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Тема 4  (теоретическая работа для студента II-III-го курса)

Структурно-функциональная характеристика  С5-цитозиновой  ДНК-метилтрансферазы SsoII как транскрипционного фактора
Объектом исследования является прокариотическая С5-цитозиновая ДНК-метилтрансфераза SsoII (M.SsoII), входящая в систему рестрикции-модификации (Р-М) II-го типа SsoII. M.SsoII узнает в ДНК нуклеотидную последовательность 5'-...СCNGG...-3' (где N = A, T, C, G) и в присутствии кофактора S-аденозил-L-метионина метилирует внутренний остаток цитозина с образованием 5-метилцитозина. Интересной особенностью М.SsoII является наличие протяженного N-концевого участка, структура которого обусловливает способность метилтрансферазы выступать в роли фактора транскрипции и регулировать экспрессию собственного гена, а также гена, кодирующего эндонуклеазу рестрикции SsoII. Регуляция осуществляется благодаря специфическому взаимодействию М.SsoII с межгенной областью генов системы Р-М SsoII. Таким образом, М.SsoII представляет собой уникальный бифункциональный белок: с одной стороны это фактор транскрипции, а с другой - фермент, катализирующий реакцию метилирования. Сравнение пространственной организации прокариотических метилтрансфераз и метилтрансфераз млекопитающих позволяет предположить, что исследуемая нами М.SsoII может считаться эволюционным предшественником последних. 

Целью предлагаемой работы  является структурно-функциональная характеристика комплекса M.SsoII с  межгенной областью системы Р-М SsoII ("регуляторный" участок ДНК).

Задачи работы:

- Оптимизация  моделей комплексов M.SsoII с  "регуляторным" участком в ДНК с учетом данных множественного выравнивания аминокислотных последовательностей белков семейства HTH_3 и результатов пространственного совмещения гомологичных белков; оценка качества построенных моделей и их анализ их с помощью  программы Clu-D для идентификации гидрофобных областей белка.

- Предсказание возможных контактов M.SsoII с  "регуляторным"  участками в ДНК методом компьютерного моделирования.  Выбор мест введения модифицированных группировок в ДНК-лиганды, а также положений аминокислотных остатков в М.SsoII, которые будут подвергаться заменам методом сайт-направленного мутагенеза. 
- Анализ третичной структуры комплексов мутантных форм М.SsoII с ДНК с помощью программного обеспечения GROMACS; 

- Компьютерное моделирование структуры ДНК-дуплексов, несущих альдегидную группировку в 2’-положении углеводного фрагмента.
-    Сопоставление результатов компьютерного анализа с экспериментальными данными.
Полученная информация  поможет понять особенности поведения метилтрансфераз, как транскрипционных факторов. Результаты, полученные на основе исследований М.SsoII, могут быть использованы для направленного мутагенеза и конструирования новых регуляторных белков.

