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МЕХАНИЗМ УПАКОВКИ ДНК В ГОЛОВКУ БАКТЕРИОФАГА X

Формирование внутриклеточной фаговой ДНК и ее упаковка в фаго­
вую головку в настоящее время является важной проблемой морфогенеза 
п понимания биологии развития фага. Исследования последних лет пока­
зали, что этот процесс происходит как последовательная цепь специфиче­
ских протеолитических и нуклеазных реакций при участии большинства 
белковых факторов, имеющих отношение к морфогенезу фага (‘, 2). Фаг X 
оказался удобным объектом для изучения молекулярных механизмов со­
зревания ДНК вследствие хорошей генетической изученности фага и воз­
можности исследования упаковки ДНК в инфекционные фаговые частицы 
в системе in vitro.

Хромосома фага А, представляет собой двунитевую ДНК с молекуляр­
ным весом 31-10° дальтон с комплементарными 12-нуклеотидными одно- 
нитевыми участками (4). В цикле развития фага после заражения клетки 
фаговая ДНК из линейной формы превращается сначала в кольцевую, 
затем в полимерную ковалентпо сшитую тандемную структуру (5). Пред­
полагается, что репликация ДНК происходит по модели Гильберта и Дрес- 
лера (°). Мономерные формы образуются из полимерных структур на 
заключительной стадии цикла развития фага (7). Нарезание фаговой ДНК 
при сборке вириона принято называть тер-функцией (8), имея в виду 
специфическое эндонуклеазное расщепление конкатемерной ДНК с образо­
ванием мономерной ДНК с липкими концами.

Большой интерес представляет изучение данных процессов в системе 
in vitro. Тендемные полимерные (или конкатемерные) структуры ДНК, 
которые легко сшиваются полинуклеотидлигазой фага Т4 (9), можно по­
лучить отжигом. Недавно была показана возможность созревания фага К 
в бесклеточной системе, если экзогенная ДНК вводилась в форме полимер­
ных агрегатных структур (3). Это дало возможность исследовать процесс 
нарезания мономерных ДНК и созревание фаговой частицы в системе 
in vitro.

В настоящей работе приведены экспериментальные данные о молеку­
лярных механизмах нарезания и упаковки фаговой ДНК в головку фага 
с использованием системы бесклеточного экстракта (3) и конкатемерных 
ДНК, полученных in vitro (9).

Бесклеточный экстракт получали из Е. coli НВ 1100 (AC1857S7). Фаг 
индуцировали при 45°, и после переноса на 37° развитие фага прекращали 
на 40-й мин. Чтобы отличить частицы экстракта лизогенной культуры от 
фаговых частиц, созревших in vitro, экзогенную ДНК получали из фага 
Ai434ct68. Эффективность созревания фаговых частиц определяли на газо­
не Е. coli С600(Х+). При титровании на пермиссивном штамме Е. coli 
QD5003 титр фага в концентрированном экстракте составлял 9—10- 
•1010 бляшек/мл. Как правило, па пермиссивном штамме Е. coli С600(А~) 
образования негативных колоний фага A.C1857S7 не наблюдалось, в отли­
чие от гетероиммунного фага Ai434, который на этом штамме эффективно 
вытитровывался. Об эффективности нарезания ДНК и ее упаковки в го­
ловку фага, которые следует рассматривать как неразрывные процессы, 
судили по числу негативных колопий согласно (3).
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Как ранее было показало (3). созревание фага in vitro наблюдалось 
в том случае, если экзогенную ДНК добавляли в виде тандемных форм, 
соединенных комплементарными парами липких концов. Линейные п 
циклические мономерные ДНК практически не созревали в инфекцион­
ный фаг.

Номера фракций

Рис. 1. Фракционирование ко­
валентно спитых копкатемер- 
ных (/) и димерных (Z7) форм 
ДНК фага ). центрифугирова­
нием в нейтральном градиен­
те глицерина. Сбоку стрелкой 
указано поправление седимен­
тации. Для I: ротор CW27. 
2500 об/мин, 11 час., 2°, «Spin- 
со» L5-65. Нанесено 50 мкг 
■ЧТ-ДНК. Для II: ротор SW4!. 
38000 об/мин. 6 час.. 10°, «Spin- 
со» 1.5-65. Нанесено 15 мкг 
гН-ДНК. Вертикальными стрел­
ками указано положение моно­
меров (.1/). димеров (Д) и три­

меров (Г).

Проведенные нами опыты с конкатемерными формами ДНК, сшитым!, 
и не сшитыми лигазой, показали несущественную разницу двух форм 
ДНК в их способности к упаковке. Об эффективности упаковки ДТП' 
судили по образованию негативных колоний на 0,1 мкг ДНК. Для линей­
ных мономеров эффективность упаковки была 2,2-!02, для несшитых 
конкатемерных форм 1,1 • 10‘, для ковалентно сшитых конкатемерпых 
форм 0,72 •10*. Эти данные свидетельствуют о том, что в данной системе 
тер-функция эффективна и с ковалентно сшитыми ДНК. К такому выводу 
пришел также Сивапен (i0). Контроль за образованием фосфодиэфирных 
связей в тер-сайтах осуществляли прогреванием при 05°, быстрым охлаж­
дением ДНК, при котором происходит диссоциация нековалентных свя­
зей, и последующим нейтральным градиентным центрифугированием. 
Эффективность лигазной обработки обычно составляла 50—70%.

Нам представлялось важным выяснить минимальную кратность конка­
темерных форм ДНК как субстрата тер-функции. Ранее, на основе анали­
за первичной структуры тер-участка с его характерной поворотной сим­
метрией второго порядка, была предложена модель фермент-субстратпого 
взаимодействия при нарезании ДНК (“). Согласно этой модели минималь­
ным субстратом для нарезания ДНК должен быть тандемный тример. 
Данные генетических экспериментов подтверждают это предположен!!!' 
Г, “). Димерные кольцевые ДНК также вписываются в вышеприведен­
ную модель, однако такая форма ДНК на заключительной стадии созре­
вания фага не обнаружена (2, *').

Чтобы выяснить зависимость эффективности упаковки ДНК в фаг от 
кратности конкатемерной ДНК, ковалентно сшитые формы ДНК фракции-



Рис. 2. Мотель нарезания и 
упаковки ДНК в головку 
фага .1 — головка фага с 
упакованной ДНК, Б - бел­
ковые факторы, участвую­
щие в нарезании и упаков­
ке ДНК. В — конка темер- 
ная <; прма ДНК с тер-сай­
тами Г), по которым про­

исходит нарезание

(тер-функции). К сожа-

пировали нейтральным градиентным центрифугированием (9). В резуль­
тате разделения были получены обогащенные фракции мономеров, диме­
ров, тримеров (рис. 1, /). Иногда удава лось получить ощутимые количе­
ства тетрамеров, а между пиком мономеров и димеров — кольцевые моно­
меры. Центральные фракции отдельных пиков 
концентрировали 2-пропанолом (15) и ДНК 
после диализа использовали в опыт. Концентра­
ция ДНК варьировала от 5 до 25 мкг/мл. По­
вторное центрифугирование отдельных фракций 
показало, что, как правило, в результате кон­
центрирования профиль ДНК не нарушается и 
что отдельные пики представляют определен­
ные фракции с примесями, не превышающими 
40%. Данные экспериментов показали, что 
эффективность упаковки ДНК фага Ai434 in 
vitro с мономерами составляла 83 негативных 
колоний на 0,1 мкг ДНК, с димерами 6,25-103, 
с тримерами 1,44 • 104, с нефракционированной 
полимерной ДНК 2,75-10‘ п в контроле без 
ДНК равнялась 0.

Опыты повторяли несколько раз с препара­
тами ДНК различных разделений. В таблице 
приведены типичные результаты, полученные 
в течение дня. Из этих данных очевидно, что 
с увеличением кратности конкатемерной ДНК 
повышается эффективность нарезания мономеров 
леншо, данным методом не представляется возможным получить абсолют­
ные величины эффективности тер-функцип отдельных фракций вследствие 
наличия примесей.

Существенным было выяснить эффективность димеров в даппоп си­
стеме, и с этой целью памп было проведено, полупрепара:. : же разделение 
коикатемерных форм, при котором удалось выделить димерные ДНК 
с относительно малым содержанием примеси соседних фракций (рис. J, II). 
Две центральные фракции пика димеров концентрировали и брали в опыт. 
Сравнение измерений эффективности созревания фага in vitro с димер­
ными ДНК данного разделения с измерением эффективности созревания 
фракции димеров, показанной на рис. I, не обнаружило существенной 
разницы.

Таким образом, можно сделать вывод, что в системе in vitro минималь­
ный субстрат для тер-функции — димер.

Тримерные формы ДНК, однако, более эффективны в данной системе. 
Однако и тримеры не давали максимальных величии, полученных с пе- 
фракционированными ковалентно сшитыми конкатемерпыми ДНК. По 
предварительным данным,'эффективность тетрамерных форм ДНК пример­
но равна максимальным величинам. Эффективность упаковки ДНК фага 
/.1434 in vitro с тримерами, тетрамерами п нефракционированной полимер­
ной ДНК составляла 1,2-104, 2,0-104 негативных колоний на 0,1 мкг ДНК 
соответственно.

Высокие величипы эффективности нефракционировапной ДНК в дан­
ной системе in vitro, по-видимому, объясняются гидродинамическими воз­
действиями на ковалентно сшитые ДНК в процессе градиентного центри­
фугирования, раскапывания, в результате чего может происходить фраг­
ментация ДНК. Особо чувствительными при этом могут быть те тер­
участки, в которых только одна из двух фосфодиэфирных связей была 
сшита лигазой.

Исходя из наших данных, предполагается, что оптимальным субстра­
том для упаковки ДНК in vitro и, по-видимому, in vivo является тетрамер­
ная структура ДНК с тремя двунитевыми тер-участками (рис. 2). Тер­
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функция, по-видимому, осуществляется ферментом (или ферментами) 
з комплексе с белковыми факторами и предшественником головки фага

|. Упаковка ДНК в фаговую головку и тер-функция заканчивается 
транслокацией ДНК, в результате которой следующий мономерный уча­
сток ДНК занимает положение предыдущего и т. д. Таким образом, про­
цесс упаковки ДНК фага напоминает транслокационные процессы при 
синтезе полипептидной цепи на рибосоме.

Зависимость эффективности тер-фупкции от кратности конкатемеров 
ДНК может быть связана с различной прочностью фермент-субстратного 
комплекса. По-видимому, из димера вообще нс может получиться двух 
фаговых частиц, созревает лишь одна, причем на ее образование оказы­
вает влияние полярность поступления ДНК в головку фага (рис. 2).
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