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S u m m a r y 

ATP-independent DNA topoisomerase was extracted from the purified leaf chloroplasts 
of Nicotiana chinensis and partially purified by the salt gradient elution from DEAE-cel-
lulose. Relaxation of negatively supercoiled plasmid pUR222 by the enzyme was found to 
be absolutely dependent on the presence of magnesium ions, being completely inhibited by 
EDTA. DNA topoisomerase activity was tolerant to the spermidine (1.8 μ g / m l ) , novobio-
cin (80 μg /ml ) and ethidium bromide (0.8 μ g / m l ) . S t rong magnesium requirement of 
chloroplast DNA topoisomerase in ATP-independent reaction resembles properties of the 
prokaryotic counterparts. 
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МИНИ-ФОРМЫ НИТЕВИДНОГО ВЕКТОРНОГО ΦΑΓΑ Μ13 

Ε. Б. Патон, А. Н. Живолуп 

Нитевидный фаг MIS широко используется в качестве вектора для молекулярного кло-
нирования в Е. coli [1]. Большая векторная емкость [2] и наличие одноцепочечной 
(ОЦ) формы, необходимой для секвенирования по методу Сэнгера [3] и сайтспецифи-
ческого мутагенеза [4], делают фаг Μ13 исключительно удобным. Тем не менее, к су-
щественным его недостаткам следует отнести возможную нестабильность рекомбинан-
тов [5] и образование дефектных мини-форм [6, 7]. Необходимость использования фа-
га М13тр8 [1] в качестве вектора для молекулярного клонирования была причиной 
предпринятой в данной работе попытки изучения образуемых им мини-форм. 

Для выделения мини-фагов клетки из 20 фаговых бляшек вносили в жидкую сре~ 
ду LB [8] и культивировали в течение ночи. Репликативные формы (РФ) фаговой 
Д Н К выделяли по методу [9] и анализировали электрофорезом в 0,8 %-ном агарозном 
геле (рис. 1). Оказалось, что наряду с полными РФ в более чем половине фагосодер-
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Рис. 1. Электрофорез в 0,8 %-ном агарозном геле РФ фага М13тр8. Стрелкой указано 
положение полной РФ. 
Fig. 1. An 0.8 % agarose gel electrophoresis of M13mp8 replicative forms. Arrow indi 
cates position of complete RF. 

Рис. 2. Схематическое изображение структуры РФ фага М13тр8. Фрагменты, образу-
ющиеся при расщеплении BspRI (внешний круг) и Η pall (внутренний круг), обозна-
чены заглавными буквами. Величины фрагментов указаны в п. о. Римскими цифрами 
обозначены гены. 
Fig. 2. A schematic drawing of М13тр8 replicative form structure. Capital letters de-
signate f ragments formed hv BspRI (outer circle) and Η pal I (inner circle) digestion. 
Fragments ' sizes are given in hp. Roman numerals denote genes. 
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жащих клонов имеются мини-кольца РФ, причем в клетках, выращенных из одной фа-
говой бляшки, встречалось иногда по нескольку мини-фагов разной величины. Величина 
мини-РФ составляла от 15 до 5U % полного фагового генома. Для последующего ис-
следования РФ фагов тр8 и тр9 выделяли центрифугированием в градиенте плотности 
CsCl [10], а затем полную и мини-формы разделяли электрофорезом в 0,8 %-ном ага-
розном геле. Полоски агарозы, содержащие соответствующие фаговые ДНК, вырезали. 

I 

Рис. 3. Электрофорез в 7 %-ном полиакриламидном геле расщепленных BspRI полных 
и мини-РФ М13тр8 (А) и тр9 (Б). В качестве реперной использована Д Н К pBR322y 
расщепленная BspRI. 
Fig. 3. А 7 % PAAG electrophoresis of BspRI cleaved M13mp8 (A) and mp9 (Б) 
complete and mini replicative forms. 
BspRI cleaved pBR322 was used as a marker. 

Фаговые Д Н К выделяли замораживанием и оттаиванием агарозы [11] с последующей 
обработкой фенолом, смесью фенол — хлороформ (1 : 1), хлороформом и дважды осаж-
дали спиртом. 

В настоящее время известна полная нуклеотидная последовательность фага М13 
[12, 13]. Установлено также [13, 14], что геном фага М13 дикого типа, состоящий из 
6407 пар оснований (п. о.), включает десять генов, образующих три функциональные 
группы (рис. 2): гены репликации (II, V, X), капсидные (III, VI, VIII , IX) и морфо-

Структура мини-фагов M13tnp8 и тр9 по данным расщепления BspRI 
Structure of М13тр8 and тр9 mini phages according to BspRI digestion 

П р и м е ч а н и е . При сравнительном анализе мини-фагов мы учитывали то обстоятель-
ство, что имеющийся в нашем распоряжении фаг М13тр9 имел увеличенный до 270 п. о. 
BspRI N-фрагмент, обозначенный N*. Поскольку BspRI N-фрагмент содержит участок 
гена lac і, можно предположить, что причиной такого изменения могла явиться рекомби-
нация с геном lac і клетки-хозяина. 
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генеза (I, IV). Исходя из положения гена VII, предполагают [13], что он участвует 
в репликации или же в формировании вириона. 

Для характеристики выделенных нами мини-форм М13тр8 и тр9 их подвергали 
расщеплению эндонуклеазой рестрикции BspRI, а в случае необходимости положение 
отдельных BspRI-фратмеятов определяли и по картине расщепления мини-форм рестри-
ктазой Η pall. С помощью электрофореза в 7 %-ном полиакриламидном геле сравни-
вали продукты расщепления мини-фагов с продуктами расщепления этими же фермен-
тами полных фаговых РФ. На рис. 3 приведена картина электрофоретического разделе-
ния нескольких выделенных мини-фагов, расщепленных BspRI. Данные, полученные пу-
тем рестриктного анализа мини-РФ, суммированы в таблице, откуда видно, что наи-
меньший из проанализированных мини-фагов включает ~ 1040 п. о. и составляет около 
14% полного генома. Ранее было показано [15], что фрагмента РФ М13 фага, вклю-
чающего начало участка, кодирующего синтез ori-РНК, и сайт однонитевого разрыва, 
вносимого белком гена II (nicking site of the gene II protein), достаточно при наличии 
фага-помощника для репликации гибридного генома, составленного из вышеуказанного 
фрагмента М13 и фрагмента Д Н К pBR322. Исходя из этого, способность к репликации 
у выделенных нами мини-фагов, величина которых соответствует всего лишь 14 % п о л _ 

ного генома, можно объяснить наличием в клетках полных фаговых РФ, выполняющих 
функции фагов помощников. 
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S u m m a r y 

Mini forms of fi lamentous M13mp8 and mp9 phages have been isolated. Sizes of mini 
phages analyzed varied from 14 to 34 % of the complete phage genome. All mini pha-
ges contained an approximately 640 bp DNA fragment including symmetrically located 
ori site. 
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