Пептид AEDG взаимодействует с ДНК в растворе
Морозова Екатерина Алексеевна 
Студентка, лаборант-исследователь по совместительству
Санкт-Петербургский государственный политехнический университет, институт физики, нанотехнологий и телекоммуникаций, отделение медицинской физики и биоинженерии, Россия, Санкт-Петербург
Санкт-Петербургский институт биорегуляции и геронтологии, Россия, Санкт-Петербург
E–mail:morozova.kate91@gmail.com
Введение. Короткие пептиды (до 20 аминокислотных остатков) выполняют различные регуляторные функции в биологических системах. В частности, они являются сигнальными молекулами, участвующими в регуляции гомеостаза на различных уровнях организации живой материи. Исследования показали высокую эффективность лекарственных препаратов на основе коротких пептидов, однако молекулярный механизм их биологической активности остается дискуссионным.

Пептид AEDG (эпиталон), был синтезирован в Санкт-Петербургском институте биорегуляции и геронтологии на основе анализа аминокислотного состава комплексного пептидного препарата эпиталамина, выделенного из пинеальной железы животных. Установлено, что пептид AEDG снижает риск развития опухолевых заболеваний, регулирует функциональную активность нейроиммуноэндокринной системы, способствует увеличению длины теломер, регулирует экспрессию более чем 90 генов [1, 5]. Целью исследования явилось изучение влияния пептида AEDG на структуру и свойства нативной молекулы ДНК в растворе.
Материалы и методы исследования. Раствор пептида AEDG смешивали с готовым раствором ДНК (коммерческий препарат фирмы Sigma) различной концентрации в 5 мМ и 1 М NaCl. Для анализа взаимодействия пептида с ДНК в растворе использовали методы спектрофотометрии, кругового дихроизма (КД), низкоградиентной вискозиметрии.

Взаимодействие пептида AEDG с ДНК в растворе оценивали по совпадению или отличию спектра комплекса ДНК c AEDG с суммой спектров компонентов взаимодействия. Анализ данных показал, что взаимодействие пептида AEDG с ДНК в растворе 5мМ  NaCl проявляется сразу после приготовления растворов и сохраняется  спустя 7 суток при хранении растворов при 4о С. В растворе 1 М NaCl взаимодействие проявляется слабо, что может быть связано с ослаблением электростатических взаимодействий между молекулами в растворе большей ионной силы. При этом, однако, в спектре поглощения ДНК наблюдается плечо в длинноволновой области, сдвиг максимума, проявляется гипо- или гиперхромный эффект (в зависимости от концентрации пептида). Эти изменения могут свидетельствовать о связывании пептида с молекулой ДНК и влиянии этого связывания на вторичную структуру макромолекулы (пептид не поглощает в области длин волн более 240 нм). Так как спектральные свойства макромолекулы определяются поглощением азотистых оснований, мы полагаем, что взаимодействие произошло по большой бороздке макромолекулы, так как сходные спектральные изменения наблюдаются при связывании катионов с N7 гуанина  в составе двуспиральной ДНК [3, 4].

Выводы, сформулированные на основе полученных данных, подтверждаются данными метода КД. Пептид AEDG при определенных концентрациях в растворе ДНК формирует структуру, подобную альфа-спирали белков. Можно полагать, что взаимодействии с ДНК по большой бороздке в растворе 5 мМ NaCl пептид укладывается таким образом, что формируется соответствующая спираль. В растворе 1 М  NaCl подобный эффект не проявлялся.

Для изучения влияния пептида AEDG на стабильность молекулы ДНК было проведено плавление  комплекса ДНК с пептидом AEDG. Так, под действием пептида AEDG понижается температура плавления ДНК по сравнению с контрольным образцом. Данный эффект может свидетельствовать о снижении энергетических затрат на разрушение водородных связей при плавлении  ДНК в присутствии  пептида [2].
Для исследования влияния пептида AEDG на третичную структуру молекулы ДНК была исследована вязкость раствора пептида и ДНК. Исследуемые образцы были представлены растворами ДНК и комплексов ДНК. Изучали вязкость растворов ДНК при увеличении концентрации пептида  AEDG в растворе при отношении концентраций пептида к концентрации пар оснований ДНК 0, 1, 2, 5, 10, 15. Вязкость образцов была измерена концентрации NaCl 5 мМ и 1 М.  Под влиянием пептида AEDG уменьшается вязкость раствора комплекса c ростом концентрации пептида при ионной силе 5 мМ. В растворе большей ионной силы (1 M NaCl) не наблюдается существенных изменений вязкости. Таким образом, ионная сила раствора влияет на взаимодействие пептида и ДНК. Эффект может быть объяснен экранировкой зарядов молекулы ДНК, достаточной для нивелирования электростатических взаимодействий. Связывание пептида приводит к уменьшению объема молекулярного клубка ДНК в растворе 5 мМ NaCl, что указывает на воздействие пептидов не только на вторичную, но и на третичную структуру макромолекулы. 
Эти данные также свидетельствуют об уменьшении объема молекулярного клубка при взаимодействии. Совокупность экспериментальных данных позволяет заключить, что пептид AEDG может связываются с молекулой ДНК в растворе, образуя комплексы с определенными азотистыми основаниями, что лежит в основе его способности эпигенетически регулировать экспрессию генов.
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