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ГЛАВА 2. ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ КОМПЛЕКСА ЭНДОНУКЛЕАЗЫ РЕСТРИКЦИИ ECORIIС ДНК С ПОМОЩЬЮ БИОХИМИЧЕСКИХ И СПЕКТРАЛЬНЫХ МЕТОДОВ (ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ).
2.1. Зондирование контактов эндонуклеазы EcoRII с фосфатными группами ДНК.
2.1.1. ДНК-дуплексы, содержащие модифицированные углеводные остатки.
2.1.2. ДНК-дуплексы, содержащие межнуклеотидную хиральную тиофосфатную группу.
2.1.2.1. Синтез и хроматографическое разделение Rp- и »Ур-диастереомеров 12-звенных олигонуклеотидов.
2.1.2.2. Получение 12-звенных олигонуклеотидов, содержащих хиральную тиофосфатную группу, с помощью хроматографического разделения 5-7-звенных олигонуклеотидов и последующего ферментативного лигирования.
2.1.2.3. Определение конфигурации тиофосфатной группы.
2.1.2.4. Гидролиз эндонуклеазой EcoRII ДНК-дуплексов, содержащих в участке узнавания EcoRII тиофосфатную группу.
2.1.3. Зондирование контактов эндонуклеазы EcoRII с группами атомов ДНК, расположенными в малой бороздке, с помощью ДНК-дуплексов, содержащих остатки (+)- или (-)-/мрянс-ан/ми-бензо[а]пирена^ -dG.
2.2. Идентификация участка эндонуклеазы EcoRII, взаимодействующего с центральной нуклеотидной парой участка узнавания в ДНК, методом фотоаффинной модификации.
2.3. Изучение структуры комплекса R.EcoRII-ДНК с помощью флуоресценции.
2.3.1. Взаиморасположение участков узнавания EcoRH в комплексе R.EcoRII-ДНК.
2.3.1.1. Транс-локализация участков узнавания.
2.3.1.2. Zfuc-локализация участков узнавания.
ГЛАВА 3. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ.
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3.2. Приборы и методы.
3.3. Общие методики.
3.3.1. Выделение R.EcoRII.
3.3.2. Хроматографическое разделение Rp- и ^р-диастсрсомсров олигонуклеотидов и определение их конфигурации.
3.3.3.5'-Фосфорилирование олигонуклеотидов.
3.3.4. Ферментативное лигирование.
3.3.5. Выделение олигонуклеотидов из геля.
3.3.6. Гидролиз ДНК-дуплексов эндонуклеазой EcoRII.
3.3.7. Разделение (-)- и (+)-диастереомеров олигонуклеотидов, содержащих остаток (+,-)-TpaHc-aHTH-B[a]P-N2-dG.
3.3.8. Получение ДНК методом ПЦР.
3.3.9. Комплексообразование ЭР EcoRII с ДНК.
3.3.10. Фотоаффинная модификация ЭР EcoRII IdU-содержащими ДНК-дуплексами.
3.3.11. Гидролиз ковалентных конъюгатов протеолитическими ферментами с последующей очисткой и анализом.
3.3.12. Измерение переноса энергии и расчет геометрии петли ДНК.
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