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Фактор eRF1 – ключевой белок терминации трансляции, который в комплексе с фак-
тором eRF3 распознает стоп-кодон в А-сайте рибосомы и стимулирует гидролиз пептидил-
тРНК.. Ранее было обнаружено, что у человека фактор может подвергаться двум пост-
трансляционным модификациям: гидроксилированию по 63 остатку лизина и метилиро-
ванию по 185 остатку глутамина. В клетке большая часть молекул eRF1 имеет эти мо-
дификации. Ранее при участии нашей лаборатории было показано, что обе модификации
по-отдельности стимулируют различные этапы терминации трансляции [1, 2]. Однако, их
совместное влияние оставалось не исследованным.

Для решения этой задачи мы разработали систему для получения рекомбинантного
eRF1 с одновременным эффективным внесением обеих модификаций. Для этого вначале
мы коэкспрессировали eRF1 с метилтрансферазой HEMK2𝛼 и необходимыми партнерами
в клетках Escherichia coli. Для внесения гидроксилирования мы отдельно экспрессировали
гидроксилазу JMJD4, а затем смешивали оба лизата клеток, насыщая смесь косубстра-
том 𝛼-кетоглутаратом и кофактором Fe2+. Далее белок очищали с помощью аффинной
и ионообменной хроматографий. В результате нам удалось получить высокоочищенные
препараты eRF1 с обеими модификациями, с каждой по-отдельности и без модификаций.
Присутствие модификаций в препаратах подтвердили с помощью MALDI-масс спектро-
метрии. Стоит отметить, что нам впервые удалось получить полностью гидроксилирован-
ный препарат рекомбинантного eRF1.

Активность каждого из препаратов в терминации трансляции мы определили с помо-
щью Termi-Luc анализа. Для этого мы выделяли претерминационные рибосомные ком-
плексы, кодирующие нанолюциферазу, и очищали их на градиенте сахарозы. Далее, к
таким комплексам добавляли препарат eRF1 и измеряли кинетику люминесценции. Нано-
люцифераза, связанная с тРНК в рибосоме, не способна светиться, т.е. свечение возможно
лишь после её высвобождения в раствор в ходе терминации трансляции, что позволяет
измерять скорость этого процесса. Мы обнаружили, что обе модификации стимулиру-
ют терминацию в этой системе, однако препарат eRF1 с обеими модификациями делает
это эффективнее. Такой результат указывает на функциональную важность обеих этих
модификаций в терминации трансляции эукариот. Кроме того, мы определили влияние
модификаций eRF1 на ГТФазную активность eRF3 в рибосоме. Оказалось, что обе этих
модификации также стимулируют этот процесс, а их совместное присутствие максимизи-
рует эффект.
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