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За последние годы накопились данные, свидетельствующие о значительном влиянии
модификаций РНК на регуляцию экспрессии генов. Одним из примеров модификации
РНК является метилирование цитозина по пятому положению азотистого основания. В
клетках человека данную модификацию осуществляют белок DNMT2, а также предста-
вители семейства NSUN. Одной из таких РНК-метилтрансфераз является белок NSUN7.
Согласно опубликованным данным, экспрессия NSUN7 наблюдается исключительно в
сперматоцитах и сперматидах [1], при этом функция этого белка остается неизвестной.
Известно, что мутации в гене Nsun7 у мышей приводят к стерильности самцов [2].

В нашей лаборатории были получены 2 линии мышей-нокаутов по гену Nsun7. На
электронных микрофотографиях сперматозоидов таких мутантов наблюдается изменение
расположения и количества продольных колонн фиброзной оболочки. Также ранее был
выявлен предполагаемый белок-партнер NSUN7 - C19ORF81. C помощью сервиса HHpred
для него было предсказано наличие РНК-связывающего домена.

Наша работа посвящена исследованию функциональной роли NSUN7 и его предпола-
гаемого белка-партнера, а также изучению эволюции строения фиброзной оболочки.

Мы проанализировали выборки ортологов NSUN7, C19ORF81 и AKAP4 (маркер фиб-
розной оболочки) на предмет совместного присутствия в геномах Metazoa. Данные о де-
лециях и вставках изучаемых генов были соотнесены с характерными ультраструктурами
сперматозоидов таксонов Metazoa. В результате анализа была установлена корреляция
между ультраструктурой жгутиков и присутствием изучаемых ортологов в геноме.

Для того, чтобы достичь значимого обогащения фракций сперматоцитов, круглых и
элонгированных сперматид нами была отработана методика разделения клеток тестикул
на фракции, содержащие половые клетки на разных стадиях развития. Фракции были
проанализированы с помощью иммуноблоттинга и количественной ПЦР с обратной тран-
скрипцией. По результатам исследований было установлено, что наибольшее содержание
NSUN7 наблюдается во фракции, обогащенной элонгированными сперматидами, что со-
гласуется с нашей гипотезой о его участии в формировании фиброзной оболочки жгутика
сперматозоида.

Для выявления отличий в белковом составе сперматозоидов, а также в обогащенных
фракциях половых клеток мышей дикого типа и двух линий нокаутов, мы провели дву-
мерный дифференциальный гель-электрофорез. Белки со значимым изменением уровня
представленности были определены методом MALDI.

Также мы провели сравнительный протеомный анализ клеточных фракций тестикул
и сперматозоидов двух линий нокаутов и мышей дикого типа для установления влияния
инактивации гена Nsun7 на протеом соответствующих клеток.
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