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MutS ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì áåëêîì ñèñòåìû ðåïàðàöèè ìèñìàò÷åé. MutS èç E.coli

ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ãîìîäèìåðíûé áåëîê, èìåþùèé ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé, äâà ÀÒÔàç-
íûõ äîìåíà, à òàêæå äîìåíû, îòâå÷àþùèå çà ñâÿçûâàíèå ñ MutL è òåòðàìåðèçàöèþ.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî, ñêàíèðóÿ ÄÍÊ, MutS îáíàðóæèâàåò íåêàíîíè÷åñêèå äëÿ ÄÍÊ ïà-
ðû íóêëåîòèäîâ (ìèñìàò÷è), îáðàçîâàâøèåñÿ â ðåçóëüòàòå îøèáîê ðåïëèêàöèè. Ïîñëå
îáíàðóæåíèÿ ìèñìàò÷à, MutS âçèìîäåéñòâóåò ñ ÄÍÊ, èçãèáàÿ å¼ ïðèìåðíî íà 60◦. Çà-
òåì ïðîèñõîäèò îáìåí ìîëåêóë ÀÄÔ, ñâÿçàííûõ áåëêîì, íà ÀÒÔ. Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî
ýòîò ïðîöåññ ñîïðîâîæäàåòñÿ ¾âûïðÿìëåíèåì¿ ÄÍÊ è çíà÷èòåëüíûìè ïåðåñòðîéêàìè â
ñòðóêòóðå MutS, ïðèâîäÿùèìè ê îáðàçîâàíèþ òàê íàçûâàåìîãî ¾çàæèìà¿. Èìåííî ýòîé
êîíôîðìàöèè MutS ïðèïèñûâàþò ñïîñîáíîñòü àêòèâèðîâàòü MutL è èíèöèèðîâàòü ïî-
ñëåäóþùèå ñîáûòèÿ â ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ÷åòêèå äîêàçàòåëüñòâà ñòðóêòóðíîãî ïåðåõîäà MutS â êîíôîð-
ìàöèþ ¾çàæèì¿ îòñóòñòâóþò. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ýòîãî ïðîöåññà â äàííîé ðàáîòå ïðåäëî-
æåíî èñïîëüçîâàòü õèìè÷åñêóþ ôèêñàöèþ îäíîöèñòåèíîâûõ âàðèàíòîâ MutS íà ÄÍÊ.
Ðåàêöèîííîñïîñîáíûé ÄÍÊ-äóïëåêñ ñîäåðæàë 3'-êîíöåâóþ äèòèîãðóïïó â îäíîé èç öå-
ïåé, à òàêæå ñèñòåìó èç äâóõ ôëóîðîôîðîâ äëÿ èçìåðåíèÿ Ôåðñòåðîâñêîãî ðåçîíàíñíîãî
ïåðåíîñà ýíåðãèè (FRET). Ïîëó÷åíû ìóòàíòíûå ôîðìû MutS ñ åäèíñòâåííûì îñòàò-
êîì öèñòåèíà â ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåì äîìåíå: MutS(N468C), MutS(A469C), MutS(N497C).
Îõàðàêòåðèçîâàíà èõ ñïîñîáíîñòü àêòèâèðîâàòü ïðîöåññ ðåïàðàöèè in vitro. Íàèáî-
ëåå ýôôåêòèâíàÿ ðåïàðàöèÿ íàáëþäàëàñü â ñëó÷àå MutS(A469C) è MutS(N497C). Ýòè
ìóòàíòíûå ôîðìû MutS áûëè èñïîëüçîâàíû äëÿ êîâàëåíòíîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ ÄÍÊ-
äóïëåêñàìè, ñîäåðæàùèìè è íå ñîäåðæàùèìè ìèñìàò÷. Âûõîäû ÄÍÊ-áåëêîâûõ êîíú-
þãàòîâ áûëè áëèçêè ê êîëè÷åñòâåííûì. Êîíúþãàòû âûäåëÿëè ìåòîäîì ÂÝÆÕ íà íî-
ñèòåëå Superdex-200.

Èçó÷åíà ýôôåêòèâíîñòü îáìåíà íóêëåîòèäîâ ìóòàíòíûìè ôîðìàìè MutS, ôèêñè-
ðîâàííûìè íà ÄÍÊ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî òîëüêî áåëîê MutS(A469C) â ñîñòàâå êîíúþãà-
òà ñ ÄÍÊ ñîõðàíÿë ñïîñîáíîñòü ê íóêëåîòèäíîìó îáìåíó. Äëÿ êîâàëåíòíî ñâÿçàííî-
ãî êîìïëåêñà MutS(A469C) ñ ÄÍÊ-äóïëåêñîì, ñîäåðæàùèì G/T-ìèñìàò÷, â áóôåðå,
íå ñîäåðæàùåì íóêëåîòèäîâ, íàáëþäàëñÿ ýôôåêòèâíûé ðåçîíàíñíûé ïåðåíîñ ýíåðãèè,
÷òî óêàçûâàëî íà íàëè÷èå èçãèáà ÄÍÊ. Äîáàâëåíèå ÀÒÔ ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ ýô-
ôåêòèâíîñòè FRET, ÷òî óêàçûâàåò íà èçìåíåíèå êîíôîðìàöèè ÄÍÊ ñ èçîãíóòîé íà
ëèíåéíóþ ïðè ñîõðàíåíèè êîâàëåíòíîé ñâÿçè ìåæäó MutS è ÄÍÊ. Ýòîò ýêñïåðèìåíò
ïîäòâåðæäàåò ôîðìèðîâàíèå êîíôîðìàöèè ¾çàæèì¿ äëÿ MutS.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò èñïîëüçîâàòü êîíúþãàò MutS(A469C) ñ ÄÍÊ
äëÿ êðèñòàëëèçàöèè ñ öåëüþ ðàñøèôðîâêè ñòðóêòóðû MutS â êîíôîðìàöèè ¾çàæèì¿
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â êîìïëåêñå ñ äóïëåêñîì.
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