S.coellcolor А3(2)

Рис.?. Схема переносу pSE201 з S. erythraea у інші види 
Streptomyces.

Рис.8. Рестрикційна карта 
плазміди pSE20l.
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Рис.9. Граяієнти успадкування хромосомних маркерів у схрещу­
ваннях міх р5Е201+ і pSE201’ штамами S18 (SCPi“SCP2~) 
та pSE201' штамом А617 (SCP1+3CP2+).

PSE201, здатну до ампліфікації, яка викликає в ампліфікова­
ному стані значне збільшення резистентності до Sm та до ін­
ших аміноглікозидів. pSE201 не вдалося виділити з клітин му­
тантів S.erythraea як позахромосомну ДНК. Це може бути пов'­
язано з цілим рядом причин, головною з яких є інтеграція 
PSE201 в хромосому 1, можливо, її здатність до ампліфікації 
в складі хромосоми. В літературі описано ряд плазмід, іден­
тифікованих в геномі різних штамів S.erythraea [Brown D.P., 
et.al., 1988, Ухаботина Л.С., и др., 1988]. Порівняння 
структури цих плазмід з pSE201 показало, що нами ідентифіко­
вано неописаний раніше елемент геному S.erythraea. Важливою 
особливістю плазміди pSE201 є її здатність до кон'югативного 
перенесення в клітини актиноміцетів, які належать до іншого 
роду - Streptomyces: S.coelicolor А3(2) та S.lividans, обу­
мовлюючи в них зміни прояву ознак стійкості до аміноглікози­
дів, подібно до тієї, яка властива для вихідного штаму 
S. erythraea.

В И С Н О В К И
1. Вивчено множинну зміну ознак антибіотикорезистент­

ності S.coelicolor А3(2). Виявлено, що мутація хлорамфені- 
кол-чутливості збільшує ступінь генетичної нестабільності 
детермінату стійкості до ристоміцину.

2. Показано хромосомну локалізацію генетично нестабіль­



- 18 -
них детермінантів стійкості до хлорамфеніколу та ристоміцину 
у S.coellcolor АЗ(2). Виявлено, що мутації, які приводять до 
CmlS та RlmS-фенстипІв, локалізуються в одному районі хромо­
соми, який прилягає до одного з 11 кінців. Мутація, що обу­
мовлює реверсію до хлорамфенікол-резистентності, відбуваєть­
ся в локусі, відмінному від локалізації детермінанта стій­
кості до хлорамфеніколу у вихідного штаму S.coellcolor 
АЗ (2).

3. Виявлено і охарактеризовано послідовності ДКК, здат­
ні до ампліфікації (AUD-Scl та AUD-SC2), в геномі мутантів 
S.coellcolor А3(2), чутливих до ристоміцину.

4. ідентифіковано та охарактеризовано генетично неста­
більну ознаку стрептоміцин-резистентності у продуцента ерит­
роміцину S.erythraea. Селекція стрептоміцин-резистентних му­
тантів рекомендована як один з еталів в отриманні штамів 
S.erythraea, які здатні до підвищеного біосинтезу еритромі­
цину.

5. В геномі мутантів S.ervthraea, стійких до стрептомі­
цину. виявлено плазміду pSE20i розміром 23 т.п.н. в ампліфі- 
кованому стані. Ця плазміда детермінує резистентність
S.erythraea до аміноглікозидних антибіотиків. Показано здат­
ність PSE201 трансформувати S.lividans 66 та перекоситись 
кон'югативно з трансформантів у S.coellcolor А3{2), обумов­
люючи прояв ознак стійкості до аміноглікозидів у цих штамів.
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Злворотная С.A.
Изучение молекулярно-генетических механизмов нестабиль­

ности признаков устойчивости к антибиотикам у Streptomyces 
coelicolor АЗ(2) к Saccharopolyspora erythraea.

Диссертация на соискание ученой степени кандидата био­
логических наук по специальности 03.00.15 - генетика. Укра­
инский научный центр гигиены, Киев, 1996.

Показано, что происходит множественное изменение приз­
наков антибиотикорезистентности у S.coelicolor А3(2). С .вы­
сокой частотой появляются мутанты, чувствительные к хдорам- 
фениколу (Cm) и ристомицину (Rm), которые способны реверти-



B1
ровать к QnlR* и RlmR-фенотипу. Наблюдается различие в уров­
нях устойчивости к антибиотикам ревертантов и исходного 
штамма. Мутация cmlS увеличивает степень генетической неста­
бильности детерминанта устойчивости к йп. Гены резистентнос­
ти к On и йп сцеплены и локализуются на одном из концов хро­
мосомы S.coellcolor АЗ(2). В геноме мутантов с множественны­
ми изменениями признаков резистентности к антибиотикам иден- 
тифицкровакы амплификации последовательностей ДКК.

У S.erythraea обнаружен генетически нестабильный приз­
нак резистентности к стрептомицину (Sm). В геноме штаммов
S.erythraea выявлена плаьмида PSE201. В амшифицированном 
состоянии эта плазмида обеспечивает повышение устойчивости к 
Зп и другим аминогликозидам.

Ключові слова: актиноміцети, стрептоміцин, генетична
нестабільність, резистентність, біосинтез антибіотиків, 
плазміди.
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Uoleculav-genetic instability Rcchar.lsiss of aatibiotic- 

resіstance studying in Streptoayces coalieolor A3(2) and 
Saccbaropoiyspora erythraea.

The Candidate Thesis for a Phylosophy Degree, a Specia­
lity 03.00.15 - Genetics, Ucralnian Research Hlgienlc Cen­
ter, 1996.

Multiple changes of antibiotic resistance properties 
were characterised In S.coellcolor A3(2). When reverting to 
chloramfenicol (Cm) and ristomycln (йп) resistance they 
demonstraited different, that Initial strains' levels of an­
tibiotic resistance. Cm-sensitive (CmlS) mutation resulted 
in the lncreaslon of genetic instability of йп-resistance 
determinant, cm- and йп-resistance genes are closely linked 
and localised on one of the ends of S.coellcolor A3(2) chro­
mosome. Amplifying DNA sequencles were identifyed In the ge­
nomes of mutants with multiple changes of antibiotic resis­
tance.

Geneticaly unstable streptomycin-res1stance determinant 
was found in S.erythraea. pSE201 plasmid was detected In the 
genome of S.erythraea strains. Increasing of streptomycin 
and aminoglycoside resistance Is determined by the amplifi­
cation of this piasmld.
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