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Гипузинирование представляет собой посттрансляционную модификацию эукариотического трансля-
ционного фактора 5а (eIF5A), в ходе которой из специфичного остатка лизина образуется гипузин. Реакция
гипузинирования катализируется ферментами дезоксигипузинсинтазой (DHS) и дезоксигипузингидрокси-
лазой (DOHH) в присутствии кофактора NAD+ и спермидина (Cwhen et al., 2020). Данная работа посвящена
изучению взаимодействия между ферментом DHS и субстратом EIF5A в присутствии никотинамидаденин-
динуклеотида NAD+ и спермидина, что в дальнейшем поможет понять механизм гипузинирования у Candida
albicans.

DHS представляет собой цитозольную трансферазу, участвующую в первой стадии гипузинирования
(Wątor et al., 2020). Для своей каталитической активности фермент требует NAD+ в качестве кофактора. DHS
катализирует перенос 4-аминобутильной части спермидина на специфический лизин предшественника
eIF5A, что приводит к образованию дезоксигипузина, который затем гидроксилируется с помощью DOHH
до гипузина (Chen et al., 2020).

Гены eif5a, dhs и dohh амплифицировали из выделенной тотальной ДНК Candida albicans штамм SC5314.
Полученные фрагменты генов клонировали в вектор paCYCduet-1 для их совместной экспрессии. Далее
фрагмент с тремя генами трансформировали в вектор pETGB1a, содержащий 6xHIS Tag на N-конце DHS.
Полученную конструкцию pETGB1a:DHS:DOHH:EIF5A трансформировали в компетентные клетки E. coli
BL21(DE3) pLys. Трансформанты культивировали в среде LB при 37°C до оптической плотности 0.6 при
600 нм. Потом культуру делили на четыре равных части и в каждую из них добавляли соответственно 1 –
NAD+, 2 – Спермидин, 3 – NAD+ + Спермидин, 4 – необработанный контроль. После добавления изопро-
пил-d-1-тиогалактопиранозида (IPTG) до конечной концентрации 0.5 М клетки культивировали еще 6 ч
при 30°С, после чего осаждали и лизировали. Лизат центрифугировали при 4500 rpm в течение 45 мин. Белки
выделяли металлохелатной аффинной хроматографией на никелевой колонке (NI-NTA). Белок 6xHIS-GB1-
DHS:DOHH:EIF5A элюировали с 300мМ раствором имидазола. Полученные фракции белка в каждом слу-
чае собирали и проводили электрофорез в нативных и в денатурирующих условиях.

В ходе экспериментов мы сделали вывод о том, что в условиях коэкспрессии наблюдается функциональ-
ная активность DHS, о чем свидетельствует наличие третрамерной формы белка на нативном электрофорезе
в ПААГ. Также мы наблюдали, что DHS и EIF5A образуют комплекс и поэтому выделяются вместе, несмот-
ря на то, что 6xHIS присутствует только на DHS. Наконец, мы наблюдали, что добавление NAD+ стимули-
рует димеризацию и третамеризацию DHS и усиливает его связывание EIF5A.

1 Конференция проведена при финансовой поддержке гранта Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации (Соглашение № 075-15-2021-1075 от 28.09.2021 г.), проект “Использование
генетических технологий для поиска биомаркеров, моделирования и терапии заболеваний человека”.
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сти распознавания мотива для выборки заданного объeма. Наконец, вычисляется значение p-value по обога-
щению для рассматриваемого мотива. Инструмент был протестирован на данных RNA-seq H. sapiens и
A. thaliana. Наш новый инструмент позволяет эффективно идентифицировать обогащенные ССТФ на осно-
ве результатов экспериментов RNA-seq.

Работа поддержана государственным бюджетным проектом ИЦиГ СО РАН № FWNR-2022-0006 и
FWNR-2022-0020.
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У организмов с хромосомным определением пола в кариотипах различают аутосомы и половые хромосо-
мы. Аутосомы – хромосомы, одинаковые в мужских и женских организмах, а половые хромосомы – те, по
которым отличаются мужские и женские особи. В зависимости от того, какой пол является гетерогаметным,
выделяют системы половых хромосом XX/XY и ZW/ZZ. Несмотря на то, что система половых хромосом
ZZ/ZW у птиц описана довольно давно, механизм детерминации пола остается неизвестным. Существуют
две гипотезы: согласно первой, пол зависит от соотношения Z-хромосом и аутосом, согласно второй – спе-
цифичная для самок W-хромосома содержит доминантный ген, детерминирующий развитие яичников. Органи-
зация W-хромосомы наилучшим образом изучена у домашней курицы – показано, что в ее составе около 50 млн
п.н., при этом всего 28 генов, тогда как ~40 млн п.н. занимают различные повторяющиеся последовательно-
сти (Bellott et al., 2017, Komissarov et al., 2018). Для остальных птиц точное строение W-хромосомы неизвест-
но, что затрудняет формулировку каких-либо обобщающих выводов о ее роли в регуляции половой диффе-
ренцировки.

Цель нашей работы – изучить строение гетерохроматиновой части W-хромосомы у японского перепела
Coturnix japonica (Phasianidae, Galliformes). В ходе работы мы картировали известные тандемно повторяю-
щиеся последовательности (ТП) на хромосоме W в фазе ламповых щеток (ЛЩ) методом флуоресцентной ги-
бридизации in situ (FISH) и составили ее цитогенетическую карту. На пике стадии ЛЩ в составе W-хромо-
сомы можно различить 17 хромомеров. Гетерохроматиновый блок из 8 хромомеров обогащен ТП CjapSAT и
CJA-ApaI. CjapSAT занимает также прицентромерные DAPI-позитивные хромомеры. Другие ТП обнаруже-
ны в терминальных хромомерах Wqter и Wpter. Положение Cjap31B совпадает с BglII, оба ТП локализуются
в районе центромеры, так же, как и в микрохромосомах. Только два хромомера, несущие небольшие лате-
ральные петли оказываются не занятыми ТП. По-видимому, именно здесь должны располагаться W-сцеп-
ленные гены. Картированные ТП не являются W-специфичными, они обнаруживаются в составе и других
хромосом, что подтверждается в том числе результатами FISH. В целом, W-специфические повторяющиеся
последовательности сильно различаются между разными видами (Yamada et al., 2006). Выполняют ли карти-
рованные нами повторы перепела структурную или, возможно, регуляторную роль, пока остается непонят-
ным. Однако детальные данные о составе W-хромосомы, несомненно, важны для выяснения ее роли в по-
ловой дифференцировке у птиц.
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