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Тема 3 (теоретическая работа для студента I-II-го курса)

Анализ изменений в  третичной структуре эндонуклеаз рестрикции в процессе их функционирования 
Актуальность. Работа связана с детальным исследованием закономерностей взаимодействия важнейших представителей ферментов нуклеинового обмена  - эндонуклеаз рестрикции (ЭР) II-го типа -  с нуклеотидными последовательностями. Это просто организованные, как правило, гомодимерные белки, узнающие в ДНК 4-8-звенные палиндромные последовательности и гидролизующие их в определенных положениях углеводофосфатного остова. Эндонуклеазы рестрикции выполняют функцию защиты бактериальной клетки от проникновения в нее чужеродной ДНК. Они широко используются для конструирования рекомбинантных молекул ДНК и картирования ДНК. Кроме этого, для 20 ЭР II-го типа на сегодняшний момент расшифрована пространственная структура как свободного фермента, так и ДНК-белкового комплекса. Сопоставление данных рентгеноструктурного анализа (РСА) с результатами многочисленных биохимических исследований позволило использовать эндонуклеазы рестрикции II-го типа как модельные системы при изучении структурных аспектов специфического ДНК-белкового взаимодействия и механизма Mg2+-зависимого гидролиза фосфодиэфирных связей в ДНК. 
Тем не менее, остается непонятным детальный механизм фермент-субстратного узнавания, регулирования каталитической активности ЭР, а также эволюционная и структурная взаимосвязь между различными ферментами рестрикции. Дальнейшее изучение эндонуклеаз рестрикции II-го типа и получение новых сведений о структуре и свойствах комплексов ЭР с ДНК приведет не только к ответам на эти вопросы, но и позволит успешно проводить эксперименты по направленному изменению или расширению специфичности эндонуклеаз рестрикции.

Целью работы является анализ конформационных изменений эндонуклеаз рестрикции (на примере EcoRV), происходящих на различных стадиях их функционирования.
В задачу работы входит сравнительный анализ трехмерной структуры апо-фермента EcoRV и трехмерных структур фермента в комплексах с синтетическими фрагментами ДНК в присутствии и отсутствие кофакторов – ионов двухвалентных  металлов. Фрагменты ДНК, входящие в состав комплексов EcoRV  различаются нуклеотидной последовательностью, содержат или не содержат участок узнавания фермента или представляют собой продукты гидролиза. В ходе работы предусматривается использование пакета программ, разработанных в отделе математических методов анализа НИИФХБ – Life Core, Clu_D и hb_DNA.  Предполагается сопоставление результатов структурных данных с исследованиями функционирования ЭР EcoRV в растворе.

