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Ðàçðàáîòàí ïîäõîä äëÿ íàïðàâëåííîãî ðåãóëèðîâàíèÿ àêòèâíîñòè ýíäîíóêëåàç, îñíî-
âàííûé íà èñïîëüçîâàíèè ìîäèôèöèðîâàííûõ ÄÍÊ-äóïëåêñîâ. Â êà÷åñòâå îáúåêòà èñ-
ñëåäîâàíèÿ áûëà âûáðàíà ãåòåðîäèìåðíàÿ ýíäîíóêëåàçà ðåñòðèêöèè BspD6I (R.BspD6I),
ñîñòîÿùàÿ èç äâóõ ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ðàçìåðó è ôóíêöèÿì ñóáúåäèíèö. Áîëüøàÿ ñóáú-
åäèíèöà R.BspD6I â îòñóòñòâèå ìàëîé ñóáúåäèíèöû îñóùåñòâëÿåò ðàçðûâ (¾íèê¿) òîëü-
êî â îäíîé öåïè äâóòÿæåâîé ÄÍÊ, òî åñòü ÿâëÿåòñÿ íèêóþùåé ýíäîíóêëåàçîé (íèêà-
çîé). Íèêàçà BspD6I ãèäðîëèçóåò îäíó öåïü ÄÍÊ íà ðàññòîÿíèè 4 ïàð íóêëåîòèäîâ îò
ó÷àñòêà óçíàâàíèÿ 5'-GAGTC-3'/5'-GACTC-3' â íàïðàâëåíèè 3'-êîíöà [1]. Áëàãîäàðÿ
ñâîèì óíèêàëüíûì ñâîéñòâàì íèêóþùèå ýíäîíóêëåàçû íàøëè øèðîêîå ïðèìåíåíèå â
ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè è ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè è ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïåðñïåêòèâ-
íûå ôåðìåíòû â ãåííîé òåðàïèè. Â ñâÿçè ñ ýòèì àêòóàëüíûì ÿâëÿåòñÿ ðåøåíèå çàäà÷è
ðåãóëèðîâàíèÿ àêòèâíîñòè ýòèõ ôåðìåíòîâ.

Èäåÿ ïðåäëîæåííîãî ïîäõîäà çàêëþ÷àåòñÿ â ñîçäàíèè íåãèäðîëèçóåìîãî àíàëîãà
ñóáñòðàòà íèêàçû BspD6I, êîòîðûé áóäåò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå ¾ëîâóøêè¿, çàêðûâà-
þùåé ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé öåíòð áåëêà. Ñòàáèëüíûé â óñëîâèÿõ ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè
ÄÍÊ-äóïëåêñ, äîëæåí ïðî÷íî, íî íåïðîäóêòèâíî ñâÿçûâàòüñÿ ñ ôåðìåíòîì, òî åñòü
íå ïîäâåðãàòüñÿ ãèäðîëèçó. Ïðè áîëüøèõ èçáûòêàõ òàêîãî àíàëîãà ñóáñòðàòà îòíîñè-
òåëüíî ôåðìåíòà ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé öåíòð íèêàçû áóäåò áëîêèðîâàí íåãèäðîëèçóåìûì
äóïëåêñîì, è öåëåâàÿ (íàïðèìåð, ãåíîìíàÿ) ÄÍÊ íå ñìîæåò ïîäâåðãíóòüñÿ ðàñùåïëå-
íèþ. Íåãèäðîëèçóåìûé àíàëîã ñóáñòðàòà äîëæåí áûòü ïîäîáðàí òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû
íåáîëüøîå èçìåíåíèå òåìïåðàòóðû ðåàêöèè ïðèâîäèëî ê äåñòàáèëèçàöèè è, êàê ñëåä-
ñòâèå, äèññîöèàöèè äóïëåêñà. Â ðåçóëüòàòå ñòàáèëüíîñòü êîìïëåêñà íèêàçû ñ ñèíòå-
òè÷åñêèì ôðàãìåíòîì ÄÍÊ ñóùåñòâåííî ïîíèçèòñÿ. ¾Ëîâóøêà¿, çàêðûâàþùàÿ ÄÍÊ-
ñâÿçûâàþùèé öåíòð, ¾ïðèîòêðîåòñÿ¿, è ôåðìåíò ñìîæåò ñâÿçàòüñÿ ñ öåëåâîé ÄÍÊ è
ãèäðîëèçîâàòü å¼.

Â õîäå ðàáîòû ñèíòåçèðîâàí íåãèäðîëèçóåìûé àíàëîã ñóáñòðàòà � ÄÍÊ-äóïëåêñ, ñî-
äåðæàùèé íåíóêëåîçèäíóþ âñòàâêó â ìåñòå ãèäðîëèçà íèêàçû BspD6I. Ïîêàçàíî, ÷òî
ìîäèôèêàöèÿ íå âëèÿåò íà ýôôåêòèâíîñòü êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ äóïëåêñà ñ ôåðìåí-
òîì. Ýôôåêò òåðìîðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè íèêàçû ïðîäåìîíñòðèðîâàí ïðè äîáàâëåíèè
íåãèäðîëèçóåìîãî àíàëîãà ñóáñòðàòà - äâóñïèðàëüíîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ñîñòîÿùåãî èç
ïÿòè îëèãîäåçîêñèðèáîíóêëåîòèäîâ.
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