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Тема 3  (экспериментально-теоретическая работа для студента II-III-го курса)
Исследование взаимодействия р50 субъединицы фактора транскрипции NF-(B и ее мутантных форм  с реакционноспособными  ДНК-дуплексами

В последнее время большое внимание уделяется фактору транскрипции NF-(B, как белковой системе, позволяющей понять особенности избирательной активации транскрипции генов в ответ на различные патогенные сигналы. Важной особенностью белков семейства NF-(B является способность модулировать экспрессию различных генов в зависимости от нуклеотидной последовательности участка узнавания. Такая конформационная гибкость ДНК-белковых комплексов часто приводит к сдвигу или нарушению отдельных контактов аминокислотных остатков белка NF-(B с (B-участками. Известно, что способ связывания с ДНК у белков семейства NF-(B отличается от традиционных способов связывания в ДНК-белковых комплексах:  фактор транскрипции NF-(B относится к отдельной группе белков, не имеющих характерных ДНК-связывающих структурных модулей.

В предшествующей работе нами проанализированы трехмерные структуры комплексов фактора транскрипции NF-(B с ДНК-дуплексами, полученные методом рентгеноструктурного анализа (РСА). С помощью компьютерных программ установлены возможные гидрофобные контакты и водородные связи между аминокислотными остатками р65 и р50 субъединиц фактора NF-(B и участками узнавания различной нуклеотидной последовательности. Выявлены консервативные ДНК-белковые контакты, реализующиеся в составе комплекса димера NF-(B любого субъединичного состава и двутяжевого (B-участка 5(-GGGAMWTTCC-3 ( (M - A или C; W - A или T). Предложена ранее не описанная схема контактов гомодимера субъединицы р50 NF-(B с (B-участком из энхансера генов легких цепей иммуноглобулинов (Ig-(B).  На следующем этапе  необходимо выявить соответствие предложенной  модели консервативных контактов белок  NF-(B – ДНК экспериментальным данным по аффинной модификации фактора транскрипции NF-(B различными реакционноспособными аналогами ДНК, селективно реагирующими с определенными аминокислотными остатками в составе ДНК-белкового комплекса. В случае положительной корреляции результатов, полученных с помощью методов компьютерного моделирования и аффинной модификации, можно будет не только судить о пространственной сближенности реагирующих групп, реализующейся при образовании специфического ДНК-белкового комплекса, но и показать целесообразность применения тех или иных типов модификаций для зондирования ДНК-белковых контактов в различных комплексах. 
В качестве реакционноспособных ДНК предполагается использовать дуплексы с 2’-иодацетамидной группировкой, которая должна селективно реагировать со сближенным Сys белка, и дуплексы с  2’- альдегидной группировкой, реагирующей с Lys. Модификации будут введены в теоретически предсказанные позиции Ig-(B участка.

Задачами работы являются:

- изучение взаимодействия мутантных форм р50 субъединицы фактора транскрипции NF-(B с ДНК-лигандом, содержащим Ig-(B участок.  Мутации будут затрагивать аминокислоты  (цистеин и лизины), вовлеченные во взаимодействие с Ig-(B участком по данным компьютерного моделирования;

- анализ третичной структуры комплексов мутантных форм р50 NF-(B с ДНК с помощью программного обеспечения GROMACS; 

- исследование возможности ковалентного связывания р50 и ее мутантных форм с ДНК-дуплексами, несущими активные группировки в 2’-положении углеводного фрагмента.

