Исследование гидролитической активности комплекса меди с производным 2-тиогидантоина.
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Химические нуклеазы нашли широкое применение в современных биохимических исследованиях. Благодаря своим размерам химические нуклеазы являются удобным агентами для футпринтинга ДНК, с их помощью можно анализировать вторичную структуру ДНК. Ковалентное присоединение нуклеаз к интеркаляторам или ферментам может повысить специфичность действия данных молекул [1]. В рамках данной работы синтезирован 2-метилсульфонил-3-аллил-5-винилпиридингидантоин (Рис.1, А), который способен, как и 1,10-фенантролин (Рис. 1, Б), образовывать комплексное соединение с солями меди. Комплекс 1,10-фенантролина с медью обладает доказанной нуклеазной активностью [1].

Исследована гидролитическая активность тиогидантоинового комплекса. Механизм гидролиза предполагает наличие Cu+ и гидроксид-радикала в реакционной смеси. В экспериментах использовали различные восстановители: меркаптопропионовую кислоту (MPA), аскорбиновую кислоту, цитрат натрия, перекись водорода. Наибольшая эффективность гидролиза ДНК достигнута в присутствии MPA и перекиси водорода (Рис 1, В). Планируется проверка протеиназной активности тиогидантоинового комплекса, а также его модификация для присоединения к ДНК-связывающим белкам.
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Рис. 1. А. Производное 2-тиогидантоина. Б. 1,10-фенантролин. В. Гидролиз ДНК, меченной 6-карбоксифлуоресцеином (5 пмоль, pH 8,8). Дорожка 1 – ДНК + 2-тиогидантоин + Cu2+ + H2O2 (конц.), 60 мин; дорожки 2-5 – ДНК + 2-тиогидантоин + Cu2+ + H2O2, 60, 45, 30, 15 мин, соответственно; дорожка 6 – ДНК + Cu2+ + H2O2, 60 мин; дорожка 7 - ДНК + фенантролин + Cu2+ +H2O2, 60 мин; дорожка 8 - ДНК + фенантролин + Cu2+ + MPA, 60 мин; дорожка 9 – исходная ДНК. Слева – красители-маркеры: КС – ксиленцианол, БФС – бромфеноловый синий, ОР - оранжевый.








