Выявление аминокислотных остатков белка MutL Escherichia coli, сближенных с ДНК, методом ковалентной фиксации белка на ДНК
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При ошибках в работе ДНК-полимераз в процессе репликации возникают некомплементарные пары нуклеотидов – «мисматчи». Для репарации такого рода повреждений в клетках всех живых организмов предусмотрена система репарации «мисматчей» Mismatch Repair system (MMR). Эта система поликомпонентна, основными белками начального этапа репарации являются MutS и MutL. Взаимодействие MutS с ДНК достаточно хорошо изучено. Установлено, что MutL способен связывать одноцепочечную и двуцепочечную ДНК [1]. Однако его локализация на ДНК в процессе функционирования системы MMR неизвестна. Выяснение данного вопроса затруднено конформационной подвижностью белка. В данной работе предлагается фиксировать MutL на ДНК при взаимодействии тиольной группы остатка Cys этого белка с 
3-(2-пиридилдитио)пропиламидной группировкой в составе синтетического ДНК-дуплекса.
На основании данных РСА и компьютерного моделирования определены аминокислотные остатки MutL, которые сближены с ДНК. Получены моноцистеиновые мутантные формы белка: scMutL(Q118С), scMutL(N131С), scMutL(T218С), scMutL(A251С), scMutL(H297С) и scMutL(A282С), несущие на N-конце дополнительные последовательности с блоками из 6 остатков His. Белки экспрессировали в клетках E. coli и выделяли на Ni-NTA агарозе с последующей очисткой эксклюзионной хроматографией.
В работе использованы модифицированные 59-звенные ДНК-дуплексы, несущие 
3-(2-пиридилдитио)пропиламидную группу на линкерах различной длины (6,8 Å; 25,7 Å; 
54,1 Å). Показано, что мутантные формы scMutL(T218С), scMutL(A251С) и scMutL(A282С) эффективно взаимодействуют с реакционноспособными ДНК (выход продукта около 30%), в то время как scMutL(Q118С), scMutL(N131С), scMutL(H297С)  образуют конъюгаты с небольшим выходом (около 5%). Установлено, что эффективность реакции зависит от длины линкера и локализации остатка Сys в белке. Дикий тип MutL с 7 остатками Сys на мономер белка, удаленными от предполагаемого центра связывания ДНК, не реагирует с дуплексами, содержащими реакционноспособную группу. Совокупность полученных данных свидетельствует о региоселективности взаимодействия активных центров в белке и ДНК.
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