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ՆԵՐԱԾՈՒԹՅՈՒՆ
Ատենախոսության թեմայի արդիականությանը: Թերմոֆիլ (ջերմասեր)
մանրէների կենսաբազմազանության ուսումնասիրությունը կարևոր է ոչ միայն 
բարձր ջերմաստիճանային պայմաններում մանրէների հարմարվողականության 
մեխանիզմների վերծանման, կյանքի ծագման և կյանքի ջերմաստիճանային 
սահմանների վերաբերյալ մեր պատկերացումների ընդլայնման, այլև' մենահատուկ 
առանձնահատկություններով օժտված կենսատեխնոլոգիական կիրառման 
հեռանկար ունեցող մանէների և դրանց հիմքով նոր արդյունավետ 
տեխնոլոգիաների մշակման տեսակետից [Straub et al., 2018, Arbab et al., 2022, 
Vavitsas et al., 2022]: Թերմոֆիլ մանրէների բնական կենսամիջավայրերից են 
երկրաջերմային, այդ թվում' վերերկրյա տաք հանքային աղբյուրները [Ulucay et al., 
2022], որոնցով հարուստ է նաև Հայկական լեռնաշխարհը: Ներկայումս
երկրաջերմային աղբյուրներից մեկուսացվել և նույնականացվել են բազմաթիվ 
թերմոֆիլ և հիպերթերմոֆիլ մանրէներ, որոնք կիրառվում են 
կենսատեխնոլոգիական արտադրություններում որպես ջերմակայուն 
հիդրոլազների, ԴՆԹ-պոլիմերազների և այլ ֆերմենտների ակտիվ արտադրիչներ 
[Killelea et al., 2014, Aschenbrenner and Marx, 2017, Abdollahi et al., 2021, Ulucay et 
al., 2022]:
Աերոբ ասպորոգեն քեմոօրգանոտրոֆ բակտերիաները, մասնավորապես Thermus 
ցեղի ներկայացուցիչները, հայտնաբերվում են երկրաջերմային հանքային 
աղբյուրներում [Albuquerque et al., 2018]: Դրանք օժտված են ջերմային սթրեսին 
դիմակայելու ճկուն մեխանիզմներով և հայտնի են որպես կենսատեխնոլոգիական 
կիրառություն գտած բազմաթիվ ֆերմենտների, այդ թվում' ջերմակայուն 
պոլիմերազների ակտիվ արտադրիչներ [Cava et al., 2009, Sysoev et al., 2021]: Բացի 
ռեպլիկացիայից և ռեպարացիայի գործընթացում գենոմի ամբողջականության 
պահպանման կարևոր կենսական դերից, ԴՆԹ-պոլիմերազները in vitro կիրառվում 
են ԴՆԹ-ի կլոնավորման, սեքվենավորման, նշադրման, և այլ տեխնոլոգիաներում 
[Gibbs et al., 2009, Killelea et al., 2014, Coulther et al., 2019]: Առաջին ջերմակայուն 
ԴՆԹ  պոլիմերազը Taq պոլիմերազն է' անջատված Thermus aquaticus 
ջերմակայուն բակտերիայից: Մինչ օրս նկարագրված ջերմակայուն ԴՆԹ-
պոլիմերազները տարբերվում են իրենց ջերմակայունությամբ, պրոցեսիվությամբ, 
ԴՆԹ-ի սինթեզի ճշգրտությամբ, մենահատկությամբ, կոնտամինացնող նյութերի և 
արգելակիչների նկատմամբ կայունությամբ և այլն [Aschenbrenner and Marx, 2017, 
Coulther et al., 2019]: Ներկայումս նկարագրված պոլիմերազային շղթայական 
ռեակցիայի (ՊՇՌ) հիմքով բազմաթիվ մեթոդներում կիրառվում են ինչպես 
Thermus, այնպես էլ թերմոֆիլ ու հիպերթերմոֆիլ մանրէների այլ ցեղերի 
տեսակներից անջատված ԴՆԹ  պոլիմերազները [Zhang et al., 2015, Aschenbrenner 
and Marx, 2017]: Մենահատուկ հատկանիշներ ունեցող ջերմակայուն ԴՆԹ  
պոլիմերազների կիրառումը կարևոր են նաև ախտորոշիչ մեթոդների մշակման և 
բարելավման տեսակետից [Aschenbrenner and Marx, 2017, Coulther et al., 2019]: 
Հետևաբար, նոր մենահատուկ առանձնահատկություններով օժտված ջերմակայուն 
ԴՆԹ  պոլիմերազների հայտնաբերումը ժամանակակից կենսատեխնոլոգիայի արդի 
հիմնախնդիրներից է: Լեռնային Դարաբաղի տարածքում հայտնաբերված
Քարվաճառի երկրաջերմային աղբյուրից T. scotoductus տեսակին պատկանող 
շտամի մեկուսացմանն ու դրանից ծագող մենահատուկ
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առանձնահատկություններով օժտված Դ ՆԹ  պոլիմերազ 1-ի' 
կենսատեխնոլոգիայում կիրառման հեռանկարների բացահայտմանն է նվիրված 
այս աշխատանքը:
Աշխատանքի նպատակը և խնդիրները: Աշխատանքի նպատակն է եղել
Քարվաճառի երկրաջերմային աղբյուրի միկրոբիոտայի կազմի ուսումնասիրումը, 
այդ աղբյուրից մեկուսացված 7". տշօէօժսշէստ ՒԱ ջերմասեր բակտերիայի 1-տիպի 
ԴՆԹ-պոլիմերազի ռեկոմբինանտ ֆերմենտի ստացումը, բնութագրումը և 
կիրառական ներուժի բացահայտումը:
Աշխատանքն իրականացնելու համար առաջադրվել են հետևյալ խնդիրները.

• աճեցման և աճեցումից անկախ (մոլեկուլային) մեթոդների կիրառմամբ 
ուսումնասիրել երկրաջերմային աղբյուրների միկրոբիոտայի 
տաքսոնոմիական բազմազանությունը, մեկուսացնել և ֆենոտիպական, 
գենոտիպական ու ֆիլոգենետիկական հատկանիշների հիման վրա 
նույնականացնել Ոշրրոստ ցեղին պատկանող բակտերիաներ:

• Մեկուսացված 7՜. տշօէօժսշէստ 1<1 շտամի գենոմի վերլուծությամբ վերծանված 
1-տիպի Դ ՆԹ  պոլիմերազ կոդավորող զենը կլոնավորել մեզոֆիլ տեր- 
օրգանիզմում' ինդուկցիոն մեխանիզմով առավելագույն քանակով 
թիրախային սպիտակուց ստանալու համար:

• Ուսումնասիրել մաքրված սպիտակուցի հիմնական ֆիզիկաքիմիական 
(օպտիմալ ջերմաստիճան, միջավայրի բՒ1, իոնների ազդեցություն, 
ջերմակայունություն) և գործառութային (ՊՇՌ իրականացնելու 
կարողություն, ճշգրտություն) հատկանիշները:

• Մաքրված սպիտակուցի' ՊՇՌ ամպլիֆիկացման ռեակցիաներում 
կիրառման համար բարելավել ռեակցիոն խառնուրդի բաղադրիչների և 
ռեակցիայի իրականացման պայմանները:

• Անջատված պոլիմերազի հիմքով մշակել ՊՇՌ տեխնոլոգիայի 
փորձարարական մոդել:

Աշխատանքի գիտական նորույթը: Առաջին անգամ Փոքր Կովկասյան
տարածաշրջանի երկրաջեմային աղբյուրներից մեկուսացվել է ասպորոգեն 
թերմոֆիլ մանրէային կուլտուրա և պոլիֆազային մոտեցմամբ նույնականացվել է 
որպես 7~. տշօէօժսշէստ տեսակին պատկանող մանրէ: Առաջին անգամ այդ շտամից 
ստացվել և ուսումնասիրվել է ջերմակայուն Դ ՆԹ  պոլիմերազ I սպիտակուց' 
մոլեկուլային կենսաբանական տարբեր մեթոդներում կիրառման նշանակությամբ: 
Իրականացվել է սպիտակուցի հետերոլոգ էսքպրեսիա' 1-տիպի Դ ՆԹ  պոլիմերազի 
բարձր քանակի ստացման նպատակով: Հետերոլագիական էքսպրեսիայի
արդյունքում անջատված և մաքրված պոլիմերազի հիմքով մշակվել է ՊՇՌ 
տեխնոլոգիայի փորձարարական մոդել' տարաբնույթ ԴՆԹ  կաղապարների 
կիրառմամբ:
Աշխատանքի գործնական նշանակությունը: Աշխատանքի ընթացքում
մեկուսացված թերմոֆիլ Ոշրրոստ տշօէօժսշէստ 1<1 շտամն ավանդադրվել է ՀՀ  ԴԱԱ 
«Հայկենսատեխնոլոգիա» ԳԱԿ-ի «Մանրէների ավանդադրման կենտրոն» 
հիմնարկում' N/(00 11681 համարի և շիֆրի ներքո: Նշված շտամը համալրել է ԵՊ< 
Կենսաքիմիայի, մանրէաբանության և կենսատեխնոլոգիայի ամբիոնում ստեղծված 
էքստրեմոֆիլ մանրէների կուլտուրաների հավաքածուն և կարող է ծառայել որպես 
օբյեկտ տարատեսակ հետազոտություններում' ներառյալ թերմոֆիլիայի
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մեխանիզմների վերծանման, նյութափոխանակային առանձնահատկությունների 
ուսումնասիրման և կեսնատեխնոլոգիայում տարատեսակ կենսամոլեկուլների 
ստացման համար: Մանրէն ներառվել է նաև ԵՊՀ Կենսաբանության ֆակուլտետի 
Կենսաքիմիայի, մանրէաբանության և կենսատեխնոլոգիայի ամբիոնում
դասավանդվող «Մանրէաբանություն և վիրուսաբանություն» դասընթացի
լաբորատոր աշխատանքներում' որպես թերմոֆիլ մանրէի մոդել: Թերմոֆիլ շտամի 
ԴՆԹ  պոլիմերազի զենն ունի կիրառական ներուժ գենետիկական կլոնավորման 
ճանապարհով ԴՆԹ  պոլիմերազի արտադրության համար: Ջերմակայուն 7sK1 
ԴՆԹ  պոլիմերազի կիրառումը հատկապես հեռանկարային կարող է լինել, 
ախտորոշիչ թեստերի մշակման գործընթացում' ֆերմենտի մի շարք 
առանձնահատկությունների, մասնավորապես' բարձր ճշգրտության, դասական և 
մուլտիպլեքս ՊՇՌ-ի արդյունավետ իրականացման շնորհիվ:
Պաշտպանությանը ներկայացվող հիմնական դրույթները.

• Քարվաճառի երկրաջերմային աղբյուրից մեկուսացված T. scotoductus K1 
շտամը Դ ՆԹ  պոլիմերազ l-ի հեռանկարային աղբյուր է:

• Սպիտակուցային հաջորդականության պահպանմամբ ԴՆԹ  պոլիմերազ 1-ի 
զենի կոդոնային բարելավմամբ բարձր մաքրությամբ ռեկոմբինանտ 
ֆերմենտային N- և C-ծայրային հիստիդինային նիշով սպիտակուցների 
ելքը համապատասխանաբար 151.6 մգ և 161.5 մգ է' բջջային 
կենսազանգվածի մեկ գրամից:

• Ռեկոմբինանտ սպիտակուցը առնվազն մեկ ժամ կայուն է ընդհուպ մինչև 
80°C ջերմաստիճանում, հարաբերական կայունություն է պահպանում 
88°Շ-ում, իսկ 95°Շ-ում 15 րոպե ինկուբացման դեպքում պահպանում է 
ակտիվության կեսը:

• 7sK1 ԴՆԹ  պոլիմերազը բարձր արդյունավետությամբ ամպլիֆիկացնում է 
առնվազն 2.5 հ.ն.զ. չափով պրոդուկտներ ինչպես 68°C, այնպես էլ 72°C- 
ում շղթայի երկարացման դեպքում:

• 7sK1 ԴՆԹ-պոլիմերազը երկու անգամ ավելի ճշգրիտ է աշխատում, քան 
Taq պոփմերազը, 7sK1 ԴՆԹ-պոլիմերազի կիրառմամբ արդյունավետ ՊՇՌ 
իրականացման համար մշակված օպտիմալ աշխատանքային բուֆերի 
կազմը հետևյալն է' 10 մՄ Tris-HCI, pH 9.0, 50 մՄ KCI, 0.1% Triton X, Mg2+ 
իոնի լրացուցիչ 3 մՄ և 10% գլիցերոլի ավելացմամբ:

Ատ են ախ ուսս կան աշխատանքի կապը գիտական թեմաների հետ:
Ատենախոսական աշխատանքն իրականացվել է ՀՀ ԳԿ-ի 15T-1F399, 18T-1F261 
ծածկագրերով պայմանագրային թեմատիկ ֆինանսավորման ծրագրերի, Հայկական 
կրթության և գիտության ազգային հիմնադրամի (ANSEF) NS-microbio 4676, 
Բարձրագույն կրթության ոլորտում միջազգային համագործակցության նորվեգական 
կենտրոնի (SIU, DIKU, HK-dir) CPEA-2011/10081, CPEA-LT-2016/10095, CPEA-LT- 
2017/10061 դրամաշնորհային ծրագրերի շրջանակներում:
Աշխատանքի իրականացման վայրը: Ատենախոսական աշխատանքն
իրականացվել է ԵՊՀ Կենսաքիմիայի, մանրէաբանության և կենսատեխնոլոգիայի 
ամբիոնում, Բերգենի (Նորվեգիա) համալսարանի Կենսաբանության ամբիոնում: 
Ատենախոսական աշխատանքի ապրոբացիան: Հետազոտության արդյունքները 
զեկուցվել են ԵՊՀ Կենսաքիմիայի, մանրէաբանության և կենսատեխնոլոգիայի 
ամբիոնի և Բերգենի համալսարանի Կենսաբանության ամբիոնի սեմինարներում,
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«Մանրէաբանության և մանրէների կենսատեխնոլոգիայի նվաճումները» խորագրով 
միջազգային գիտաժողովում (Երևան, Հայաստան, 2014), էքստրեմոֆիլների 10-րդ 
(Սանկտ-Պետերբուրգ, Ռուսաստան, 2014) միջազգային կոնգրեսում, Եվրոպական 
մանրէաբանների FEMS 6-րդ (Մաստրիխտ, Նիդերլանդներ, 2015) կոնգրեսում, 
Մանրէների էկոլոգիայի ISME 15-րդ (Սեուլ, Հարավային Կորեա, 2014), «Մանրէները 
և դրանց վիրուսները, էկոլոգիա, բազմազանություն և կիրառություն» խորագրով 
(Թբիլիսի, Վրաստան, 2019) միջազգային գիտաժողովում:
Հրատարակված աշխատությունները: Ատենախոսության հիմնադրույթներն ու 
արդյունքներն ամփոփված են 17 գիտական աշխատություններում' 6 հոդվածներում, 
որոնցից 1-ը' առանց համահեղինակների, 3 գրքի գլուխներում և միջազգային 
գիտաժողովների 8 թեզիսներում:
Աշխատանքի կառուցվածքը և ծավալը: Ատենախոսական աշխատանքը
շարադրված է 143 էջի վրա, ներառում է 54 նկար և 10 աղյուսակ: 
Ատենախոսությունը կազմված է «Հապավումների և միավորների ցանկ», 
«Ներածություն», «Գրականության ակնարկ», «Փորձարարական մաս», 
«Արդյունքներ և դրանց քննարկումը», «Ամփոփում», «Եզրակացություններ», 
«Օգտագործված գրականության ցանկ», «Հավելված» բաժիններից:

ԳԼՈՒԽ 1. ԳՐԱԿԱՆՈՒԹՅԱՆ ԱԿՆԱՐԿ
Գլուխ 1-ում ներկայացված է Thermus ցեղին պատկանող թերմոֆիլ մանրէների 

տարածվածությունը, կարգաբանությունը և ֆիլոգենեզը, մորֆո-ֆիզիոլոգիական, 
նյութափոխանակային և կենսաքիմիական առանձնահատկությունները, 
էկոլոգիական դերը և բազմազանությունը, գենոմի կառուցվածքը, ինչպես նաև' 
դրանց կենսատեխնոլոգիական ներուժը: Նկարագրված են ԳՆԹ  պոլիմերազների 
կառուցվածքը և առանձնահատկությունները, դրանց կիրառական նշանակությունը, 
ջերմակայուն Գ ՆԹ  պոլիմերազների առավելությունները և կենսատեխնոլոգիական 
ներուժը: Բերված են շուկայում հայտնի ջերմակայուն Գ ՆԹ  պոլիմերազների 
օրինակներ:

ԳԼՈՒԽ 2. ՀԵՏԱԶՈՏՈՒԹՅԱՆ ՆՅՈՒԹԵՐ ԵՎ ՄԵԹՈԳՆԵՐ 
Հետազոտության օբյեկտները: Ուսումնասիրության նյութ են ծառայել Քարվաճառի 
աղբյուրի ջրատղմային նմուշները, մեկուսացված Thermus scotoductus K1 աերոբ 
թերմոֆիլ ասպորոգեն մանրէական շտամը և այդ մանրէի ԳՆԹ  պոլիմերազ I 
սպիտակուցը:
ԳՆԹ-ի անջատումը և զեների ՊՇՌ ամպլիֆիկացումները: Ջրատղմային 
նմուշներից հանրագումարային ԳՆԹ-ն անջատվել է ֆերմենտային [Marmur, 1961] 
և ՆԳՍ-ով քայքայման եղանակներով [Dempster et al., 1999]: Գենոմային ԳՆԹ-ի 
անջատումն իրականացվել է GenElute™ Bacterial Genomic Kit (Sigma) առևտրային 
հավաքածուի միջոցով:
Մեկուսացված կուլտուրայի գենոմային ԳՆԹ-ից 16Տ ռԳՆԹ-ի ամպլիֆիկացումն 
իրականացվել է ՊՇՌ մեթոդով' 16SF և 16SR համընդհանուր բակտերիական 
փրայմերների զույգով [Rainey et al., 1992]:
Սեքվենավորումը և տվյալների կենսաինֆորմատիկական վերլուծությունը:
Հանրագումարային ԳՆԹ-ի մետագենոմային հետազոտությունն իրականցվել է 
Գերմանական GATC Biotech սեքվենավորման կենտրոնում Genome Sequencer
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Illumina HiSeq տեխնոլոգիայով: Մեկուսացված կուլտուրայի 16Տ ռԴՆԹ-ի
սեքվենավորումն իրականացվել է ABI (PRISM կամ 3730x1) մազանոթային 
սեքվենատորում' Սանդերի (Sanger, Functional Biosciences (Madison, Wl)) մեթոդով' 
համաձայն ABI Prism BigDye Terminator kit (Perkin Elmer) առևտրային հավաքածուի 
ընթացակարգի: K1 շտամի գենոմի սեքվենավորումն իրականացվել է PacBio RS 
տեխնոլոգիայով, իսկ հավաքագրումն իրականացվել է Celera Assembler-ի միջոցով 
GATC Biotech ընկերության (Գերմանիա) կողմից (http://www.gatc-biotech.comb K1 
շտամի գենոմի համահավասարեցումը մոտ ազգակցի գենոմի հետ իրականացվել է 
Mauve 2.3.1 ծրագրի միջոցով [Darling et al., 2004]: Անոտացումն իրականացվել է 
ինչպես NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline ծրագրով [Seemann, 2014], 
այնպես էլ' RAST ծրագրով (http://rast.mnpdr.org/) [Aziz et al., 2008, Overbeek et al., 
2014]: Միջին նուկլեոտիդային նմանության (ՄՆՆ) վերլուծությունն իրականացվել է 
առցանց ANI calculator հաշվարկիչով (http://enve-omics.ce.gatech.edu/aniA: 
Դ ՆԹ :Դ ՆԹ  հիբրիդիզացման վերլուծությունն իրականացվել է Genome-to-Genome 
Distance Calculator-ով (http://ggdc.dsmz.de/distcalc2.php) [Meier-Kolthoff et al., 2013]: 
Մետաբոլիկ վերակառուցումներն իրականացվել են SEED մետաբոլիկ ուղիների 
կառուցման ծրագրով [Devoid et al., 2013]:
Թերմոֆիլ աերոբ էնդոսպոր չառաջացնող մանրէի մեկուսացումը և 
ֆենոտիպական հատկանիշների ուսումնասիրությունը: Աերոբ էնդոսպոր
չառաջացնող մանրէն մեկուսացվել է Բրոկի և Ֆրիզի կողմից [Brock and Freeze, 
1969] առաջարկած սննդամիջավայրի կիրառմամբ [Brock and Freeze, 1961]: 
Մորֆոլոգիական, ֆիզիոլոգիական և կենսաքիմիական հատկանիշների 
ոաումնասիրությունն իրականացվել է ըստ ընդունված մեթոդների [Degryse et al., 
1978 Manaia and da Costa, 1991]: Բջիջների ձևաբանական հատկանիշներն 
ուսումնասիրվել են լուսային (Motic 10) և սքանավորող էլեկտրոնային 
մանրադիտարկմամբ ըստ [Kalab et al., 2008]: Բջջային ճարպաթթուների կազմը 
որոշվել է Աեյբնիցի ինստիտուտի Միկրոօրգանիզմների և բջջային կուլտուրաների 
հավաքածուում [Miller, 1982]: Փորձերն իրականացվել են եռակի կրկնությամբ, իսկ 
տվյալները ներկայացված են երեք կրկնությունների միջինով:
Ֆիլոգենետիկ ծառերի կառուցումը: MEGAX [Kumar et al., 2018] ծրագիրն 
օգտագործվել է 16Տ ռԴՆԹ-ի նուկլեոտիդային, ինչպես նաև' պոլիմերազների 
սպիտակուցային հաջորդականությունների միջև էվոլյուցիոն հեռավորությունը 
բացահայստղ ֆիլոգենետիկ ծառերի կառուցման համար: Սպիտակուցի եռաչափ 
մոդելի կառուցվածքի կանխատեսումն իրականացվել է Swiss-model առցանց 
գործիքի օգնությամբ [Bertoni et al., 2017, Bienert et al., 2017].
ԴՆԹ-պոլիմերազ 1-ի գենի կլոնավորումը և էքսպրեսիւսն: Սինթեզվել է կոդոն-
բարելավված գեն, GenScript կենտրոնում (https://www.genscript.comA: 
Կլոնավորումն իրականացվել է FX (fragment exchange) կլոնավորման համակարգով 
[Geertsma and Dutzler, 2011]: Որպես էքսպրեսիոն վեկտոր փորձարկվել են p7xC3EI 
(Addgene # 47065) և p7xNH3 (Addgene # 47064) պլազմիդները [Geertsma and 
Dutzler, 2011]:
ԴՆԹ-պոլիմերազ 1-ի էքսպրեսիան և մաքրումը: Ռեկոմբինանտ էքսպրեսիոն 
պլազմիդներ կրող համապատասխան E. coli BL21 (DE3) կլոնների կուլտուրաներում 
սպիտակուցի գերարտադրությունը մակածվել ԻՊԹԳ-ի ավելացմամբ: Հաջորդիվ, 
կուլտուրաները կենտրոնախոավել են, որից հետո սպիտակուցի մաքրումն
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իրականացվել է ըստ նկար 1-ում ներկայացված սխեմայի: Սպիտակուցի
վերջնական կոնցենտրացիաները չափվել են Qubit Assay kit-ով (Life Technologies):

Նկար 1. 7sK1 ԴՆԹ- 
պոլիմերազի մաքրման
քայլերի
հաջորդականությունը

Ռեկոմբինանտ ԴՆԹ  
պոլիմերազի 
հատկանիշների 
ոաումնասիրությունը:

Պոլիմերազի 
ակտիվությունը 
որոշվել է
ռադիոիզոտոպային

մեթոդով [Choi et al., 2006] Tri-Carb 2900 TR Liquid Scintillation Analyser 
(PerkinElmer) սարքով: Օպտիմալ pH-ի հայտնաբերման համար վերոնշյալ փորձում 
կիրառվել են տարբեր բուֆերային համակարգեր' MOPS-NaOH (pH 6.0-8.0, 25°C), 
Tris-HCI (pH 8.0-9.5, 25°C), և գլիցին-NaOH (pH 9.0-10.0, 25°C): Ֆերմենտի 
օպտիմալ ջերմաստիճանը, K+ իոնների, երկվալենտ կատիոնների (Mg2+, Mn2+) 
ազդեցությունը, ջերմակայունությունը որոշվել է ստանդարտ համընդհանուր 
ընդունված մեթոդներով [Choi et al., 2006]:
Անջատված ԴՆԹ պոլիմերազի ՊՇՌ պայմանների բարելավումը: ՊՇՌ
պայմանների բարելավման համար որպես կաղապար ծառայել է pUC19 պլազմիդը 
(NEB), որից ամպլիֆիկացվել է lacZ զենի 265 ն.զ. երկարությամբ հատված: 
Փորձարկվել են ռեակցիոն խառնուրդում 1\/կ։շ+-ի, կաղապարի և կայունացուցիչների 
տարբեր քանակություններ:
Անջատված ԴՆԹ պոլիմերազի' ՊՇՌ իրականացնելու ունակությունը: Տարբեր 
չափերի ամպլիկոնների ստացման նպատակով կիրառվել են տարաբնույթ 
կոմերցիոն հասանելի, ինչպես նաև' նախագծված (Primer3 առցանց գործիքով 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)) փրայմերների զույգեր: Որպես
կաղապար օգտագործվել են ինչպես գենոմային, այնպես էլ' պլազմիդային ԴՆԹ- 
ներ:
Ռեկոմբինանտ պոլիմերազի մուլտիպլեքս ՊՇՌ իրականացվել է որպես կաղապար 
մարդու գենոմային ԴՆԹ-ի կիրառմամբ' դիստրոֆինի գենի 3, 47, 50 և 52 
էկզոնների ամպլիֆիկացման համար:
Պոլիմերազի ճշգրտության (Fidelity) որոշումը: Պոլիմերազի ճշգրտության
որոշման համար կիրառվել է կապույտ-սպիտակ (blue-white) սկրինինգի մեթոդը, 
որոշակի փոփոխություններով [Lee et al., 2009]: Որպես կաղապար ծառայել է 
pUC19 պլազմիդը, որից ամպլիֆիկացվել է 265 ն.զ. չափով հատված: Կրկնակի 
ռեստրիկցիան իրականացվել է Ndel և Hindlll ռեստրիկտազներով:
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ԳԼՈՒԽ 3. ԱՐԴՅՈՒՆՔՆԵՐ ԵՎ ԴՐԱՆՑ ՔՆՆԱՐԿՈՒՄԸ 
Քարվաճառի երկրաջերմւսյին աղբյուրի միկրոբիոտայի մետագենոմային 
ոաումնասիրությունը: Illumina HiSeq պլատֆորմի կիրառմամբ Քարվաճառի 
երկրաջերմային աղբյուրի ջրային և նստվածքային նմուշներից անջատված 
հանրագումւսրային ԴՆԹ-ի մետագենոմային վերլուծության արդյունքում ստացվել 
են ավելի քան 11 միլիոն բարձր որակի հաջորրլակւսնությունների կտորներ (read), 
որոնցից բակտերիական պատկանելիություն ունեն 94.2%-ը և 83.8%-ը' արքեական 
ծագում' 0.04% և 0.07%-ը, համապատասխանաբար ջրային և նստվածքային 
նմուշներում: Երկրաջերմային ջրում գերակշռող էին Proteobacteria ֆիլումի
ներկայացուցիչները (ընդհանուր հաջորդականությունների կտորների 85%-ից 
ավելին), որոնց հաջորդում են Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes, Chloroflexi, 
Ignavibacteriae, և Deinococcota (նախկինում' Deinococcus-Thermus) ֆիլումների 
ներկայացուցիչները (նկար 2):
Թերմոֆիլ աերոբ ասպորոգեն մանրէի մեկուսացումը: Ջրատղմային նմուշից 
մեկուսացնել է գրաւ5-բացասակւսն, աերոբ ասպորոգեն, ձողաձև բակտերիաների 
կուլտուրա, որն անվանակոչվել է K1: Այն ւսռաջացնում է դեղին գունավորված, կլոր, 
հարթ եզյւերուխ փոքր-ինչ ուռուցիկ գաղութներ (նկար Յ.Ա), բջիջները ձողաձև են, 
ունեն 0 2-0.25 մկմ լայնություն և 2.15-2.90 մկմ երկարություն և առաջացնում են 
ֆիլամենտներ (նկար Յ.Բ):

Կազմ

Նկար 2. Քարվաճառի 
երկրաջերմային 
աղբյուրի ջրային և 
նստվածքային 
նմուշներում 
հայտնաբերված 
մանրէների 
բաշխվածաթյանը 

ֆիլումային 
մակարդակով

Նկար Յ.ՍԼ 1(1 շտամի աճը Բրոկի 
սննդամիջա վայրում 
Բ.1<1 շտամի
էլեկտրոնամանրա դիտակային 
պատկերը ( \65 00  խոշորացմամբ)
Կարմիր սլաքներով նշված են ֆիլամենտային 
կառուցվածքները

K1 շտամի նույնականացումը և ֆիլոգենետիկան: K1 շտամի ֆիլոգենետիկական 
նույնականացումն իրականացվել է ըստ 16Տ ռՌՆԹ գենի վերլուծության: 
Գենոմային ԴՆԹ-ից ամպխֆիկացված, ապա' սեքվենավորված համապատասխան
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գենային հաջորդականության համեմատությունը ՕոոԵրտե-ի տփալների բազայում 
ավանդադրված հաջորդականությունների հետ ցույց է տվել, որ այն 99% 
նմանություն ունի Հարավային Աֆրիկայի ոսկու հանքի հոսքաջրերից (60°Շ) 
մեկուսացված ժետրաստ տշօէժսշէստ Տձ-01 շւոամի հետ [Kiefէ 6է ճ\., 1999]: Ըստ 16Տ 
ռՌ-ՆԹ-ի գենի հաջորդականությունների վերլուծության կուլտուրան 
նույնականացվել է որպես 1հՑրրոստ տշօէօժսշէստ «1 և համալրել է Երևանի պետական 
համալսարանի Կենսաքիմիայի, մանրէաբանության և կենսատեխնոլոգիայի 
ամբիոնի էքստրեմոֆիլ մանրէների կուլտուրաների հավաքածուն: Շտամը
դեպոնացվել է «Մանրէների ավանդադրման կենտրոն» հիմնարկում' (\4ՄՇ 11681 
համարի ներքո:
7՜հշրրոստ տշօէօժսշէստ 1<1 շտամի և ցեղի այլ ներկայացուցիչների միջև 
ազգակցությունն արտահայտող ֆիլոգենետիկական ծառը կառուցվել է շտամի և 
ցեղի այլ ներկայացուցիչների 16Տ ռՌ-ՆԹ-ի գենի հաջորդականություններով (նկար
4): ........................... ՚ ՜  ՜ ՚ ՚

րԻօրրՈԱՏ է>րօ VIՏ ՏրՏՍՕՕՈՕՕ 1 |0« 103930)
րհօրրրստ էօոսւոսուշօստ ր|«769Տ4 |ԼՇ366928| 

րհօրրոստ ՇՕէԺւքօոՈՏ VI 7 3020 |Լ^580314| 
րհօրրոստ տշօէօժսշէստ Տ£-1 |/Ա̂ 032127| 
րո«ոոս* տշօէօժսշէստ XI 
րհօրրոստ տշօէօժսշէստ ^Ո074428|

րհօրրոստ ՕՈ̂ 1օ110Աօրոշ1ՇՈՏ 7|«77409 ̂ »>2«4528| 
րհօրրոստ օոէրաուէօաոււ NN3-7 IV 1 114 1 1 I 

րհօրրոստ րօհօէ NN09-02 1X7=3310001 
րհօրրոստ էօոօշհօոօօոտէտ YIM77Э24 |JX1 1238Տ|

րհօրրոստ էԻօրրՈՏրրր̂էՕ\/ՕրարէՏ CFH72773 184X4 1 870Օ| 
րհօրրոստ շօէժարոէ VI 7.4 704 ԾՕ 184X0810011 
րհՕՈՈԱՏ )ՀԱՈՈՕՈՕՈՏէՏ ^8576031

րհօրրոստ շօււժէէօրրօօ YIM77028 1X08020741
րհօրրոստ Հյորէօրրօօ 747=-4 ^184001

րհօրրոստ Երօշհէօոստ 7Տ38 12150021 

րհօրրոստ տօժէրոււտ Լ 108 ||_03022401 
րհօրրոստ շօրոքէօտէւ X-ЭO |£Ս701007|

ՀհՕրրՈԱՏ 0Ո0է0/10ՈՏ1Տ էձէ 11404100751 

րհօրրոստ ւտէօոժէշստ I37413830 |£Ս753247| 
րհօրրոստ օօսօէէշստ 11-04400321 

րհօրրոստ t̂onroroyonsts XVI/11 1X807181 1 I 
րհօրրոստ օրշւէօրրոէտ Ո402 |այ2478801 

I րհօրրոստ էհօրրոօթհէէստ 1488 1X070081
I----- րհօրրոստ ԺՕՈ/ՕէէՕՈՏէՏ 14Լ84 180017402

րհօրրոստ Ոէէէօրրուտ նՏԱ 4087 ^747400001 
րհօրրոստ օտհէրոօւ ՏԲՏ1 7 Ո718418|

Նկար 4. 7. տշօէօժսշէստ 1(1 
շտամի և նրա ազգակիցների 
ֆիլոգենետիկական ծառը. 
Մասշտաբը համապատասխանում 
է յուրաքանչյուր 100 
նակլեոտիդում 2
փոփոխությունների: Թվերով ցույց 
է տրված ճյուղավորման 
վիճակագրական հավաստիության 
աստիճանը, որը որոշվել է 
այլընտրանքային ծառերի 
" ԵօօէտէրՅ ք՛՛՜վե ր լո ւծ ո ւ թյ ա մբ, 
որպես արտախմբային ճյուղ 
օգտագործվել է ՒձԹ՚ւօէհշոոստ 
հ)/բօ§օ6ստ մանրէի 16Տ ռԴՆԹ-ի 
հաջորդականությունը

էստ հ)րթօցօօստ I*335807071

1(1 շտամի ֆենոտիպական հատկանիշների ոաումնասիրությունը: Կուլտուրան 
աճ է ցուցաբերում 40-80°Շ ջերմաստիճանային միջակայքում, իսկ աճի 
ջերմաստիճանային օպտիմումը 65°Շ է (նկար 5.Ա), ունակ է աճել րՒ1 6.0-10.0 
պայմաններում, ընդ որում' բՒ1 օպտիմումը կազմում է 7.5-8.0 (նկար 5.Բ): Օպտիմալ 
բՒ1-ի և ջերմաստիճանի պայմաններում պարբերական աճեցման դեպքում 
կուլտուրայի աճի էքսպոնենցիալ փուլը սկսվում է մոտավորապես 6-7-րդ ժամում, 
իսկ ստացիոնար փուլին կուլտուրան հասնում է աճեցման 22-րդ ժամում (նկար 5.Գ): 
Ցույց է տրվել, որ №Շ1-ի 2-4% կոնցենտրացիայի դեպքում կուլտուրայի աճի տեմպը 
գրեթե չի զիջում, կամ քիչ է զիջում աղ չպարունակող սննդամիջավայրում 
կուլտուրայի աճի արագությանը (նկար 5.Դ): Շտամն ունակ է աճել որպես ածխածնի 
միակ աղբյուր տվին 80 պարունակող սննդամիջավայրում, ունի նաև շատ թույլ 
արտահայտված ամիլոլիտիկ և կազեինոլիտիկ հատկություններ, սակայն չի
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հիդրոլիզում ժելատինը, կատալազ և օքսիդազ դրական է: Թաղանթային
ճարպաթթուների վերլուծությամբ ցույց է տրվել, որ 1<1 շտամը սինթեզում է 
գլխավորապես իզո- և անտեիզո-ճյուղավորված հագեցած ճարպաթթուներ: 1<1 
շտամի ՃԹՄԷ պրոֆիլները ցույց են տալիս, որ թաղանթում գերակշռող 
ճարպաթթուներն են Շ 15:0 իզո (41.79%), Շ17:0 իզո (28.52%) և Շ 15:0 անտեիզո 
(11.41%) ճարպաթթուները:

Նկար 5. Ա. 1(1 շտամի աճը 
տարբեր
ջերմաստիճաններում 
Բ. 1(1 շտամի աճը միջավայրի 
րՒ1-ի տարբեր արժեքների 
դեպքում (65°Շ-ի պայմանում) 
Գ. 1(1 շտամի աճի կորը 
պարբերական կուլտուրայում 
Դ. 1(1 կուլտուրայի աճը №Շ1~ 
ի տարբեր
կոնցենտրացիաների 
դեպքում
(Ս ֊  ստուգիչ, որում բացակայում 

է աղը):
Յուրաքանչյուր կետը 

ներկայացնում է 3 չափումների 
արժեքների միջին 
թվաբանականը, սխալանքի 
գծերը ներկայացնում են այդ երեք 
արժեքների միջև միջին 
քառակոաային շեղումը

K1 շտամի գենոմի ոաումնասիրությունը: K1 շտամի գենոմի սեքվենավորման և 
խմբագրման արդյունքների վերլուծությամբ ստացվել են ընդհանուր 110,643 
հաջորդականությունների կտորներ, սեքվենավորված հիմքերի 303,436 հ.ն.զ. 
չափով, որոնք հավաքագրվել են 55 քոնթիգներում' ներառելով ընդհանուր 
2,379,636 ն.զ.: K1 շտամի գենոմի ԳՏ պարունակությունը կազմում է 65.2%: K1 և SA- 
01 շտամների գենոմների միջին նուկլեուոիդային նմանությունը կազմում է 97.48% 
(միջին քառակոաային շեղումը = 3.82%): Երկկողմանի ՄՆՆ-ը կազմում է 97.55%, 
իսկ ընդհանուր գենոմային հոմոլոգիան' 80.70%: K1 շտամի գենոմի
հաջորդականությունը ավանդադրվել է DDBJ/EMBL/GenBank-ում' LJJR00000000 
հաշվառման համարով: K1 և SA-01 շտամների գենոմների համահավասարեցումը 
ցույց է տվել գրեթե լիարժեք համընկում' աննշան բացթողումներով, որոնք 
ներկայացնում են հոմոլոգներ չունեցող հատվածները:
K1 շտամի գենոմի վերծանումը: NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline 
ծրագրով զեների կանխատեսմամբ հայտնաբերել են 2529 զեներ, ներառյալ' 2104 
կոդավորող Դ ՆԹ  հաջորդականություններ, ռՌՆԹ-ի զեների հավաքակազմ (set), 
48 փՌՆԹ-ի գեներ և 2 ոչ կոդավորող ՌՆԹ-ի գեներ: ռՌՆԹ-ի զեները 
կապակցված չեն, և տեղակայված են առանձին' 16Տ և 23/5Տ ռՌՆԹ 
գեներում/օպերոններում: Ըստ RAST ծրագրով իրականացված վերծանման և SEED 
viewer-ի միջոցով վերլուծման, հնարավոր հատկանիշների քանակը կազմում է 2711, 
իսկ հնարավոր բացակայող զեների քանակը' 21: Հնարավոր քոնտիգների քանակը 
կազմում է 54, ենթահամակարգերի քանակը' 358, որից սպիտակուց կոդավորող 
հաջորդականությունների քանակը կազմում է 2653, իսկ ՌՆԹ կոդավորողների 
քանակը' 58: Սպիտակուց կոդավորող հաջորդականությունների 46%-ը
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ներկայացված է ենթահամակարգերում, իսկ 54%-ը' դրանից դուրս: KEEG
վերլուծությունը ցույց է տվել, որ շտամն ունի ամբողջական եռկարբոնաթթվային 
ցիկլ, գլիօքսիլատային ցիկլ, պենտոզոֆոսֆատային ցիկլ, գլիկոլիզի և 
գլ|ուկոնեոգենեզի ուղիներ: Ավելին, հայտնաբերվել են զեներ, որոնք ասոցացված 
են վիրուլենտության, ախտածնության, պաշտպանության, դորմանտության և 
սպորառաջացման հետ, չնայած որ այս բակտերիան պատկանում է սպոր 
չառաջացնող խմբի: Ինչպես և ակնկալվում էր, երկու գենոմները (K1 և SA-01) 
միանման են առանցքային մետաբոլիկ ուղիներով (եռկարբոնաթթվային ցիկլ, 
նիտրատային, սուլֆատային մետաբոլիզմ, և այլն): Գենոմային սակավ
տարբերություններ հայտնաբերվել են հիմնականում հիպոթետիկ սպիտակուցների 
շրջանում, չնայած որ K1 շտամի գենոմում հայտնաբերվել են ֆազերի, 
տրանսպոզազների հետ կապված զեներ, որոնք բացակայում են SA-01-ի գենոմում: 
Բացի դա, հայտնաբերվել են որոշ զեներ, որոնք կոդավորում են ցիտոքրոմ P450 
(թույների դետոքսիկացիայի մեջ մասնակցող) և RuBisCo զենի երկար և կարճ 
շղթաները, որոնք նույնպես բացակայում են SA-01 գենոմում: Ուսումնասիրվող 
շտամի սպիտակուցային հաջորդականությունների համեմատությունը SA-01-ի հետ 
(նկար 6.Ա-ում) ցույց է տվել, որ սպիտակուցների մեծ մասը առնվազն 99% 
հաջորդականության նմանություն ունի SA-01 շտամի հետ: Thermus ցեղին
պատկանող բակտերիաների գենոմների համահավասարեցումը BLAST Ring 
Generator (BRIG) v0.95-ի միջոցով [Alikhan et al., 2011] ևս ցույց է տալիս երկու 
գենոմների միջև նմանությունը, չնայած ոչ հոմոլոգ հատվածները ևս ակներև են 
(նկար 6.Բ): Այսպես, ներքին օղակը ներկայացնում է K1 շտամի գենոմը, հաջորդիվ 
ներկայացված են ԳՑ շեղումը և պարունակությունը: Արտաքին օղակը պատկանում 
է SA-01 շտամին: Որքան ինտենսիվ է գունավորումը յուրաքանչյուր շղթայում, 
այնքան բարձր է նմանության աստիճանը ուսումնասիրվող գենոմում;

C<il*«**>l* i-rfoW -H* iOO 99 9 99 8 99.5 99 9S 95 90 80 70 60 50 40 30 20 10
100 99 9 99 8 99.5 99 98 95 90 SO 70 60 50 *0 30 20 10

Նկար 6.Ա. T. scotoductus K1 USA-01 շտամների միջև սպիտակուցային հաջորդականությունների 
տոկոսային նմանությունն արտահայտող գծապատկեր' ըստ RAST վերլուծության, Բ. K1 շտամի գենոմի 
օղակաձև ներկայացվածությունը' որպես ռեֆերենս T. scotoductus SA-01 գենոմի կիրառմամբ. Օղակները
ձևավորվել են Blast Ring Image Generator (BRIG) առցանց հարթակի միջոցով: Կարմիրով ներկայացված են գենոմային

կղզյակները (GI)

K1 շտամի I տիպի ԴՆԹ-պոլիմերազի դենի և համապատասխան սպիտակուցի 
հաջորդականության in silico  ուսումնասիրությունը: Օրիգինալ ԴՆԹ-պոլիմերազի
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զենը ներառում է 2493 ն.զ., որը կոդավորում է 830 ամինաթթվից բաղկացած 
93613.61 Դա մոլեկուլային զանգվածով սպիտակուց, որը պայմանականորեն 
անվանակոչել ենք 7տ1<1: Իրականացված ամինաթթվային հաջորդականությունների 
ֆիլոգենեաիկ վերլուծությունը (նկար 7.Ա), ցույց է ավել, որ 7տ1<1 ԴՆԹ-պոլիմերազի 
հաջորդականությունը բարձր հոմոլոգիա ունի 7". տշօէօժսշէստ SA-01-ի և 7՜. 
օոէրօո'ւԽօոՕ-\\ ԴՆԹ-պոլիմերազների հետ, և բավական տարբերվում է 7՜. aquaticus- 
ի և 7՜. էհՑրրոօթհԱստ-ֆ I տիպի ԴՆԹ֊պոլիմերազներից, ընդ որում, այն 85.75% 
հաջորդականության նմանություն ունի նաւոիվ 7"օդ պոլիմերազի հետ: 7, aquaticus- 
ից ծագող Taq պոլիմերազի և ուսումնասիրվող պոլիմերազի որոշ դոմենների 
ամինաթթվային հաջորդականությունների համահավասարեցումը (նկար 7.Բ) ցույց 
է տալիս, որ ԴՆԹ-ի և մմէԴԲ֊ի հետ փոխազդող բոլոր ամինաթթուները և 
կատալիտիկ ամինաթթվային եռյակը (նշված ՒՕցոշ^  հատվածի հետ 
համեմատությամբ, ըստ [Ա 6է ձԼ, 1998]) բավական կոնսերվատիվ են: Նկարում 
դրանք նշված են համապատասխանաբար դեղին և կարմիր գույներով:

Taq
TsKl

Taq
тли

Taq
TsKl

TsKl

Taq
TSK1

Taq
TsKl

GRLEGE£RI.Lm,YREVERPI.SAVLAHMEATGVRI.DVAYLRAI.SI.EVAEEIARLEAEVFRI.
ERLKGEERLLMLYEEVEKPLSRVLAHMEATGVMLDVAYLKALSLEVEAELRRLEEEVHRL

AGHPFJtUISRDQLERVLFDELGLPAIGKTEKTGKRSTSAAVLLALREAHPIVEKILQYRE
AGHPFNLXSRDQLERVLFDELGLPAIGKTEKTGKRSTSAAVLEALREAHPIVDRILQYRE

LTKLRSTYIDPLPDLIHPRTGRLHTRrMfiTATATGRLSSSDPHLCMIPVRTPLGQRIRFA 
LSKLKGTYIDPLPALVHPKTNRLHTRFNQTATATGRLSS5DPNLQNIPVRTPLGQRIRRA

riAEESMILVAlfYSQlELRVUmLSGDENlIRVrQEGRDIHTETASUMFGVPREAVDPL
rVAEEGMRLWlDYSQIEI.RVLAHX.SGDEKI.IRVrgEGQDIHTCTASIIMFGVPPEAVDSX.

KRRAAKT1 NrGVI.TGMSAKRI.SQE LAI PYEEAQAPIERYFQS FPKVRAHIEKTLEEORRR 
KRRAAKTINFGVLYGKSAHRLSGEiAIPYEEAVAFIERYFQSYPKVRAHIEKTLAEGRER

GYVETLFGRRRYVPDLEARVKSVREAAERMAFNMPVQGTAADLMKLAMVKLFPRIEEMGA
GYVETLFGRRRYVPDLASRVKSIREAAERMAFtJMPVQGTAADLMKLAMVKLFPRLQELGA

Taq rmllqvj^ J lvleapkeraeavarlakevmegvyplavplevevgigedwlsake
TsKl RMLLQVHDELVLEAPKEQAEEVAQEAKRTMEEVWPLKVPLEVEVGIGEDirLSAKA

Նկա ր 7 .Սև K1 շտ ա մի Դ Ն Թ -պ ո լի մ ե ր ա զ ի  (7sK1| և T h e rm u s  ցեղի ա յլ պ ոլիմերա զների միջև էվոլյուցիոն  
կապն ա րտ ա հա յտ ող ֆ իլոգենետ իկա կա ն ծառը կա ռուցվա ծ ա ռա վելա գույն նմա նությա ն վերլուծության  
հիման վրա . Ցուցադրված է առավելագույն նմանության (7699.30) ծառը: Յուրաքանչյուր ճյուղի կողքին ներկայացված 
է bootstrap արժեքը (1000 կրկնություն) յուրաքանչյուր կլեյդ-ի համար: Մասշտաբը նեըկայացնում է 0.05 ւիոխարկումնեը 

(substitution) յուրաքանչյուր ամինաթթվային դիրքի համար: Բ. Taq  պ ոլիմերա զի և 7sK1 պ ոլիմերա զի որոշ 
դոմենների ա մինա թ թ վա յին հա ջորդա կա նութ յունների հա մա հա վա սա րեցումը. ԴՆԹ-ի և ddCTP հետ

փոխազղող բոլոր ամինաթթուները, այնպես էլ կատալիտիկ ամինաթթվային եռյակը նշված են համապատասխանաբար 
դեղին և կարմիր գույներով: Նշված Klenow հատվածի հետ համեմատությամբ, ըստ fLi et al., 1998]

7sK1 պոլիմերազի երրորդային
կառուցվածքի մասին պատկերացում 
կազմելու համար իրականացվել է դրա և 
Taq պոփմերազի վերահամադրումը 
(superimposition), որը վիզուալիզացվել է 
PyMOL ծրագրով: Արդյունքները
ներկայացված է նկար 8-ում: Տարբեր 
դոմենների նշագրումն իրականացվել է 
ըստ համապատասխան նկարագրության 
[Kim et al., 1995]:

(duiinbbp)
Fingers Thumb

(pni|* մատ)

5’ Nuclease

Palm
(ա փ )

(-3--5- էկզո»)

Ն կա ր 8 . Դ Ն Թ  Պ ո լի մե րա զի երրորդա յին կա ռուցվա ծքի մոդելը.
Վ իզուա լիզա ցիա ն իրա կա նա ցվել է PyM ol ծրա գրով
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7տ)(1 ԴՆԹ-պոլիմերազի կլոնավորամը էքսպրեսիոն վեկտորներում:
Իրականացվել է պոլիմերազի գենի հազվադեպ կոդոնների բարելավում' 
սպիտակուցային հաջորդականության պահպանմամբ: Արդյունքում հաջողվել է 
նախագծել և ապա ստանալ բսՇ57-հ41ա պլազմիդում ներկառուցված սինթետիկ գեն, 
որն էլ օգտագործվել է հետագա աշխատանքներում: Պոլիմերազի բարելավված 
գենի և բ7\1Տ1Ւ13, բ7\ՇՅՒ1 էքսււյրեսիոն ււյլազմիդների Տ3բ1 ռեստրիկտազով 
մշակման, հաջորդիվ կցակարման և £շօ// ՜1՜ՕԲ10 տեր-բջիջներում հաջող 
տրանսֆորմացման արդյունքում յուրաքանչյուր վեկտորի համար ընտրված ճիշտ 
ներդիրով պլազմիդ պարունակող մեկական կլոններ օգտագործվել են հաջորդիվ 
արդեն էքսպրեսիոն ւոեր բջջում ւորանսֆորմացման և սպիտակուցի 
գերարտադրության մւսկւսծման համար:
ԴՆԹ-պոլիմերազի էքսպրեսիան և մաքրումը: Սպիտակուցի գերարւոադրության 
մակածման համար համապատասխան գենը կրող յուրաքանչյուր պլազմիդ 
տրանսֆորմացվել է £.շօ// 6Լ21 (Ծ£3) բջիջներում: Ստւսցված տրանսֆորմանտներն 
աճեցվել են կանամիցին պարունակող 2x^1 հեղուկ սննդամիջաւխսյրում: 
Սպիտակուցի գերարտադրությունը խյ&անվել է ԻՊԹԳ-ի ավելացմամբ: Երկու 
պլւսզմիդների դեպքում էլ հաջողվել է իրականացնել մեզոֆիլ տեր-օրգանիզմում 
թիրախային սպիտակուցի գերարտադրություն (նկար 9):
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Սպիտակուցների մաքրման համար կիրառվել են HisTalon ձգողական 
աշտարակներ (Takara): Արդյունքում ստացվել է գրեթե մաքուր սպիտակուց, ինչի 
մասին վկայում է էլյուցիոն ֆրակցիաների բարձր հոմոգենության աստիճանը 
աֆինային քրոմատոգրաֆիայից հետո: Թիրախային սպիտակուցի առավելագույն 
քանակ պարունակող էյուցիոն ֆրակցիաները (նկար 11.Ա, գիծ 1, նկար 11.Բ, գիծ 1' 
N-ծայրային, նկար 11.Ա, գիծ 1-2, նկար 11.Բ 3-4' C-ծայրային հիստիդինային 
նշագրմամբ սպիտակուցների համար) միավորվել և ենթարկվել են ժել- 
ֆիլտրացիայի PD-10 աշտարակներով' իմիդազոլից մաքրման նպատակով (նկար 
11.Բ, գծեր 2 և 5' համապատասխանաբար N- և C-ծայրային հիստիդինային 
նշագրմամբ սպիտակուցի համար):

Ն կա ր 11. 7sK1 պ ոլիմերա զի մա քրմա ն  
ընթ ա ցքի որոշ ֆ րա կցիա ների ՆԴՍ-ՊԼԼԼԼԺ  
էլեկտրաֆորեգրամը.
U. 1-5-էլ|ուցիայի փուլի առաջին հինգ 

ֆրակցիաները, 6-ջերմային մշակումից հետո 
ստացված ֆիլտրված վերնստվածքի աշտարակին 
ավելացված վերջին ֆրակցիան, 7-լվացման փուլի 
առաջին ֆրակցիան:
Բ. l-N -ծայրային հիստիդինային նշագրմամբ 

սպիտակուցի էլյացիայի առաջին ֆրակցիան, 2- N- 
ծ այ բային հիստիդինային նշագրմամբ
սպիտակուցը' PD-10 աշտարակով ժել- 
ֆիլտրացիայից հետո, 3,4-Շ-ծայրային
հիստիդինային նշագրմամբ սպիտակուցի
էլյացիայի առաջին և երկրորդ ֆրակցիաները, 5- 
C-ծայրային հիստիդինային նշագրմամբ
սպիտակուցը' PD-10 աշտարակով ժել- 
ֆիլտրացիայից հետո, M- Full Range rainbow 
սպիտակուցային չւսփասանդուղք (BioRad)

7sK1 ԴՆԹ պոլիմերազի որոշ հատկանիշների ուսումնասիրութունը: Ցույց է 
տրվել, որ 7տK1 ԴՆԹ-պոլիմերազի ակտիվության օպտիմալ ջերմաստիճանային 
տիրույթը 68-75°C է, ընդ որում, ամենաբարձր ակտիվությունը գրանցվել է 72°Շ-ի 
պայմանում (նկար 12 Ա): 7sK1 պոլիմերազի ակտիվության օպտիմալ
ջերմաստիճանը (72°C) համեմատելի է այլ Խց-տիպի պոլիմերազների հետ [Lawyer 
et al., 1993, Park et al., 1993], իսկ նվազագույն պոլիմերազային ակտիվությունը 
80°Շ-ի պայմաններում կարելի է բացատրել օգտագործված կաղապարի (հորթի 
թիմոաային ակտիվացված ԴՆԹ)' բարձր ջերմաստիճաններում դենատուրացմամբ, 
քանի որ 7sK1 Դ ՆԹ  պոլիմերագը կայուն է 80°Շ-ի պայմաններում: Ֆերմենտը 
առավելագույն ակտիվություն է ցուցաբերում pH-ի 8.5 - 9 2 տիրույթում Tris-HCI 
բուֆերի դեպքում, ընդ որում առավելագույն ակտիվությունը դրսևերվել է pH 9.0-ի 
դեպքում (նկար 12.Բ), ի տարբերություն Taq պոլիմերազի, որը նախընտրում է ավելի 
քիչ հիմնային pH [Chein et al., 1976, Lawyer et al., 1993]: Հետաքրքիր է, որ T. 
caldophilus GK24 շտամի I տիպի ԴՆԹ-պոլիմերազի աշխատանքի օպտիմալ pH-ը 
ևս թույլ հիմնային է, և կազմում է 8.7 [Park et al., 1993]:
Ցույց է տրվել, որ 77sK1 ֆերմենտը բաձր կախվածություն ունի Mg2+ իոններից: 
Ֆերմենտի ակտիվության համար օպտիմալ է Mg2+ իոնի 3-5 մՄ կոնցենտրացիան, 
իսկ 8 մՄ և բարձր կոնցենտրացիաները ճնշում են նրա ակտիվությունը: Mn2+ 
իոնների առկայությունը գրեթե ազդեցություն չունի պոլիմերազի ակտիվության վրա 
(նկար 13.Ա). Ստացված արդյունքները համահունչ են գրականության տվյալներին, 
որոնք վկայում են, որ Mg2+ իոնները որոշիչ բաղադրիչներ են Դ ՆԹ  պոլիմերազների 
համար [Choi et al., 2006]: Ի տարբերություն 7"sK1 ԴՆԹ-պոլիմերազի, որի
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առավելագույն ակտիվության համար Mg2+ ֊ի օպտիմալ քանակությունը կազմում է 
3-5 մՄ, Taq, ռեկոմբինանտ Taq և Tea պոլիմերազների առավելագույն 
ակտիվության համար օպտիմալ են այս կատիոնի' համապատասխանաբար 10, 2-4 
և 12 մՄ կոնցենտրացիաները [Chein et al., 1976, Lawyer et al., 1993, Park et al., 
1993]:

Նկար 12. IL. Ջերմաստիճանի ազդեցությունը 7sK1 ԴՆԹ-պոլիմերազի ակտիվության վրա 
Բ. pH-ի ազդեցությունը 7sK1 ԴՆԹ-պոլիմերազի ակտիվության վրա.

MOPS-NaOH (■), Tris-HCI (ճ), և գլիցին-NaOH (• )  բուֆերային համակարգերում: Յուրաքանչյուր կետը ներկայացնում է 3 
չափումների արժեքների միջին թվաբանականը, սխւպանքի գծերը ներկայացնում են այդ երեք արժեքների միջև միջին

քառակոաային շեղումը

Ցույց է տրվել, որ 7sK1 ԴՆԹ-պոլիմերազն ակտիվ է մինչև 70 մՄ KCI-ի 
առկայության պայմաններում, իսկ կալիում իոնի ավելի բարձր կոնցենտրացիաները 
ճնշում են ֆերմենտի ակտիվությունը (նկար 13.Բ): 7sK1 ԴՆԹ-պոլիմերազի
ակտիվությունը, կարելի է ասել, անկախ է KCI-ից, ցածր կոնցենտրացիաների 
պարագայում: Ինչպես ցույց է տրվել նախկինում, KCI-ի' 100 մՄ-ից բարձր 
կոնցենտրացիաները արգելակում են նաև Taq պոլիմերագին [Chein et al., 1976]:

Նկար 13. Ա. 7տ10 ԴՆԹ-պոլիմերազի ակտիվության վրա երկվալենտ կատիոնների ազդեցությունը.
Բ. 7տ10 ԴՆԹ-պոլիմերազի ակտիվության կախվածությունը 1(Շ1-ի կոնցենտրացիայից.

■ - Ւ/կ<2+, •  - խ1ո2+
Յուրաքանչյուր կետը ներկայացնում է 3 չափումների արժեքների միջին թվաբանականը, սխալանքի գծերը 

ներկայացնում են այդ երեք արժեքների միջև միջին քառակոաային շեղումը

Մաքուր 7^1 ԴՆԹ-պոլիմերազի սպեցիֆիկ ակտիվությունը հաշվարկվել է 27.03 
միավոր/մկգ: Ցույց է տրվել, որ 7^1 ԴՆԹ-պոլիմերագը առնվազն մեկ ժամվա 
ընթացքում կայուն է 75 և 80°Շ ջերմաստիճաններում և հարաբերական 
կայունություն է պահպանում 88°Շ-ում: Ֆերմենտը կորցնում է ակտիվության կեսը 
15 րոպե 95°Շ-ում ինկուբացնելուց հետո (նկար 14): Չնայած 7^1 պոլիմերազի 
կիսաքայքայման ժամանակը (առանց լրացուցիչ կայունացուցիչների ավելացման)
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95°Շ-ում (15 րոպե) ավելի քիչ է քան Taq պոլիմերազի պարագայում (40 րոպե, 
կայունացուցիչների ավելացմամբ) [Lawyer et al., 1993], սակայն շատ մոտ է 
առևտրային այլ պոլիմերազների, օրինակ' rTaq պոլիմերազին (20 րոպե) [Gibbs et 
al., 2009], ինչը վկայում է, որ այն կիրառելի է ՊՇՌ-ում: Ընդ որում, Thermus ցեղի 
որոշ շտամներից անջատված պոլիմերազների ջերմակայունությունը զգալիորեն 
զիջում է 7sK1 ԴՆԹ-պոլիմերազին: Դրանց շարքին են պատկանում Wai28A.1, 
NMX2A.1, Fiji3A. /, և ОНА.2 պոլիմերազները, որոնց կիսաքայքայման ժամանակը 
կազմում է համապատասխանաբար 4, 3.5, 6, և 2.5 րոպե 95°Շ-ի պայմանում [Gibbs 
et al., 2009]: Ընդ որում, այս ֆերմենտները նաև ավելի ցածր ՊՇՌ- 
ամպլիֆիկացման արդյունավետություն ունեն Taq պոլիմերազի հետ համեմատած: Ի 
հակադրություն սրան, 7sK1 Դ ՆԹ  պոլիմերազը ամպլիֆիկացման բարձր 
արդյունավետություն է ցուցաբերել անգամ տարաբնույթ ԴՆԹ  կաղապարների 
կիրառմամբ:

ժամանակ. ршщЬ
0 10 20 30 40 » 60

Նկար 14. 7sK1 ԴՆԹ պոլիմերազի 
ջերմակայունությունը.
X ֊ ներկայացնում է 75 °C 
ճ ֊ ներկայացնում է 80 °C 
•  - ներկայացնում է 88  °C 
փ ֊ ներկայացնում է 95 °C 
Տվյալները ներկայացված են լոգարիթմական 
մասշտաբով: Յուրաքանչյուր կետը ներկայացնում է 
3 չափումների արժեքների միջին թվաբանականը, 
սխալանքի գծերը ներկայացնում են այդ երեք 
արժեքների միջև միջին քառակուււային շեղումը

TsK1 պոլիմերազով իրականացվող 
ՊՇՌ ամպլիֆիկացման

պայմանների բարելավումը: Հաշվի առնելով, որ ուսումնասիրվող սպիտակուցը 
Taq պոլիմերազին նման ֆերմենտ է, 7sK1 պոլիմերազով ՊՇՌ ամպլիֆիկացման 
իրականացման պայմանների բարելավման նախնական փորձերն իրականացվել են 
կոմերցիոն OneTaq Standard ռեակցիոն բուֆերում (NEB)' միակցման և 
երկարացման տարբեր ջերմաստիճանային ռեժիմներում [Kramer and Coen, 2001]: 
Սակայն, նշված պայմաններում 7Ж1 պոլիմերազով իրականացված փորձերի 
արդյունքում կամ չի ստացվել, կամ ստացվել են ոչ սպեցիֆիկ ամպլիկոններ, ինչը 
վկայում է այն մասին, որ յուրաքանչյուր պոլիմերազի համար չկա համընդհանուր 
օգտագործման բուֆեր, և կա անհրաժեշտություն ռեակցիայի բաղադրիչների 
օպտիմալ քանակությունների հայտնաբերման և համապատասխան 
աշխատանքային բուֆերի բաղադրության մշակման. Այս խնդիրը լուծելու 
նպատակով մշակվել է կայունաչոլցիչներ պարունակող ОРТ բուֆեր (10 մՄ Tris-HCI, 
pH 9.0, 50 մՄ KCI, 0.1% Triton X, pH 9.0) և օգտագործվել որպես հիմնական 
ռեակցիոն բուֆեր հետագա փորձերում: MgCb ֊ի տարբեր կոնցենտրացիաներ (0,
0.5, 1.0, 1.5, 3.0, 4.5 մՄ) են փորձարկվել' 10% գլիցերոլի կամ 5% ԴՄՍՕ-ի հետ 
համակցված: Ամպլիֆիկացման ելքը գնահատվել է ըստ ՊՇՌ արգասինքերի 
ագարոզային Ժել-Էլեկտրաֆորեզի պատկերում բծերի ինտենսիվության (նկար 15): 
Ինչպես երևում է նկարից, ՊՇՌ ռեակցիոն խառնուրիդին որպես կայունացուցիչ 
գլիցերոլի ավելացումը, համադրված 3 մՄ MgCb ֊ի հետ, զգալիորեն բարելավում է 
ՊՇՌ ելքը: Ընդ որում, ամպլիկոնների բծերի ինտենսիվությունը ավելի մեծ է
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կաղապարային ԴՆԹ-ի ավելի փոքր քանակի կիրառության ժամանակ (նկար 15.Գ 
գիծ 3): Ի հակադրումն սրա, գլիցերոլի փոխարեն որպես կայունացուցիչ ԴՄՍՕ-ի 
ավելացման դեպքում ամպլիֆիկացում չի ընթացել (նկար 15. Ա,Բ,Գ): Որոշվել է
նաև 7տ«1 պոլիմերագի ամպլիֆիկացիայի արդյունավետությունը կախված 
օգտագործվող ԴՆԹ֊կաղապարի քանակից և երկարձգման ջերմաստիճանից:

Նկար 15. 265 ն.զ. չափով ԴՆԹ հատվածի ամպլիֆիկացիայի արդյունքը TsK\ պոլիմերազով' որպես 
կայունացուցիչներ ԴՄՍՕ-ի կամ գլիցերոլի կիրառմաբ' համադրված MgCb-ի տարբեր 

կոնցենտրացիաներով.
1Լ 1-4' ռեակցիոն խառնուրդում MgCh-ի համապատասխանաբար 3.0 մՄ, 1.5 մՄ, 4.5 մՄ, 0 կոնցենտրացիա,

ԲԱԴ.  7sK1 պոլիմերազով իրականացված ՊՇՌ արգասիքները' կաղապարային ԴՆԹ-ի համապատասխանաբար 25 նգ 
և 12.5 նգ քանակի դեպքում' որպես կայունացուցիչներ ԴՄՍՕ-ի կամ գլիցերոլի կիրառմաբ' համադրված MgCh-ի 

տարբեր կոնցենտրացիաներով. 1-4'ռեակցիոն խառնուրդում MgCb-ի համապատասխանաբար 1.0 մՄ, 1.5 մՄ, 3.0 մՄ,
0.5 մՄ կոնցենտրացիա

Ցույց է տրվել, որ 7sK1 պոլիմերազն ունակ է իրականացնել ամպլիֆիկացիա ինչպես 
68, այնպես էլ72°Շ երկարաձգման ջերմաստիճանի դեպքում: Ցույց է տրվել, որ 12.5 
նգ պլազմիդային ԴՆԹ-ի քանակն է օպտիմալ արդյունավետ ամպլիֆիկացիայի 
համար 68°Շ-ում էլոնգացիայի դեպքում (նկար 16, գիծ 2), իսկ 72°Շ-ում էլոնգացիայի 
դեպքում ամպլիկոնների բծերի ինտենսիվությունը մեծանում է օգտագործված 
կաղապարի քանակի մեծացմանը զուգընթաց (նկար 16, գիծ 5-7): Ընդ որում, 
գլիցերոլից զուրկ ռեակցիոն խառնուրդում ամպլիֆիկացիա տեղի չի ունեցել (նկար 
16, գիծ 9), ինչը վկայում է այս բաղադրիչի կարևորության մասին 7sK1 
պոլիմերազով ՊՇՌ իրականացնելու համար:

Նկար 16. 68°C և 72°C երկարաձգման 
ջերմաստիճանի պայմաններում 7sK1 
պոլիմերազով իրականացված ՊՇՌ 
արգասիքների էլեկտրաֆորեգրամը' որպես 
կայունացուցիչ գլիցերոլի առկայությամբ, 3 մՄ 
MgCh-ի և տարբեր քանակությամբ 
կաղապարային ԴՆԹ-ի օգտագործմամբ.
1 և 5 - 0.25 նգ կաղապար, 2 և 6 -  1.25 նգ կաղապար,
3  և 7 ֊ 12.5 նգ կաղապար, 4 և Ց-բացասական 
ստուգիչներ,
9 -  գլիցերոլ չի ավելացվել, 10 ֊  դրական ստուգիչ' 
OneTaq պոլիմերազով իրականացված ՊՇՌ, 11 -  
OneTaq պոլիմերազով իրականացված ռեակցիայի 
բացասական ստուգիչ, M - GeneRuler 1 kb Plus ԴՆԹ  
չափ ասան դո ւղք (NEB)

7sK1 ԴՆԹ պոլիմերազով
իրականացվող ՊՇՌ

ամպլիֆիկացումները: Աշխատանքային բուֆերի և ռեակցիայի պայմանների
օպտիմալացման արդյունքում հաջողվել է ստանալ տարբեր կաղապարներից
տարբեր չափերի ամպլիկոններ' 7sK1 պոլիմերազով ամպլիֆիկացիա
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7sK1 ԴՆԹ պոլիմերազի ճշգրտությանը: Այսպես, puC19 պլազմիդից բոլոր չորս 
պ ո լի մեր ազն Երի (7sK1, OneTaq, Taq, Fusion) կիրառմամբ ամպլիֆիկւսցված lacZ 
գենի (265 ն.զ.) և puC19 պլազմիդի 2421 ն.զ. չափով հատվածի կցակարման 
արգասիքների' E. coli TOP10 քիմիապես կոմպետենտ բջիջներում 
տրանսֆորմացումից հետո սւոացւ[ած գաղութների հաշվարկը կատարւ[ել է հետևյալ 
կերպ' ավելի քւսն 33000 գաղութներ են ուսումնասիրվել 7sK1 կցակարման 
խառնուրդում և մոտավորապես 5000-ական գաղութներ' ուսումնասիրված մյուս 
պոլիմերազների համար: Մուտանտ գաղութների մասնաբաժինները կազմել են 
համապատասխանաբար 1.26%, 2.40%, 2.39%, և 0.7792%' TsK1, Taq, OneTaq, և 
Fusion պոլիմերազների համար: Չնայած մեթոդի որոշ սահամանւիակումներին.

19



կարելի է փաստել, որ 7տ1<1 ԴՆԹ-պոլիմերազը առնվազն երկու անգամ ավելի 
ճշգրիտ է աշխատում 7՜օգ պոլիմերագի համեմատությամբ:

ԵԶՐԱԿԱՑՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐ
1. Մետագենոմային հետազոտություններով ցույց է տրվել Քարվաճառի

երկրաջերմային աղբյուրի միկրոբիոտայում Deinococcus-Thermus
բակտերիական ֆիլումին պատկանող ֆիլոտիպերի առկայությունը:

2. Մեկուսացվել է Thermus ցեղին պատկանող K1 անվանակոչված մանրէային 
կուլտուրա, որը պոլիֆազային մոտեցմամբ, այդ թվում' գենոմի 
սեքվենավորմամբ, նույնականացվել է որպես Thermus scotoductus տեսակի 
շտամ:

3. Ցույց է տրվել, որ T. scotoductus Kl-ի պոլիմերագի զենի կոդոնային
բարելավմամբ ստացված բարձր մաքրությամբ ռեկոմբինանտ
ֆերմենտային N- և C-ծայրային հիստիդինային նիշով սպիտակուցների 
ելքը կազմել է համապատասխանաբար 151.6 մգ և 161.5 մգ' բջջային 
կենսազանգվածի մեկ գրամից (թաց քաշ):

4. Ցույց տրվել, որ ֆերմենտի աշխատանքի օպտիմալ ջերմաստիճանային և 
pH տիրույթները համապատասխանաբար 68-75°C և 8.5-9.2 արժեքների 
սահմանում են: Ֆերմենտը կայուն է ընդհուպ 80°C ջերմաստիճանում, 
հարաբերական կայունություն է պահպանում 88°Շ-ում առնվազն մեկ ժամ, 
և կորցնում իր ակտիվության կեսը 95°Շ-ում 15 րոպե ինկուբացնելուց 
հետո: 7sK1 ԴՆԹ-պոլիմերազի սպեցիֆիկ ակտիվությունը ռեակցիայի 
օպտիմալ պայմաններում 27.03 միավոր/մկգ է:

5. 7sK1 ԴՆԹ-պոլիմերազի կիրառմամբ արդյունավետ ՊՇՌ իրականացման 
համար օպտիմալ աշխատանքային բուֆերի (OPT) կազմը հետևյալն է' 10 
մՄ Tris-HCI, pH 9.0, 50 մՄ KCI, 0.1% Triton X' 3 մՄ MgCb-ի և 10% 
գլիցերոլի համադրությամբ:

6. Ցույց է տրվել, որ TsICI ԴՆԹ  պոլիմերազը բարձր արդյունավետությամբ 
ամպլիֆիկացնում է առնվազն 2.5 հ.ն.զ. չափով ԴՆԹ-ի հատվածներ 
ինչպես 68°C, այնպես էլ 72°Շ-ում շղթայի երկարացման դեպքում: 
Ֆերմենտն ունակ է իրականացնելու նաև մուլտիպլեքս ՊՇՌ:

7. Հաստատվել է, որ 7sK1 ԴՆԹ-պոլիմերազը երկու անգամ ավելի ճշգրիտ է 
աշխատում, քան Taq պոլիմերազը:
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САГАТЕЛЯН АНИ РОБЕРТОВНА

ГЕТЕРОЛОГИЧЕСКАЯ ЭКСПРЕССИЯ, ХАРАКТЕРИСТИКА И 
БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИЙ ПОТЕНЦИАЛ ТЕРМОСТАБИЛЬНОЙ ДНК-ПОЛИМЕРАЗЫ 

I ШТАММА THERMUS SCOTODUCTUS K1 
РЕЗЮМЕ

Ключевые слова: геотермальные источники, метагеномные исследования, Thermus 
scotoductus, ДНК-полимераза, гетерологическая экспрессия.

Изучено биоразнообразие микробиоты геотермального источника Карвачар 
(Нагорный Карабах) методом секвенирования ILLUMINA. В микробиоте источника 
обнаружены представители Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes, 
Chloroflexi, Ignavibacteriae, Cyanobacteria, Nitrospirae, Synergistetes, Acidobacteria, 
Planctomysetes, Deferribacteria, Spirochaetes, Chlorobi, Verrcomicrobia и других 
филумов. Показано также присутствие представителей филума Deinococcota (ранее 
Deinococcus-Thermus) в микробиоте источника. Большинство идентифицированных 
бактериальных филотипов имеют 83-98% (в основном <94%) сходство с
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известными видами или родами, что указывает на уникальный состав исходной 
микробиоты, включая новые и еще не открытые виды микроорганизмов.
Выделен новый термофильный бактериальный штамм К1, который полифазными 
методами идентифицирован как Thermus scotoductus К1. Проведены 
секвенирование и деталный анализ генома штамма К1, а также изучение и 
сравнение генома с близкородными видами.
Расшифрованы нуклеотидная и белковая последовательности гена, кодирующего 
ДНК-полимеразу I штамма К1. Выявлено, что исходный ген ДНК-полимеразы 
включает 2493 н.п., который кодирует белок с молекулярной массой 93613,61 из 
830 аминокислот (названный TsKl). Филогенетический анализ показал, что белковая 
последовательность ДНК-полимеразы TsKl имеет высокую гомологию с ДНК- 
полимеразами Т. scotoductus SA-01 и Т. antranikianii и существенно отличается от Т. 
aquaticus и Т. thermophilus. Сходство аминокислотной последовательности TsK1 с 
нативной Taq полимеразой составляет 85.75%.
Проведена оптимизация гена ДНК-полимеразы с целью элиминации редких кодонов 
(с сохранением аминокислотной последовательности белка). Синтетический ген 
клонирован с помощью системы клонирования FX (fragment exchange). После 
успешного клонирования и трансформации была проведена индукция 
сверхэкспрессии белка в мезофильном хозяине E.coli BL21 (DE3). Индукция 
экспрессии была стимулирована добавлением ИПТГ. Улучшение триплетов кодонов 
сделало возможной правильную экспрессию термофильного фермента в 
мезофильном хозяине-организме, что привело к получению значительного 
количества белка (151.6 и 161.5 мг/грамм клеточной массы соответственно для 
белков с N- и С-концевой гистидиновыми метками).
Показано, что оптимальный температурный диапазон активности фермента 
составляет 68-75°С, при этом наибольшая активность регистрируется при 72°С, что 
сравнимо с другими 7Ьд-полимеразами. Фермент проявляет высокую активность в 
диапазоне pH 8.5-9.2 в Tris-HCI-буфере с максимальной активностью при pH 9.0 в 
отличие от 7ад-полимеразы, которая предпочитает менее щелочной pH. Показано, 
что активность фермента сильно зависит от ионов Mg2+. Концентрация иона Mg2+ 3
5 мМ оптимальна для ферментативной активности, в отличие от Taq, rTaq- и Тса- 
полимераз, для которых оптимальные концентрации этого катиона составляют 10, 2
4 и 12 мМ соответственно. Концентрации 8 мМ и выше подавляют активность 
полимеразы TsKl. Присутствие ионов Мп2+ практически не влияет на активность 
полимеразы. Показано, что активность TsKl ДНК-полимеразы практически не 
зависит от KCI при низких концентрациях, хотя более высокие концентрации этой 
соли подавляют активность фермента.
Специфичная активность очищенной TsK1 ДНК-полимеразы составляет 27,03 
ед/мкг.
Показано, что фермент TsKl стабилен при 75 и 80°С и относительно стабилен при 
88°С по меньшей мере в течении одного часа. Фермент теряет половину своей 
активности через 15 минут инкубации при 95°С. Хотя время полураспада 7Ж1 
полимеразы (без добавления дополнительных стабилизаторов) меньше, чем у Taq 
(40 мин, с добавлением стабилизаторов), оно очень близко к другим коммерчески
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доступным полимеразам, таким как гТод (20 мин), что указывает на то, что Т5К1 
может быть применима в методах на основе ПЦР.
Было показано, что добавление глицерина в качестве стабилизатора к реакционной 
смеси для ПЦР в сочетании с 3 мМ М§СЬ значительно повышает выход ПЦР с 
использованием 7Ж1. Напротив, при добавлении ДМСО в качестве стабилизатора 
вместо глицерина амплификация не происходит. Показано, что ТбК! способна 
амплифицировать ДНК как при температуре элонгации 68, так и при 72°С.
Показано, что ТзК1 полимераза может эффективно амплифицировать как минимум 
продукты длинной до 2.5 т.п.н.. Также была продемонстрирована способность ТбЮ 
полимеразы проводить мультиплексную ПЦР.
Показано, что аккуратность амплификации 7Ж1 ДНК-полимеразы примерно в два 
раза больше Taq.

SAGHATELYAN ANI ROBERT

HETEROLOGUS EXPRESSION, CHARACTERIZATION AND BIOTECHNOLOGICAL 
POTENTIAL OF THERMOSTABLE DNA POLYMERASE I OF THERMUS 

SCOTODUCTUS K1 STRAIN 
SUMMARY

Keywords: geothermal spring, metagenome, Thermus scotoductus, DNA polymerase, 
heterologous expression.

The biodiversity of the microbiota of the Karvachar geothermal spring (Nagorno- 
Karabakh) has been studied using the ILLUMINA sequencing method. Representatives of 
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes, Chloroflexi, Ignavibacteriae, 
Cyanobacteria, Nitrospirae, Synergistetes, Acidobacteria, Planctomysetes, 
Deferribacteria, Spirochaetes, Chlorobi, Verrcomicrobia and other phyla have been 
found in microbial community of the spring. The presence of representatives of the 
phylum Deinococcota (formerly Deinococcus-Thermus) in the microbiota of the spring 
was also detected. Most of the identified bacterial phylotypes share only 83-98% (mostly 
<94%) similarities with known species or genera, indicating a unique composition of the 
original microbiota.
A new thermophilic bacterial strain K1 was isolated, which was identified by polyphasic 
approuche as Thermus scotoductus K1. Sequencing and detailed analysis of the genome 
of the K1 strain, as well as its investigation and comparison with closely related species’ 
genomes has been performed.
The nucleotide and protein sequences of the gene encoding DNA polymerase I of strain 
K1 were deciphered. The original DNA polymerase gene consists of 2493 bp, which 
encodes a protein (named 7sK1) with a molecular weight of 93613.61 of 830 amino 
acids. Phylogenetic analysis revealed, that the protein sequence of TsK1 polymerase 
shares a high homology with DNA polymerases of T. scotoductus SA-01 and T.
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antranikianii and significantly differs from T. aquaticus and T. thermophilus. The 
similarity of amino acid sequence of 7sK1 with native Taq polymerase is 85.75%.
The optimization of the DNA polymerase gene was carried out in order to eliminate rare 
codons (with the preservation of the amino acid sequence of the protein). The synthetic 
gene was cloned using the FX (fragment exchange) cloning system. After successful 
cloning and transformation, protein overexpression was induced in the mesophilic host 
E. coli BL21 (DE3) by the addition of IPTG. The improvement of codon triplets led to the 
correct expression of the thermophilic enzyme in the mesophilic host, resulting in a 
significant yield of the protein (151.6 and 161.5 mg/g of cell mass, for proteins with bl
and C-terminal His-tags, respectively).
The optimal temperature range of enzyme activity is 68-75°C, with the highest activity 
being recorded at 72°C, which is comparable with other Taq polymerases. The enzyme is 
highly active at the pH range of 8.5-9.2 in Tris-HCI buffer, with maximum activity at pH 
9.0, in contrast to Taq polymerase, which prefers a less alkaline pH. It was shown that 
the enzyme strongly depends on Mg2' ions. 3-5 mM Mg2' is optimal for enzymatic 
activity, in contrast to Taq, recombinant Taq and Tea polymerases, for which the optimal 
concentrations of this cation are 10, 2-4, and 12 mM, respectively. 8 mM and higher 
concentrations of magnesium inhibit the activity of 7sK1 polymerase. The presence of 
Mn2+ ions has almost no effect on polymerase activity. It has been shown that the activity 
of TsK1 DNA polymerase is practically independent of KCI at low concentrations, 
although higher concentrations of this salt inhibit the activity of the enzyme.
The specific activity of the purified TsK1 DNA polymerase is 27.03 units/pg 
The 7sK1 enzyme was shown to be stable at 75 and 80UC and relatively stable at 8 8 X  
for at least one hour. The enzyme loses half of its activity after 15 minutes of incubation 
at 95°C. Although the half-life of 7sK1 polymerase (without adding additional stabilizers) 
is shorter than that of Taq (40 min, with added stabilizers), it is very close to other 
commercially available polymerases such as rTaq (20 min), indicating that TsK1 can be 
applicable in PCR-based methods.
It was shown that addition of glycerol as a stabilizer to the PCR reaction mixture in 
combination with 3 mM MgCh significantly increased the yield of PCR using 7sK1. In 
contrast, when DMSO is added as a stabilizer instead of glycerol, no amplification 
occurs. It was shown that TsK1 is able to amplify DNA both at elongation temperature of 
68 and at 72°C.
It was shown that TsK1 polymerase can efficiently amplify at least up to 2.5 kb products. 
The ability of TsK1 polymerase perform multiplex PCR has also been demonstrated.
It was shown that the amplification accuracy of 7sK1 DNA polymerase is approximately 
twice higher than that of Taq.
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