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Актуальність проблеми. ДНК-топоізомерази - це особлива група 
Ферментів, які шляхом уведення двохланцюгових (голоїзомерази типу 
II) або одноланцюгових (топоізомерази типу І ) розривів здатні 
індукувати в молекулах ДНК топологічні переходи, такі як суперс- 
Піралізація-релаксація, катинуеання-декатенуаання, завузлен- 
ня-розвузлення. Як правило, такі переходи є результатом розв’­
язання топологічних проблем, що виникають при всіх природніх про­
цесах клітинного метаболізму QHK, шо потребують розплетення лан­
цюгів. Отже, ДНК-топоізомерази беруть участь у процесах репліка­
ції, транскрипції, транспозиції, рекомбінації та деяких інших 
(Vosberg, 1985). Крім того, ДНК-топоізомерази самі здатні індуку­
вати незаконну рекомбінацію In vitro та in vivo (Ikeda, 1989). З 
іншого боку, вони підвищують стабільність геному за допомогою ре­
лаксації негативних супервитків (Wang, 1990). Не дивлячись на те, 
то властивості Анк-топоізомераз досить добре вивчені In vitro, 
роль цих ферментів In vivo зараз вивчається, і дослідникам ще ду­
же далеко до повного її розуміння. Це особливо стосується питань 
участі ДНК-топоізомвраз у регуляції експресії генів за допомогою 
змінення топології ДНК.

Тому, отримання трансгенних організмів, в яких експресується 
додаткова чужирідна топоізомераза, с важливим та актуальним зав­
данням. Порушення балансу топоізомвраз може призвести до порушень 
В експресії генів, ініціації подій незаконної рекомбінації, ре­
зультатом якої є виникнення делецій і перебудов у молекулі ДНК. У 
зв’зку • цим, росАши являють собою модельні системи особливого 
типу, тону «о крій геному та мітохондрюму, їх клітини містять і 
пластом. Основним підходом, який використовують для "чінання ге­
нетичного апарату хлоропластів, є генетична трансформація. Проте, 
іеиуе ряд проблем, які роблять пряму генетичну трансформацію про­
цедуро» надто складною та малоефективною.

Не менш важливим, але Простішим та більш ефективним підходом 
по змінення генетичного апарату хлоропластів є та звана "білкова 
трансформація" цих органел. цей метод дозволяє уводити в хлороп­
ласти не гени, а продукти їх експресії з використанням прирог.ньої 
системи імпорту білків у хлоропласти. Якщо такими білками будуть 
ДНК-моаифікуючі білки, такі як рвстриктази та відповідні їм мети- 
лази, зворотні транскріптази, рекомбінази, ДНК-топоізомерази та 
інші, то можна чекати виникнення змін генетичного апарату г.яосоп- 
лаеІіВ бёз гірямої транйформаці Т і • -
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ДНК-топоїзомерази с Ферменти, які, з точки зору використання 

їх у ролі чужирідних ДНК-модифікуючих білків, викликають безпе­
речний інтерес завдяки притаманним їм вже згаданим вище власти­
востям. Отже, отримання трансгенних рослин, які Імпортують у 
строму хлоропластів ДНК-топоїзомеразу II дрозофіли, є намаганням, 
з одного боку, використати цей фермент для впливу на генетичну 
систему хлоропластів, з другого боку, створити модельну систему 
для вивчення властивостей ДНК-топоїзомераз In vivo.

Крім того, такою модельною системою можуть бути і трансгенні 
рослини з потужною конститутивною експресісю гену чужирідної 
ДНК-топеїзомерази. в цьому випадку, фермент, шо експресується, 
буде діяти на генетичну систему ядра.

Мета та завдання роботи. Метою цієї роботи було вивчення 
експресії ДНК-топоізомерази типу II дрозофіли в трансгенних рос­
линах Nlcotiana tabacum 1 дослідження імпорту топоізомерази II 
дрозофіли в строму хлоропластів трансгенних рослин тютюну.

До конкретних завааннь роботи входило:
1. Розробка та створення конструкції для конститутивної екс­

пресії гену ДНК-топоїзомерази типу II в клітинах виших рослин.
2. Розробка та створення конструкції для експресії та імпор­

ту In vivo ДНК-топоїзомерази II дрозофіли о строму хлоропластів.
Зі Трансформація рослин тютюну створеними конструкціями та 

селекція трансгенних рослин, 0
4. Молекулярно-біологічний аналіз селектованих транс- 

?>ормантів з метою доведення їх трансгенності, експресії
уведених конструкцій та імпорту продукту експресії в хлороплас­
ти .

но трансгенні рослини тютюну, що експресують ген ДНК-топоїзомера­
зи типу II дрозофіли під контролем конститутивного промотора. 
Вперше отримано трансгенні рослини тютюну, що імпортують ДНК-то- 
поізом&раэу типу II дрозофіли в строму хлоропластів. Вперше пока­
зано, шо трансгенні рослими тюгюну, які експрэсують та Імпортують 
ЛНК-топоїзомеразу II дрозофіли в хлоропласти, характеризуються 
певними аномаліями в будові квіток.

Розроблено пару універсальних праймерів і підібрано умови 
али ампліфікації за допомогою полімеразної ланцюгової реакції 
послідовності 35S промотора вірусу мозаїки цвітної капусти, шо 

проводити швидкий та високочутливий'аналіз практично
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будь-яких трансгенних рослин, шо містять у геномі 35S промотор.
Отримані трансгенні рослини являють собою цікаві модельні 

системи для вивчення ролі ЦНК-топоізомерази II е регуляції екс­
пресії генів, процесів рекомбінації та підтримання стабільності 
геному, для дослідження різних аспектів імпорту білків у хлороп­
ласти та ядра виших рослин.

Результати роботи використовуються при читанні спецкурсу У 
молекулярної біології та генетичної інженерії рослин на кафедрі 
клітинної біології та генетичної інженерії Київського університе­
ту.

Апообашя роботи. Результати роботи подавались на 6-му євро­
пейському конгресі з біотехнолоґії (Флоренція, червень 1993), на 
II Російському симпозіумі “нові напрями біотехнології рослин" 
(Пушино, Травень 1993), на Конференції з генетики соматичних клі- 
тин у культурі (Москва, листопад 1993), ‘а також на наукових семі­
нарах відділу иитофізюлогН та к л і т и н н о ї інженерії Інституту 
клітинної біології та генетичної інженерії АН України.

Структура та об*єн роботи. Писертація включає в себе вступ, 
огляд літератури, матеріали та методи, результати та обговорення, 
заключну час ину, висновки та описок літератури, шо містить 260 
бібліографічних посилань, 264 з яких іноземні. Роботу викладено 
на 137 сторінках машинопису, робота включає їв малюнків, серед 
яких 1S фотографій.

Матеріали ій метоли.
Плазміда pflPc-1, шо несе ген ОНК-голоїзомерази II ДрозоФ.ли 

бум люб'йзма наявна ар. Хсіехом (США), рОввТпеог, шо містить 
послідовність транзитного пептиду гену мвлРї субояинищ рибуло-
зо-1,в-бісфосфаткарбоксилази гороху, поаарована др. Ван Монтагю 
(Бельгія).

Для клонування використовували штам Є. сої 1 JM101. Оля
транСФорміиі* рослин брали штам A, tumefaclene cseci (pMPSO). 
Об'єктом трансформації був тютюн N. tabacum SR-1.

При створенні конструкцій винбристойували рестрикіа’и та 
ПНК-мййиФікуючі Ферменти фірми "Ферментас" (Литва).

Визначення первинної структури ДНК проводили за месоаои Свн- 
feda (Sanger et аі., ’9>7) з викорисівнням І7-полімврази (секве- 
нази і і

Трансформацію рослин провопили зй нетопом листових висків



(Horech et al., 1985). Селекцію трансформантів вели не середовищі 
з канаміцином у концентрат! 100 - 200 мг/л.

Наявність продукту експресії гену nptll у трансгенних росли­
нах ■ визначали за допомогою відповідних поліклональних антитіл за 
методом ELISA з використанням набору NPTII ELISA K1fc фірми 
"5-Pr1me - З-Prime, Inc." (США).

Ампліфікацію ПНК 1n vitro провсіили за допомогою ОНК-амплі- 
Фікатора ААГ-86 (НВО "Прогрес", Україна).

Сумарну рослинну ДНК виділяли за стандартно» методикой 
(Murray and Thompson, 1980), сумарну РНК - за методом, щ о  запро­
понував Кірк (Kirk et al., 1988).

Саузерн- 1 нозерн-блот-rЮридизації вели на нейлонових Філь­
трах за мвтогикою, яку запропонували Чач та Гілберт {Chuch and 
Gilbert, 1984). Для зондів Фрагменти ПНК мітили **Р за допомого» 
набору Random Primed DNA labelling Kit ("BoehHneer Mannheim", 
ФРН).

Ядерні та хлоропластні білкові екстракти готували за методи­
ками. які викладено у Дрейпера та іниі. (1991). Білки Фракціонува­
ли за допомого» диск-електрофореза у 8* поліакріламідному гелі в 
пі іеутності додецилсульфату натрію (Laemmll, 1970).

Вестерн-блотинг проводили за методикою, яку було описено ра­
ніше (Burnette, 1981).

г.

Результати та обговорення.
1. Створення конструкцій для експресії та імпорту ПНК-топоі- 

зомерази II дрозофіли в хлоропласти тютвтну.
Для експресії т о п о і зомерази типу И  дрозофіли використовува­

ли відповідну кДНК, клоновану у складі плазміди р0Рс-1. За допо­
могою пакету програм М  QENE було побудовано детальну рестрикцій- 
ну карту гену з метою пощуку сайтів, зручних для клонування. 
Часткову рестрикційну карту гену показано на мал.іА. єдиним зруч­
ним сай ом для вирізання гену с сайт Ватні, розташований на 84 
нуклеотида нижче стартового АТь-кодону гену. Jeft сайт використо­
вували для вирізання структурної частини гену з боку б ’-кінця та 
ВатНІ-сайт полілінкера т з З'-кінця.

Вищезгаданий ВатНІ-фрагмент структурного гену клонували у 
ВчиНі-сайті касети експресії рйТЮЗ. Цей вектор містить послідов­
ності 3SS промотора вірусу мозаїки цвітної капусти та термінатора 

анс«рипи1ї того ж вірусу, що розділені полі/її нкером з рядом

—  4 -
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унікальних сайтів рестрикції. У склав! Ncol-сайту вектор мас 
стартовий ATG-кодон, оточений консенсусною послідовністю зв’язу- 
вання малої субчастки еукаріотичної рибосоми (Kozak, 1989). При 
клонуванні Фрагмента гену в ВаліНІ-сайті вектора рамки зчитування 
ATG-кодону вектора та гену зпівпадють. Отже, отримана послідов­
ність гібридного білка має транслюватися і» стартового коаону 
вектора. Отримана таким чином плазміда pt2l03 містить неповний 
fen ДНК-топоїзомерази типу XI дрозофіли під контролем J5S промо­
тора вірусу мозаїки цвітної капусти та фланкована на З ’-кінці 
сигналом подіаденілювання того ж вірусу.

Для уведення касети експресії е рослину використали бінарний 
вектор pBin19 (Sevan, 1984), у складі якого по сайту НіпоІІІ кло- 
нували ген з регуляторними елементами, вирізаний j плазміди 
pt2103 по тому ж сайту. Рестрикційну карту плазміди p8im9/t2l03, 
яку було отримано, зображено на мал.ІБ.

Як відомо, для імпорту практично любого білка в с.тоому хло­
ропластів необхідна і достатня наявність на N-кінці білка специ­
фічного хлоропластного транзитного пептиду. Для конструювання 
гібридного білка ми використали транзитний пептид гану rbcS-ЗА 
малої субодиниці рибулозо-І,5-бісфосфаткарбоксилази гороху, Пос­

лідовність, щ о  кодує транзитний пептид гену з частиною 5’-нет- 
ранслюємої області, було вирізано з плазміди p3seTneo2 (Van den 
Broek et al., 1985) no сайтах Hlndlll та BamHI та клоновано no 
тих самих сайтах у полілінкері Фагмідного вектора pJCfie.

Структурну частину гену ДНК-топоїзомерази II дрозофіли вирі­
зали по сайту Ватні, як 1 в попередньому випадку. Далі, викорис­
товуючи фрагмент Кланова, в'- виступаючі кінці фрагмента добудо­
вували до тупих і лігували з вектором ренті, який було оброблено 
Smal та лужною фосфатазо» і тимусу теляти. при такому к лонувДниt 
рамки зчитування транзитного пептиду та гену иайть зтвпадвти. 
Для перевірки цьго виділяли одноланцюгову форму «триманої раком- 
бінантиої фагміои pCht2, та місив з'єднання транзитного пептиду з 
послідовністю гану сакванували за методом Сангера.

Для установлення гану гібридного білка піл контроль .388 про­
мотора використали касету експресії рйтіоі, Ні відміну від касети 
рйТюЗ, у цьому векторі власний етартовий колом вівеуг й, і в 
цьому випадку трансляція буде починатися » кto-кодону послі в«г- 
ноеТі* ею кодує перинний білок. Вектор рЯТібі ро»я*плмали pecf- 
риктазо» ЕсойІ, за допомогою Фрагмента кленоФД, Лобтвоєу»*я*
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Кал.1. A • часткова рестрикиїйна карта вставки плазміни 
pGfc-1, шо иіститк кДНК топоізомерази типу II арозофіли.. Б -

о рвстрикиїйна карта плазшви pB1n19/t2i03. В - рвстрикиїйна карта 
плазміди pB1n19/Tht?101. Н - Hlndlll, Є - EcoRI, 8 - BamHI, К - 
Копі, sn - Bphl, SI - Sail, Sa * Satl. Чорним прямокутником пока- 
>ано пося» ооам (ст*. хл->Роплвстмого точюитчого пжптиоу.



S'-виступаючі кінці до тупих і обробляли лужною фосфатазою.. П9Ф- 
лідоеність гібридного білка вирізали з плазміди pChti ік> сайтах 
Hlndlll 1 Smal та аналогічно добудовували б'-виступаючий кінець 
до тупого. Потім проводили літування вектора і посщ дрвності. г|0- 
ридного білка. Отримана в результаті літування пліізмідє pChtglOi' 
містила ген гібридного білка під контролем 3S8 промоторі!., фланко­
ваний з З'-Кінця послідовністю термінатора вірусу мозаїки цгитної 
капусти.

Нарешті, послідовність, що кодує гібридний білрх, разам > 
контролюючими елементами вирізали по сайту Hln.din s плаЬКідй' 
pChtS 101 тв клонували по тому * сайту у складі .‘бінарної и- вектора 
рВ 1 n 19. Карту плазміди рві пі 9/Cht21 г» І эображеир на імік.ІВ.)

ty ' ■ V ’ '. •*> *•
2. Трансформація рослин тютюну.

Плазміди pB1nl9/t2103 та pB1nl9/Cht2l0l Mo0i>i»ofа/іи в штам 
агробактерій за допомогою трибатьківского зхрешування. Іч клонів, 
стійких до канаміцину та ріфампіиину, виділяли плазмін* іа пере­
віряли за допомогою рестрикційнбгр аналізу (дані. We иаве.івні).

Отриманими штамами агробактерій інфікували листові диски тю­
тюну, Селектували 39 клонів, що стійкі до канаміцину в концентра- 
ції 100 - 200 мкг/мл після трансформації pB1.nl9/t2i03 тв S3 - у 
випадку трансформації pBinl9/Cht2101. Як позитивний конірзль ви­
користовували трансформацію за допомогою того ж самого inruny аг- 
робвктерій, що містить немодифіковамий вектор рв(пі9.

Із отриманих стійких до канаміцину клонів, регенерували ди­
ференційовані рослини та висаджували в грунт для культивування тв 
подальшого аналізу,

3. Докази трансгвнності селектованих після трансформації' 
рослин тютюну.

Через те шо конструкції, Якими трансформували рослини, 
містять маркерний ген nptll, першим етапом аналізу рослин, 
які, як ми припустили, е транегвнними, було визначення в них 
вмісту продукту експресії гему за.допомогою поліклональниц анти­
тіл. Довільним чином ми відібрали по декілька клонів, триманих 
після Трансформації конструкціями. З відібраних клонів іиділялм 
білковий екстракт і проводили реакцію ELISA з аигим леми «сот* 
неоиіиинфосфотрансферази. В рвіультаті виявилося, шо усі S кличів, 
які отримано після грансФсрмйуі ї pBfni9/t?!03, ті ecf і t-ломи, so
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отримано після тоансформаціS p81n19/Cht2101, містять неоміцинфос- 
фотрансферазу IX. У контрольних нетрансформованих рослин суттєвої 
реакції з антитілами виявлено не було, lit лані свідчать про наяв­
ність експресії увеаеного гену nptll в усіх лініях рослин, ию 
проаналізовано.

Оскільки ампліфікація ЯНК In vitro за допомогою полімеразної 
ланцюгової реакції (ПЛР) є відносно простим і надзвичайно чутли­
вим методом, ми вирішили використати його для аналізу отриманих 
трансформант їв. Оскільки в наших конструкціях, а також у більшос­
ті інших генно-інженерних конструкцій використовують 3SS промотор 
вірусу мозаїки цвітної капусти, ми вирішили підібрати пару прай- 
мерів для ампліфікації частини послідовності промоторе. Це дозво­
ляє, по-перше, проаналізувати трансгенні рослини, які отримано 
після трансформації як однією, так 1 іншою конструкціями, з вико­
ристанням лише однієї пари праймерів, по-друге, ці лраймери можна 
використовувати і в усіх інших випадках, якщо уведені гени міс­
тять 388 промотор В результаті аналізу послідовності промоторе 
для праймерів було обрано такі послідовності довжиною в 21 нукле­
отид:

5’-TCATTGCGATAAAGGAAAGGC-3* - ПОЗИЦІЇ -372 -393,
S’-TTecQAAGGATAGTGGGATTG-S’ позиції -206 -227 По "+* - лан­

цюгу промоторе. При такому Підборі затравок довжина продукту амп­
ліфікації склвдає 189 п.н.

Для проведення аналізу з відібраних клонів виділяли сумарну 
Пнк і проводили реакцію ампліфікації.

Результати аналізу трансгенних рослин зв допомогою ампліфі­
кації показано на мал.ЗА. Як видно з малюнка, у випадку аналіду ' 
трансформант їв, отриманих після трансформації конструкцією 
pB1nl9/t2i03, лише дві (19 і 23) з п’яти проеналповенях' стійких 
до канаміциму ліній дають Фрагмент очікуваного розміру тсл* про­
ведений реакції ампліфікації. Відсутнє такоа І ампліфікація ПНК 
контрольної нетрансформовеної рослини, із отриманих результатів 
можна зробити висновок, по, не дивлячись на експресі» гену npttf, 
три із отриманих ліній не еніцуять послідовність 353 промоторе, 
отже, Т-ПНК інтегрувала не повністю у склад геному, вбо випадіння 
послідовності промоторе трапилося після інтеграції в результаті 
подій незаконної рекомбінації. Очевидно, ці лінії не є особливо 
цікавими з точки зору мети даної роботи, оскільки еони наперед 
не ексоресують уведений ген топоїзомерази. Проте, факт нестабіль-



Мал.2. Результати електрофоретичного аналізу продуктів амп­
ліфікації 0НК трансформованих рослин тютюну. А - конструкцією 
pBin19/t2103, 1,2,3,4,5 - ДНК КЛОНІВ 2,15,19,21,23,'Відпоеіано, в
- DHK нвтрансформованої рослини; Є - конструкцією pB1n19/Cht2H51, 
1 - ДНК нвтрансформованої рослини, 2,3,4,5 - ДНК клонів 42, 201, 
201, 206, віяповілио.

Мал.З. Результати Саузерн-Олотимг-гібрияизації Hindlll-nepe- 
вару сумарної ПИК л ін ій тютюну, трансформованих pBinl9/Cht2101, а 
послі повністю хлоролластного транзитного пептиау. 1 - ДНК нот- 
рансформовної рослини; 2,3,4,6 - Лінії 42, 201, 207, 208, віппо- 
є і о м о.

Мал.4. Блоттинг-гібривизвиїв за Саузерном сумарної ОИК ліній 
тютюну, які отримано після трансформації peini9/t2i03, з 
4,7т.п.м. ВаліН І-враг ментом гену внк-топоізомерази її дрозофіли. А
- Лик овровяяли рестриктазою Н1*>4іїї. і - ПИК мвтраисформоввмої 
рослини, 2,3,4,5,6 - DHK ліні* 2,15,21,19,23, вівтювівмо. Стріл­
кою позначено 5,5 т.п.н. фрагмент, аю містить пвренвовний гем з 
регуляторними елементами. Б - ВНК овровяиян рестриктазою ЕооВІ. 1
- ДНК нетрансвормованої рослини, 2,3,4,5,* - лінії 2.15,19,21,23, 
відповідно. Стрілками позначено 3,2т.п.н. 1 2,1т.п.и Фрагменти 
уведеного гену.
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пості чужирідмих генів у складі геному потребує особливого вив­
чення. Оскільки, в нашому випадку в рослини уводився ген, експре­
сія якого може впливати на процеси рекомбінації', то можна при­
пустити, що експресія уведеного чужирідного гену топоізомерази II 
може призводити до нестабільності самого гену у складі геномної 
ДНК.

У випадку аналізу рослин, отриманих внаслідок трансформації' 
плазмі дою pBin19/Cht2101, геномна ДНК усіх чотирьох клонів міс­
тить шукану послідовність 35S промотора (мал.86)

Для того щоб перевірити, чи містять отримані трансформанти 
повнорозмірнцй ген топоїзомерази, проводили блотинг-гібридизацію 
виділеної з них сумарної ДНК з специфічними зондами.

Сумарну рослинну ДНК трансформант їв pB1nJ9/t2103 розщеплюва­
ли рестриктазою HindlH, фракціонували електрофорезом у агарозно­
му гелі, переносили на нейлонові фільтри та гібридизували з міче­
ним 4,7 т.п.н. ВатНІ-фрагментон плазміди pGFc-t, що містить 
структурний ген топоізомерази. Результати блотинг-гібридизвції за 
Саузерном наведені на мал.4А. Цікаво відзначити, що у всіх п ’яти 
клонах присутній гібридизаційний сигнал, що відповідає фрагменту 
розміром приблизно в т.п.н., це стосується і контрольної нетранс- 
формованої рослини. Ми припустили, шо даний сигнал с результатом 
Гібридизації зонду з власним геном рослинної ДНК-топоїзомерази 
типу II, тому що, як відомо, всі клоноаані гени топоізомерез типу
II відзначаються значним ступенем гомології (Wang, 1987). Два 
клони - 19 і 23 , проте, містять додаткову смугу гібридизації, що 
відповідає фрагменту необхідної довжини - 6,5 т.п.н. Для того щоб 
переконатися, що ця смуга дійсно відповідає шуканому фрагменту, 
рослинну ДНК розщеплювали рестриктваов ЕсойІ та шддааали гібри­
дизації в аналогічних умовах (мал.46). На доріжках, «о відповіда­
ють 23 і 19 клонам видно фрагменти розмірами З,і т.п.н. та 2,1 
Т.п.н., які е наслідком розщеплення уведеного гану рестриктазов 
EcoRI. В інших клонах і контролі дані вигнали відсутні. Відсут­
ність сигналів свідчить про повне випадіння гену топоізомерази, 
який уводили, разом * регуляторними елементами. Ці дані повністю 
відповідають результатам ПЛР-аналізу. • 1 в цьому випадку, на всіх 
доріжках видно сигнали, ню відповідають Власній рослинній послі­
довності, яка гібридизується з зондом.

Для аналізу рослин, отриманих в результаті трансформації 
конструкцією pBlnl#/Chtf101, сумарну Пнк, «о яідіяяли з цих лі­
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ній, розщеплювали енпонуклеазою рестрикції' Hindlll, фракціонували 
за допомогою електрофорезу в 0,7* агврозі, переносили на фільтр* 
і гібридизували з міченим зонпом. В ванному випапку, як зоно ви­
користовували фрагмент 300 п.н., вирізаний з плазміди pChtl, який 
містить послідовність транзитного пептиду. Результати гібридиза­
ції подані на мал.З. На доріжках, які відповідають ДЙК трансген- 
них ліній, видно чіткі смуги необхідного розміру (6,8т.п.н.), в 
той же час як у контролі сигнал відсутній. Отриманий результат 
підтверджує трансгенну природу отриманих рослин, причому ген, що 
уводили, не зазнав ніяких перебудов 1 делецій під час або після 
трансформації.

4. Аналіз експресії уведених генів.
Для вивчення експресії на рівні транскрипції, з 19 1 23 кло­

нів (конструкція pB1n19/t2103), що містять ген топоізомерази II 
дрозофіли під контролем 36S промотора, виділяли сумарну РНК. РНК 
потім розділяли за допомогою електрофорезу в агарозі в денатуру­
ючих умовах, переносили на Фільтри 1 гібридизували з тим самим 
зонпом, що і у випадку блотинг-гібридизації за Саузерном. Резуль­
тати нозерн-блотинга показані на мал.5А. Гібридизаційні сигнали 
на поріжках, що відповідають 19 и 23 клонам, по розміру відпові­
дають очікуваному розміру мРНК - 4,7 т.н. РНК нетрансформованої 
рослини з зонпом не гібридизується.

У зв’зку з цим доречно розглянути вищезгапаний факт, що сто­
сується геномної послідовності, яка гібрипизується з зондом. Якщо 
припустити, що ия послідовність є власним геном ЦНК-топоізомерази 
типу II, то в результаті його експресії маё існувати відповіпна 
мРНК. ия РНК бупе гібридизуватися з зонпом краще, ніж ДНК, внас­
лідок більшої стабільності РНК-ЛНК гібридів. В нашому випапку та­
ка гібридизація не спостерігається, що може віпбуватися завдяки 
або пуже низькому рівню експресії, або взагалі відсутності такої. 
Можна припустити, що ген експресується на пуже низькому рівні, 
хоча, така слабка експресія зпаєтьея малоімовірною. Крім того, 
виявлена послідовність може бути псевпогеном. У бупь-якому випад­
ку, наведений Факт здасться цікавим і, на наш погляп, потребує 
вільні детального вивчення.

Аналогічний аналіз провопили і з лініями, отриманими після 
трансформації конструкціє» pB1n19/Cht2101. Як зонд використовува­
ли той самий 4,7 т.п.н. ВатНІ-Фрагмент гену. Результати гібриди-
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мал.5. Результати ноэерн-Олотинг-rІбридизашї сумарної РНК 
трансгенних ліній тютютну, з 4,7т.п.н. ВатНІ-фрагментом гену 
top2. А - трансформація р В і Щ 9/t2103. 1 - РНК нетрансформованої
рослини; 2,3 - РНК ліній 19,23, відповідно. Б - трансформація
рВіги9/Cht2i01. і - РНК нетрансформованої рослини; 2,3,4,5 * РНК 
ЛІніЛ 42, 201,207,208, відповідно.

Мал. в. Результати і ну ио-блотингу війкових екстрактів транс* 
генних рослин тютюну * полі к локальними антитілами проти ВНК-топо- 
ізомерази типу it дрозофіли. А - яаерні екстракти трансформант і» 
pB1ni9/t2l03. 1 - нетрансформоваиа рослина; 2,3 - 19 і 23 клони,
аіапоеіано. І - хлоропластні екстракти траисфориаитів 
pBini9/Cht2l0l. 1,2 - клон 201 і 207, аіапоеіано: і і - 1* клен
(трансформація pB1ni9/t*10S); 4 - нетрансформована послииа.



зації поквзані на мал.бБ. Тільки д ві лінії « SOI и 207 експресу- 
ють уведений гай, «о виявляється в появі смуги гібридизації роз­
міром 5,0 т.н., яка відповідає повнорозмірній мРНК. У двох інших 
лініях експресія практично не виявляється, принаймні, на рівні 
чутливості матову.

Останнім «талом аналізу експресії уведеного чужирідного гену 
є ідентифікація битового продукту експресії. Пля цього було ви­
користано метод імуновлотингу.

З 19 1 23 клонів (pB1nl9/t2103) виділяли ядра, лізували їх,
1 ядерний білковий екстракт фракціонували за допомого» денатурую­
чого аиск-електрофорезу в поліакріламіаному гелі. Потім, білки 
переносили на нітроцелюлозні Фільтри та обробляли препаратом по- 
ліклональних антитіл кроля проти ДНК-топоізомерази типу II дрозо­
філи. IIля детекції комплексів антиген-антитіло використовували 
другі антитіла проти іммуноглобулінів кроля, шо коніюговані з пе­
рок сиаазою хріну. Результати аналізу показані на мал.вА. На всіх 
трьох доріжках виано цілком івентичні смуги, сереа цих смуг при­
сутня і смуга з молекулярною масою порядку 160 к Да, шо відпоьідає 
молекулярній масі чужиріаної топоізомерази, яка експресується. 
Така смуга с і на доріжці, адо відповідає яаерним білкам контроль­
ної нетрансформованої рослини. Імовірно, шо ця смуга с результа­
том зв'язування антитіл з власно» ДНК-топоізомеразою II тютюну. В 
цьому випадку, не виявляється можливим відрізнити власний фермент 
від чужиріаного 1 необхідно скористатися іншим метолом Фракціону­
вання білків, наприклад, методом двомірного електрофорезу. Отри­
маний результат можна пояснити 1 тим, шо уведений ген не транслю­
ється, або продукт трансляції не потрапляє в'ядро. Оскільки, век­
тор рЯТІОЗ, на основі якого зроблено конструкцію, оптимізовано 
для трансляції, а тваринні сигнали для імпорту в ядро спрацьову­
ють у рослинах, то ми вважаємо більш Імовірним наше перше припу­
щення про близькість молекулярних мас чужирідного та власного 
Ферментів. .~

Достатньо інтенсивні смуги З більш низькою молекулярною ма­
сою, скоріше за все, є результатом неспецифічної реакції антитіл 
з рослинними білками.

Для перевірки, чи імпортується ДНК-топоізомераза II дрозофі­
ли в хлоропласти трансгенних рослин тютюну, отриманих після 
трансформації pBln19/Cht2101, із листків клонів 201 1 207 виділя­
ли хлоропласти, обробляли їх трипсином, потім лізували. Отриманий
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білковий екстракт піддавали вастерн-блот-аналізу в тих самих умо­
вах, як і у випадку а трансформантами pBin»9/t2lO^. Результати 
вестерн-блотингу показано на мал.66. На доріжках, що відповідають 
Фракціонованим хлоропластним білкам трансгенних клонів видно сму- 
г" масою порядку 160 кйа, які відповідають ПНК-топоізомеразі II 
дрозофіли. У хлоропластних білкових лізатах контрольної нетранс- 
Формованої рослини та 23 клону (pBinl9/t2103) такі відсутні. От­
риманий результат однозначно говорить про те, що уведений химер­
ний ген не тільки експресусться, але продукт експресії імпорту­
ється в хлоропласти. Попередня обробка хлоропластів трипси1 ом 
повністю виключає можливість зв’язування попередника а рецептором 
зовнішньої мембрани без наступного імпорту всередину хлоропласте.

5. Фенотип отриманих трансгенних рослин.
Фенотип трансгенних рослин вивчався після висаджування їх у 

грунт на протязі всього періоду вегетації. Як після трансформації 
конструкцією pB1n19/t2l03, так і після трансформації 
рвіпія, Jhtzioi трансгенні рослими мали фенотип, який нічим не 
відрізнявся від Фенотипу вихідних рослин. Проте, цвітіння транс­
формант їв pBinl9/t2l03 настало приблизно не місяць пізніше, у по­
рівнянні з контрольними рослинами і трансформантами рВіпі9. Крім 
того, квітки трансформантів pB-fnt9/t2103 мали злегка деформовані 
пелюстки та вкорочену маточку, було В логічним зв'язати ці Фено­
тип і чм і зміни з експресією уведеного гену топоізомерази. A M  АЛЯ 
цього необхідно перевірити успадкування цих Ознак, «о не входить 
в мету цієї роботи.

Н іякіх аномальних явиш у розвитку Та цв іт інн і рослин-транс* 
Формантів рВіпі9/cht2l0l ни не виявили. Проте, деякі квітки к л о­
нів 201 і 207 мали дефектні тичинки, у котрих з пиляка розвива­
лася пелюстка. Кількість та к и й ти чинок у квітці складам вій 1 йб 
з. 7 квіток і» 2в-ми квіток клону МІ мали таку ознаку і І 14
31-ої к в і т к и клону 20? також мали дефектні тичинки. У жодної З 62 
квіток контрольної нетранеформованної роелйии, St кііток Транс- 
Форманту рвіпі», 87 кРіток клонів-трансформайТів P#irtt9/t2f63 та­
кі структури не виникали. Хоча приведені дані не е статистично 
достовірними, можна Стверджувати, що вимкнений а©Ф*ктммх тичинок 
якимось чином пов’язано З імпортом чуаиршно! йМК-твпйізомерази 
її у глороплайтйі
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Висні ,ки.

1. На основі вектора рВ1п19 створено конструкцію для експре-' 
сії ДНК-топоізомерази типу II дрозофіли в клітинах рослин, шо 
містить структурний ген ферменту ПІД контроле'’ 35S промотора ві­
русу мозаїки цвітної капусти.

2. На основі вектра рвіп19 з використанням послідовності 
хлоропластного транзит эго пептиду малої субодиниці риб, ло- 
зо-І,5-бісфосфаткарбоксилази гороху створено конструкцію для екс­
пресії та Імпорту ДНК-топоізомерази II дрозофіли в хлоропласти 
виших рослин.

3. Отримано трансгенні рослини Nicotiana tabacum, що експре- 
сують ДНК-топоі?омеразу II дрозофіли. Експресію уведеного гену 
доведено на рівні транскрипції. Квітки трансгенних рослин харак­
теризуються деякими фенотипічними відмінностями від таких у конт­
рольних нетрансформованих рослин.

4. Отримано трансгенні рослини тютюну, що імпортують ДНК-то- 
поізомеразу типу II дрозофіли в хлоропласти. Експресію химерного 
гену показано на рівні транскрипції, білковий продукт ідентифіко­
вано в хлоропластах трансгенних рослин.

б. Імпорт топоізомерази II дрозофіли в хлоропласти тютюну • 
пов’язаний з виникненням аномалій у розвитку тичинок квіток 
трансгенйх рослин.

6. У геномі Nlcotiana tabacum виявлено послідові.їсть, що 
гібридизується з геном ПНК-топоізомерази типу II ЛПОЗОфІЛИ. Ця 
послідовність, можливо, є геном або псевдогеном рослинної ДМК-ТО- 
поізомерази типу II.

7. Разроблено умови та підібрано пару зручних праймерів для 
ампліфікації in vitro послідовності 35S промотора вірусу мозаїки 
цвітної капусти, що дозволяє проводити швидкий і високочутливий 
скринінг трансгенних рослин, які трансформовано будь-якою конс­
трукцією з 35S промотором.
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