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Ïðîòåàñîìàëüíà äåãðàäàö³ÿ ðèáîíóêëå¿íîâèõ êèñëîò
ð³çíèõ ³çîôîðì NO-ñèíòàçè

C ïîìîùüþ ðàçðàáîòàííîãî ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîìû ñ
èñïîëüçîâàíèåì îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè è ïîñëåäóþùåé ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè
óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðîòåàñîìà 26S èç ïðîòåàñîìàëüíîé ôðàêöèè II ýôôåêòèâíî ðàñùåïëÿåò
ÐÍÊ àêòèíà, ìèîçèíà è âñåõ èçîôîðì NO-ñèíòàçû. Èíòåíñèâíîñòü äåãðàäàöèè ÐÍÊ ïîä
äåéñòâèåì ïðîòåàñîìû è ñïåöèôè÷åñêèõ ÐÍÊàç ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àåòñÿ. Òàêæå ïîêàçàíî,
÷òî ñïåöèôè÷åñêèé èíãèáèòîð ïðîòåàñîìû êëàñòî-ëàêòàöèñòèí β-ëàêòîí â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè ïîäàâëÿåò ÐÍÊàçíóþ àêòèâíîñòü ïðîòåàñîìû. Òàêèì îáðàçîì, â óñëîâèÿõ in vitro
ïðîòåàñîìà îñóùåñòâëÿåò äåãðàäàöèþ ðÿäà ýóêàðèîòíûõ ÐÍÊ, à ïðåäëîæåííûé ìåòîä
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ ïîèñêà ñóáñòàíöèé, ñïîñîáíûõ ñïåöèôè÷åñêè ïîäàâëÿòü
ÐÍÊàçíóþ àêòèâíîñòü ïðîòåàñîìû.

ÂÑÒÓÏ

Âàæëèâèì ïîêàçíèêîì åêñïðåñ³¿ áóäü-ÿêîãî
ãåíà º ñòàá³ëüí³ñòü ³íôîðìàö³éíèõ ÐÍÊ
(³ÐÍÊ), ùî óòâîðþºòüñÿ âíàñë³äîê òðàí-
ñêðèïö³¿ òà ñïëàéñèíãó [1, 7, 15]. Äîâåäåíî,
çîêðåìà, ùî ñòðîê íàï³âæèòòÿ ³ÐÍÊ åíäîòå-
ë³àëüíî¿ NO-ñèíòàçè (eNOS) çíà÷íî êîëè-
âàºòüñÿ çàëåæíî â³ä ñòàä³¿ êë³òèííîãî öèê-
ëó, â ÿêîìó çíàõîäèòüñÿ åíäîòåë³àëüíà
êë³òèíà, òà â³ä ¿¿ â³êó [16, 22]. ßêùî êë³òèíà
ïðîë³ôåðóº, òî ïîêàçíèê ñòàá³ëüíîñò³ eNOS
óòðè÷³ ïåðåâèùóº òàêèé ó êë³òèíàõ, ùî íå
ä³ëÿòüñÿ (27 ³ 9 ãîä â³äïîâ³äíî), à âì³ñò
³ÐÍÊ âíàñë³äîê öüîãî çá³ëüøóºòüñÿ ó 4 ðàçè
[22]. Âñòàíîâëåíî, ùî öåé ôåíîìåí çóìîâ-
ëåíèé íàÿâí³ñòþ ïðîòå¿íó ç ìîëåêóëÿðíîþ
ìàñîþ 51 êÄà, á³ëêà ÿêèé çäàòíèé ñïå-
öèô³÷íî çâ�ÿçóâàòèñÿ ç 3 ′-íåêîäóþ÷îþ
ä³ëÿíêîþ ³ÐÍÊ eNOS, à öå ïðèçâîäèòü äî
ïðèñêîðåíî¿ äåãðàäàö³¿ ìîëåêóëè ³ÐÍÊ. Ó
ïðîë³ôåðóþ÷èõ êë³òèíàõ ð³âåíü çâ�ÿçóâàííÿ
öüîãî ïðîòå¿íó ç â³äïîâ³äíîþ ä³ëÿíêîþ
³ÐÍÊ eNOS çíèæåíèé á³ëüøå, í³æ óäâ³÷³
ïîð³âíÿíî ³ç êë³òèíàìè â ñòàí³ ñïîêîþ.
Íåâ³äîìî, ÿê³ ôàêòîðè ñïðèÿþòü ïðèºä-

íàííþ çàçíà÷åíîãî á³ëêà äî ³ÐÍÊ eNOS ³
ÿê³ ôàêòîðè ðåãóëþþòü ê³ëüê³ñòü éîãî â
êë³òèí³. Çâàæàþ÷è íà òå, ùî ìàéæå 90 %
âíóòð³øíüîêë³òèííèõ á³ëê³â ï³äëÿãàþòü
ïðîòåàñîìàëüí³é äåãðàäàö³¿, ëîã³÷íî ïðèïóñ-
òèòè, ùî ³ öåé ïðîòå¿í ï³ñëÿ óá³êâ³òèí³çàö³¿
ðîçùåïëþºòüñÿ ïðîòåàñîìîþ [10]. Êð³ì
òîãî, ôðàíöóçüêèìè äîñë³äíèêàìè áóëî
äîâåäåíî, ùî ïðîòåàñîìà ìàº îêð³ì òðüîõ
ïåïòèäàçíèõ ùå é ÐÍÊàçíó àêòèâí³ñòü [18�
20]. Çàñòîñóâàâøè ìîëåêóëó ÐÍÊ â³ðóñó
òàáà÷íî¿ ìîçà¿êè, âîíè ïîêàçàëè, ùî ÿê ö³ëà
ïðîòåàñîìà, òàê ³ îêðåì³ ¿¿ ñóáîäèíèö³ (zeta
òà iota) ïðîÿâëÿþòü ÐÍÊàçíó àêòèâí³ñòü
[19]. Ïðèïóñêàºòüñÿ, ùî â³ä àêòèâíîñò³
ïðîòåàñîìàëüíîãî ïðîòåîë³çó çàëåæèòü ñòðîê
íàï³âæèòòÿ ìîëåêóë ÐÍÊ, à âðåøò³-ðåøò
ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ïåâíèõ á³ëê³â ó êë³òèíàõ [1�
4, 8]. Ö³êàâî, ùî ÐÍÊàçè, òîáòî ôåðìåíòè,
íà ÿêèõ òðàäèö³éíî ïîêëàäàëàñÿ ôóíêö³ÿ ç
ðóéíóâàííÿ ÐÍÊ, º ñóáñòðàòàìè ïðîòåà-
ñîìàëüíîãî ïðîòåîë³çó [6, 14]. Îòæå, ïðîòåà-
ñîìà ìîæå âïëèâàòè íà ñòàá³ëüí³ñòü ÐÍÊ
îäðàçó çà äåê³ëüêîìè ìåõàí³çìàìè. Íàäçâè-
÷àéíó âàæëèâ³ñòü ïðîòåàñîìàëüíîãî ïðîòåî-
ë³çó â öèõ ïðîöåñàõ ï³äòâåðäæóþòü â³äî-
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ìîñò³ ïðî åâîëþö³éíó äàâí³ñòü çàëó÷åííÿ
ïðîòåàñîìè â ðåãóëÿö³þ ê³ëüêîñò³ ÐÍÊ.
Äîâåäåíî, ùî ñóáîäèíèö³ ïðîòåàñîìè,
âèä³ëåí³ ³ç ñîíÿøíèêà (Sunflower hypocoty-
les), òàêîæ ìàþòü ÐÍÊàçíó àêòèâí³ñòü [5].
Ö³ëêîì ³ìîâ³ðíî, ùî ïðîòåàñîìà ôîðìó-
âàëàñÿ ÿê óí³âåðñàëüíèé âíóòð³øíüîêë³-
òèííèé ìàêðîìîëåêóëÿðíèé êîìïëåêñ,
ïðèçíà÷åíèé äëÿ äåãðàäàö³¿ âñ³õ ñêëàäîâèõ
ñèñòåìè ñèíòåçó á³ëê³â, ïî÷èíàþ÷è â³ä
ÄÍÊ, ÐÍÊ ³ çàê³í÷óþ÷è âëàñíå ïðîòå¿íàìè.

Âèõîäÿ÷è ç âèùåíàâåäåíîãî òà çâàæàþ-
÷è íà ïðàêòè÷íî ïîâíó â³äñóòí³ñòü äàíèõ
ïðî ìîæëèâ³ñòü ðóéíóâàííÿ ñïåöèô³÷íèõ
åóêàð³îòíèõ ÐÍÊ, áóëî ïîñòàâëåíî çà ìåòó
äîñë³äèòè ìîæëèâ³ñòü ïðîòåàñîìàëüíî¿ äåã-
ðàäàö³¿ ÐÍÊ ð³çíèõ ³çîôîðì NO-ñèíòàçè.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

ÐÍÊ ³ç ì³îêàðäà ë³âîãî øëóíî÷êà ìèøåé ³
ùóð³â âèä³ëÿëè çà äîïîìîãîþ íàáîðó Trizol
RNA-Prep (�Isogene�,  Ðîñ³ÿ).  Òîòàëüíó
ÐÍÊ (150�200 íã) çì³øóâàëè ç ïðîòåà-
ñîìàëüíîþ ôðàêö³ºþ ²² (PF II) ó êîíöåíò-
ðàö³¿ 0,25 ìã/ìë [9] àáî ç êîìá³íàö³ºþ äâîõ
ðèáîíóêëåàç (RNase A/T1 Mix, �Fermentas�,
Ëèòâà). Êîíöåíòðàö³ÿ ðèáîíóêëåàçè À â
ïðîá³ ñòàíîâèëà 0,12 ìã/ìë, à ðèáîíóêëåàçè
Ò1 � 1,5 ÎÄ. Ñïåöèô³÷íèé ³íã³á³òîð ïðîòåà-
ñîìè êëàñòî-ëàêòàöèñòèí  β -ëàêòîí
(4 ìêìîëü/ë) äîäàâàëè àáî áåçïîñåðåäíüî

ïåðåä ³íêóáàö³ºþ, àáî çà 2 ãîä äî äîäàâàííÿ
ÐÍÊ. Â îêðåìèõ äîñë³äàõ äëÿ ïîïåðåä-
æåííÿ äåãðàäàö³¿ ÐÍÊ  äîáàâëÿëè â ïðîáè
îë³ãîíóêëåîòèä 5`-gtgcctttgggctcctccaaggtg-
3` (0,26 ìêã/ìêë), ùî â³äïîâ³äàº ïîñë³äîâ-
íîñò³ íóêëåîòèä³â ó ÐÍÊ ³íäóöèáåëüíî¿ NO-
ñèíòàçè (iNOS). Îá�ºì ïðîá äîâîäèëè äî
5 ìêë äå³îí³çîâàíîþ âîäîþ. Íàäàë³ âñ³
ïðîáè ³íêóáóâàëè ïðîòÿãîì 60 õâ ïðè 36°Ñ,
ï³ñëÿ ÷îãî ïðîâîäèëè çâîðîòíó òðàíñ-
êðèïö³þ çà âèêîðèñòàííÿ RevertAid� H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (�Fer-
mentas�, Ëèòâà) ³ç çàñòîñóâàííÿì âèïàä-
êîâîãî ãåêñàìåðíîãî (random hexamer)
ïðàéìåðà. Â îêðåìèõ äîñë³äàõ äëÿ âèêëþ-
÷åííÿ ìîæëèâîñò³ ïðîòåàñîìàëüíî¿ äåãðàäàö³¿
çâîðîòíî¿ òðàíñêðèïòàçè PF II äîäàâàëè
áåçïîñåðåäíüî ïåðåä ðåàêö³ºþ. Îòðèìàíó
îäíîëàíöþãîâó ÄÍÊ âèêîðèñòîâóâàëè ÿê
ìàòðèöþ ó ïîë³ìåðàçí³é ëàíöþãîâ³é ðåàêö³¿
äëÿ àìïë³ô³êàö³¿  ôðàãìåíò³â ãåí³â,  ùî
êîäóþòü ñïåöèô³÷í³ äëÿ ñåðöÿ ìèø³ àêòèí ³
ëåãê³ ëàíöþãè ì³îçèíó [21], à òàêîæ ãåí³â,
ùî êîäóþòü NO-ñèíòàçè ùóðà � åíäîòå-
ë³àëüíó, ³íäóöèáåëüíó òà íåéðîííó (nNOS)
[17] .  Ãåíè àêòèíó òà  ëåãêèõ ëàíöþã³â
ì³îçèíó áóëî îáðàíî ç îãëÿäó íà âèñîêèé
ð³âåíü  ¿õ  åêñïðåñ ³ ¿  â  êë ³òèíàõ  ñåðöÿ .
²íôîðìàö³þ ïðî ïîñë³äîâí³ñòü íóêëåîòèä³â
ó ïðàéìåðàõ, òåìïåðàòóðó ¿õ ã³áðèäèçàö³¿ òà
ðîçì³ð àìïë³ô³êàò³â ó ïàðàõ îñíîâ (ï.î.)
íàâåäåíî â òàáëèö³. Àìïë³ô³êàö³éíà ñóì³ø

Ïðîòåàñîìàëüíà äåãðàäàö³ÿ ðèáîíóêëå¿íîâèõ êèñëîò

Àêòèíó ïðÿìèé � 5′-tgttacgtcgccttggattttgag-3′,
çâîðîòíèé � 5′-aagagagagacatatcagaagc-3′ 63 300

Ëåãêèõ ëàíöþã³â ïðÿìèé � 5′-gccaagaagcggatagaag-3′,
ì³îçèíó çâîðîòíèé � 5′-ctgtggttcagggctcagtc-3 ′ 63 300

NO-ñèíòàçè
   ³íäóöèáåëüíî¿ ïðÿìèé � 5′-ggaggaccacctctatcaggaag -3′

çâîðîòíèé � 5′-gtgcctttgggctcctccaaggtg -3′ 58,5 361

   åíäîòåë³àëüíî¿ ïðÿìèé � 5′-gctgcggcgcctggaaagaa-3′
çâîðîòíèé � 5′-gcccatgcacggacagcagcacaat-3′ 58,5 437

   íåéðîííî¿ ïðÿìèé � 5′-gaactgggaggggagaggattctg-3′
çâîðîòíèé � 5′-cacgaggtcctcgtggttgccgg -3′ 58,5 398

Ïîñë³äîâí³ñòü íóêëåîòèä³â ó ïðàéìåðàõ, òåìïåðàòóðà ¿õ ã³áðèäèçàö³¿ òà ðîçì³ð àìïë³ô³êàò³â ãåí³â,
ñïåöèô³÷íèõ äëÿ ñåðöÿ ìèø³ � àêòèíó, ëåãêèõ ëàíöþã³â ì³îçèíó, à òàêîæ ãåí³â ð³çíèõ ³çîôîðì NO-ñèíòàçè ùóðà

       Ãåí Ïðàéìåðè Òåìïåðàòóðà
ã³áðèäèçàö³¿, oC

Ðîçì³ð
àìïë³ô³êàòó, ï.î.
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Ðèñ. 1. Âïëèâ ïðîòåàñîìàëüíî¿ ôðàêö³¿ ²² (PF II) íà
ðåçóëüòàòè çâîðîòíî¿ òðàíñêðèïö³¿ ç íàñòóïíîþ
àìïë³ô³êàö³ºþ ãåí³â àêòèíó òà ëåãêèõ ëàíöþã³â ì³îçèíó:
1 � ³íêóáàö³ÿ ÐÍÊ ç PF II, 2 � ³íêóáàö³ÿ ÐÍÊ ç PF II ïðè
äîäàâàíí³ êëàñòî-ëàêòàöèñòèí β-ëàêòîíó (4 ìêìîëü),
3 � ³íêóáàö³ÿ ÐÍÊ ç êëàñòî-ëàêòàöèñòèí β-ëàêòîíîì
(4 ìêìîëü), 4 � êîíòðîëüíà ïðîáà (ò³ëüêè ÐÍÊ). Òðèâà-
ë³ñòü ³íêóáàö³¿ � 60 õâ. Òóò ³ íà ðèñ. 2, 3 íàâåäåíî
ðåçóëüòàòè îäíîãî ç ï�ÿòè îêðåìèõ åêñïåðèìåíò³â

ì³ñòèëà 5  ìêë 5-êðàòíîãî áóôåðà,  1 ,5
ììîëü/ë ñóëüôàòó ìàãí³þ, 200 ìêìîëü/ë
ñóì³ø³ ÷îòèðüîõ íóêëåîòèäòðèôîñôàò³â, ïî
30 ïìîëü/ë êîæíîãî ç ïðàéìåð³â òà 0,5 ÎÄ
Taq-ïîë³ìåðàçè (�Àìïë³Ñåíñ�, Ðîñ³ÿ) ³
ÄÍÊ-ìàòðèöþ,  îòðèìàíó â  ðåçóëüòàò ³
çâîðîòíî¿ òðàíñêðèïö³¿. Îá�ºì äîâîäèëè äî
25 ìêë äå³îí³çîâàíîþ âîäîþ. Ïîë³ìåðàçíó
ëàíöþãîâó ðåàêö³þ ïðîâîäèëè â òåðìî-
öèêëåð³ GeneAmp System 2700 (�Applied
Biosystems�, ÑØÀ). Ê³ëüê³ñòü öèêë³â àìïë³-
ô³êàö³¿ ñòàíîâèëà 30 (äëÿ ãåí³â àêòèíó òà
ëåãêèõ ëàíöþã³â ì³îçèíó) òà 33 (äëÿ ãåí³â, ùî
êîäóþòü ð³çí³ ³çîôîðìè NO-ñèíòàç). Àìïë³-
ô³êàòè ðîçä³ëÿëè â 2%-ìó àãàðîçíîìó ãåë³,
ÿêèé ì³ñòèâ áðîìèñòèé åòèä³é. Â³çóàë³çàö³þ
é îö³íêó ÿñêðàâîñò³ àìïë³ô³êàò³â ï³ñëÿ
ãîðèçîíòàëüíîãî åëåêòðîôîðåçó (170 Â
ïðîòÿãîì 30 õâ) ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ
òðàíñ³ëþì³íàòîðà òà ïðîãðàìíîãî çàáåç-
ïå÷åííÿ ViTran (�Á³îêîì�, Ðîñ³ÿ).

Â³ðîã³äí³ñòü ð³çíèö³ îòðèìàíèõ ðåçóëü-
òàò³â (íàÿâí³ñòü àáî â³äñóòí³ñòü àìïë³-
ô³êàòó)  âèçíà÷àëè çà χ2-êðèòåð³ºì ç âèêî-
ðèñòàííÿì ïðîãðàìè Excel 2000.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Çàñòîñóâàííÿ ðîçðîáëåíîãî íàìè ìåòîäó
âèçíà÷åííÿ ÐÍÊàçíî¿ àêòèâíîñò³ ïðîòåà-
ñîìè ³ç çàñòîñóâàííÿì çâîðîòíî¿ òðàíñ-
êðèïö³¿ òà íàñòóïíîþ ïîë³ìåðàçíîþ ëàíöþ-
ãîâîþ ðåàêö³ºþ äîçâîëèëî âñòàíîâèòè, ùî
ïðîòåàñîìà 26S ç PF II åôåêòèâíî ðîçùåï-
ëþº ÐÍÊ (ðèñ. 1, 2). ²íòåíñèâí³ñòü ïðîòåà-
ñîìàëüíî¿ òà ÐÍÊàçíî¿ äåãðàäàö³¿ ÐÍÊ íå
â³äð³çíÿþòüñÿ, òîáòî åôåêòèâí³ñòü ðóéíó-
âàííÿ ìîëåêóë ÐÍÊ ï³ä ä³ºþ ïðîòåàñîìè
â³äïîâ³äàº òàê³é ó ÐÍÊàç. Òàêîæ ðåçóëüòàòè
äîñë³ä³â âêàçàëè, ùî êëàñòî-ëàêòàöèñòèí
β-ëàêòîí ïðèãí³÷óº ÐÍÊàçíó àêòèâí³ñòü
ïðîòåàñîìè ò³ëüêè â ðàç³ äîñòàòíüî äîâãî¿
³íêóáàö³¿ ³ç PF II (ïðîòÿãîì 2 ãîä), ïðàê-
òè÷íî ïîâí³ñòþ ïîïåðåäæóþ÷è äåãðàäàö³þ
ÐÍÊ àêòèíó òà ì³îçèíó (Ð=0,01). Âàæëèâî,
ùî êëàñòî-ëàêòàöèñòèí β-ëàêòîí íå âïëè-
âàâ íà ïåðåá³ã çâîðîòíî¿ òðàíñêðèïö³¿ òà

ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿, áî ³íêóáà-
ö³ÿ öüîãî ³íã³á³òîðà ç ÐÍÊ íå çì³íþâàëà
ê³íöåâèé ðåçóëüòàò (ÿñêðàâ³ñòü àìïë³-
ô³êàòó) .  Òàêîæ áóëî  âñòàíîâëåíî ,  ùî
êîìïîíåíòè PF II íå âïëèâàþòü íà ïðîöåñ
çâîðîòíî¿ òðàíñêðèïö³¿ òà àìïë³ô³êàö³¿, òîìó
ùî ïðè äîäàâàíí³ ïðîòåàñîìàëüíî¿ ôðàêö³¿
áåçïîñåðåäíüî ïåðåä ïî÷àòêîì çâîðîòíî¿
òðàíñêðèïö³¿ ê³ëüê³ñòü ïðîäóêòó ïîë³ìå-
ðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ íå çì³íþâàëàñü.

Â åêñïåðèìåíòàõ ç îö³íêîþ âïëèâó PF
II íà ðåçóëüòàòè àìïë³ô³êàö³¿ ãåí³â ð³çíèõ
³çîôîðì NO-ñèíòàç áóëî îòðèìàíî àíàëî-
ã³÷í³ ðåçóëüòàòè (ðèñ. 3) � ³íêóáàö³ÿ ÐÍÊ ç
PF II ïðèçâîäèëà äî ¿¿ ðóéíóâàííÿ ³, ÿê
íàñë³äîê, íå óòâîðþâàëèñü àìïë³ô³êàòè

Â.ª. Äîñåíêî, Â.Þ. Çàãîð³é, Î.Î. Ìîéáåíêî

Ðèñ. 2. Âïëèâ ïðîòåàñîìàëüíî¿ ôðàêö³¿ ²² (PF II) íà
ðåçóëüòàòè çâîðîòíî¿ òðàíñêðèïö³¿ ç íàñòóïíîþ
àìïë³ô³êàö³ºþ ãåíà ëåãêèõ ëàíöþã³â ì³îçèíó:
1 � êîíòðîëüíà ïðîáà (ò³ëüêè ÐÍÊ), 2 � ³íêóáàö³ÿ ÐÍÊ
ç PF II ïðîòÿãîì 60 õâ, 3 � ³íêóáàö³ÿ ÐÍÊ ç êîìá³íàö³ºþ
ðèáîíóêëåàç ïðîòÿãîì 60 õâ, 4 � ³íêóáàö³ÿ ÐÍÊ ç PF II,
ùî çíàõîäèëàñÿ ïðîòÿãîì 2 ãîä ïðè 36°Ñ, 5 � ³íêóáàö³ÿ
ÐÍÊ ç PF II, íà ÿêó ïðîòÿãîì 2 ãîä âïëèâàâ êëàñòî-
ëàêòàöèñòèí β-ëàêòîí (4 ìêìîëü), 6 � äîäàâàííÿ PF II
áåçïîñåðåäíüî ïåðåä çâîðîòíîþ òðàíñêðèïö³ºþ ÐÍÊ
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â³äïîâ³äíèõ ãåí³â (Ð=0,01). Òàêèì ÷èíîì, çà
íàøèìè ðåçóëüòàòàìè, ÿêî¿ñü ñïåöèô³÷íîñò³
àáî âèá³ðêîâîñò³ ó äåãðàäàö³¿ ÐÍÊ ïðîòåà-
ñîìîþ íå ñïîñòåð³ãàºòüñÿ. Íàøà ñïðîáà
ïîïåðåäèòè ðóéíóâàííÿ ïåâíèõ ÐÍÊ çà
äîïîìîãè îë³ãîíóêëåîòèäó, ùî â³äïîâ³äàº
ïîñë³äîâíîñò³ íóêëåîòèä³â ó ÐÍÊ iNOS,
âèÿâèëàñÿ íåâäàëîþ � äåãðàäàö³ÿ ÐÍÊ
â³äáóâàëàñÿ òàê ñàìî ³íòåíñèâíî.

Ñë³ä âèçíàòè, ùî âèâ÷åííÿ ÐÍÊàçíî¿
àêòèâíîñò³  ïðîòåàñîìè çíàõîäèòüñÿ íà
ïî÷àòêîâîìó ð³âí³ .  Äîñ³  îñòàòî÷íî íå
ç�ÿñîâàíî, ÿê³ ñàìå ñóáîäèíèö³ ïðîòåàñîìè
çàáåçïå÷óþòü çäàòí³ñòü öüîãî ìàêðîìî-
ëåêóëÿðíîãî êîìïëåêñó äî ðóéíóâàííÿ ÐÍÊ
[11]. Petit òà ñï³âàâò. íàâîäÿòü äîêàçè òîãî,
ùî íåêàòàë ³òè÷í³  (â ³äíîñíî  á ³ëê ³â )
α-ñóáîäèíèö³ ïðîòåàñîìè (zeta òà iota)
â³äïîâ³äàþòü çà ÐÍÊàçíó àêòèâí³ñòü [19],
à ïåðøà ç íèõ âèÿâëÿºòüñÿ â êë³òèíàõ
ïåðåâàæíî (60�70 %) ó ìîíîìåðíîìó ñòàí³
ÿê â ÿäð³, òàê ³ â öèòîïëàçì³ [13]. Ó íàøèõ
åêñïåðèìåíòàõ óïåðøå ïîêàçàíî, ùî ñïåöè-
ô³÷íèé ³íã³á³òîð ïðîòåàñîìè, êîòðèé âçàºìî-
ä³º ñàìå ç ïåïòèäàçíèìè êàòàë³òè÷íèìè β-
ñóáîäèíèöÿìè, ïðèãí³÷óº ÐÍÊàçíó ¿¿ àêòèâ-
í³ñòü. Íå âèêëþ÷åíî, ùî ï³ä âïëèâîì öüîãî
³íã³á³òîðà çì³íþºòüñÿ êîíôîðìàö³ÿ âñüîãî
êîìïëåêñó ³ öå ïðèçâîäèòü äî ïîðóøåííÿ
çäàòíîñò³ ïðîòåàñîìè ðóéíóâàòè ÐÍÊ ÷è

çâ�ÿçóâàòèñÿ ç â³äïîâ³äíèìè ïîñë³äîâ-
íîñòÿìè â ¿¿ ìîëåêóëàõ. Íèí³ ç�ÿñîâàíî, ùî
åôåêòèâí³ñòü äåãðàäàö³¿ ÐÍÊ çàëåæèòü â³ä
ê³ëüêîñò³ ïîñë³äîâíîñòåé AUUUA â öèõ
ìîëåêóëàõ [8, 12]. Òîáòî ïðîòåàñîìà ìàº
ìîæëèâ³ñòü áåçïîñåðåäíüî àáî çà ó÷àñòþ
äîäàòêîâèõ ôàêòîð³â ðîçï³çíàâàòè ïåâí³
ïîñë³äîâíîñò³ â ìîëåêóëàõ ÐÍÊ. Îäíàê ö³
ïîñë³äîâíîñò³ º çàâæäè ³ ÿêùî á íå áóëî
ôàêòîð³â ,  ùî îáìåæóþòü ³  ðåãóëþþòü
ÐÍÊàçíó àêòèâí³ñòü ïðîòåàñîìè, òî æîäíà
á³ëêîâà ìîëåêóëà íå ñèíòåçóâàëàñÿ á ó
êë³òèí³. Ïîøóê åíäîãåííèõ ³ ñèíòåòè÷íèõ
ðåãóëÿòîð³â ñàìå ÐÍÊàçíî¿ àêòèâíîñò³ â
öüîìó àñïåêò³ â³äêðèâàº âåëèê³ ïåðñïåêòèâè
ÿê ó ðîçóì³íí³ ôóíäàìåíòàëüíèõ ìåõàí³çì³â
ðåãóëÿö³ ¿  ñòàá³ëüíî ñò³  ìîëåêóë ÐÍÊ ³
ñèíòåçó á³ëê³â, òàê ³ â ìîæëèâîñòÿõ ö³ëåñ-
ïðÿìîâàíîãî âïëèâó íà ö³ ïðîöåñè ÷åðåç
ïðîòåàñîìàëüíèé ïðîòåîë³ç.

 V.E. Dosenko, V.Yu. Zagoriy, À.À. Moybenko

PROTEASOMAL  DEGRADATION  OF  RNA
OF  DIFFERENT  NO-SYNTHASE  ISOFORMS

Using a developed method of determination of the RNase
activity of the proteasome in vitro with the application of
reverse transcription followed by subsequent polymerase chain
reaction it was shown that 26S proteasome from the
proteasomal fraction II effectively cleaves RNA, encoding ac-
tin, myosin and all isoforms of NO synthase. The intensity of
RNA degradation by proteasome and specific RNases is simi-
lar. It was also shown that clasto-lactacystin β-lactone, a spe-
cific proteasome inhibitor significantly depresses RNase ac-
tivity of the proteasome. Thus, proteasome is capable to de-
grade certain eukariotic RNA in vitro and the proposed method
can be used in order to discover specific substances such as
inhibitors of RNase activity of the proteasome.

Î.Î. Bogomolets Institute of Physiology, National Academy
of Sciences of Ukraine, Kyiv
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