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З ПОТЕНЦІАЛОМ УТВОРЕННЯ
ТРИПЛЕКСІВ У ПРОВІРУСНІЙ ДНК

РЕТРОВІРУСІВ ВЕЛИКОЇ 
РОГАТОЇ ХУДОБИ

Визначено досконалі міжланцюгові триплекси, які

потенційно можуть виникати у провірусній ДНК широ#

ко розповсюджених ретровірусів великої рогатої худоби

(ВРХ) – вірусу лейкозу (ВЛ) та вірусу імунодефіциту

(ВІ). У геномі ВЛ ВРХ та ВІ ВРХ знайдено 5 та 10 фраг#

ментів відповідно, які за кислих значень рН можуть

утворювати потрійні спіралі. Один з цих фрагментів

(локалізований у гені gag ВЛ ВРХ) може існувати і

як частина хрестоподібної структури. Експеримен#

тально існування триплексів підтверджено за допомо#

гою атомно#силової мікроскопії шляхом візуалізації су#

перспіральної ДНК pGEMEX, у геномі якої знайдено

шість дзеркально#симетричних фрагментів, необхідних

для утворення внутрішньомолекулярних триплексів.

Створено карти локалізації триплексів (які є одним з

ланцюгів сигнальних механізмів функціонування геному)

на геномі ретровірусів ВРХ.

Вступ. Геномна РНК та провірусна ДНК

(інтегрована в геном клітини�хазяїна еукаріо�

тів, прокаріотів і вірусів) є структурно гнучки�

ми молекулами. В залежності від послідовнос�

ті нуклеотидів (наприклад, за наявності інвер�

тованих повторів) в одноланцюговій РНК мо�

жуть виникати дволанцюгові фрагменти

(шпильки). У дволанцюговій ДНК також в за�

лежності від послідовності (наприклад, за на�

явності поліпуринових або поліпіримідинових

дзеркальних повторів уздовж одного ланцюга

ДНК) при певних умовах можливе утворення

триплексів, які складаються з одноланцюго�

вого та триланцюгового фрагментів [1].

Неканонічні структури, які утворюються в

РНК та ДНК, є гарячими точками геномної

нестабільності еукаріотів, прокаріотів, вірусів.

Ця їхня особливість обумовлена можливістю

утворення триплексів (або Н�ДНК), шпиль�

кових (в одноланцюговому стані) та хрестопо�

дібних (у дволанцюговому стані) структур при

різних генетичних процесах. Повтори (прямі,

інвертовані та дзеркальні в одному ланцюгу

ДНК) широко представлені в геномі із залу�

ченням до мутагенезу та значних геномних

перебудов. Раніше було показано, що інвер�

товані повтори блокують реплікацію ДНК in
vitro [2–6], а також можуть бути сайтами зу�

пинки РНК�полімерази при елонгації транс�

крипції [7].

Внутрішньомолекулярні міжланцогові трип�

лекси утворюються в гомопуринових (гомопі�

римідинових) послідовностях з формуванням

триплетів у формі пур – пур : пір (наприклад,

АAT) або пір – пур : пір (наприклад, ТАТ та

CGC+), де пір та пур – піримідинові та пурино�

ві нуклеотиди, C+ – протонований цитидин�

фосфат. Послідовність повинна містити дзер�

кальний повтор – вона має бути такою ж у на�

прямку 3' � 5', як і у напрямку 5' � 3' вздовж

одного ланцюга ДНК. Цим неканонічний па�

ліндром відрізняється від звичайного палінд�

рому (інвертованого повтору), який утворює

хрестоподібну структуру при однаковій послі�

довності фрагмента у різних ланцюгах ДНК.

В залежності від орієнтації третього ланцюга

по відношенню до центрального уотсон�кри�

ківського ланцюга триплекси класифікують на

дві категорії – паралельні та антипаралельні.

При утворенні паралельних триплексів необ�

хідне протонування N3 цитозину для корект�

ного хугстинівського зв’язування з N7 гуаніну.© О.Ю. ЛИМАНСЬКА, 2010
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З цієї причини паралельні триплекси є найста�

більнішими за кислих значень рН. На відміну

від них антипаралельні триплекси не потребу�

ють протонування і характеризуються силь�

ним зв’язуванням, що не залежить від рН.

У паралельному триплексі піримідиновий

мотив потрійної спіралі зв’язується паралель�

но гомопуриновому ланцюгу дволанцюгової

ДНК за допомогою хугстинівського водневого

зв’язування з утворенням триплексів, подіб�

них до Т – А : Т або С+ – G : C, які містять ка�

нонічні пари А : Т та G : C відповідно. За фі�

зіологічних значень рН зв’язування третього

ланцюга з дуплексом зменшується, оскільки

для утворення водневого зв’язку цитозин по�

винен бути протонованим. У антипаралельно�

му триплексі гомопуриновий мотив потрійної

спіралі зв’язується антипаралельно гомопури�

новому ланцюгу дуплекса ДНК за допомогою

зворотного хугстинівського зв’язування з

утворенням триплексів типу А – А : Т та G –

G : C [8, 9].

Раніше встановлено, що довгі гомопурино�

ві тракти з потенціалом утворення триплексів

локалізовані невипадковим чином в геномі

еукаріотів: типово вони розташовані поряд

з промоторами генів, «гарячими» точками ре�

комбінації [10]. Існують експериментальні до�

кази того, що внутрішньомолекулярні триплек�

си залучені до таких клітинних процесів, як

реплікація, рекомбінація, транскрипція [11–

14]. При вивченні різних властивостей трип�

лексів як модельні системи зазвичай викорис�

товуються або синтетичні олігонуклеотиди,

або довгі поліпуринові тракти, що екстрагова�

ні з мікроорганізмів та клоновані у плазміди

[15]. У той же час реальний розподіл фрагмен�

тів геному, які потенційно можуть утворювати

триплекси, для вірусів і бактерій залишається

нез’ясованим. У зв’язку з цим нами проведено

пошук структур, що потенційно можуть утво�

рювати міжланцюгові триплекси, у геномі

ретровірусів – вірусу лейкозу великої рогатої

худоби (ВЛ ВРХ) та вірусу імунодефіциту ве�

ликої рогатої худоби (ВІ ВРХ). Ретровіруси

знайдені в різних видах тварин у широкому

таксономічному діапазоні. 

Усі ретровіруси мають спільну особливість –

необхідність синтезу копії ДНК з матриці ге�

номної РНК за допомогою зворотної транс�

криптази [16]. Лентівіруси належать до унікаль�

ного роду ретровірусів з подібними структурни�

ми, генетичними, біологічними та патологічни�

ми властивостями. До лентівірусів відносяться

віруси імунодефіциту людини, великої рогатої

худоби, мавпи, кішки, а також вірус вісна�ма�

еді овець, вірус артриту�енцефаліту кіз, вірус

інфекційної анемії коня, вірус хвороби Йємб�

рана великої рогатої худоби. Лентівіруси, які є

неонкогенними вірусами, викликають повіль�

ні, хронічні та дегенеративні патологічні змі�

ни в інфікованій клітині�хазяїні, часто асоці�

йовані з розвитком уражень імунної системи

[17]. Усі лентівіруси інфікують моноцити та

макрофаги. Лентівіруси на відміну від інших

ретровірусів можуть реплікуватися у клітинах,

що не діляться [18].

ВІ ВРХ, структурно схожий на ВІЛ, є ленті�

вірусом, який викликає тривале інфекційне

захворювання великої рогатої худоби, подібне

до СНІДу, після варіабельної асимптоматич�

ної фази [19]. ВЛ ВРХ, інший широко розпов�

сюджений в світі ретровірус, асоційований

з летальною формою лейкемії та персистую�

чим лімфоцитозом [20].

У даній роботі за допомогою комп’ютерного

аналізу знайдено розподіл потенційних доско�

налих триплексів у провірусній ДНК ВЛ ВРХ

і ВІ ВРХ та представлено фізичні карти вірусів

з локалізованими триплексами. На основі ана�

лізу створених карт локалізації потенційних

триплексів показано, що розподіли триплексів

у геномах ВЛ ВРХ та ВІ ВРХ відрізняються

якісно та кількісно. Візуалізацією суперспіраль�

ної ДНК pGEMEX, яка містить гомопурино�

ві/гомопіримідинові послідовності, за допомо�

гою атомно�силової мікроскопії (АСМ) підтвер�

джено можливість утворення триплексів in
vitro.

Матеріали та методи. Комп’ютерний аналіз.
У роботі використані послідовності повністю

секвенованих ізолятів вірусу лейкозу великої

рогатої худоби (номер AF 033818 для бази да�

них GenBank, довжина 8419 пар нуклеотидів,

п.н.), вірусу імунодефіциту великої рогатої ху�

доби (номер M32690, довжина 8482 п.н.), а та�

кож плазміда pGEMEX (довжина 3993 п.н.,

«Promega», США). Для пошуку триплексів та

визначення їх параметрів використовували

програму Site пакета GeneBee [21]. Пошук
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міжланцюгових триплексів проводили за фор�

мулами Rn · Nk · Rn та Yn · Nk · Rn, де R – пурини

аденін (A) або гуанін (G), Y – піримідини ци�

тозин (C) або тимін (T). Значення n змінюва�

лося від 4 до 10, а значення k – від 4 до 7.

Атомно�силова мікроскопія. В роботі вико�

ристовували атомно�силовий мікроскоп Na�

noscope IV MultiMode System («Veeco Instru�

ments Inc.», CШA) з E�сканером. АСМ�зобра�

ження ДНК були записані за допомогою віб�

руючого варіанта АСМ у повітрі в режимі «ви�

сота» з використанням OMCL�AC160TS кан�

тилеверів («Olympus Optical Co.», Японія)

з резонансною частотою 340–360 кГц та кон�

стантою жорсткості 42 Н/м. Зображення отри�

мані у форматі 512 � 512 пікселей, згладжені

та проаналізовані за допомогою програмного

забезпечення Nanoscope (версія 5.12r3)

(«Veeco Instruments Inc.», США). Підготовку

зразка здійснювали відповідно до раніше на�

веденої методики [22]. Коротко, процедура

виглядала наступним чином. Для нанесення

розчину ДНК на аміно�слюду використовува�

ли ТЕ буфер (10 мM трис�HCl рН 7,6, 1 мM

ЕДТА). На смугу слюди розміром 1 см2 нано�

сили краплю розчину об’ємом 10 мкл ДНК

у ТЕ буфері, промивали після 2�хвилинної

експозиції ультрачистою водою, вільною від

РНКаз, обдували потоком аргону та після під�

сушування зразка проводили візуалізацію. За�

значимо, що свіжосколота слюда має сумар�

ний незначний негативний поверхневий за�

ряд. При модифікації свіжосколотої слюди

у парах похідного аміносилану властивості

аміногруп аміносилану, що знаходяться по�

близу поверхні слюди, значно змінюються під

впливом поверхні слюди. Якщо у водному

розчині константа іонізації рК аміносилану 3�

амінопропілтриетоксисилану (АПТЕС) ста�

новить ~ 10 [23], то константа іонізації

АПТЕС на поверхні слюди зменшується при�

близно на три одиниці pH, і рК становить ~ 7

[24, 25].

Результати досліджень. Раніше було вста�

новлено, що in vitro можливість утворення Н�

ДНК у гомопуринових/гомопіримідинових

фрагментах довжиною менше 15 п.н. є проб�

лематичною [26]. У роботі [27] продемонстро�

вано, що триплекси утворюються для послі�

довності G16 · C16, у той час як вони не форму�

Таблиця 1

Триплекси, що можуть бути потенційно утворені 
в провірусній ДНК вірусу лейкозу великої рогатої 
худоби (номер AF033818 для бази даних GenBank)

фраг�

мента

11

18

18

20

18

3

6

8

6

6

CTTTCTGTTTC

273–283

TCTCCCTCGGCGCCCTCT

302–319

CCCCCTCCTATAACCCCC

452–469

CCCCCCCTTATGACCCCCCC

740–759

CCCGTACCCTCCTATGCCC

3621–3638

LTR

LTR

gag

gag

pol

петлі

Послідовність, 

положення на геномі
Ген

Таблиця 2

Триплекси, що можуть бути потенційно утворені 
в провірусній ДНК вірусу імунодефіциту великої рогатої

худоби (номер M32690 для бази даних GenBank)

Довжина 

13

13

12

13

14

14

15

11

12

5

3

4

5

4

4

3

3

4

GAAATTGTGAAAG

2169–2181

AAGGGAACGGGAA

2259–2271

AAGGTCCAGGAA

2713–2724

AGGAGTAAAAGGA

3096–3108

AGGGAAGAAAGGGA

3363–3376

GGGGGAATAGGGGG

4489–4502

GAAAGGAATGGAAAG

4616�4630

GGGGAAAGGGG

5464–5474

GAGGATCCGGAG

5477–5488

pol

pol

pol

pol

pol

pol

pol

vif

vif

петлі
фраг�

мента

Послідовність,

положення на геномі
Ген

Примітка. Тут і в табл. 2 підкреслено дзеркально�си�

метричні повтори. Потенційний триплекс, виділений

курсивом (позиція № 4), може перебувати у конформа�

ції хрестоподібної структури (як її частина).

Довжина

№

1

2

3

4

5

№

1

2

3

4

5

6

7

8

9
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ються у послідовності G14 · C14. Беручи до ува�

ги ці дані, для подальшого аналізу ми вибрали

фрагменти геному ВЛ ВРХ та ВІ ВРХ з потен�

ціалом утворення триплексів з такими пара�

метрами: довжина повтору � 11 нуклеотидів,

довжина стебла � 4 п.н., петля – до 8 нуклео�

тидів.

На основі визначених потенційних трип�

лексів в геномі провірусної ДНК ВЛ ВРХ

(табл. 1) була побудована діаграма їхнього

розподілу на фізичній карті геному ВЛ ВРХ

(рис. 1). Провірусна ДНК ВЛ ВРХ має довжи�

ну приблизно 8420 п.н. і за своїм складом по�

дібна до геному інших ретровірусів з типовою

локалізацією генів gag, pol та env. Послідов�

ність та вторинна структура одного із знайде�

них у геномі ВЛ ВРХ потенційних триплексів

наведені на рис. 2. Запропонована модель

триплекса відповідає структурі, що утворена

досконалими дзеркальними повторами. В той

же час у роботі [28] показано, що наявність

дзеркальної симетрії не є обов’язковою для

формування тріад нуклеотидів триплекса,

а деякі нуклеотиди, що не збігаються, можуть

мати місце при взаємодії між дуплексом

та третім ланцюгом пурин/піримідинової по�

слідовності.

Аналогічним чином були отримані діагра�

ми розподілу (рис. 3) та параметри триплексів

(табл. 2) для вірусу імунодефіциту ВРХ. ВІ

ВРХ має найскладнішу геномну організацію

серед лентівірусів (за винятком лентівірусів

приматів). Довжина провірусної ДНК ВІ ВРХ

становить понад 8480 п.н., а гени vpw, vpy та

tmx є унікальними генами для бичачих лентіві�

русів. Проведене порівняння діаграм розпо�

ділу триплексів для двох ізолятів ВІ ВРХ (по�

ряд з ізолятом М32690 на наявність триплек�

сів був проаналізований ізолят ВІ ВРХ номер

L04974, дані не наведено) показало, що сім

з дев’яти потенційних триплексів (позиції

3–9 табл. 2) є консервативними структурними

мотивами з ідентичними сайтами локалізації

в геномі обох ізолятів ВІ ВРХ. В той же час

позиції та послідовності двох інших триплек�

сів незначно відрізняються (обидва ці трип�

лекси локалізовано в гені pol – позиції 1 та 2

табл. 2). Послідовність та вторинна структура

двох знайдених у геномі ВІ ВРХ триплексів

наведені на рис. 4. З’єднання стебла одного

триплекса з іншим сусіднім триплексом може

бути гнучким в залежності від довжини лін�

керного дуплекса між двома триплексами. Для

подвійного триплекса, знайденого у геномі

ВІ ВРХ, довжина лінкера становить 2 п.н. Тому

в даному випадку можливе формування тільки

структури, модель якої показана на вставці а
рис. 4. В той же час стеричні обмеження (рис.

4, вставка б) унеможливлюють утворення П�

образної структури для даної триплексної

структури, модель якої запропоновано в робо�

ті [15].

Формування триплексів при іммобілізації

ДНК на поверхні амінослюди із розчину за

нейтральних значень рН було експерименталь�

но підтверджено за допомогою методу атом�

Рис. 1. Фізична карта геному вірусу лейкозу великої

рогатої худоби з наведеними позиціями відомих генів.

Стрілками показано позиції визначених дзеркально�

симетричних поліпіримідинових послідовностей

Рис. 2. Структура міжланцюгового триплекса (або Н�

ДНК) для фрагмента провірусної ДНК вірусу лейкозу

ВРХ. Стрілки вказують на потрійну спіраль. Підкрес�

лені фрагменти послідовності «–»�нитки провірусної

ДНК ВЛ ВРХ вказують на два симетричних повтори,

які приймають участь в утворенні триплекса. Малень�

кими прямокутниками показано взаємодію третього

ланцюга триплекса з фрагментом дволанцюгової ДНК

за рахунок хугстинівського зв’язування. На вставці на�

ведено модель даного триплекса
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но�силової мікроскопії. Нами візуалізовано

декілька незвичних поодиноких молекул су�

перспіральної ДНК pGEMEX, фрагменти яких

утворюють своєрідну сітку (рис. 5). Проведе�

ний комп’ютерний аналіз показав, що послі�

довність ДНК pGEMEX містить шість фраг�

ментів з потенціалом утворення триплексів.

Три фрагменти мають довжину стебла 5 п.н.,

два фрагменти – 6 п.н., а один фрагмент –

7 п.н. Розмір петлі для усіх зазначених фраг�

ментів становить 5 нуклеотидів.

Атомно�силова мікроскопія дозволяє не

тільки візуалізувати молекули, але і вимірювати

їх геометричні параметри. Один з таких струк�

турних параметрів (висота молекули) було вимі�

ряно за допомогою побудови поперечного пе�

рерізу молекули ДНК pGEMEX (рис. 5, б). Ви�

сота короткого міжланцюгового триплекса, ви�

значена з профілю перерізу, становить 0,75 нм.

Обговорення одержаних даних. Життєвий

цикл реплікації ВЛ ВРХ та ВІ ВРХ є подібним

до такого для інших ретровірусів. Після вихо�

ду геномної РНК до цитоплазми інфікованої

клітини вірусна зворотна транскриптаза, яку

кодує ген pol, транскрибує РНК у дволанцю�

гову молекулу ДНК (також відому як прові�

русна ДНК). Після цього провірусна ДНК ін�

тегрується у геном клітини�хазяїна за допомо�

гою вірусної інтегрази. Провірусна ДНК може

залишатися у латентному стані або за наяв�

ності певних сигналів бути як ДНК�матриця

для синтезу нових молекул вірусних РНК.

Ретровіруси використовують розмаїття цис�

регуляторних сигналів та регуляторних і допо�

міжних білків для модуляції різних аспектів

їхньої реплікації та інфекційної дії. Експресія

генів ретровірусів істотно залежить від числен�

них факторів, в тому числі від взаємодії транс�

крипційних факторів клітини�хазяїна з цис�

регуляторними елементами, локалізованими у

довгих кінцевих повторах (LTR), конформації

регуляторних фрагментів геному.

В роботі [28] показано, що інвертований

повтор, клонований у плазміду, з довжиною

стебла 7 п.н. за нейтральних значень рН може

утворювати хрестоподібну структуру з сусід�

нім фрагментом, проте за кислих іонних умов

хрестоподібна структура руйнується, і зазна�

чений фрагмент утворює триплекс. З усіх про�

аналізованих потенційних триплексів в прові�

русній ДНК ВЛ ВРХ та ВІ ВРХ тільки один

фрагмент (позиція № 4, табл. 1) може прийма�

ти участь в утворенні хрестоподібної структу�

ри (аналіз геномної РНК ВІ ВРХ та ВЛ ВРХ на

наявність шпилькових структур, які можуть

утворювати хрестоподібні структури в прові�

русній ДНК, не показано). Дані щодо можли�

вості тригерного переключення фрагмента

Рис. 3. Фізична карта геному вірусу імунодефіциту ве�

ликої рогатої худоби з наведеними позиціями відомих

генів. Гени rev і tat складаються з двох кодувальних об�

ластей. Перший кодувальний екзон гена rev та коду�

вальна область tmx мають таку ж рамку зчитування,

як і ген env. Кодувальні області геному вірусу показа�

но трьома горизонтальними полосами, що відповіда�

ють різним рамкам зчитування. Стрілками показано

позиції визначених дзеркально�симетричних поліпу�

ринових послідовностей

Рис. 4. Структура двох триплексів (або Н�ДНК) для

фрагмента провірусної ДНК вірусу імунодефіциту

ВРХ, які відповідають положенню 5464–5488 гена vif

провірусної ДНК ВІ ВРХ. Стрілки вказують на потрій�

ні спіралі. У прямокутниках та підкреслено дзеркаль�

но�симетричні повтори «+»�нитки провірусної ДНК

ВІ ВРХ, які утворюють два триплекси. Маленькими

прямокутниками показано взаємодію третього ланцю�

га триплекса з фрагментом дволанцюгової ДНК за ра�

хунок хугстинівського зв’язування: вставка а – мо�

дель запропонованого подвійного триплекса; вставка

б – модель триплекса, яка є неможливою через сте�

ричні обмеження, що виникають при формуванні да�

ної вторинної структури, утвореної двома триплек�

сами
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провірусної ДНК ВЛ ВРХ з конформації ка�

нонічної подвійної спіралі до конформації

триплекса або конформації хрестоподібної

структури вказують на особливу роль зазначе�

ного фрагмента в геномній структурі ВЛ ВРХ.

Крім того, привертає увагу відсутність доско�

налих потенційних триплексів в гені env обох

ретровірусів ВРХ. З одного боку, це підтверд�

жує, що ген env є найваріабельнішим з відомих

генів ВЛ ВРХ та ВІ ВРХ [29, 30], а з іншого, на�

дає додаткову інформацію для конструювання

праймерів при створенні молекулярно�генетич�

них тест�систем для детекції і типування ретро�

вірусів ВРХ.

Відомо, що за фізіологічних умов паралельні

триплекси є стабільнішими порівняно з анти�

паралельними [31]. Утворення паралельних

триплексів (на відміну від антипаралельних

потрійних спіралей [9]) є залежним від рН: го�

мопуринові/гомопіримідинові послідовності

дуплекса ДНК утворюють потрійні спіралі за

кислих значень рН (приблизно рН 4) [32]. За

таких умов перехід до Н�ДНК спостерігали

для релаксованої, ненадсуперспіралізованої

ДНК [32]. Для молекул ДНК зазначені умови

можна змоделювати при їх іммобілізації на по�

верхню слюди, яку використовують як суб�

страт при дослідженнях за допомогою атомно�

силової мікроскопії.

Разом з тим під впливом поверхневих влас�

тивостей слюди може зменшуватися не тільки

рК АПТЕС, а також рК нуклеотидів при іммо�

білізації ДНК на поверхні слюди. Це означає,

що деякі нуклеотиди за умов iммобiлiзацiї

ДНК на модифiкованiй амiнослюдi можуть

бути протонованими. Однією з причин форму�

вання візуалізованої структури (рис. 5) може

бути саме формування внутрiшньомолекуляр�

них міжланцюгових триплексів. Потрійна спі�

раль ДНК утворюється для фрагментів пу�

рин/піримідинових послідовностей ДНК за

рН ~ 4 у водному розчині, тобто за умови зни�

ження рН на три одиниці від нейтрального

значення вiдбувається структурний перехід від

В�ДНК до Н�ДНК [33], а саме на три одиниці

рН зсуваються у бік кислих рН значення кон�

стант іонізації молекул, іммобілізованих на

слюді.

Зазначимо, що діаметр спіралі дволанцюго�

вої ДНК за даними рентгеноструктурного ана�

лізу становить приблизно 2 нм для В�форми

[34]. В той же час під впливом поверхневих

властивостей амінослюди висота молекули

ДНК, іммобілізованої на амінослюді, зменшу�

ється і становить 0,4–0,5 нм. Різниця у значен�

нях висоти молекули для В�ДНК та триплекса

свідчить про те, що структури, які візуалізова�

но за допомогою АСМ, є внутрішньомолеку�

лярними триплексами. Ефективне утворення

таких структур виникає через протонування

нуклеотидів на поверхні амінослюди з висо�

кою поверхневою щільністю позитивного за�

ряду, яке є необхідним для формування трип�

лексів. Отримане нами збільшення висоти

триплекса у 1,5 разу порівняно з В�ДНК збіга�

Рис. 5. Зображення поодинокої молекули суперспіраль�

ної ДНК pGEMEX, яке отримане за допомогою атом�

но�силового мікроскопа (а) (сегменти молекули утво�

рюють своєрідну сітку, розмір кадру – 345 нм � 345 нм),

та поперечний профіль перерізу фрагмента ДНК

pGEMEX, що утворив триплекс (б) (переріз виконано

вздовж лінії, перпендикулярно до площини рисунка;

визначене значення висоти триплекса, на яке вказують

два трикутники, становить 0,73 нм)



ISSN 0564–3783. Цитология и генетика. 2010. № 116

О.Ю. Лиманська

ється з результатами роботи [15] по визначен�

ню структурних параметрів триплексів при ім�

мобілізації на амінослюді.

Аналогічну сітку молекул плазмідних ДНК,

іммобілізованих на свіжосколотій слюді, було

візуалізовано у роботі [35] тільки для певного

значення концентрації іонів Mg2+. Таким чи�

ном, отримані результати свідчать про те, що,

по�перше, утворення триплексів є можливим

за наявності дзеркальних поліпурин/поліпіри�

мідинових повторів в послідовності ДНК; по�

друге, суперспіральні ДНК утворюють потрій�

ні спіралі тільки у вузькому інтервалі як по�

верхневої щільності заряду слюди, так і кон�

центрації ДНК.

Встановлення розподілу потенційних три�

плексів в геномі ретровірусів тварин є одним з

етапів на шляху розуміння основних компо�

нентів сигнального механізму функціонування

геному віріонів. Внутрішньомолекулярні три�

плекси в геномі ретровірусів ВРХ можуть вка�

зувати на сайти зупинки полімераз при репліка�

ції та транскрипції.

Крім того, визначені триплекси можуть

знайти застосування в генній терапії ретрові�

русів ВРХ, а саме для модулювання біологіч�

них функцій, асоційованих з ДНК. Знання

специфічних мішеней в ДНК з потенціалом

утворення триплексів надає можливість ство�

рювати комплементарні до триплексів моле�

кули для наступного маніпулювання генами

(тобто їх селективного виключення). Такий

підхід базується на інгібуванні транскрипції

відповідних генів за рахунок комплексоутво�

рення з триплексними мотивами на ДНК�мі�

шені. Подальші фундаментальні дослідження

на рівні поодиноких молекул та клітин до�

зволяють відповісти на численні питання –

яка роль зазначених міжланцюгових триплек�

сів? Як вони функціонують і взаємодіють з

іншими ключовими молекулами?
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O.Yu. Limanskaya

POLYPURINE/POLYPYRIMIDINE 

SEQUENCES WITH POTENTIAL OF FORMING

TRIPLEXES IN THE PROVIRAL DNA 

OF BOVINE RETROVIRUSES

Perfect interstranded triplexes that can potentially arise

in the proviral DNA of wide�spread bovine retroviruses like

as bovine leukemia virus (BLV) and bovine immunodefi�

ciency virus (BIV) have been determined. In the BLV and

BIV genomes 2 and 5 fragments respectively were found to

form triple helixes under acidic conditions. One of those

fragments that is localized on the BLV gag gene can exist as

cruciform structure too. Experimentally the existence of

triplexes is confirmed by atomic force microscopic visuali�

zation of supercoiled pGEMEX DNA for which genome 6

fragments are found with mirror symmetry that is necessary

for intramolecular triplex formation. The diagrams of

triplexes (one of the elements of signaling genome func�

tion) localization on the genome of bovine retroviruses are

obtained.

О.Ю. Лиманская

ПОЛИПУРИНОВЫЕ/ПОЛИПИРИМИДИНОВЫЕ

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ С ПОТЕНЦИАЛОМ

ОБРАЗОВАНИЯ ТРИПЛЕКСОВ

В ПРОВИРУСНОЙ ДНК РЕТРОВИРУСОВ

КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА

Определены совершенные межцепочечные три�

плексы, которые потенциально могут возникать

в провирусной ДНК широко распространенных рет�

ровирусов крупного рогатого скота (КРС) – вируса

лейкоза (ВЛ) и вируса иммунодефицита (ВИ). В гено�

ме ВЛ КРС и ВИ КРС найдено 5 и 10 фрагментов со�

ответственно, которые при кислых значениях рН мо�

гут образовывать тройные спирали. Один из этих

фрагментов (локализованный в гене gag ВЛ КРС), мо�

жет существовать и как часть крестообразной структу�

ры. Экспериментально существование триплексов

подтверждено с помощью атомно�силовой микроско�

пии посредством визуализации суперспиральной

ДНК pGEMEX, в геноме которой найдено шесть зер�

кально�симметричных фрагментов, необходимых для

образования внутримолекулярных триплексов. Соз�

даны карты локализации триплексов (которые явля�

ются одной из цепей сигнальных механизмов функ�

ционирования генома) на геноме ретровирусов КРС.
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