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Топоизомераза I бактерий необходима для релаксации отрицательной суперспирализа-
ции, возникающей в процессах транскрипции и репликации. В мутантных клетках E. coli,
лишенных этого фермента, отрицательная суперскрученность ДНК аномально повыше-
на, происходит накопление R-петель, возникает эктопическая репликация и активирован
SOS-ответ [1]. Ранее с помощью ChIP-Seq экспериментов мы показали, что топоизомераза
I ассоциирована с активными транскрипционными единицами. Для поиска сайтов актив-
ности данного фермента на геномной ДНК нами был разработан и проведен метод Topo-
Seq.

Нами был сконструирован мутант топоизомеразы I, содержащий замены G116S и M320V.
Мутант способен расщеплять ДНК и образовывать ковалентный комплекс с 5’-концом од-
нонитевого разрыва, однако не проводит обратную реакцию лигирования разрыва. Фер-
мент кратковременно экспрессировался с плазмиды, затем аддукты топоизомеразы с ДНК
очищались аффинной хроматографией. Обогащенную ДНК секвенировали с использова-
нием кита для цепь-специфичного секвенирования. В геноме E. coli мы обнаружили 262
позиции, значительно обогащенные одноцепочечными разрывами ДНК, маркирующими
сайты активности топоизомеразы I с разрешением в один нуклеотид. Мы показали, что
области генома, обогащенные разрывами, совпадают с пиками обогащения, обнаруженны-
ми ChIP-Seq (Рис. 1A). Количество сайтов расщепления повышено в вышележащих об-
ластях активных генов, что напрямую свидетельствует о вовлеченности топоизомеразы в
процесс релаксации отрицательной суперспирализации, образованной РНК-полимеразой,
в соответствии с двудоменной моделью (Рис. 1B) [2]. С помощью ChIP-Seq нами были
обнаружены два несимметричных мотива связывания ДНК топоизомеразой I - мотивы 1 и
2 (Рис. 1C). В отличие от ChIP-Seq, Topo-Seq является цепь-специфичным методом. Мы
установили, что топоизомераза распознает мотив 2 и производит расщепление цепи ДНК
между нуклеотидами TA, при этом в положении -4 относительно разрыва расположен
консервативный нуклеотид С (Рис. 1D). Мотивы, обнаруженные с помощью ChIP-Seq и
Topo-Seq, мы протестировали in vitro в экспериментах по расщеплению олигонуклеотидов
ДНК под действием топоизомеразы I. Мы подтвердили, что только цепь мотива 2, содер-
жащая динуклеотид TA и С в -4 положении, эффективно расщепляется ферментом (Рис.
1E). С помощью полногеномных методов картирования сайтов связывания и расщепления
ДНК топоизомеразой I нами продемонстрирована вовлеченность фермента в релаксацию
отрицательной суперспирализации, возникающей при транскрипции, а также обнаружен
ДНК-мотив топоизомеразы.
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Рис. 1. (A) Репрезентативный участок генома E. coli, показывающий соответствие между пика-
ми обогащения топоизомеразы I, полученными методом ChIP-Seq, и сайтами расщепления ДНК
топоизомеразой I по данным Topo-Seq. Сигнал расщепления ДНК является цепь-специфичным
и показан для прямой (F) и обратной цепей (R) по-отдельности. В контрольном эксперименте
Topo-Seq не проводилась индукция экспрессии мутантной топоизомеразы I. (B) Усредненное обо-
гащение топоизомеразы I вокруг семи рРНК-оперонов E. coli (черная кривая) и наложение треков
расщепления ДНК под действием топоизомеразы I (красная кривая – для прямой цепи, синяя
кривая – для обратной цепи). (C) Мотивы связывания ДНК топоизомеразой I обнаруженные
ChIP-Seq. (D) Мотив расщепления ДНК под действием топоизомеразы I (внизу) и соответству-
ющий сигнал расщепления (вверху). Сайт расщепления ДНК показан пунктирной линией. (E)
Расщепление олигонуклеотидов ДНК, меченных Cy5, под действием топоизомеразы I in vitro.
Продукты расщепления показаны синей стрелкой.
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