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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ДНК 
САЛЬМОНЕЛЬНЫХ ФАГОВ

А. Г. ГАБРИЕЛЯН. А. С. САФАРЯН. Р. А. ЗАХАРЯН
Институт экспериментальной биологии АН Армелин, Ереван.

Показано, что молекулярные массы ДНК сальмонельних фагов—умерен- 
но-вирулентного dp8 и умеренных dp9 и Р22 находятся в пределах (25— 
30) X 10s Дальтон. Установлено также наличие концевых повторов и цир
кулярной пермутацин молекул ДНК.. В гетсродувлексах найдена значитель
ная степень гомологии, особенно для ДНК dp 9 н Р22. Обсуждаются осо
бенности нерзных структур, полученных ня п.-нове эиз-чнзл дифференциаль
ных кривых плавления Физико-химические характеристики ДНК коррели
руют с геиетичёскимя свойствами изучаемых фагов.

էքափավոր վիրուլենտ <1 pS ե չափավոր (! pJ ու р—22 ճա,յ1յ/>/ւ Դն!հ-ն րնութա- 
հրվհչ Լ ''ուչման կորերի նէորր կաոուցվածքի, գյուրաՀս՚ք Հատվածների 
ֆ{ կ ֆրագմենտաէքիաչի, էլեկտրոնային մ անրագիաակի. ոես4ւրիկք}իաչի, •ոսեղք'- 
մենտարիայի արագով! չան մեքքրւրչնսրէ/վէ Տարրեր' մ{ւ if քանդից անկախ մԼթողնե- 
/ւով որրշվա-.' քր<1Որ •'< ֆաւյԼքփ Դնխ֊քւ մպէյ'յո4։“ 1Ւ^ է{անւյվաձր Համա уиллои- 
/ււանաս .' 2а — ՅՕ'շՀք(հ րքաչտոՆխ

Հրրմույու պ/երսաչքւն անսւ/րղք։ մ էւքքու/ով t?nlJ3 է, արված Ղնքւ՚-ի մ ււյԼկուՀնԼրքր 
ւրքաՆէււրյքւրկրրււ ,ար սչերմու ւ.->ւ/ւуխն և ծաւրւ<>յ1ւ1ր է/րկնուրյուննհրքւ աոկաչությո։նր, 
{ւսկ հԼտերողու պչևրսաչ/ւն [.զանակով գտնված ( գգա;(ւ Հոմո{ոգ1ւա, Հասւկապեււ 
<lp# ե P22 ֆագերքւ ԴՆՌ ■ /< միչԼւ Հալման տարր!<րակ/դ էգիֆերենր[ւալ) կո 
րերր նույնպես վկաչում են այգ ֆագերքէ ԴՆԹ-քւ նմանության մասին։

■-ս'ք’կ / նշե[, որ Դ1>թ-ն1էրի ֆիզիկա քիմիական րնոփազիրր համընկնում Լ 
ռլսսէմնասիրվող ֆագերի գենետիկական հատկանիշներին։

Two Salnio;jci;a phage; D.NA properties have been studied-moderate 
virulent phage dp8 and temperate ones dp9 and 22— by means ol line 
electronic microscope, restric’iqn analysis and velocity sedimentation. 

_____ tech inq u es.
Сокращения ДКП—дифференциальные кривые плавления, SSC -0.15 М, NaCt

0,015 М Na цитрат.
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(՛ mg different ‘n. cpeud-՝,’r techniques the dei֊?rmined molecular mas
ses oi three phages DNA coincide being equal t>>25 -30- 10՛ daltons. Due 
to lietero'.lupiex analysr: rhe terminal repeals md circular permutation of 
DNA molecules were t>u;id. A considerable degree of homology was dis 
covered especially l-»r dp9 and P22 DMAs. The mel'.kig differential curves 
01 dp9 and P22 DNAs .iic v.;nuicantly related :՛?<>, ihc obtained physico
chemical characteristics of DMAs are correlate I with the gem tic proper
ties data of studied phages.

Фаги са.гъмоныькые—ДН К..Интерес к изучению молекулярной организации сальмонельных фагов и Р22 [6. 7, 8] обусловлен широким распространением инфекционных за •болеваний сальмонелезной этиологии и связанной с этим необходимостью создания новых эффективных лечебных антибактериальных препаратов. В указанном аспекте представляло интерес сравнительное изучение физико-химических характеристик ДИК и сопоставление полученных результатов с данными о генетических свойствах этих фагов. Для решения этой задачи были проведены рестрикционный анализ ДНК фа- юв dp8. <1р9. электронном икроскопическое исследование гомо- и гетеро- дуплексов ДНК. а также сравнительный анализ особенностей первичных структур ДНК этих фагов и фага Р22.
Иатг/та.; и методика. Фаголизаты получали методом агаровых сдоев по Грзциз. 

фаговые ДНК выделяли по методу Мак-Хетье Содержание белка в препарате ДНК. 
определенное ио Доурн, составил՛! 1% Средневесовую молекулярную массу (Mw) 
ДНК определяли по методу скоростной седиментации в растворе IXSSC Ферменты 
рестрикции EcoR 1. Sal 1. Нра I, BamHI, Крп! выделяли » лаборатории биокатализа 
ИМБ АН СССР на соответствующих штаммов. Гетеролуплексы получали по известно
му методу Деиггса р] В качестве внутреннего стандарта длины использовали плаз
миду Col El с известной молекулярной массой (-1.4X 10бД) Методики плавления ДНК. 
получения дифференциальных кривых плавления, их обработки. а тзкжг специфической 
фрагмент.;шги ДНК но легкоплавким участкам описаны ранее [3—5].

Результаты и обсуждение Все ДНК имеют средневесовую молекулярную массу (25±30)ХЮб Дальтон. В качестве примера на рис. 1 приведена седиментогра'мма ДНК. фага dp8, молекулярная масса которой, вычисленная по Фрайфельдеру, равна (27± 1.2) X 10е Дальтон. Представлены также электронные микрофотографии гомодунлексов молекул ДНК фагов dp8, dp9 и Р22 (рис. 2—4). Появление кольцевых структур с одноиитёвыми отростками свидетельствует о циркулярной пермутацни молекул и наличии концевых повторов [10]. Отростки, оставшиеся вне двунитевого кольца, представляют собой концевые повторы. Из таблицы видно, что кольцевые молекулы (собственно геномы) короче линейных на величину концевого повтора (в пределах точности измерения).Величины контурных длин линейных молекул согласуются со значениями. полученными седиментационным методом. Как видно из таблицы, размеры ДНК и концевого повтора фагов dp9 и Р2.2 близки. Кон- цёвой повтор фага dp8 несколько больше (составляет 4,4% генома). Расстояние между выступающими концами зависит от величины отрез 
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ка. подвергшегося циклической перестановке ։ве, мутации). Степень иермутацни определяется как отношение максимального расстояния между отростками ко всей длине угогс кольца [32;. Как видно из гнето-

Р.| .։ I. ••’еллв.нтог; агг:: влгто ра Д К фаг.- . г 1՝<ГХС. Скорость 
<55։>ке.щч .■АК’П'-.тац-аи. ей границы фнк т.р при /.-250 • м Циф

ры нз кунзы,֊. огл:хчт я к рвХ'ИЧ ым >:։)у.и.!,зм лргж и =32).

Рис. 2. Электроняом։1кр^ско»л«1е<-|;ал фотографии сомодуилексок ДНК Др8.
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Параметры гомодгплексов ДНК с5п8. сг9. Р22
-=-»■■■ ■ ■ — гг>иа—Ьгж‘Ул.-е^»-.‘< ■ ■ ■ ——2жасте-в-вп|м иа^—в——д—

ДНК Число 
измерений

Д. к ал !е։"н .;х 
молекхл,

А1Д

Длина юпне- 
аьх моле .ул, 

МД
Величина концевых 

повторов

<1 pS.Jp 8 23 27.3+1.2 26.1+0.9 1.14+0.16(4Д%)
Р22 Р22 20 27. *1 7 26.6+ -.8 0.54+0.05(2%)

(,р§.Др9 18 27.3+1.3 6 5+0.7 0.66+0.1 (2.5%)

Рнс 3. Электре .•••. : ՛ '՛ : рафн?. г глг'.ул:с1:соз ДИК •!?•՝•

Рве. < Элскт».-асох: кросхопи ческая фотография гомодуплсксрз ДНК Р22. 935



грамм (рис 5). распределение величин отношений максимального расстояния к длине всей кольцевой молекулы не является случайным. Так, для ДНК фага Р22 в 91% случаев эта величина находится в пределах 0,82-4֊ 1. Это означает, что степень пермутации составляет 18%. что согласуется с литературными данными. Для ДНК фага <3р9 в 88,5% слу-•чев эта величин;-, составляет 0,8-4-1, что соответствует степени пермута- цни 20%. Для ДНК с!р8 в 89.5% случаев она составляет 0.84±1, что соответствует степени пермутации 16%.

Рис. 5 1 ястограммы распределения отношений больших рэсстотднй
между одноннтевыми отростками в грмодувлексах к длине данных ко- 
.'ил. По осн абсцисс огноси-ельнзя длина расстояний, ш> осн ординат 

число молекул; я) ДИК Р22. б) ДНК (1р9. в) ДНК <1р8.На рис. 6, 7 приведены электронные микрофотографии гетеро дуплексов с!р8/Р22 и Ир9/Р22. Между ДНК фагов (1р9 и Р22 выявлена значительная (92±0,6%) гомология. На рис. 6 видна непрерывная двухцепочечная структура гетеродуплекса с непрерывными однонитевыим участками, обусловленными неполной гомологией, которые локализованы преимущественно в середине линейной структуры гетер оду плекса. Различия между ДНК <1р8 и Р22 более существенны (рис. 7) Несомо- логия составляет до 22»бхЫ,7% Несварепные участки локализованы исключительно в одной половине гетеродуплекса.936



Таким образом, ио данным электронной микроскопии так же. как н но результатам генетического исследования [1|, между ДНК Йр9 и Р22 имеется значительная гомология. Поскольку Р22 относится к группе лямбдондных фагов, то Пр9 также следует отнести к этой группе

J’hc. 6. Электронная микрофотография гетеро дуплексов ДНК <1р8/Р22.

Рис 7 Электрj/.ii.i-i микрофотография : еиролуллсксои ДНК dp9/P22.Результаты рестрикции ДНК фагов dp8 и dp9 сопоставлены с картиной рестрикции ДНК Р22. известной из литературы [9. 11]. ДНК фага (1р8 расщепляется эндонуклеазой EcoRi на 5 относительно крупных фрагментов Эндонуклеазы BamHl. Sall. КРп! не имеют сайтов рестрикции на ДНК dp8.Наибольшее число фрагментов образуется при действии рестрикта- зы Hpal. Фрагменты эти находятся в области .молекулярных масс от 0.4Х106 ди 10,5X10° Дальтон. Отмстим, что 7 полос, соответствуют;; •. фрагментам рестрикции ДНК dp8 и dp9 эндонуклеазой Hpal, идентичны. а -1 полосы различаются. Эндонуклеаза BamHl имеет на ДНК dp9 5 сайтов рестрикции; EcoRI—7 сайтов рестрикции на ДНК dp9. аналогично ДНК Р22. хотя и с несколько иным распределением полученпыл фрагментов по молекулярным массам.Известно, что в случае пермутирзванных молекул с концевой избы точностью рестрикционный анализ нс позволяет однозначно оценивать молекулярную массу ДНК фага по сумме молекулярных масс отдельных Фрагментов, что связано с вероятностным содержанием отдельных фрагментов в популяции молекул. Тем не менее оценка суммарной молекулярной массы всех фрагментов расщепления эндонуклеазами рестрик
937



ции ДНК <1р8 и dp9 дает величины, согласующиеся со значениями молекулярных масс ДНК, полученными метода ми седи мешании и электронной микроскопии.Как известно, гонкая структура ДКН показывает особенности распределения пар оснований • структуре генома. В работах [3, -1 j приведены ДКН ДНК фагов dp8, dp9 и Р22 и проведен подробный сравнительный анализ пиков на ДКН. отражающих особенности первичных структур различных ДНК. Гак, найдено, что величина ширины интервала плавления ДНК<1р8 (△Т = 6°) является промежуточной между значение՝.? △! для ДНК вирулентных фагов I — 3°) и таковой для ДНК умеренных фагов (10°). что позволяет охарактеризовать фаг dp8 как полуумеренный пли умеренно-вирулентный [3]. Этот вывод согласуется с данными ноля- зогенизацки своего хозяина К 89$. derby, при которой наблюдается обратная зависимость: при увеличении множественности инфекции процент лизогенных бактерий уменьшается Умеренно-вирулентный характер фага <1р8 проявляется Также в характере негативных колоний, низких частотах лизог:низании и трансдукции и необычайно высокой величине спонтанной и УФ-индукции.Между первичными структурами ДНК (1р8 и dp9 имеются существенные различия. Эти различия согласуются с показанной ранее [2] разницей между фагдмн d::9 и dp8: в морфологии фаговой частицы, характере негативной колон и ti. различных константах тепловой инактивации.Величины TJU плавления и ширина интервала плавления ДНК dp.9 и Р22 характерны для ДНК умеренных фагов. В самом деле, истинно умеренный характер фага <1р9 проявляется прежде всего в характере негативной колонии, образуемой им па газоне хозяина LT2 •$. typhimu՜ 
rium, а также в прямой зависимости процента образования лизогенных бактерий от множественности инфекции. Между кривыми плавления ДНК фагов dp9 и Р22, имеющих одного бактериального хозяина S. typht- 
murium и серологическое родство, имеется значительное сходство [4]. У ДНК dp9 и Р22 совпадают i Ц-содержаннс и ширина интервала плавления. Совпадают также молекулярные массы этих ДНК. Анализ ДКН ДНК близкородственных фагов dp9 и Р22 с применением методики фиксации расплав 1енных участков глиоксалем с последующим разрезание’.։ их посредством нуклеазы $1 позволил обнаружить и выделить в составе ДНК этих фагов 3 одинаковые, обогащенные АТ-пэрамп (63%) последовательности по 400 пар нуклеотидов каждая.Были оценены молекулярные массы двуспнральных участков ДНК. оставшихся после гидролиза расплавленных участков [3, 4].Оказалось, что эти двуспнральиые участки ДНК dp9 и Р22 (кото֊ рым соответствуют правые части ДКН) различны. Следовательно, ДНК dp9 и Р22 отличаются распределением по блокам участков, богатых ГЦ- парами.Таким образом, различия между этими фагами (морфология негативной колонии, цикл одиночного развития и выход фага), проявляясь па уровне первичной структуры и,՝. ДНК. отражаются к ДКН.В последнее время оолучено множество данных, свидетельствующих, о том, что функционально значимые участки ДНК находятся в областях.. 938



богатых ЛТ-парамн. что облегчает образование открытого комплекса՛ [-1. 13]. Это было показано электронно.микросйопически методом картирования областей частичной денатурации на примере ДНК л, ДНК колифага М13, фагов 629 и Т7. Необходимо, однако, отметить, что высокое АТ ■’.содержание необходимый, но не достаточный признак специфического сайта. Возможно, в ДНК изученных умеренных фагов выявленные блоки АТ-богатых участков ответственны за процесс ннтегра- цни-зкезицни.Авторы выражают благодарность 10 С. Лазуркину, Ю. .1. Любчен- ко. В. Г. Степанову за содействие в выполнении настоящей работы
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ГРАН С П О Р т КА 1 ИОНОВ У СТР Е НТО М И ЦИН У СТО И Ч И В Ь! X 
МУТАНТОВ Е. СОЕ!

А. А. ТРЧУНЯН. Э Т МУП1ЕИЯП

Ереванский государственный университет, кафедра биофизики, 
проблемная лаборатория цитогенетики

Скорость выхода К+ из стрбптоммцинустойчнвых клеток Е. соН с мута
цией по ИР8Е локусу хромосом в среде без экзогенного источника энергии 
значительно выше, чем из клеток дикого типа. Мутанты в среде с глюкозой 
осуществляют обмен 11+ клетки на К+ среды со стехиометрией ДЦКД- 
чувствнтельных потоков катионов, равной 2Н+/К-. Они поддерживают вы
сокий мембранный потенциал (Аф) и создают распределение К+ между 
клеткой и средой, превышающее 103. Однако обмен 2Н-/К теряет осмо- 
чувствительность. Предполагается, что развитие устойчивости к стрепто-

Сокращения ДЦКД днциклогексилкарбодннмид. 939


	932
	933
	934
	935
	936
	937
	938
	939

