Взаимодействие каталитического домена ДНК-метилтрансферазы мыши Dnmt3a с ДНК-дуплексами, содержащими остаток 6-тиогуанина
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6-тиогуанин является высокоэффективным противораковым препаратом и успешно применяется в клинической практике. Однако механизм действия 6-тиогуанина до конца не изучен, в частности, неизвестно, влияет ли остаток 6-тиогуанина на метилирование ДНК. Метилирование ДНК осуществляется ДНК-метилтрансферазми (МТазами), использующими в качестве донора метильной группы S-аденозил-L-метионин (AdoMet), который в процессе реакции превращается в S-аденозил-L-гомоцистеин (AdoHcy). МТаза мыши Dnmt3a осуществляет метилирование de novo остатков цитозина, входящих в состав CpG-последовательностей. Известно, что каталитический домен Dnmt3a (Dnmt3a-CD) в отсутствие N-концевой (регуляторной) части обладает каталитической активностью, сравнимой с активностью полноразмерного фермента. Механизм метилирования включает в себя несколько стадий: вначале фермент связывается с ДНК и AdoMet, затем метилируемое основание выводится из состава двойной спирали ДНК, далее осуществляется перенос метильной группы.
Целью данной работы явилось изучение влияние остатка 6-тиогуанина на функционирование Dnmt3a-CD. В качестве субстратов были использованы 30-звенные полуметилированные ДНК-дуплексы, содержащие остаток 6-тиогуанина (Gs-ДНК). Остаток 6-тиогуанина вводился в CpG-сайт, а также во фланкирующие нуклеотидные последовательности рядом с сайтом или в стороне от него. С учетом того, что Dnmt3a-CD образует тетрамер и может метилировать одновременно два CpG-сайта, разделенные одним витком спирали, сконструированы также двухсайтовые субстраты, содержащие два остатка 6-тиогуанина (это повысит выход продукта реакции). Исследована термическая устойчивость полученных Gs-ДНК.
Выделен рекомбинантный Dnmt3a-CD в виде гексагистидинового производного. Фермент был охарактеризован следующими методами: защита от расщепления эндонуклеазами рестрикции канонического субстрата после его метилирования, изучение кинетики реакции метилирования с использованием меченного тритием AdoMet, поляризация флуоресценции комплекса Dnmt3a-CD с каноническим субстратом.
Методом кругового дихроизма (КД) получены спектры (в области 200-400 нм) отдельных цепей Gs-ДНК и комплекса Dnmt3a-CD с двухсайтовым Gs-субстратом. Область 300-400 нм является оптически прозрачной для немодифицированных олигонуклеотидов и ДНК-дуплексов (они имеют максимумы КД в районе 200-300нм). Однако в случае олигонуклеотида, содержащего два остатка 6-тиогуанина, и ДНК-дуплекса на его основе в районе 300-400 нм наблюдается пик поглощения в УФ-спектре и сигналы в спектре КД. Данный факт позволяет сделать вывод о принципиальной возможности использования 6-тиогуанина в качестве спектрального зонда для изучения конформационных перестроек в результате взаимодействия Dnmt3a-CD с Gs-ДНК. Показано, что вид спектра в в районе 300-400 нм в случае фермент-субстратного комплекса отличается от спектра отдельных цепей. Анализ этих данных и результатов метилирования Gs-ДНК позволит сделать заключение о влиянии 6-тиогуанина на отдельные стадии реакции метилирования.
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