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создания экспрессионного вектора служила плазмида pet32, несущая селективный ген 
ампициллин (Amp). Для аффинной очистки целевой белок на N-конце содержит 6His. 
Полученными векторами трансформировали E.coli штамма BL 21 DE3/Rosetta, особенностью 
которого является наличие плазмиды, кодирующей шесть тРНК, соответствующих редким 
для E.coli кодонам. Чтобы белок не накапливался в тельцах включения индукцию синтеза 
белка проводили при пониженной температуре (20 °С) в течение 20 часов. Нами были найдены 
оптимальные условия разрушения клеток и подобрана последовательность 
хроматографических очисток. Скрининг фракций, содержащих целевые белки проводили с 
помощью ПААГ электрофореза в присутствии ДСН. По разработанной методике нами были 
выделены как полноразмерные eIF4E1 и eIF4E2, так и варианты с усеченными 
неструктурированными частями (eIF4E1-49аа и eIF4E2-39аа). 

Достигнутый результат позволяет использовать разработанные методики для 
получения eIF4E1 и eIF4E2 в препаративных количествах. 
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ДНК-гликозилаза MUTYH, гомолог MutY у млекопитающих, является одним из 

ключевых ферментов эксцизионной репарации оснований (ЭРО). MUTYH обеспечивает 
репарацию аденина, включенного напротив матричного 8-оксогуанина (8-oxo-G) – 
мутагенного повреждения, возникающего в ходе окислительного повреждения ДНК. После 
гидролиза гликозидной связи между основанием аденина и дезоксирибозой образуется 
апуриновый/апиримидиновый сайт. Последующий каскад реакций MUTYH-опосредованной 
ЭРО ведёт к замене некомплементарного дезоксиаденозинмонофосфата на 
дезоксицитидинмонофосфат, предупреждая трансверсии G:C→T:A и снижая мутагенный 
потенциал 8-oxo-G. ДНК-полимеразы, участвующие в транслезионном синтезе напротив 8-
oxo-G, точно не определены. Мутации и полиморфизмы в гене MUTYH ассоциированы с 
наследуемым аутосомно-рецессивным MUTYH-ассоциированным полипозом. Выделение 
MUTYH человека представляет большие сложности. Был разработан метод выделения и 
очистки фермента мыши mMUTYH, схожего по структуре и функциям с белком человека. 
Рекомбинатный mMUTYH был выделен из 10 литров культуры E. coli. Трехстадийная очистка 
mMUTYH с 8хHIS тагом производилась с помощью металл-хелатной аффинной 
хроматографии на Ni-NTA-сефарозе, гепарин-сефарозе и SP-сефарозе. Тестирование ДНК-
гликозилазной активности MUTYH проводили на олигонуклеотидных ДНК-дуплексах, 
меченных с 5’-конца радиоактивным 32P. Показано, что mMUTYH проявляет активность по 
отщеплению аденина на матрицах, содержащих A:G и A:8-oxo-G, а АП-эндонуклеаза человека 
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APE1 расщепляет АП-сайт, созданный mMUTYH. Добавление АРЕ1 в реакцию не оказывает 
существенного влияния на специфичность активности mMUTYH по отношению к паре A:8-
oxo-G. Добавление в реакцию транслезионных ДНК-полимераз человека Pol λ и Pol ι без 
добавления других репликативных факторов не оказало существенного влияния на ДНК-
гликозилазную активность mMUTYH. Однако, Pol β подавляла ДНК-гликозилазную 
активность MUTYH на субстрате с парой A:G, но не A:8-oxo-G, повышая специфичность 
распознавания гликозилазой MUTYH 8-oxo-G. 

Работа выполнена при поддержке грантов РФФИ (№ 20-04-00554-а) и  
РНФ (№ 22-24-20156). 
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Процесс дозовой компенсации (ДК) у дрозофилы может выступать в качестве модели 
для изучения координированных изменений транскрипции на уровне отдельных хромосом и 
вовлеченных в этот процесс факторов, благодаря работе которых происходит двукратное 
увеличение экспрессии Х-хромосомных генов у самцов. Комплекс дозовой компенсации 
(КДК) (MSL: male-specific lethal) играет центральную роль в этом процессе. В состав 
комплекса входят белки MSL1-MSL3, ацетилтрансфераза MOF, РНК геликаза MLE и две 
длинные некодирующие РНК (roX1 и roX2). Наша работа направлена на выявление возможной 
функции консервативного хроматин-ремоделирующего фактора CHD1 (chromodomain-
helicase-DNA-binding protein 1) в процессе ДК у D. Melanogaster с помощью анализа влияния 
этого фактора на изменение уровней экспрессии некодирующих РНК roX1 и roX2. 
Предпосылкой для исследования послужил факт сильной деформации Х-хромосомы у самцов 
дрозофилы на фоне мутации гена Chd1, а также связывание белка CHD1 материнского 
происхождения у таких особей исключительно с Х-хромосомой. 

Оценка уровней экспрессии некодирующих РНК roX1 и roX2 у самцов нуль-мутантов 
и дикого типа проводилось методом ПЦР в реальном времени (ОТ-ПЦР) с использованием в 
качестве референса гена RpL32. В качестве материала нами использовались слюнные железы, 
личинки третьего возраста и головы 4-х и 10-дневных имаго. Обработка результатов 
производилась с помощью программы REST 2009, при этом нормализация велась по 
референсному гену и по соответствующим значениям дикого типа. 

Нами были показаны ткане- и стадиеспецифические изменения уровней экспрессии 
длинных некодирующих РНК roX1 и roX2 в образцах мутантных самцов относительно дикого 
типа. Так в слюнных железах экспрессия roX2 достоверно увеличена в среднем в 1,5 раза, 
тогда как уровень экспрессии roX1 существенно не меняется. При этом для целых личинок 3-
го возраста наблюдается увеличение уровня экспрессии roX1 в среднем в 3,1 раза, а экспрессия 
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