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СРАВНЕНИЕ АКТИВНОСТИ ДНК-ТОПОИЗОМЕРАЗЫ 1 
ЭМБРИОНОВ ДИКОГО ВИДА DROSOPHILA SIMULANS

И МУТАНТНОЙ ЛИНИИ

к. Ж. АКОПЯН

Изучена активность топоизомеразы 1 из дикого вида дрозофилы Dr. simulans и 
производной от него .мутантной линии мух с повышенной нестабильностью (Dr simu- 
lans vermilion), выражающейся в высоком уровне рекомбинантных событий. Показа­
но, что активность топоизомеразы 1 у 4—5-часовых эмбрионов мутантной липин при­
мерно вдвое выше, чем у эмбрионов дикого вида гон же стадии развития

Ключевые слова: ДНК-топа изомераза, дрозофила.

Бурное развитие исследований н области молекулярной биологии, 
генной инженерии обусловило необходимость активного изучения фер­
ментов. обслуживающих основные генетические процессы в клетке. К 
числу достаточно полно исследованных ферментов относятся рестрикци­
онные эндонуклеазы, ДНК-полимеразы, РПК-полимеразы и др. Одна­
ко большая группа ферментов метаболизма нуклеиновых кислот пока 
изучена явно недостаточно как в отношении структуры, так и функцио­
нальной значимости. К числу этих ферментов относятся ДНК-топоизо­
меразы.

Задачей настоящей работы было сравнительное изучение активно­
сти топоизомеразы I из дикого вида дрозофилы (Dr. siniulans) и про­
изводной от него мутантной линии мух с повышенной нестабильностью 
(Drosophila simulans vermilion), выражающейся в высоком уровне ре­
ком бинантных событий.

Материал и методика. В работе использованы эмбрионы диких лини։՜։ Dr. simu- 
Ians. Dr. melanbgasier и .мутантной линни Dr. simulans vermilion, характеризую; 
щихся высоким уровнем соматического и мейотического кроссинговера. Обе линии Dr. 
simulans получены от I-. М. Ховановой (ИМГ АП СССР). Выделение суперспирализо- 
панной плазмидной ДНК pBR 322 осуществляли кнелофепольпы м методом с последу-
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х-щей гель-фильтрзйней на сефарозе 4 В [9]. Все oj:cpa:uin проводили па холоду, 
горизонтальный электрофорез в блоке 1% агарозного геля проводили по методу ША­
НА и сотр. |8]. Гель окрашивали бромидом этидия п концентрации 1 мкг/мл н и:- 
ченне часа. Фотографировали под ультрафиолетовой лампой из пленку типа ■ Микрат- 
ЗОО» с оранжевым фильтром. Яйца размораживали, лереногили на капроновую сет- 
ку, многократно промывали водой. 1% раствором тритона Х-100, приготовленного на 
0.7% NaCl, обсушивали и дехорионизировали в 1%. растворе гипохлорида натрия. п< - 
еле чего гомогенизировали н буфере (м.Ч) 20—КН2РО4. 1 ЭДТА. •—ДТТ, 0.1 
ФМСФ. ДМСО—0.4% (pH 6,9) Ингибитор протеаз—феннлметилсульфонилфторнд, 
приготовленный на диметилсульфоксиде, добавляли и буфер перед использованием 
К гомогенату, добавляли сухой \аС: до конечной концепт рации 1 М. Центрифугиро­
вали при 16000 об/мин, 60 мин. Надосадок фильтровали [срез три слоя марли Так 
как высокие концентрации поваренной соля ингибируют топоизомеразу I типа, го экс­
тракт обессоливали на коленке (0.7X9) с сефадексом G-50, уравновешенной буфером 
с ингибитором протеаз. На колонку наносили 0.2 мл экстракта (V 1.5 мл). Для 
определения активности топоизомеразы 1 пользовались методом, основанным на том. 
что при электрофорезе в агарозном геле ДНК-топонзомсрэзя различается по числу 
витков и движется с разной скоростью [5]. Пробы объемом 25 мкл содержали: 
ДПК- 0.2 мкг, Трис-НС!—25 мМ, ЭДТА—4 мМ, NaCi- 180 мМ, белок—разли чные 
количества, от 5 до 15 мкг. Реакция начинялась с добавления белка. Пробы иикубн- 
ровзлн при 30° от 15 до 60 минут. Реакцию остана вливали доденилсульфатом нат­
рия—I %. Продукты реакции анализировали с помощью электрофореза при условиях: 
25 V. 18—20 часов. После окрашивания и фотографирования негативы сканировали 
на микрофотометре МФО-451. Площадь ликов на денентограммах, соответствующих, 
различным формам ДНК. рассчитывали на микро-ЭВМ 9825 А (США) но программе, 
любезно предоставленноСч Е. И. Головановым. Активность топоизомеразы I оце­
нивали по убыли субстрата (по уменьшению '.лошади пиков, соответствующих супер- 
спнрали.човаиной ДНК). Убыль субстрата выражали в процентах от исходного коли- 
чсства. Количество белка определяли ио методу Лоури и сотр [6].

Результаты и обсуждение. Характеристика препаратов ДНК. В ка­
честве субстрата топоизомеразной реакции использовал» суПерсиираль- 
ную ДНК плазмиды pBR 322, выделенной из культуры Е. coh кис.юфе- 
иольным методом. Качественный анализ полученной ДПК проводили 
пр» помощи электрофореза в 1 % агарозе. На рис. I приведена электро­
фореграмма одного из препаратов ДНК после завершающего этапа его 
очистки на колонке с сефарозой -JB. Видно, что после пропускания рас­
твора ДНК фракции (№ I, 2), содержащие ДНК (а и б), свободны от 
примеси РНК(в). Сверхспиральная ДНК (рис. I. а), выделенная об­
работкой кислым фенолом, обычно содержит наибольшие примеси ре­
лаксированной формы (2, 9), доля которой (рис. 1. б) в наших опытах 
оценивалась количественно по соотношению площадей ликов а и б на 
денситограмме, полученной при сканировании соответствующего нега­
тива. В препарате ДНК (рис. 1) доля релакенровануой формы (б) со­
ставляла 12,3%, в других использованных нами в экспериментах препа­
ратах обычно содержалось нс более 25% релаксированной ДНК,

Определение активности топоизомеразы 1 у -1 5-часовых эмбрио- 
нов Drosophila melanogastcr. Массовый сбор 11-часовых яиц дрозо­
филы сопряжен с определенными методическими трудностями, хотя де­
лались попытки использования эмбрионов этой стадии развития [1, 8]. 
Между тем для получения высокоочищенлых препаратов фермента, изу­
чения его физико-химических, каталитических свойств обычно требует­
ся значительное количество исходного материала. В связи с этим нами
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впервые предпринята попытка использования при изучении эмбриональ­
ной топоизомеразы I у дрозофилы эмбрионов более поздних стадии 
развития. С этой целью был проведен массовый сбор яиц Е)г. те1апо- 
£а$1ег через 4—5 часов после начала кладки. В экстрактах из дсхорио- 

Рис ! Денситограмма препарата ДНК. 
рВЯ 322: а—снерхспнрализованнзя

форма ДНК: б—релаксированная фор­
ма ДНК.

визированных яиц определяли ак­
тивность фермента. После подбора 
условий инкубации получены элек­
трофореграммы разделения продук­
тов реакции, свидетельствующие о 
наличии достаточно высокой актив­
ности топоизомеразы 1 у 4—5-часо­
вых эмбрионов.

На рис. 2 приведены денсито- 
граммы, полученные с негатива од­
ного из агарозных гелей. Видно, 
что в течение 40 мни реакции коли­
чество суперспирализованной ДНК 
(пик а) уменьшается, а содержание 
релаксированной формы (пик б) — 
увеличивается. Наличие среди про­
дуктов реакции промежуточных 
форм релаксирования суперскру- 
ченной ДНК |с меньшим, чем ис­
ходное. количеством сверхвитков, 
рис. 2. г.) является прямым доказа­
тельством топоизомеразного харак­
тера реакции.

I’

Рис. 2. Активность топоизомеразы 1 в экстрактах из 4 - 5-часовых яиц 
Иг. те1апо^аз1ег. I—контроль: Л—после обработки экстрактом

Определение активности топоизомеразы I у 4—5-часовых эмбрионов 
Ог. 81гпи1апх. Поскольку свойства фермента из этого дикого вида пло­
довой мушки ранее не исследовались, то при определении активности 
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топоизомеразы I у 4—5-часовых эмбрионов использовали условия (1% 
время, концентрация ХаС1. ДНК (белок), оптимальные для функцио­
нирования фермента из эмбрионов Иг. те1апо£а$Сег. Нз рис. 3 пред­
ставлены денситограммы разделения в агарозном геле форм ДНК, по­
лученных после 20 (II) и 40 (III) мин обработки сверхспирализованно- 
го субстрата экстрактом 4—5-часовых эмбрионов Е)г. 5ипи1ап$. Убыль 
в ходе реакции (II и III) пика а (супсрспирализованная ДНК) и при-

Рис. 3. Активность топоизомеразы I в экстрактах из -I—5-часовых эмбри­
онов Dr. simulans. 1—контроль; Н—обработка в течение 20 мин: 1П—об­

работка в течение -10 мни.

рост пика б (релаксированная ДНК) по сравнению с контролем [1], 
а также наличие промежуточных продуктов релаксировання (Пв и 
II 1в) свидетельствуют о наличии в экстрактах активности топоизоме­
разы I типа. Точная количественная оценка ферментативной активно­
сти в данном случае не проводилась, однако использование тех же ус­
ловии и примерно тех же концентраций белка, что и в опытах с экстрак­
тами нз эмбрионов Dr. nielanogaster, дает основание сделать предвари­
тельное заключение о том, что величина активностей топоизомеразы I у 
эмбрионов двух диких видов дрозофилы примерно одного порядка.

Сравнение активности топоизомеразы I у 4—5-часовых эмбрионов 
линии Dr. simulans и Dr. simulans vermilion.

Представляло интерес сопоставление активностей топоизомеразы 
I у двух описанных выше линий дрозофилы (дикой и мутантной, с по­
вышенным уровнем рекомбинантных событии). Поскольку темп эм­
брионального развития у Dr. simulans vermilion и Dr. siniulans пример­
но одинаков, использованные в работе 4 5-часовые эмбрионы должны 
были находиться на одних и тех же стадиях развития. Экстракты из 
дехорябнизированных яиц обеих линий мух получали в един и тот же 
день. После обессоливания измеряли в них концентрацию белка и сра­
зу использовали для определения активности топоизомеразы I. Объем 
вносимых в инкубационную среду экстрактов рассчитывали так, чтобы 
пробы содержали одно и то же количество белка. На рис. 4 приведены 

813



результаты одного из экспериментов. Пробы 1 и 2—контрольные, со՝ 
держат исходное, количество ДНК без обработки экстрактом. Пробы 
3 — 10—опытные, после 10 минут обработки различными количествами 
экстрактов обоих видов. В пробах 3 и 4 инкубационная среда содержа­
ла экстракт из яиц Dr. simulans (10 мкг белка), в пробах 5 и 6—экс­
тракт из яиц Dr. simulans vermilion (10 мкг белка). Очевидно, что ско­
рость перехода субстрата (ДНК pBR 322) из снсрхсиирализсванного 
состояния (а) в релаксированное (б) в пробах 5 и 6 была существенно 
выше, чем в пробах 3 и 4. Столь же наглядное различие в скорости 
этой реакции обнаружено при более высоком (15 мкт) содержании бел­
ка в инкубационной среде. В пробах, содержавших экстракт из эмбри­
онов Dr. simulans (7 и 8), переход субстрата (а) в релаксированную 
форму (б) был частичным, а в пробах с экстрактом из эмбрионов Dr. 
simulans vermilion (9 и 10)—полным. При этом во всех опытных про­
бах была получена типичная для топоизомеразной реакции электрофо­
ретическая картина (с наличием промежуточных продуктов релакенро- 
вания).

Избирательные условия реакции обеспечивали функционирование 
только топоизомеразы 1 типа. Полученная после сканирования нега­
тива денситограмма (рис. 5) была использована для количественной

Рис. 5. Денситограмма колнчсстненнон оценки активностн топоизомеразы 
I у двух линии дрозофилы 1 контроль; 11 15 мкг белка. Dr. simulans.

Ill — 15 мкг белка, Dr. simulans vermilion.

сцепки активности топоизомеразы 1 у двух линий дрозофилы. Сравни­
вали скорости реакции в пробах 7 (Dr. simulans) и 9 (Dr. simulans 
vermilion). Средняя величина площади пиков, соответствующих свсрх- 
спирализовапной ДНК, в контроле (I а) составляла 978,6 ед. Через 
40 мин после начала реакции в пробе, содержавшей экстракт из эмбри­
онов Dr. simulans (И а), она была равна 400,4 ед, а в пробе с экстрак­
том из эмбрионов мутантной линии этот пик (Ша) практически отсут­
ствовал. Из полученных экспериментальных данных легко было рас­
считать. что убыль субстрата реакции после 40 мин обработки экстрак­
том из эмбрионов Dr. simulans составляла 59%, а после обработки экс­
трактом из эмбрионов Dr. simulans vermilion—практически 100%.
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Рис. 4. Сравнение активности топоизомеразы I » экстрактах Эг з1пш- 
1ап$ к Ьг, ${ти1апв уегтШоп. 1, 2 контрили; 3. 4 — 10 мкг белка, 1)г. 
51ти1ап8, 5. 6— 10 мкг белка, От. $1п։п1ап$щ1|1он, 7. 8—15 мкг белка. 

1>т. $1։пи1апз; 910 15 мкг белка. 1).'. <лп>и1ап<֊ \ermllioii.



Таким образом, активность топоизомеразы I у 4 -5-часовых эмбри­
онов мутантной липин примерно вдвое выше, чем у эмбрионов дикого 
вида тон же стадии развития.

Работа выполнена в Институте молекулярной генетики АН СССР 
под руководством профессора К. Г. Газаряна.

Институт экспериментальной биологии 
АН Армянской ССР Поступило 26.Х 1984 г

DR. SIMULANS ՎԱՅՐԻ ՏԵՍԱԿԻ ԵՎ ԱՈԻՏԱՆՏԱՅԻՆ ԳԾԵՐԻ 11ԱՎՄԻՑ 
ԴՆԹ-ՏՈՊՈԻ9.ՈՄԵՐԱՐ.Ա 1-Ի ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ճԱԱԵւքԱՏ ՈՒԹՍՈՒՆԸ

»1. ժ. 2Ա1|ՈԲՅՍ.Ն

Ուսումնասիրված է տոպոիղոմեչւադա 1-ի ակտիվով)յւււնր, որն անջատ­
ված է գրոդոֆիլայի Di՜. Տա111:3;1Տ վայրի տեսակից ե նրանից ստացված ճան­
ճերի ավելի բարձր անկայունությամբ օժտված մուտանտ ղծիչյ ^Df. SHTllllaI]՝, 
verniilion^՝ արտահայտվսւծ ոեկոմրինանտային եր!ւ ու յթն երի բարձր մակար­
դակով: iitnig է տրված, որ մուտանտ դծի 4—5 ժամանոց սաղմերի տոպո- 
իդոմերա՚ղա ! •/> սւկւոիվութ յունր մոտ երկու անդամ դևրադանցում I, ֆերմենտի 
ակտիվով) յանր վայրի տեսակի նույն փուչում ղտնվող սաղմ երի մոտ:

COMPARISON OF THE DN A-TOPOISOMERASE 1 OF EMBRYOS
OF THE WILD TYPE DR SI MULAN'S AND MUTANT LINE

K. Zh. AKOPIAN

The activity oi topoisomerase 1 from wild type Dr. simulates and 
of its derivatives mutant line oi files with increased instability {Dr. si- 
miilans vermilion), expressed by the high level of recombinant events, 
has been studied. The topoisomerase I activity of 4—5 hour embryos of 
mutant line is twice higher than the enzyme activity oi (he wild type 
embryos of the same stage of development.
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