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Îñíîâà æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòêè � ñèíòåç áåëêîâ, êîòîðûé îñóùåñòâëÿåòñÿ íà ðè-
áîíóêëåîïðîòåèäíûõ ÷àñòèöàõ, íàçûâàåìûõ ðèáîñîìàìè. Ðèáîñîìà � êðóïíûé ÐÍÊ-
áåëêîâûé êîìïëåêñ, ñîñòîÿùèé èç äâóõ íåðàâíûõ ÷àñòèö � ìàëîé è áîëüøîé. Ó êèøå÷-
íîé ïàëî÷êè, Escherichia coli, ïðî ðèáîñîìó êîòîðîé ïîéä¼ò ðå÷ü, îíè íàçûâàþòñÿ 50S è
30S. Îñíîâíóþ ñòðóêòóðíóþ è ôóíêöèîíàëüíóþ ðîëè â ðèáîñîìå âûïîëíÿåò ðèáîñîì-
íàÿ ÐÍÊ. Áîëüøàÿ ñóá÷àñòèöà ñîäåðæèò 23S è 5S ðÐÍÊ, à ìàëàÿ � 16S ðÐÍÊ. Íóêëåî-
òèäû ÐÍÊ çà÷àñòóþ ïðåòåðïåâàþò ðàçëè÷íûå ìîäèôèêàöèîííûå èçìåíåíèÿ. Ôóíêöèè
ìíîãèõ òàêèõ ìîäèôèêàöèé äî ñèõ ïîð îñòàþòñÿ çàãàäêîé, è ïîðîé ýòî ñâÿçàíî ñ îòñóò-
ñòâèåì çíàíèé î ôåðìåíòàõ, îòâåòñòâåííûõ çà íèõ. Èíàêòèâèðîâàâ ãåí ïðåäïîëàãàåìîé
ìåòèëòðàíñôåðàçû, ìîæíî ïðîâåðèòü íàëè÷èå èëè îòñóòñòâèå èññëåäóåìîé ìîäèôèêà-
öèè â ÐÍÊ.

Äàííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà ðàçðàáîòêå íîâîãî ìåòîäà îáíàðóæåíèÿ ìîäèôèêàöèé â
ðÐÍÊ è äàëüíåéøåìó ïîèñêó íåèçâåñòíîé ìåòèëòðàíñôåðàçû, îòâå÷àþùåé çà ìåòèëè-
ðîâàíèå íóêëåîòèäà À2030 â 23S ðÐÍÊ. Ìåòîä îñíîâàí íà îïðåäåëåíèè òåìïåðàòóðû
ïëàâëåíèÿ äóïëåêñà, îáðàçîâàííîãî ðÐÍÊ è äâóìÿ îëèãîíóêëåîòèäàìè, îäèí èç êîòî-
ðûõ (áîëåå äëèííûé) ñîäåðæèò íà ñâîåì 5'- êîíöå äîíîð ôëóîðåñöåíöèè � FAM, äðóãîé
(áîëåå êîðîòêèé) ñîäåðæèò íà ñâî¼ì 3'- êîíöå äîíîð òóøèòåëÿ � BHQ1, ïðè÷¼ì íóêëåî-
òèäû, ñîäåðæàùèå FAM è BHQ1, íàõîäÿòñÿ â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè, â ðåçóëüòàòå
÷åãî ïðîèñõîäèò òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè. Òàê êàê îëèãîíóêëåîòèä, ñîäåðæàùèé BHQ1-
ìîäèôèêàöèþ, êîðî÷å îëèãîíóêëåîòèäà ñ FAM-ìîäèôèêàöèåé, òî ïëàâëåíèå ïåðâîãî
áóäåò ïðîèñõîäèòü áûñòðåå è, ñîîòâåòñòâåííî, áóäåò íàáëþäàòüñÿ ðàçãîðàíèå ôëóîðåñ-
öåíöèè ñ ðîñòîì òåìïåðàòóðû. Äàííûé ìåòîä áûë ïðîâåðåí íàìè íà óæå èçâåñòíûõ
ìèøåíÿõ ìåòèëòðàíñôåðàç (íóêëåîòèäû A1618, G2069 23S ðÐÍÊ è G527 16S ðÐÍÊ,
çà ìîäèôèêàöèþ êîòîðûõ îòâå÷àþò ñîîòâåòñòâåííûå ìåòèëòðàíñôåðàçû: YbiN, YcbY,
GidB). Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè íàëè÷èè ìåòèëüíîé ãðóïïû â íóêëåîòèäå òåìïå-
ðàòóðà ïëàâëåíèÿ äóïëåêñà çàìåòíî èçìåíÿåòñÿ. Ðàçðàáîòàííûé ìåòîä ìû ïðèìåíèëè
ê ïîèñêó ìåòèëòðàíñôåðàçû, êîòîðàÿ äîëæíà îòâå÷àòü çà ìåòèëèðîâàíèå A2030 23S
ðÐÍÊ. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ïëàâëåíèå ðÐÍÊ èç øòàììà, â êîòîðîì ãåí yhiR îòñóò-
ñòâóåò, ïðîèñõîäèò ïðè 49◦C â îòëè÷èå îò ðÐÍÊ äèêîãî òèïà (Òïë.= 44◦C). Ïóòåì in

vitro ìåòèëèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè [3H]-SAM áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áåëîê YhiR ìåòèëè-
ðóåò ïðåèìóùåñòâåííî 23S ðÐÍÊ, íî íå 50S ñóá÷àñòèöû. Ýòîò ôàêò óêàçûâàåò íà òî,
÷òî ìåòèëèðîâàíèå 23S ðÐÍÊ ïðîèñõîäèò íà ðàííåì ýòàïå ñáîðêè ðèáîñîìû, êîãäà 23S
ðÐÍÊ åùå íå ñâÿçàíà ñ ðèáîñîìíûìè áåëêàìè.

Òàêèì îáðàçîì, áûë ðàçðàáîòàí ìåòîä îáíàðóæåíèÿ íåêîòîðûõ ìîäèôèêàöèé íóê-
ëåîòèäîâ. Ñ åãî ïîìîùüþ áûëà èäåíòèôèöèðîâàíà íåèçâåñòíàÿ ìåòèëòðàíñôåðàçà YhiR
è ïîêàçàíà å¼ ñóáñòðàòíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü.
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