Синтез и свойства олигонуклеотидов, содержащих производные азобензола, - инструментов для регулирования активности эндонуклеазы рестрикции SsoII
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Регуляция функционирования клеточных белков является актуальной задачей, решение которой позволит контролировать свойства биологических систем. В качестве белка – объекта модулирования активности выбрана гомодимерная эндонуклеаза рестрикции (ЭР) SsoII. Ферменты рестрикции гидролизуют строго определенные последовательности ДНК и находят применение в «хирургии» генома.

Одним из перспективных подходов к регулированию активности ДНК-узнающих белков является метод «молекулярных ворот». Идея этого метода заключается в том, что модифицируя белок производными азобензола вблизи от ДНК-связывающего центра, можно сделать его недоступным для подхода ДНК из-за стерических препятствий в случае более «вытянутой» транс-формы азобензола. При облучении УФ-светом транс-форма азобензола переходит в более компактную цис-форму, и субстрат может попасть в ДНК-связывающий центр белка [1]. В данной работе в качестве «заслона» для ДНК-субстрата предложено использовать олигонуклеотиды с азобензольной группой. 

Синтезирован амидофосфит производного D-треонинола, содержащего остаток азобензола. Этот амидофосфит использован при синтезе 10- и 14-звенных самокомплементарных олигонуклеотидов, содержащих одну или две азобензольные группы в каждой цепи. Ненуклеозидная вставка с азобензолом, введенная в олигонуклеотидную цепь, оказывается в качестве дополнительного нуклеозида или вместо одного из нуклеозидов при образовании дуплекса. Для последующей модификации остатка цистеина белка синтезированы олигонуклеотиды, содержащие на 5'-конце остаток малеимида, связанный с олигонуклеотидом через аминоалкильный линкер. Изучена термическая устойчивость дуплексов, содержащих азобензольную группу, присоединеную к остатку  D-треонинола. Показано, что в сравнении с немодифицированным дуплексом транс-конфигурация азобензола стабилизирует, а цис- конфигурация дестабилизирует двойную спираль.
В работе использованы полученные ранее мутантные формы ЭР SsoII с единичными остатками цистеина, расположенными в непосредственной близости от «входа» в ДНК-связывающий центр белка. Предложена схема модификации мутантных форм ЭР SsoII азобензолсодержащими олигонуклеотидами. Продемонстрирована возможность регуляции активности эндонуклеазы SsoII с помощью разрабатываемого подхода. 
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