БИФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ДНК-МЕТИЛТРАНСФЕРАЗА SsoII: ОПРЕДЕЛЕНИЕ УГЛА ИЗГИБА ДНК В СОСТАВЕ БЕЛКОВО-НУКЛЕИНОВЫХ КОМПЛЕКСОВ Норкин М.В.
Студент
МГУ имени М.В.Ломоносова, химический факультет, Москва, Россия
E-mail: norkin_1991@mail.ru
Одним из основных этапов взаимодействия белков с нуклеиновыми кислотами является изменение конформации ДНК в составе ДНК-белкового комплекса. Из литературы известно огромное количество белков, изгибающих ДНК при связывании, в том числе различные репрессоры, активаторы и факторы транскрипции. В то же время информация о конформационных перестройках ДНК под действием белков в процессе их функционирования в растворе все ещё ограничена.
 Объектом нашего исследования является ДНК-метилтрансфераза SsoII (M.SsoII). Она относится к особому классу ДНК-метилтрансфераз (МТ), которые не только метилируют ДНК, но и регулируют транскрипцию генов систем рестрикции-модификации (РМ) [1]. M.SsoII состоит из двух доменов: первый ответственен за метилирование ДНК, узнает двутяжевую последовательность 5'-CCNGG-3' и метилирует внутренний остаток цитозина, а второй домен отвечает за регуляцию транскрипции генов системы РМ SsoII и связывается с 15-звенным инвертированным повтором (регуляторным участком) внутри межгенной области системы РМ SsoII. 
Задачей данной работы является определение угла изгиба ДНК при связывании фермента с регуляторным участком и участком метилирования, что важно для понимания особенностей функционирования системы РМ SsoII в клетке.
Для определения угла изгиба ДНК при связывании с белком использован метод, предложенный в работе [2], и плазмида pBend2, сконструированная Zwieb и соавт. [3]. Суть метода состоит в том, что изучают комплексообразование фермента с набором фрагментов ДНК одинаковой длины, но с различным положением его участка узнавания. Далее анализируют электрофоретическую подвижность полученных комплексов и по электрофореграмме рассчитывают угол изгиба ДНК при связывании исследуемого фермента с участками узнавания. 
Фрагменты ДНК, содержащие либо регуляторный участок, либо участок метилирования M.SsoII были получены в результате гидролиза плазмиды pBend2 эндонуклеазами рестрикции. Угол изгиба при взаимодействии M.SsoII с участком метилирования составил ~9°, с регуляторным участком ~90°. Изгиб ДНК в области регуляторного участка является необходимой стадией процесса регуляции транскрипции. Предполагается, что изгиб ДНК создает стерические препятствия при связывании σ-субъединицы РНК-полимеразы с промоторной областью гена МТ, что предотвращает экспрессию M.SsoII.

Литература
1. Karyagina A. et al., Specific binding of SsoII DNA methyltransferase to its promoter region provides the regulation of ssoII restriction-modification gene expression // Nucleic Acids Res., 1997, vol. 25, pp. 2114–2120.

2. Ferrari S. et al., SRY, like HMG1, recognizes sharp angles in DNA // The EMBO J., 1992, vol. 11, pp. 4497.

3. Zwieb C. et al., Plasmid vectors for the analysis of protein-induced DNA bending // MethMolBiol, 2009, chapter 32.
Автор выражает благодарность за научное руководство Рязановой Александре Юрьевне. 
Работа поддержана грантом РФФИ-ННИО № 14-04-91340.

