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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми обумовлена як науково-теоретич- 

ним, так і практичним значенням вивчення системи ціанофаг- 

ціанобактерія (Proctor et аі. ,1990,Waterbary et аі. ,1994).

В той же час сукупність і послідовність молекулярних 

процесів, які супроводжують інфекцію ціанофагів в клітинах 

ціанобактерій, залишаються ще мало відомими. Тому початковий 

період інфекції є найбільш цікавим та зручним для вивчення 

функціонування системи ціанофаг-ціанобактерія, оскільки йому 

притамані швидкі кількісні і якісні зміни фізіолого-біохі- 

мічних та молекулярно-біологічних процесів.

При цьому найбільш важливий інтерес полягає в дослід­

женні механізмів збереження структурно-функціональної 

цілостності вірусного геному на протязі тривалого часу ран­

ніх етапів інфекції. Відомо, що всі досліджені ціанобактерії 

мають системи рестрикції-модифікації II типу, але відомості 

щодо цих систем у Plectonema boryanum. досить обмежені.

Рестрикційні бар’ єри ціанобактерій, у багатьох випадках, 

перешкоджають ефективному процесу клонування генів як при 

дослідженні механізмів регуляції ціанофаговоі інфекції 

шляхом трансформації ціанобактерій, так і при конструюванні 

рекомбінантних штамів-продуцентів (Mozer et аі. ,1993). З ін­

шого боку, практична відсутність молекулярно-біологічних 

досліджень ДНК ціанофагів не дає можливості підійти до вив­

чення механізмів подолання рестрикційних бар’ єрів господаря.

Приймаючи до уваги теоретичну і практичну значимість 

вищезгаданих проблем, д о ц іл ьн и м  було дослідити деякі аспекти 

взаємодії вірулентного ціанофага LPP-3 з клітинами нитчастої 

ціанобактерії Plectonema Ьогуапит. При вивченні даної проб­

леми ми виходили з таких положень: по-перше, ціанобактерії

P. boryanum, притаманна висока компетентність ; по-друге, 

ціанофаг LPP-3 має невеликі розміри геному, відносно просту 

структурну організацію віріонів і порівняно короткий, 

відносно інших ціанофагів, літичний цикл розвитку; по-третє, 

репродукція даного ціанофага не лімітується віком культури
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ціанобактерії, що відкриває широкі можливості використання 

цієї системи ціанофаг-ціанобактерія для дослідження механіз­

мів регуляції процесів ціанофагової інфекції і для розробки 

принципово нових екологічно безпечних фотобіотехнологій.

Мета та завдання роботи. Робота присвячена вивченню 

систем рестрикції-модифікації ціанобактерії Р. Ьогуапит і 

способів захисту від них ДНК ціанофага LPP-З шляхом дослід­

ження структурно-функціональних особливостей будови їх ДНК. 

Для досягнення цієї мети були поставлені такі задачі:

- провести рестрикційний аналіз ДНК ціанофага LPP-3 

та ціанобактерії Р. Ьогуапит-,

- ідентифікувати та визначити в м іс т  модифікованих 

основ в досліджуваних ДНК;

- виявити і визначити специфічність систем рестрикції- 

модифікації клітин P. boryanunr,

- визначити шляхи захисту ціанофага LPP-3 від систем 

рестрикції-модифікації господаря;

- побудувати фізичну карту ДНК ціанофага LPP-3;

- ідентифікувати область ранніх генів ДНК ціанофага 

LPP-3, здійснити тонке картування і клонування її фрагментів.

Наукова новизна та практична цінність роботи. У процес і 

виконання роботи одержані нові результати, які дозволяють 

розширити уявлення про ранні етапи ціанофагової інфекції і 

створюють передумови для використання елементів геному ціано­

фагів для розробки новітніх фотобіотехнологій. Вперше побудо­

вана фізична карта ДНК ціанофага, виявлена специфічність мо­

дифікації і доведено існування контрселекція геному ціанофага 

LPP-3. Встановлені механізми захисту ДНК LPP-3 від рест­

рикції в клітинах Р. Ьогуапит. В результаті проведених 

досліджень розроблена методика мічення лінійних PHK in vitro 

за допомогою термінальної трансферази, яка вперше використана 

для одержання вірусспецифічних мРНК- зондів. Використання 

цього методу дозволило ідентифікувати область ранніх генів 

на ДНК ціанофага LPP-3.
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Основні положення, що виносяться на захист.

1. Геном ціанофага LPP-3 являє собою дволанцюгову моле­

кулу ДНК розміром 42,5±1,5 т .п .о ., яка не містить н і к і в  та 

має відкриті некомллементарні кінці.

2. ДНК ціанобактерії Р. Ьогуапит крім канонічних містить 

дві модифіковані основи: N-6-метиладенін - 4,5% і 5-метилци- 

тозин -1,2%.

3. ДНК ціанофага LPP-3 крім канонічних основ містить

тільки 5-метилцитозин в кількості 0,8  % в CmC(AZT)QQ

послідовностях.

4. Клітини ціанобактерії Р. Ьогуапит мать системи рест­

рикції-модифікації dam- і dcm- подібного типу.

5. Захист геному ціанофага LPP-3 від рестрикції в 

клітинах Р. Ьогуапит здійснюється двома шляхами: метилюванням 

цитозину в другому положенні СС( А/Т)GQ послідовностей та 

контрселекцією за GG(C/G)CC послідовностями.

Апробація роботи. Результати дисертаційної роботи до­

повідались на VI Українському біохімічному з’ їзді 

(Київ,1992), на І установчому (VIII) з’ їзді Українського 

мікробіологічного товариства (Одеса,1993), на міжнародній 

конференції з проблем фітовірусології (Ялта,1994), на засі­

даннях Вченої ради та щорічних конкурсах експериментальних 

робіт Інституту мікробіології і вірусології HAH України.

Особистий внесок автора. Робота виконана автором особисто.

Публікації. За темою дисертації опубліковано 9 робіт.

Структура та обсяг роботи. Дисертація складається із 

вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів 

досліджень, результатів та їх обговорення, висновків та 

списку літератури (158 джерел, з них 123 на іноземних мо­

вах) . Роботу викладено на 137 сторінках машинописного тексту, 

ілюстровано 20 рисунками та 5 таблицями.
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МАТЕРІАЛИ TA МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Об'єктом досліджень була чиста лінія ціанофагу LPP-3, 

а також аксенична культура ціанобактерії Plectonema Ьогуапит 

вот, штам CALU 465. Ціанобактерію Р. Ьогуапит, вирощували на 

средовищі Фітцджеральда в 3 л колбах Ерленмейєра при 

t- 26-28° С, освітленні 3000 лк та безперервній аерації 

повітрям з 5% CO2 .Для одержання ДНК ціанобактерії Р. Ьогуапит, 

використовували модифіковані методи (Adams,1988 та Golden, 

1987). Довжини рестрикційних фрагментів ДНК вираховували 

за допомогою комп’ ютерної програми, складеної на базі ліній­

ного алгоритму (Southern,1975 ). Теоретично очікувана кіль­

кість сайтів в ДНК LPP-3 визначалася за Upholt et а1.(1977) . 

Для гідролізу ДНК фтористоводневою кислотою використовували 

модифікований метод Catania et аі. (1987). Гідроліз ДНК прово­

дили 35 % HF на протязі 2 годин при 80°С. Розподіл продуктів 

хімічного гідролізу ДНК і стандартних основ проводили на хро­

матографічній установці HPLC "System GOLD" Beckman (США), 

колонка Cl8 RPC у зворотній фазі: водна - 25мМ KH2PO/,. , орга­

нічна -ізопропанол з лінійним градієнтом 95-5 %. Виділення PHK 

з інфікованих клітин ціанобактерій проводили за методом Smith 

& Сагг,1977. Радіоактивне мічення ДНК по 3’ -кінцям здійснюва­

ли за допомогою фрагмента Кленова ДНК-полімерази І Е. сої і,ДНК 

полімерази T4 та термінальної дезоксинуклеотиділтрансферази, 

міченими [«£ 32P] дНТФ з питомою активністю 3000 Ки/мМоль. 

5’ -кінцеве мічення ДНК проводили за допомогою полінуклео- 

тидкінази T4 в реакції обміну з [ у 32 Р] АТФ ( питома акт. 

4000 Ки/мМоль) в присутності АДФ ( Sambrook et аі. , 1989, 

Ausubelet аі. ,1990). РНК-зонди для гибридиеаціі отримували 

міченням тотальних препаратів ціанобактеріальної PHK полі- 

нуклеотидкіназою Т4 та термінальною трансферазою в буфері: 

200 мМ какодилату калію, 1 мМ CoCl2 , 1 мМ ДТТ, pH 7,2.

Метилазну активність екстрактів та частково очищених 

ферментних препаратів Р. Ьогуапит визначали за методом (Smith, 

1992) використовуючи S-аденозил-L-[метил 3 H] метионін ( пит. 

акт. 15 Ки/мМоль). Для ДНК-ДНК та ДНК-PHK гібридизації вико-
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ристовували метод блот-гібридизації за Саузерном. Предгібри- 

дизацію і гібридизацію з пробою проводили у розчині без фор- 

маміду при 68°C на протязі 16-20 год. Фільтри експозували 

на рентгенівський плівці PM-I чи £-шах "AmershanT при -70°С. 

Статистичну обробку даних проводили методом дисперсійного 

аналізу в пакеті Statgrafics (STSCjКанада)

РЕЗУЛЬТАТИ TA ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Рестрикційний аналіз ДНК ціанофага LPP-3 і ціанобактерії

P. Ьогуапит

В ході рестрикційного аналізу використано більш ніж 60 

ендонуклеаз рестрикції, які впізнають тетра-, пента- і гек- 

сапаяіндромні нуклеотидні послідовності,а також рестриктази, 

що гідролізують ДНК за непаліндромними і декількома сайтами 

Встановлено, шр велика кількість рестриктаз, які впізнають 

гексапаліндромні нуклеотидні послідовності, не гідролізують 

ДНК ціанофага LPP-3, а деякі рестриктази мають кількість 

сайтів, що значно відхиляється від теоретично очікуваної 

( табл. 1 ).

Особливо привертає увагу значне відхилення теоретично 

очікуваної кількості сайтів рестрикції від їх експеримен­

тально одержаної кількості для деяких рестриктаз. Так, рест- 

риктаза BsuRI, що впізнає на ДНК тетрануклеотидну паліндром- 

ну послідовність GGCC5 гідролізує ДНК LPP-3 лише за одним 

сайтом, в той час як при повній рандомізації та враховуючи 

GC-склад вірусної ДНК можна було б очікувати наявність при­

близно 200 сайтів. Рестриктази CfrlЗІ і Есо47І з сайтами 

впізнавання GGNCC та GG(A/T)CC мають по 7 сайтів замість 192 

і 94 теоретично очікуваних, відповідно.

Для пошуку модифікованих основ в складі ДНК ціанофага 

LPP-3 і ціанобактерії Р. Ьогуапит використовували найбільш 

чутливий метод - HPLC продуктів хімічного гідролізу ДНК. ДНК 

LPP-3 і Р. Ьогуапит. гідролізували хлорною та фтористоводневою

КИСЛОТОЮ. HF г п - ґ  і тоаяиі нтаяння

метильованного цитозину.



Таблиця I
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I) з ге 

Назва

ксапаліндромі

Сайт

шми са 

Кіль­

йтами впіз 

Назва

навання

Сайт Кіль­
рестрик- впізна­ кість реетрик- впізна­ кість

тази вання сайтів тази вання сайтів

6 GC Еео52І CGGCCG O Sma І CCCGGG O

Ehe І GGCGCC 3 Bspl20І GGGCCC O

A1W44I GTGCAC 3 Mlu І ACGCGT 15

BamHI GGATCC O Nco І CCATGG 2

Bsp68I TCGCGA 3 Pae І GCATGC 4

4 GC Еео47111 AGCGCT 14 Pst І CTGCAG O

Еео72І CACGTG 15 Pvu CGATCG 1

Ecol47І AGGCCT 1 PvuII CAGCTG O
ЕсІІЗбІ GAGCTC O Sal І GTCGAC O

Kpn І GGTACC 11 Xho І CTCGAG O

Крп2І TCCGGA 2

Всі І TGATCA 8 Есо255І TAGCTA 20

Bgl II AGATCT 10 HindIII AAGCTT 20

2 GC Bspll9І TTCGAA 1 Mphll03I ATGCAT 0

Bsul5 1 ATCGAT 10 Nde І CATATG 0

EcoRI GAATTC 0 Xba І TCTAGA 12

Есо32І GATATC 16 Eeol05І AGTACT 20

0 GC Dra І TTTAAA 0 Ssp І AATATT 0

2) з тетра-, пентапаліндромними та іншими сайтами

Alu І AGCT >30 CfrlЗІ GGNCC 7

BsuRI GGCC 1 Есо471 GG(VT)CC 7

Bsp50І CGCG >30 Ben I СС( C/G) GG >30

Csp6I GATC >60 Mva I CC(AzT)GG >60

НіпбІ GCGC >30 Bbv I GCAGC(N)8/12 >60

Msp І CCGG >20 Alw26I GTCTC(N)1/5 >20

Sau3A GATC >20

Taq І TCGA >50 Not І GCGGCCGC 0

Cfr І PyGGCCPu 0 Есо88І CPuCGPyG 10

CfrlOI PuCCGGPy >20 Eeogi І GGTNACC 0

Есо24І GPuGCPyC 14 EeolЗОІ CCPuPuGG >20

ЕсоЗІІ GGTCTC(N)1/5 O Hine II GTPyPuAC >30

Sdu І GDGCHC >20 Xho II PuGATCPy >20

Pu = А, G Py - Т,С D = A,G або T H = TfC або А



- 9 -

Результати сканування піків і подальший комп’ ютерний 

аналіз HClOil, - гідролізатів дозволив ідентифікувати тільки 

канонічні основи і наявність N-6-mA в ДНК Р. Ьогуапит. При 

хроматографії гідролізатів, отриманих за допомогою фтористо­

водневої кислоти (мал. 1 ), як очікувалось з результатів 

рестрикційного аналізу, були виявлені чіткі піки 5-метил- 

цитозину. Комп’ ютерний аналіз профілю елюції HF- і HClO^ - 

гідролізатів, зроблений "System GOLD" Beckman, дозволив 

ідентифікувати і підрахувати кількість основ в досліджених 

ДНК Встановлено, що, крім канонічних основ, ДНК ціанобак­

терії Р. Ьогуапит містить дві модифіковані основи: 5-метилци- 

тозин в концентрації 1,23 % та 4,5 % N-6-метиладеніну. ДНК 

LPP-3 містить лише 0,8 % 5-метилцитозину і не містить в сво­

єму складі N-6-метиладеніну.

Вивчення наявності сайтспецифічного метшновання

З метою виявлення сайтспецифічного метшновання ДНК 

LPP-3 та ДНК Р. Ьогуапит гідролізували рестриктазами-ізошизо- 

мерами, які впізнають однакові паліндромні послідовності,але 

по-різному реагують на метшновання залишків цитозину та аде­

ніну в цих послідовностях. Для виявлення метильованого цито­

зину в сайті CCGG використовували рестриктази MspІ і HpalІ.

Порівнюючи електрофоретичні профілі продуктів рест­

рикційного гідролізу ДНК кожною рестриктазою можна встанови­

ти наявність метилювання цитозину у другому положенні 

послідовності CCGG. Співпадання рестриктів говорить про 

відсутність метилювання, а менша Ix кількість або повна 

відсутність при гідролізі HpaII свідчить про часткове або 

повне метилювання CmCGG сайту. Електрофоретичний розподіл 

продуктів гідролізу ДНК LPP-3 та Р. Ьогуапит цими рестрикта­

зами має ідентичний характер, що вказує на відсутність мети­

лювання по внутрішньому цитозину в CCGG- послідовностях. В 

той же час слід зазначити, що обидві ДНК мають велику 

кількість CCGG- послідовностей.

Інша пара рестриктаз MvaI та ApyI впізнають один і той 

же сайт CC(A/T)GG. MvaI гідролізує ДНК незалежно в і д  наяв-
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Мал. 1 Хроматографі я стандартних основ ( I) і

продуктів х і м і ч н о г о  гідролізу фтористоводневою кислотою 

ДНК ціанофага LPP-3 (2) та ціанобактерії Р. Ьогуапит. (3) 

на установці HPLC "System GOLD" Beckman.



- 11 -

ності в сайті рестрикції 5-метшщитозину, a ApyI- тільки у 

випадку метилювання цитозину в другому положенні і при 

відсутності метилювання в першому. Майже в усіх CC(A/T)GG- 

послідовностях досліджуваних ДНК цитозин в другому положенні 

метильований. Таким чином, більшість CCAGG- і CCTGG- 

послідовностей в ДНК цих об’ єктів існують у вигляді СтС(А/Т) 

GG. Для визначення наявності метильованого аденіну вико­

ристовували рестриктази Sau3A, MdoI та DpnI, які впізнають 

послідовність GATС. Рестриктаза Sau3A може гідролізувати ДНК 

по GmATC, але не за GATmC- послідовностями. Рестриктаза 

MboI, навпаки, здатна впізнавати GATmC, але не GmATC сайти. 

Ендонуклеаза DpnI гідролізує ДНК тільки по метильованих 

послідовностях ( GmATC сайти). Встановлено, що практично всі 

GATC сайти ДНК Р. Ьогуапит метильовані по аденіну, а в ДНК 

LPP-3 ці послідовності неметильовані.

При вивченні систем рестрикції-модифікаці і Р. Ьогуапит 
досліджено метилтрансферазну активність ії клітин. Гідролі­

зати клітин Р. Ьогуапит очищали хроматографічно на колонках з 

ДЕАЕ-сефадексом, а також методом ізоелектрофокусування в бо- 

рат-поліольній системі. В одержаних фракціях досліджувала- 

ли наявність і специфічність дії метилтрансфераз. З цією ме­

тою використовували субстрати а різною специфічністю метилю­

вання. Активність проб з метилазною активністю дорівнювала; 

3850 ± 800 імп/хв/мкг при використанні ДНК фага лямбда, 

виділеного з dam+, dcm+- господаря в той час як на ДНК фага 

лямбда з мутантного по системам метилювання господаря ак­

тивність дорівнювала 15200 ± 1200 імп/хв /мкг, а на ДНК 

еритроцитів курчат вона сягала 29950 ± 2050 імп/хв/мкг.

Визначення типу метилтрансферазно! активності показало, 

що як і для більшості метилаз II типу, прояв активності за­

лежить тільки від наявності молекул SAM і практично не зале­

жить від присутності в реакційній суміші йонів Mg4+і молекул 

АТФ. Це свідчить про те, що Р. Ьогуапит. містить сайтспе- 

цифічні метилази II типу. Як вже зазначалося раніше, аналіз 

даних, одержаних за допомогою хроматографії гідролізатів ДНК 

Р. Ьогуапит та рестрикції ендонуклеазами, чутливими до мети­

лювання, дозволив встановити, що метильований цитозин
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міститься в ДНК в CmC(A/T)GG послідовностях, а метильований 

аденін в GmATC послідовностях. Враховуючи наявність у 

Р. Ьогуапит метилазної активності з подібною специфічністю 

можна зробити висновок про те, що ц і й  ціанобактерії прита- 

мані системи рестрикції-модифікаціі з специфічністю, 

подібною до dam і dcm систем Е.соїі.

Шляхи захисту ДНК LPP-3 від рестрикції в Р. Ьогуапит

Порівняння к іл ь к о с т і  метильованих CmC(AZT)GG послідов­

ностей з загальною кількосте 5-метилцитозину в досліджуваних 

ДНК свідчить про те, що практично весь метильований цитозин 

зосереджений в цих сайтах. Ідентичність рестриктів, одержа­

них в результаті гідролізу ДНК LPP-3 рестриктазами CfrlЗІ 

(GGNCC) і Avail (GG(A/T)CC) свідчить ( з загальноприйнятими 

методами визначення специфічності рестриктаз) про те, що 

СГгІЗІ гідролізує ДНК LPP-3 по сайтах Avail. У цьому випадку 

послідовності GG(C/G)CC повинні бути або метильовані по ос­

танньому цитозину, або еліміновані з ДНК

У випадку метилювання ці послідовності мали б виглядати 

як GG(C/G)CmC(A/T)GG,тобто, перекриватися Apyl сайтом. Але ця 

п о с л і д о в н і с т ь  містить GGCC сайт рестриктази BsuRI, який би 

інгібувався метилюванням. До того ж, за допом огою  методів 

подвійних переварі в вдалось встановити, що унікальний сайт 

BsuRI є частиною розширеної послідовності AGGCCT, що гідро­

лізується іншою рестриктазою Ecol471. Отже є підстави 

стверджувати про відсутність в ДНК LPP-3 послідовностей 

GG(C/G)CC. Ос к і л ь к и  ДНК Р. Ьогуапит ефективно гідролізується 

рестриктазою BsuRI, причиною цього явища може бути захист 

від власних вірусспецифічних нуклеаз, які з’ являються на 

ранніх этапах інфекції .

Спроби виділення ендонуклеази рестрикції з КЛІТИН 

Р. Ьогуапит різними хроматографічними методами (КМ-целлюлоза, 

ДЕАЕ-сефадекс,ізоелектрофокусування) виявилися невдалими з 

причин неможливості звільненя від домішок неспецифічних нук­

леаз. ДНК LPP-3 гідролізували рестриктазами з розширенням 

GATC-сайту: BamHI -сайт пізнавання GGATCC, BcbI - TGATCA,
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BglII - AGATCT , PvuI- CGATCG та XhoII - (A/G)GATC( Т/ С). 

Всі рестриктази, окрім BamHI, гідролізували ДНК LPP-3 на 

різну кількість фрагментів. Ці дані дають можливість припус­

тити, що Р. Ьогуапит повинна мати рестиктазу саме з таким 

сайтом впізнавання - GGATCC. Тільки в цьому випадку ДНК LPP-3 

не буде піддано рестрикції при інфекції Р. Ьогуапит.

ФІЗИЧНЕ КАРТУВАННЯ ДНК ЦІАНОФАГА LPP-З

Наявність резистентності ДНК ціанофага LPP-3 до дії 

різних ендонуклеаз рестрикції значно ускладнило процес 

фізичного картування його геному у зв’ язку з нерівномірним 

розподілом к іл ьк о с т і  сайтів рестрикції для використаних 

рестриктаз. При скринінзі рестриктаз, придатних для цілей 

фізичного картування, було використано більше 60 різних фер­

ментів. Тільки три рестриктази - BsuRI, Ecol471, Bspl191 та 

PvuI мають унікальні сайти, дві - NcoI та Крп2І по 2 сайти, 

та дві - Alw44I і EheI по 3 сайти рестрикції ( таб. 2 ). 

Розміри кожного фрагмента визначали в результаті не менш ніж 

трьох експериментів.

Таблиця 2

Розмір фрагментів ДНК ( т .п .о .) ціанофага LPP-3, одержаних в 

результаті гідролизу рестриктазами, які використовувались для 

фізичного картування

Назва

фраг­

менту

H а з в а р Є C т р и к т а 3

Bspl191 BsuRI Ecol47І EheI Крп2І NcoI PvuI Alw44I

А 38,4 33,5 33,5 29,9 26,6 28,9 33,5 24,0

В 4,1 9,0 9,0 8 ,2 9,5 8 ,0 9,0 7,2

C 3,6 6,4 5,6 6,5

D 0 ,8 4,8

Сума 42,5 42,5 42,5 42,5 42,5 42,5 42,5 42,5
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У більш складних випадках локалізації сайтів рестрикції 

використовували п і д х і д , який базується на знаходжені кінце­

вих фрагментів для рестриктаз з більш ніж одним сайтом рест­

рикції. ДНК LPP-3 мітили по кінцях, гідролізували двома чи 

трьома рестриктазами і автографували гель. Цей метод дав 

можливість відразу розподілити на карті кінцеві фрагменти і 

значно підвищити ефективність рестрикційного картування. Для 

створення фізичної карти ДНК ціанофага LPP-3 використовували 

комп’ ютерні програми картування сайтів рестрикції. Застосу­

вання комп’ ютерних програм картування дозволило створити 

власну базу даних і використовувати вже досліджені фрагменти 

як автомаркери. Карта ДНК LPP-3 (Мал. 2) являє собою схему 

відносної локалізації 14 сайтів рестрикції восьми рестриктаз

- Alw44I, Bspll9I, BsuRI, Есо147І, EheI, NcoI, Крп2І Ta PvuI 

(сайт рестриктази BsuRI є частиною послідовності Ecol471).

Природа кінців ДНК ціанофагів не вивчалася,тому важливе 

значення мало визначення типу к і н ц і в  ДНК LPP-3. Той факт, що 

ДНК LPP-3 ефективно мітиться по 3’ - і 5’ -к ін ц я м  за допомогою 

фрагмента Кленова, полінуклеотидкінази Т4 та термінальної 

трансферази, однозначно свідчить про те, що ДНК LPP-3 має 

відкриті к і н ц і . Для визначення наявності виступаючих нуклео- 

т и д ів  на одному з к і н ц і в  ДНК ціанофага LPP-3 використовували 

метод, який базується на порівняльному аналізі ефективності 

включення м і т к и  полінуклеотидкіназою TA в 5’ - к ін ц і  та тер­

мінальною трансферазою в 3’ - кінці ДНК LPP-3 і фага лямбда. 

Як видно з табл. З полінуклеотидкіназа, яка проявляє найвищу 

активність при міченні виступаючих 5’ - кінців, ефективніше 

мітить ДНК фага лямбда. Відомо, що термінальна трансфераза 

проявляє найбільшу специфічність до виступаючих 3’ - к і н ц і в  

ДНК при використанні какодилатного буферу з йонами Mg++ та 

дАТФ і втрачає специфічність до типу кінців в тому ж буфері 

з йонами Co++ та міченим дЦТФ. При використанні реакційної 

суміші йонами Co++ ефективність мічення ДНК зазначенних 

об’ єктів практично не відрізняється. В той же час, при вико­

ристанні йонів Mg++ спостерігається значне зростання ефек­

тивності мічення ДНК LPP-3 у порівнянні з ДНК фага лямбда.
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Мал. 2 Фізична карта ДНК ціанофага LPP-3 (сайт BsuRI=Ecol471)

Мал. З Залежність ефективності мічення PHK термінальною 

трансферазою від значень pH буферу і типу використаних 

ді валентних катіонів.

Позначення - какодилатний буфер з: Co++ - 1 шМ CoCl2

(молярне співвідношення кількості 3 '-кінців PHK до кількості 

[32P] гСТР I : 10 ); Mg++ - 10 mM MgCl2 ; Ш++ - 10 шМ KfriCl2 

(C32Pl гАТР I : 100 )
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Таблиця З

Ефективність мічення (%) 3’ - і 5’ -кінців ДНК ціанофага LPP-3 

та фага лямбда полінуклеотидкіназою Т4 і термінальною транс- 

феразою

Джерело

ДНК

Полінуклеотид- 

кіназа 

[ у 32 РЗ АТФ

Термінальна трансфераза

Mg++

[ос 32 р] дАТФ

Co++

[<* 32P] дЦТФ

LPP-3 

lambda

2,0 ± 0,5 

11,2 ± 0,8

29,5 ± 2,5 

6,2 ± 1,2

16,3 ± 1,5 

15,5 ± 1,5

Для визначення комплементарності протилежних кінців ДНК 

LPP-3 проведені д о с л ід и  по віджигу та по літуванню за допо­

могою лігази Т4 нативних молекул генома з наступним гідролі­

зом рестриктазами. На відміну від контрольних зразків ДНК 

фага лямбда, ні Biджиг, ні лігування ДНК LPP-3 не призводи­

ть до змін у характері електрофоретичного розподілу рестрик-

ційних фрагментів. Таким чином, вищевказані методи не вия­

вили комплементарності к і н ц і в  ДНК ціанофага LPP-3.

Оскільки при гідролізі ДНК LPP-3, яка була мічена в на­

тивному стані ДНК-полімеразою І, спостерігається включення 

мітки тільки в два кінцевих фрагменти, зроблено припущення 

про відсутність в ціанофаговій ДНК однониткових структур ти­

пу н і к і в . Для перевірки цього припущення ДНК LPP-3 інкубува­

ли з нуклеазою SI в умовах, які максимально знижують і і ен- 

донуклеазну активність. Після проведення електрофорезу 

оброблених нуклеазою SI препаратів ДНК не виявлено н і я к і х  

додаткових фрагментів, що свідчить про відсутність в ДНК 

LPP-3 ніків.

ТОНКЕ КАРТУВАННЯ РАННЬОЇ ОБЛАСТІ ГЕНОМУ 

ЦІАНОФАГА LPP-З

Для ідентифікації рестрикційних фрагментів ДНК ціанофа­

га LPP-3, які містять ранню область генів, використовували
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метод ДНК-PHK гібридизації. З метою визначення часу появи 

вірусспецифічних транскриптів PHK переносили на нітроцелю­

лозні фільтри і гібридизували вірусною ДНК, міченою 

нік-трансляцією. За результатами Нозерн-блоту та дот-гібри- 

дизації встановлено, що вірусспецифічні мРНК з’ являються в 

тотальному препараті вже на 15 хвилині після зараження, але 

відчутний гібридизаційний сигнал був одержаний при викорис­

танні препаратів РНК, виділених з інфікованих к л іт и н  

P. Boryanun через ЗО хв після їх зараження ціанофагом LPP-3.

Основною метою роботи було визначення за допомогою 

вірусепецифічного мРНК-зонду фрагментів ранньої області ге­

ному LPP-3 шляхом Нозерн-блоту. Для цього важливо було одер­

жати препарати PHK з максимально високою питомою активністю. 

На жаль, всі відомі методи мічення прокаріотичних MPHK мають 

суттєві недоліки. Тому була досліджена можливість викорис­

тання для мічення PHK крім полінуклеотидкінази Т4, і термі­

нальної трансферази. Раніше було показано, що термінальна 

трансфераза здатна утворювати рибонуклеотидні полімери на 

З’ -к ін ц я х  олігонуклеотидів, однак цей метод не використову­

вався для мічення PHK (Wu,1976). В дослідах по визначенню 

оптимальних умов реакції полімеризації вивчали вплив концен­

трацій різних дивалентних катіонів, мічених попередників і 

pH. Показано, що найвищий рівень включення мітки в PHK фага 

MS2 спостерігається при використанні 200 мМ какодилатного 

буферу, pH 7,2 з I M M CoCl2 (Мал. 3). Відпрацьований метод 

застосували для мічення вірусспецифічних мРНК in vitro , які 

в подальшому використовували як зонди в експериментах по 

ідентифікації області ранніх генів в ДНК LPP-3.

Паралельно а одержанням мічених PHK здійснювали перене­

сення HindIII-, KpnI- та XbaI- фрагментів вірусної ДНК на 

нітроцелюлозні фільтри для подальшої гібридизації з міченими 

мРНК Вибір саме цих рестриктаз зумовлений тим, що серед 

ендонуклеаз, які гідролізують ДНК LPP-3, тільки HindIII, 

KpnI та XbaI мають сайти в полілінкері pUC19 - векторі, який 

передбачався використати для клонування фрагментів ранньої 

області генів. За допомогою ранніх вірусних мРНК методом 

блот-гібридизації встановлено, що B-KpnI фрагмент містить
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обдасть ранніх генів ДНК ціанофага LPP-3. Розмір виявленого 

фрагмента складає 10 т. п.о. і займає майже чверть вірусного 

геному. Ці дані були отримані, на наш погляд, завдяки вико­

ристанню оригінального методу мічення мРНК за допомогою 

термінальної трансферази. Незважаючи на те, що сумарні пре­

парати РНК, мічені термінальною трансферазою, мали меншу пи­

тому активність в порівнянні з препаратами міченими полінук- 

леотидкіназою (в середньому 5,5 х IO7 імп/хв/мкг і 1,2 х IO8 

імп/хв/мкг в і д п о в і д н о ) ,більш ч і т к і  автографи були отримані 

при використанні першої із них.

З метою визначення локалізації B-KpnI фрагменту на 

фізичній карті ДНК LPP-3 проводили спільний гідроліз рест­

риктазою KpnI з рестриктазами,які мають сайти впізнавання на 

протилежних кінцях геному: NcoI,Bspll9I і Крп2І. Встановле­

но, що рестриктази Bspll9I і Крп2І мають сайти рестрикції на 

B-KpnI фрагменті ДНК LPP-3,a рестриктаза NcoI його не гідро- 

лізує. Таким чином була встановлена реальна орієнтація 

фізичної карти ДНК ціанофага LPP-3.

Після гідролізу вірусного генома, міченого по кінцях в 

нативному стані рестриктазою HindIII, чітко ідентифікуються 

два кінцеві фрагменти розміром 2,8 і 0,77 т. п.о. їх рестрик- 

ційний аналіз та гібридизація з 10 т.п. о. В-KpnІ-фрагментом 

дозволили встановити, що саме 2,8 т. п. о. HindIII-фрагмент 

належить до ранньої області ДНК LPP-3. Цей фрагмент виділя­

ли з легкоплавкої агарози і гідролізували рестриктазою 

Sau3A. Дані експерименти разом з результатами клонування 

дозволили провести тонке картування 2,8 т. п. о. HindIII- 

фрагмента ДНК LPP-3 по рестриктазі Sau3A (Мал. 4).

Клонування фрагментів ранньої області ДНК LPP-З

Проведено клонування окремих фрагментів області ранніх 

генів ДНК LPP-3 в вектор pUC19. Для цього використовували 

2,8 т .п .о. HindIII-фрагмент ДНК LPP-3 і продукти його Sau3A 

гідролізу. В результаті експериментів не вдалося заклонувати 

кінцеві HindIII чи HindiII/Sau3A фрагменти геному, що також 

свідчить про наявність в ДНК LPP-3 виступаючих кінців. В той
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же час були отримані клони, що містять два БаиЗА - фрагменти 

ранньої області ДНК LPP-3 розміром 700 п. о. і 350 п. о. кло- 

новані за BamHI та за BamHI/Hindi 11 сайтами pUC19 (мал. 5).

Довжина геному, т. п. о.

Мал. 4 Фізична карта ранньої області ДНК ціанофага LPP-3

Оскільки в експериментах по клонуванню використовували 

штами Е.соїі, дефіцитні по системам рестрикції-модифікації, 

або такі, що не мали метилаз GGmCC-типу, неабиякий інтерес 

представляла перевірка припущення щодо елімінації з ціано- 

фагового геному CC(CZG)GG- послідовностей. З метою доказу 

існування контселекції плазміди з фрагментами ДНК LPP-З 

гідролізували рестриктазою BsuRI і аналізували електрофоре­

тично. У випадку коли резистентність ДНК LPP-3 до дії реет- 

риктази BsuRI була би обумовлена метилюванням GGCC послідов­

ності повинен спостерігатися гідроліз клонованих фрагментів 

(близько 200 теоретично очікуваних сайтів на геном LPP-3). У 

разі існування контрселекції більшість клонованих фрагментів 

не повинні гідролізуватися крім одного,що містить унікальний 

сайт BsuRI. Як видно з мал. 6 . , клоновані фрагменти ДНК 

LPP-3 не піддаються гідролізу рестриктазою BsuRI, тобто не 

мають GGCC- послідовностей, що є ще одним важливим доказом 

наявності контрселекції ціанофагової ДНК за CC(C/G)GG послі­

довностями.
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Мал. 5 Мал. 6

Мал. 5 Електрофорез в 1,5 % агарозному гелі продуктів 

гідролізу плазмід з фрагментами ДНК ціанофага LPP-3

Позначення: 1,4  - ДНК LPP-3/Sau3A; 5 - pUC19/BamHI; 6 - pUC19; 

рекомбінантні плазміди гідролізовані BamHI: з фрагментами 

розміром 700 п.о. (2) і 350 п. о. (3 ); 7- маркер ДНК фага Я /StyI

Мал. 5 Електрофорез в 1 ,0  % агарозному гелі продуктів 

гідролізу рекомбінантних плазмід (2-6) з клонованими HindIII- 

фрагментами ДНК ціанофага LPP-3 рестриктазою HaeIII 

1 - маркер - ДНК фага X /  HindIII
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В И С Н О В К И

1. ДНК ціанофага LPP-3 являє собою дволанцюгову молеку­

лу ДНК розміром 42,5±1,5 т.п. о . , яка не містить н і к і в  та має 

відкриті некомплементарні кінці.

2. ДНК ціанобактерії Р. Ьогуапит відноситься до слабко 

вираженого АТ-типу ( 48 Z ГЦ-пар) і, крім канонічних містить 

дві модифіковані основи: N-6-метиладенін - 4,5% і 5-метилци- 

тозин -1,2%. ДНК ціанофага LPP-3, на відміну від ДНК 

Р. Ьогуапит, відноситься до слабко вираженого ГЦ-типу ( 54 % 

ГЦ-пар) і, крім канонічних основ, містить тільки 5-метил- 

цитозин в кількості 0,8 % .

3. Клітини ціанобактерії Р. Ьогуапит мають системи рест­

рикції-модифікації dam- і dcm- подібного типу.

4. Захист геному ціанофага LPP-3 від рестрикції в 

клітинах Р. Ьогуапит- здійснюється двома шляхами: метилюванням 

CmC(AZT)GG послідовностей та контрселекцією за GG(C/G)CC і, 

можливо, GGATCC послідовностями.

5. Вперше для ціанофагів побудована фізична карта ДНК 

LPP-3, яка являє собою повну схему локалізації 14 сайтів 

рестрикції для 8 рестриктаз: Alw44I, Bspll9I, BsuRI, Ecol471, 

EheI, Kpn2I, NcoI, PvuI.

6. Для отримання радіоактивних мРНК-зондів з високою 

питомою активністю вперше розроблений і використаний 

ефективний метод мічення вірусспецифічних мРНК in  vitro  за 

допомогою термінальної трансферази.

7. Методом блот-гібридизації з вірусними мРНК ідентифі­

кована область ранніх генів ДНК ціанофага LPP-3 розмір якої 

складає 10 т. п.о. Створена її тонка карта і здійснено клону­

вання фрагментів ранньої області ДНК LPP-3 в вектор pUC19. 

Передбачається, що рання область ДНК ціанофага LPP-3 містить 

ген, який кодує сайтспецифічну ендонуклеазу з сайтом впізна­

вання СС(C/G)GG, яка на ранніх етапах інекції викликає дег­

радацію клітинної ДНК
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