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ТРАНСФОРМАЦИЯ РАСТЕНИЙ NICOTIANA ТАBACUM ГЕНОМ 
ДНК-ТОПОИЗОМЕРАЗЫ II ТИПА DROSOPHILA MELANOGASTER 

На основе бинарного вектора pBinl9 создана плазмида pBinl9/t2103, содержащая 
структурный ген ДН К-топоизомеразы II типа D. melanogaster под контролем 35S-npo-
мотора вируса мозаики цветной капусты. Конструкция перенесена в растения табака 
N. і abac urn SR-I с помощью опосредованной агробактериями трансформации по мето-
ду листовых дисков. Селектирован ряд устойчивых к канамицину линий. С помощью 
методов Саузерн- и Нозерн-блотинг-гибридизаций показана интеграция гена в состав 
геномной ДНК и его экспрессия на уровне транскрипции. В геноме табака обнаруже-
на последовательность, гибридизующаяся с фрагментом гена ДН К-топоизомеразы II 
дрозофилы. Эта последовательность, возможно, является геном растительной 
ДН К-топоизомеразы II типа. 

Введение. ДНК-топоизомеразы — особая группа ферментов, которые 
посредством введения обратимых двухцепочечных (топоизомеразы II 
типа) или одноцепочечных (топоизомеразы I типа) разрывов способ-
ны индуцировать в молекулах Д Н К топологические переходы, такие 
как суперспирализация — релаксация, катенирование — декатенирова-
ние, заузливание — разузливание. Как правило, подобные переходы яв-
ляются следствием разрешения топологических проблем, возникающих 
при всех естественных процессах клеточного метаболизма Д Н К , тре-
бующих расплетения цепей. Следовательно, ДНК-топоизомеразы уча-
ствуют в процессах репликации, транскрипции, транспозиции, рекомби-
нации и некоторых других [1]. Кроме того, ДНК-топоизомеразы сами 
способны индуцировать «незаконную» рекомбинацию in vitro и in vivo 
[2]. С другой стороны, они повышают стабильность генома, релаксируя 
отрицательные супервитки [3]. 

Несмотря на то, что каталитические свойства ДНК-топоизомераз 
достаточно хорошо изучены in vitro [4], роль их in vivo остается, в 
основном, предметом различного рода спекуляций и умозаключений. 
Это касается, в частности, участия ДНК-топоизомераз в регуляции экс-
прессии генов. Так как степень суперспирализации влияет на уровень 
транскрипции многих генов [1], то топоизомеразы, вероятно, способны 
модулировать экспрессию генов, изменяя степень суперспирализации 
Д Н К . При этом экспрессия генов самих топоизомераз должна быть 
строго контролируемой. 

Растения являются уникальными организмами, поскольку сочета-
ют в своей клетке три генетические системы: ядра, хлоропластов и ми-
тохондрий. Наличие таких относительно независимых систем предпо-
лагает существование трех соответствующих пулов ДНК-топоизомераз . 
Часть из них довольно хорошо охарактеризована [5—8]. О генах рас-
тительных топоизомераз информация пока отсутствует. Известно, од-
нако, что активность топоизомеразы II типа возрастает в быстрорас-
тущих недифференцированных тканях и существенно снижается в тка-
нях дифференцированных [9]. Это позволяет предположить, что экс-
прессия генов топоизомераз является регулируемой. 
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Учитывая все возрастающий интерес к вопросам участия ДНК-то-
поизомераз в регуляции экспрессии генов, а также к получению и изу-
чению трансгенных растений, экспрессирующих ДНК-модифицирую-
щие белки, мы решили создать растения с экспрессией чужеродной 
ДНК-топоизомеразы II типа. Исследование последствий такой консти-
тутивной экспрессии на фоне регулируемой экспрессии генов собствен-
ных топоизомераз, возможно, прольет свет на некоторые аспекты функ-
ционирования этих ферментов in υίυο^ их участия в процессах регуля-
ции экспрессии генов, «незаконной» рекомбинации. 

Материалы и методы. П л а з м и д ы и б а к т е р и а л ь н ы е 
ш т а м м ы . Плазмида pGFc-1 [10], содержащая к Д Н К топоизомеразы 
II типа дрозофилы, любезно предоставлена д-ром Т. Хсиехом (Мед. 
центр Ун-та штата Северная Каролина, США) . Д л я постановки гена 
под контроль 35S-np0M0T0pa вируса мозаики цветной капусты исполь-
зовали кассету экспрессии pRT103 [ И ] . 

Во всех процедурах по клонированию применяли штамм Escheri-
chia coli JMlOl . 

В качестве векторной системы для трансформации растений таба-
ка N. tabacum SR-I был избран бинарный вектор pBinl9 и штамм аг-
робактерий Agrobacterium iumefaciens С58С1 (рМР90) [12]. 

В ы д е л е н и е п л а з м и д н о й Д Н К и п р о ц е д у р ы к л о -
н и ρ о в а н и я. Плазмидную Д Н К выделяли по методу щелочного ли-
зиса [13]. Во всех процедурах клонирования использовали эндонукле-
азы рестрикции и Т4-ДНК-лигазу фирмы «Ферментас» (Литва) . Ре-
акции расщепления Д Н К рестриктазами и лигирования проводили, как 
описано в [13], с учетом рекомендаций фирмы-изготовителя ферментов. 

Фрагменты Д Н К после фракционирования в 0,8 %-м агарозном 
геле выделяли с помощью электроэлюции [13]. 

Трансформацию Е. coli осуществляли по методу, предложенному 
Спманисом [14]. 

Т р а н с ф о р м а ц и я р а с т е н и й т а б а к а . Конструкцию в век-
торе pBinl9 мобилизовали в агробактерии посредством триродитель-
ского скрещивания [14]. В качестве штамма-помощника был избран 
штамм Е. coli ITB101, несущий плазмиду pRK2013. 

Трансформацию растений проводили по методу листовых дисков 
[15]. Растения табака выращивали в стерильных условиях на среде 
MC [16]. Листья двухмесячных растений инкубировали 15 мин в ноч-
ной культуре агробактерий и помещали на чашки с регенерационной 
средой (минеральная основа среды MC с добавлением 1 мг /л БАП и 
0,1 мг /л НУК) на двое суток. Затем листовые диски отмывали в те-
чение 5 мин в жидкой MC с добавлением цефотаксима до концентра-
ции 500 мг/л , слегка подсушивали с помощью фильтровальной бумаги 
и помещали на селективную регенерационную среду того ж е состава 
с добавлением 500 мг /л цефотаксима и 100 мг /л канамицина до появ-
ления побегов. Регенеранты переносили на среду MC с 500 мг /л 
цефотаксима и 100 мг /л канамицина для укоренения. Укоренив-
шиеся растения пересаживали в почву и использовали для дальней-
шего анализа. 

В ы д е л е η и е н у к л е и н о в ы х к и с л о т . Суммарную Д Н К из 
растений выделяли с помощью СТАВ [17]; суммарную растительную 
Р Н К — по методу, предложенному Кирком и соавт. [18]. 

С а у з е р и- и H о з е ρ н-б л о τ и н г-г и б ρ и д и з а ц и и. Д л я гиб-
ридизации применяли нейлоновые фильтры Сартолон («Sartorius», 
Ф Р Г ) . 

Гель, полученный после электрофореза рестрицированной Д Н К , об-
рабатывали 0,25 M HCI в течение 15 мин и 0,5 M N a O H в течение 
30 мин (материал переносили в 25 мМ Na-фосфатном буфере, рН 7,2, 
в течение ночи). 

Электрофорез Р Н К проводили в 1 %-й агарозе с добавлением фор-
мальдегида до концентрации 1,1 M в 10 мМ Na-фосфатном буфере, 
рІГ 6,5. Перенос осуществляли в 1 0 X S S C буфере. 
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Как Саузерн-, так и Нозерн-гибридизации вели в 0,5 M Na-фос-
фатиом буфере, рН 7,2, 7 % DS-Na, 1 мМ ЭДТА в течение ночи. Фильт-
ры отмывали 4 раза по 1 ч в буфере, содержащем 40 мМ Ыа-фосфат, 
рН 7,2, 1 % DS-Na, 1 мМ ЭДТА при 65 0C [19]. 

В качестве зонда использовали фрагменты Д Н К , моченные 3 2P по 
методу рассеянной затравки [20] до удельной активности IO9 и м п Х 

Х м и н - ^ м к г - 1 с помощью набора Ran-
dom Primed DNA Labell ing Kit («Во-
ehringer Mannheim», Ф Р Г ) . 

Результаты и обсуждение. Схема 
создания конструкции для экспрессии 
структурного гена ДНК-топоизомера-
зы II типа в клетках растений пред-
ставлена на рис. 1. Структурный ген 

H... в... E / top2 в ы р е з а л и из п л а з м и д ы pGFc-Ι по 
(poly Iinkeг ρIfCJd) 

H 

Рис. 1. Схема получения рекомбинантной плазмиды pBin!9/t2103. Подчеркнуты сайты, 
по которым проводили клонирование: В — BamHI, E — EcoRI, H — HindIII, L — BalIy 
N — NeoIj К — KpnIy S — SmaIy SI — SalIy T — SstIy X — XhoIy Xb — XbI 

Рис. 2. Блотинг-гцбридизация по Саузерпу расщепленной HindIII суммарной Д Н К 
трансформированных линий табака: 1 — Д Н К нетрансформированного растения; 2 — 
6 — Д Н К линий 2, 15, 21, 19, 23 соответственно. Стрелкой обозначен фрагмент 
(5,5 тыс. п. н.), содержащий перенесенный ген с регуляторними элементами 

сайту BarnHI. При таком варианте ген содержит полную З'-пстранс-
лируемую область и имеет делецию 28 аминокислотных остатков на 
б'-конце. Каким образом эта делеция влияет на активность фермента, 
пока неясно. Проводятся эксперименты по экспрессии данного фраг-
мента гена в Е. coli с целью выяснения его каталитических свойств. 
Следует также заметить, что при выделении топоизомеразы II из эм-
брионов дрозофилы обнаруживается ряд протеолитических фрагмен-
тов, обладающих ферментативной активностью [21]. 

Далее , Б а т H I - ф р а г м е н т гена клонировали в BamHI-сайте кассе-
ты экспрессии pRTI03, при этом рамка считывания собственного стар-
тового кодона кассеты, находящегося в составе А/со/-сайта, и рамка 
считывания гена совпадают. Полученная таким образом гілазмида 
pt2103 содержит неполный ген ДНК-топоизомеразы II дрозофилы под 
контролем 355-промотора вируса мозаики цветной капусты и фланки-
рована на З '-конце сигналом полиаденилирования того же вируса. Так 
как кассета экспрессии содержит вместе с собственным ATG-кодоном 
консенсусную последовательность сайта связывания малой субчастицы 
эукариотической рибосомы, то можно ожидать эффективной трансля-
ции гена. 

Д л я введения кассеты экспрессии в растение использовали бинар-
ный вектор рВіп!9, в составе которого по сайту HindIII клонировали 
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ген с регуляторнымн элементами, вырезанный из плазмиды pt2103 по 
тому же сайту. 

Выделенная плазмида рВіп19/І2103 была мобилизована в штамм 
агробактерий с помощью триродительского скрещивания. Из клонов, 
устойчивых к канамицину и рифампицину, выделяли плазмиду и про-
веряли ее с помощью рестрикционного анализа (данные не пред-
ставлены) . 

Полученным штаммом агробактерий инфицировали листовые дис-
ки табака . Селектированы 39 клонов, устойчивых к канамицину в кон-
центрации 100—2001 мкг/мл. Из клонов регенерировали нормальные 
растения с несколько замедленным ростом по сравнению с нетранс-
формированными контрольными растениями. Выводы о нормальном 
пли аномальном фенотипе пока делать рано, так как для этого расте-
ния должны пройти все стадии жизненного цикла в почве. Изучению 
фенотипа трансформированных растений можно посвятить отдельное 
исследование. 

Из селектированных растительных клонов произвольным образом 
отобрали пять для проверки их грансгенности с помощью блотинг-гиб-
ридизации по Саузерну. Суммарную растительную Д Н К расщепляли 
эидоиуклеазой рестрикции HindIII, фракционировали электрофорезом 
в агарозном геле, переносили на нейлоновые фильтры и гибридизовали 
с меченым 5 а т # / - ф р а г м е н т о м плазмиды pGFc-1 (5,5 тыс. п. н.), со-
держащим структурный ген топоизомеразы. Результаты представлены 
на рис. 2. Интересно отметить, что во всех пяти клонах присутствует 
гибридизационный сигнал, соответствующий фрагменту размером при-
мерно 6 тыс. п. н., это касается и контрольного нетрансформирован-
пого растения. Мы полагаем, что данный сигнал — это результат гиб-
ридизации зонда с собственным геном растительной ДНК-топоизоме-
разы II типа, так как известно, что все клонированные гены топоизо-
мераз II типа отличаются значительной степенью гомологии [22]. Ин-
формация о растительных генах ДИК-топоизомераз пока отсутствует. 
Два клона (19-й и 23-й), однако, содержат дополнительную полосу 
гибридизации, отвечающую фрагменту необходимой длины — 5,5 тыс. 
п. н. Чтобы убедиться, что данная полоса действительно соответствует 
искомому фрагменту, растительную Д Н К расщепляли рестриктазой 
EcoRI и подвергали гибридизации в аналогичных условиях (рис. 3) . 
На дорожках, соответствующих 23-му и 19-му клонам, видны фрагмен-
ты размерами 3,2 и 2,1 тыс. п. н., которые возникли вследствие рас-
щепления введенного гена рестриктазой EcoRI. В других клонах и кон-
троле данные сигналы отсутствуют. Это свидетельствует о том, что ос-
тальные клоны не являются трансгенными. И в этом случае на всех 
дорожках видны сигналы, отвечающие собственной растительной по-
следовательности, гибридизующейся с зондом. 

Д л я изучения экспрессии на уровне транскрипции из 19-го и 23-го 
клонов выделяли суммарную Р Н К . Затем Р Н К разделяли электрофо-
резом в агарозе в денатурирующих условиях, переносили на фильтры 
и гибридизовали с тем же зондом, что и в случае блотинг-гибридиза-
ции по Саузерну. Результаты Нозерн-блотинга показаны на рис. 4. 
Гибридизационные сигналы на дорожках, соответствующих 19-му и 
23-му клонам, по величине отвечают ожидаемому размеру м Р Н К — 
4,7 тыс. п. и. Р Н К нетрансформированного растения с зондом не гиб-
ридпзуется. В CLj »з'и с этим уместно рассмотреть вышеупомянутый факт, 
касающийся ген мной последовательности, гибридизующейся с зондом. 
Если предполож ть, что данная последовательность является собствен-
ным геном ДІ ί л-топоизомеразы II типа, то в итоге его экспрессии 
должна образовываться соответствующая мРНК. Эта Р Н К будет гиб-
ридизоваться с :;ондом с большей интенсивностью, чем Д Н К , вслед-
ствие большей стабильности Р Н К - Д Н К гибридов. В нашем случае та-
кой гибридизащг; не наблюдалось, что может быть результатом либо 
очень низкого ург.вня экспрессии, либо вообще отсутствия таковой. Из-
вестно, что акти: ііость растительной топоизомеразы II возрастает при-
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мерно в 2,5 раза в недифференцированных активно пролиферирующих. 
тканях и существенно снижается в тканях дифференцированных [9]. 
В качестве одного из гипотетических механизмов регуляции активнос-
ти топоизомеразы II типа ранее обсуждалось фосфорилирование фер-
мента протеинкиназой С у губки Geodia [23]. Вторым механизмом, 
объясняющим колебания активности топоизомеразы, может быть ре-
гулируемая экспрессия гена, кодирующего фермент, причем наличие 
последнего механизма отнюдь не отрицает существования предыдуще-
го. В нашем случае Р Н К выделяли из листьев, и можно допустить, что 

Рис. 3. Саузерн-блотинг - гибридизация EcoRI-перевара с у м м а р н о й Д Н К т р а н с ф о р м и р о -
ванных линий т а б а к а : 1 — Д Н К ^ т р а н с ф о р м и р о в а н н о г о растения ; 2 — 6 — л и н и и 2, 15. 
19, 21, 23 соответственно. С т р е л к а м и обозначены ф р а г м е н т ы введенного гена р а з м е р о м 
3,2 и 2,1 тыс. п. н. 

Рис . 4. Н о з е р н - б л о т и н г - г и б р и д и з а ц и я с у м м а р н о й Р Н К трансгенных линий т а б а к а : 1 — 
Р Н К н е т р а и с ф о р м и р о в а н н о г о растения : 2, 3 — Р Н К линий 19, 23 соответственно 

ген экспрессируется на очень низком уровне, хотя столь незначитель-
ная экспрессия представляется маловероятной. В любом случае, дан-
ный факт кажется любопытным и, на наш взгляд, требует более де-
тального изучения. 

В настоящее время исследуются экспрессия на уровне трансляции, 
определение биологической активности продукта экспрессии введенно-
го гена, а также фенотипические эффекты экспрессии. Результаты этих 
исследований будут опубликованы несколько позже. 

Авторы полагают, что полученные трансгенные растения являются 
интересным материалом для исследования свойств ДНК-топоизомера-
зы II типа в гетерологичном для нее окружении, ее участия в процес-
сах регуляции экспрессии генов и клеточного метаболизма Д Н К в 
целом. 

S u m m a r y . A p l a s m i d pBinl9/t2103 based on a b i n a r y vec to r ρΒίηΙΘ h a s been 
c o n s t r u c t e d . The p l a s m i d c a r r y e s the s t r u c t u r a l g e n e c o d i n g fo r D N A t o p o i s o m e r a s e II 
t y p e f r o m D. melanogaster u n d e r con t ro l of 35S p r o m o t e r f r o m c a u l i f l o w e r m o s a i c v i r u s . 
The c o n s t r u c t i o n w a s i n t r o d u c e d in to tobacco p l a n t s N. tabacum S R - I u s i n g A. tumefa-
ciens-mediated t r a n s f o r m a t i o n . A n i n t e g r a t i o n of t he g e n e in p l a n t g e n o m e and i ts e x p r e s -
s ion on t r a n s c r i p t i o n a l level h a v e been s h o w n . A sequence f r o m tobacco g e n o m e w a s 
f o u n d t o hybr id ized w i t h t h e f r a g m e n t of t he t o p o i s o m e r a s e II s t r u c t u r a l gene . It s e e m s 
t o be p l a n t D N A t o p o i s o m e r a s e II t y p e gene . 
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В. И. Древаль 

ПОСТРАДИАЦИОННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ СТРУКТУРЫ ЛИПИДОВ 
И БЕЛКОВ ПЛАЗМАТИЧЕСКИХ МЕМБРАН ТИМОЦИТОВ 

Крыс облучали в дозах 1,5; 4,0; 7,0 и 10,0 Гр. Спустя 1, 8, 15, 22 и 30 сут в тимоци-
тах определяли связывание І-анилинонафталин-8-сульфоната, вязкость липидов и кон-
станту Штерна — Фольмера для белков плазматических мембран. Установлено, что 
для процесса пострадиационных изменений характерна фазовая периодичность струк-
турных перестроек плазматических мембран. 

Введение. В настоящее время успешно развиваются исследования, на-
правленные на расшифровку механизма интерфазной гибели клеток, 
лежащей в основе клеточного опустошения кроветворной системы при 
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