Новый метод поиска сайтов связывания ДНК-гиразы в геноме Escherichia coli
Сутормин Дмитрий Александрович, Гиляров Дмитрий Алексеевич
ИБГ РАН,  Россия, Москва, sutormin94@gmail.com
Отрицательная суперспирализация молекул ДНК необходима для протекания важных клеточных процессов: транскрипции, репликации, декатенации, компактизации ДНК. У прокариот ключевым ферментом, создающим отрицательные супервитки, является топоизомераза класса II ДНК-гираза – гетеротетрамерный белок (А2В2), субъединицы которого кодируются генами gyrA и gyrB. Распределение ДНК-гиразы по бактериальному геному и его возможная взаимосвязь с пространственной организацией генома до сих пор не известны. В работе предложен новый метод поиска специфичных сайтов связывания ДНК-гиразы без использования искажающих данные формальдегидных сшивок. В основе метода лежит явление стабилизации ковалентных комплексов ДНК с ферментом в результате действия антибиотика ципрофлоксацина. Такие комплексы можно выделить и секвенировать связанные с ДНК-гиразой фрагменты ДНК, которые будут точно маркировать сайт связывания белка.
В экспериментах in vitro были использованы субъединицы А и В, конъюгированные со SPA тагом, что позволяло проводить аффинную очистку той или иной субъединицы из реакционной смеси. Было показано специфическое совместное выделение субъединиц А и ковалентно связанных с ними фрагментов ДНК, соответствующих области сайта связывания. Разработанным методом были обнаружены “сильные” сайты связывания фермента, известные из литературы, а также найдены новые. Для валидации метода in vivo были использованы штаммы E.coli DY330, в которых хромосомные гены одной из субъединиц ДНК-гиразы слиты с последовательностями SPA-тага и трансформированные плазмидой pMP1000, несущей “сильный” сайт связывания гиразы фага Mu. При помощи ПЦР в реальном времени было продемонстрировано обогащение иммуннопреципитированной ДНК последовательностями “сильного” сайта связывания ДНК-гиразы.  Предварительные данные о распределении ДНК-гиразы по хромосоме E.coli DY330 gyrA-SPA были получены с помощью секвенирования библиотеки фрагментов ДНК, ковалентно связанных с GyrA, на платформе Illumina HiSeq2000.
Таким образом, нами был разработан и валидирован в системах in vitro и in vivo новый метод картирования нативных сайтов связывания ДНК-гиразы, который может быть использован для картирования сайтов связывания других прокариотических и эукариотических топоизомераз. Комплементация данных о распределении топоизомераз, основных структурных белков нуклеоида и уровня экспрессии генов (то есть активности РНК-полимеразы) с данными Hi-C позволит разработать реалистичную модель функционирования бактериального генома.
