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Для физико-химической характеристики, анализа структуры ифунк 
пин ДНК различных репликонов успешно применен рестрикционный 
анализ эндопуклеазамн-рестриктазами II типа. Использование эндо 
нуклеаз рестрикции позволяет провести физическое картиропание ли 
ценной структуры ДНК, топографический анализ взаиморасположения 
генов, локализовать в структуре репликона сайты инициации транскрип 
ции и репликации, изучить последовательность экспрессии генома. Рес 
стрикционный анализ незаменим для установления гомологий в струк 
туре ДНК и изолинии специфических генов в целях генной инженерии

Натане и сотр. (') одни из первых установили карту участков транс 
крипции ДНК вируса SV-40 с помощью эндонуклеазы Hacmophilu՝ 
influenzae, фрагментирующий ДНК SV-40 в 10 участка;. Полное кар 
тирование этой же ДНК и ДНК фага ФХ174 успешно было осущест
влено анализом перекрывающихся фрагментов, продуцируемых двумя 
различными ферментами (’).

Ферменты рестрикции из Haemophilus parainfluenzae 1 и II и Рс 
сгрнктаза ECORI успешно были использованы для картирования мито
хондриальной ДНК; была установлена уникальность сайтов рестрикции 
в структуре ДНК д.Тя данного организма (3). Большая часть фнзнче 
ской карты цистрона, кодирующего 42-S рибосомальный ирсдшествен 
пик, была расшифрована с помощью (4) рестрикционных эндонуклса- 
1-со RI’. Hind 11, Hind 111 — (*). Рестрикционные эндонуклеазы усиеинп՛ 
были использованы в нескольких работах Доерфлер, посвященных ха 
рактеристнке внутриклеточных форм ДНК Ad2, а также уточнении) 
транскрипционной карты ДНК Ad2 (8).

Описано физическое картирование целого ряда R-плазмид (®)
В данном сообщении элсктрофорстическн изучены продукты реет 

рикин՛.иного расщепления ДНК фага Mdp8 ферментамн-рсстриктазам
Е<о RI, Hind III, Sal I. Hpa I, Pst I, BamH I, Kpn I Фаг Mdp8 припал 
лежит к группе родственных фагов группы Mdpl 8, выделенных 1<3 
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лизогенных штаммов Salmonella derby (?). В плане структурного апа 
лнза изучение ДНК этих родственных фагов представляет определен 
иып интерес и позволит оценить общность и различия структурной 
организации единиц опсрона в составе структуры различных реплико- 
нов.

Фаг Mdp8 выделен из лизата индикаторного штамма K89S derby 
ДНК фага Mdp8 и «лямбда» получали из фаголизатов по Мак-Хетье 
(»). Ферменты-рсстриктазы Е։0 RI. Hind HI; Sal I; ’Ipa I; IM I, 
BamH I, Kpn I. выделены в лаборатории биокатализа Института моле 
кулярион биологии АН СССР из соответствующих штаммов, по спе
цифической методике выделения для каждого энзима, вктючающих как 
обязательные следующие последовательные этапы очистки ионообмен
ная хроматография на DEAE-целлюлозе и К.W цел л юл о тс; Р-целлюло- 
зе и хроматография на гидрокснлаппатите.

Препараты ДНК инкубировали в соответствующей инкубационной 
среде для каждого энзима, и после рестрикции полученные фрагменты 
фракционировали электрофорезом в 0,8%-ном агарозном геле с бро
мидом этидия при напряжении в 20 в; время электрофореза- 16 часов 
Рестрицированные фрагменты выявляли в геле в спектр? ультрафнолс 
та 250- 320 ммк. Фрагменты ДНК фага «лямбда», генерируемые рест- 
риктазамн, были использованы а качестве маркеров для определения 
молекулярных весов фрагментов ДНК фага Mdp8.

ДНК фага Mdp8 расщепляется при действии используемого набора 
рсстриктаз на различнее количество фрагментов, рис. 1.

Рестрикционный анализ ДНК Mdp8 энзимом Pst I свидетельствует 
о наличии, в структуре ДНК фага Mdp8 четырех сайт-специфических 

нуклеотидных последовательностей 5’ЦТГЦАГЗ' с осью симметрии вго- 
ЗТАЦГТЦ5'

t
рого порядка, рекогницря и рестрикция которых эндонуклеазой Pst I 
образует 5 фрагментов с когезивными концами.

Рестрнктаза Ес0 RI расщепляет ДНК Mdp8 на пять относительно 
крупных фрагментов, что также указывает на присутствие п сгрхктуре 
ДНК четырех специфических палиндромов со следующем ’’оследова

тельиостью основании 5ТААТТЦЗ'
ЗЦТТААГ5'

Наибольшее число фрагментов образуется при действии рестрикции 
Нра I Эти фрагменты перекрывают область молекулярных весов от 
7,5 • Юь до 0.4- 10° дальтон. Насчитывается около 25 фрагментов при 
неполном гидролизе и 13 при полном расщеплении, что показывает на 
присутствие в структуре ДНК Mdp8, по крайней мере около 2J полип-

лромсв с последовательностью 5ТТТААЦЗ
ЗЦААТТГ5'

I
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с осью симметрии первого порядка.
I

Рсстриктаза Baml I I, расщепляющая последовательность Г.Г.А1ЦЦ 
ЦЦТАГГ. как и рсстриктаза Kpn 1 нс имеет участков узнавания на 

I
ДНК фага Mdp 8.

Рсстриктаза Sal 1 расщепляет ДНК фага 5\dp 8 по палиндрому

5ТТЦГАЦЗ'. но-видимому, в нескольких точках с формированием
ЗЦАГЦТГ5' ՛ ՛ •» .,1

t 
крупных фрагментов, которые ввиду близости молекулярных весов не 
фракционируются в геле.

Рис. I Электрофоретическое распределение 
фрагментов IIIIC фага .MdpB и фага .лямбда*, 

рсстрнцнронанных рсстрнкгазамн.
/ ДНК фага Mdp8; ДНК Mdpb рсстрнцнро- 
нанная эндонуклеазой Pat I. 3 эндонуклеазой 
E<(JRI: / Hpal; 5 Bamlll; 6 -Hindlll; 7 Kpnl;

Sall, .9 -ДНК фам .лямбда*, pec г ри пиро и а н • 
1ЫЯ эндонуклеазой Sall; Ю ДНК .лямбда*, pec- 
трнцированнзя ферментом ECORI; //—ферментом 

BamHI; /2—ферментом Hind III

Рсстриктаза Hind HI расщепляет ДНК фага Mdp 8 на три отно
сительно крупных фрагмента. Сант-спсиифическая послсдовазельность 
оснований. полиндром: 5'ААГЦТТЗ' встречается в структуре данной 

ЗТТЦГАА5'
Л
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ДНК. гЛнвидиМОму, в двух точках, хотя и второй фрагмент от старта 
обнаруживается в относительно меньшем количестве.

В последующих гелях на рис. I показано распределение в качестве 
маркеров по молекулярному весу фрагментов ДНК «лямбда*, рестри- 
цнропанных ферментами Sal I, Ес0 R I, BamH I н Hind HI (9).

На рис. 2 изображено электрофоретическое распределение в ага 
розном геле фрагментов ДНК Mdp 8, продуцируемых совместно двумя 
различными ферментами.

Совместное расщепление ДНК Mdp 8 двумя энзимами Hind III и 
Ес0 R I свидетельствует о том, что из получаемых пяти фрагментов 
(гель 4) два первых фрагмента находятся в составе первого фр > менга 
(гель 3), а три последующих фрагмента в составе второго относительно 
крупного фрагмента геля 3.

Рис. 2 Э.тектрофоретиче! кое 2 распределение 
фрагменюа ДНК фага Mdp8. рестрнцнрованных 

совместным действием двух рес ринга ՛ 
/—ДНК .лямбда*, рестриппрованная Hind III 
2-EcoRI; 3 -ДНК Mdp8. рестриппрованная 
Sall | ֊EcoRI; /-Sall; 5-Baml Econ. 6-Banil.
7 Kpnl EcoRI, S-Kpnl; - tcoRI-f-Hind III 

/0-Hind III И BcrRI; 12 IHKMdp 8

Совместное расщепление ДНК Mdp 8 энзимами E։0 R I и Kpn I. 
Наш I и Et0R I еще раз подтверждает, что в данной ДНК оку кгвуки 

299



сайты расщепления для Kpn 1 и Bam 1; в то же время совместное 
тенсгвие Sal I и El0 R I действительно указывает на го, что палиндро
мы, специфичные для Sal I. присутствуют в ДНК Mdp8 г: малом числе 
и на и.х основе при рестрикции получаются крупные фрагменты, обна
руживающие себя при совместном действий с энзимом E(0R I. Данные 
рисунка 2 и определенной степени конкретизируют распределение соот 
ветстну ющнх полиндромных нуклеотидных последовательностей в 
структуре ДНК Mdp8.

Молекулярные веса фрагментов расщеплен нин ДНК М 1р8

Рестрикция 
ферментом

Нра I 
Ef0RI 
Pall 
Hind III

Величина молекулярных весов (хКР дальтон) 
фрагментов ДНК Mdp 8

6.5. 4.0; 3.5; 2.2; 1.9; 1.6; 1.2; 1.0. 0.9; 0.8; 1.0;
11.0 7.5; 4.0; 2.7; 0.8;
20.0; 6.0 5.5; 1.1; 0,8;
15.0. 6.0. 3.8.

Mo.ickv.im рныи
вес Mdp8 

xlO* дальтон

23.6
26.0
<33.4
24.8

Молекулярные веса фрагментов ДНК Ак1р 8. генерируемых соот- 
ве1ств\ ющнмн рестриктазами, оценены относительно подвижности 
фрагментов ДНК >. н приведены в таблице.
Молекулярный вес ДНК АМр8 вычислен около (28-2)Х10'։ дальтон 

Авторы благодарят Ж. А. Киоян за предоставление фаголизата 
М(1р 8.
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Ռ II. Զ11₽Ա|'ՑԱՆ. Ա. II. ւււԱԱՐՏպ՛ К <k ՔԱՐՅԱՆ. Վ. Ս. ՍԱՏԱՐ ՅԱՆ, 
Կ. Ս. ԿԱՐԱԴԵԱՅԱՆ. Վ. Վ. ՆՈՍԻԿՈՎ

ԴՆ1*-|ւ Mdp8 фшд|| ստրուկտուրափն ш6ш||1цр

•Տ արրեր ո և պլիկոնն երու{ Դհէ^-ի ս in ր ու կ տ ու puj յի և ֆունկցիա յի ֆիզիկա - 
(>իւէ իակաե րՆու P սւ զրի Հ ա մ աp հաջող օ դ տ ա զ Ո pd վո ւ մ է ոեստրիկցիոն անա- 
էիղի 2-րղ տիպի էն դ ոն ո I կ I ե ա ղ - ո ե // տp ի կ տ ա դա ե h ր ո վւ

Սդս աշխաասյնքո» tf կատարված է ԴՆՒՒ֊ի A\(|p8 ֆադի ոեստրիկցիա 
աիւդի մի չարք ֆերմենտներո»ի EcoRI, Hpal, Psll, Hind 111. Kpnl; 

Sal |.' ւկւորիդ է ստսրցվտծ ֆրսյդմենւոների մոէեկոլլավէն կքի,,Ր/ 'ՒեԹ՝ի 
Mdp8 ֆաղի մոր կշի*ր կազմում է 28 2 10^ զարոոնւ
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