Изучение взаимодействия белков MutS и MutL системы репарации E.coli с модифицированными ДНК, содержащими акриламидную группу
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В процессе репликации ДНК из-за неточности работы ДНК-полимеразы происходит ошибочное встраивание нуклеотидов в ДНК, в результате в ДНК возникают некомплементарные пары нуклеотидов («мисматчи»). Во всех царствах живых организмов существует система репарации неканонических пар нуклеотидов (Mismatch Repair system, MMR), которая значительно понижает вероятность возникновения мутаций. Для функционирования этой системы необходимо слаженное действие более 10 белков. Изучение деталей механизма «мисматч»-репарации ДНК является актуальной задачей, поскольку сбои в ее функционировании приводят к накоплению мутаций в генах и к возникновению онкологических заболеваний[1]. Одним из основных белков системы репарации является белок MutS. Он сканирует ДНК и при обнаружении неканонической пары связывается с ней. После связывания ДНК белок MutL получает сигнал об обнаружении «мисматча» и активирует cледующие этапы репарации. Белковые комплексы, образующиеся в процессе репарации, являются динамически подвижными и перемещаются по цепи ДНК, что затрудняет их изучение. Одним из способов исследования таких комплексов является ковалентная фиксация белков на ДНК. 
Для ковалентной фиксации белков на ДНК использованы модифицированные фрагменты ДНК, содержащие акриламидную группу в положении 5-дезоксиуридина на линкерах различной длины. Акриламидная группа может реагировать с SH-группами остатков цистеина белка[2]. В качестве объекта исследования использована мутантная форма белка MutS(N497C). Показано, что белок MutS эффективно и специфично связывается с синтетическим ДНК-дуплексом, содержащим dU с реакционноспособной группой  на расстоянии четырёх нуклеотидов с 5'-стороны от некомплементарной G/T-пары. Выход конъюгата MutS(N497C) c таким дуплексом достигал 20%. Показано, что эффективность ковалентного связывания белка с ДНК существенно зависит от длины линкера, на котором находится акриламидная группа. Дикий тип белка MutS и мутантная форма белка, не содержащая остатков цистеина, не вступают в реакцию с модифицированными ДНК. Это говорит о селективности взаимодействия акриламидной группы в составе олигодезоксирибонуклеотида со сближенным с ДНК остатком цистеина. Белок MutL не реагирует с ДНК, что может быть связано меньшей стабильностью комплекса MutL-ДНК.
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