Исследование взаимодействия пептида  KEDW с ДНК in vitro
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Пептид KEDW (Lys-Glu-Asp-Trp, панкраген), был синтезирован в Санкт-Петербургском институте биорегуляции и геронтологии на основе анализа аминокислотного состава полипептидов, обладающих инсулинотропным эффектом. В экспериментальных моделях на животных и клеточных культурах установлено, что пептид KEDW регулирует функциональную активность клеток островков Лангерганса поджелудочной железы, индуцируя дифференцировку стволовых клеток в секреторные. Таким образом, пептид KEDW способствует регенерации секреторной ткани поджелудочной железы [1-3]. Однако, механизм биологического действия KEDW на молекулярной уровне остается дискуссионным. Предполагаемой мишенью действия пептида KEDW является молекула ДНК. Целью исследования явилось изучение влияния пептида KEDW на структуру и свойства нативной молекулы ДНК в растворе.
Материалы и методы исследования. Раствор пептида KEDW смешивали с готовым раствором ДНК различной концентрации в 5 мМ NaCl. Для анализа взаимодействия пептида с ДНК в растворе использовали методы УФ-спектрофотометрии, кругового дихроизма (КД), вискозиметрии, двойного лучепреломления в потоке (ДЛП) и флуоресценции.
Взаимодействие пептида KEDW с ДНК в растворе оценивали из сравнения спектра комплекса ДНК с KEDW с алгебраической суммой спектров компонентов взаимодействия. Было показано, что взаимодействие пептида KEDW приводит к выраженным изменениям в спектре ДНК спустя 7 суток после хранения растворов при температуре 4 оС. Анализ спектров кругового дихроизма  показал, что пептид взаимодействует с макромолекулой ДНК.
Было исследовано связывание пептида КEDW с ДНК методом флуоресценции. Было отмечено тушение флуоресценции пептида и аминокислоты при связывании с ДНК.  В опыте концентрация пептида была фиксирована. Было показано, что с ростом концентрации ДНК наблюдается уменьшение квантового выхода KEDW, в то же время квантовый выход W существенно не менялся. Таким образом, увеличение концентрации ДНК в растворе приводило к росту специфических мест связывания KEDW c ДНК. 

Для изучения влияния пептида на третичную структуру ДНК применяли метод низкоградиентной вискозиметрии. Были получены значения приведенной вязкости растворов ДНК в присутствии разных концентраций пептида. Взаимодействие тетрапептида с ДНК приводило к падению величины приведенной вязкости растворов по сравнению с контрольным раствором ДНК, что указывало на влияние KEDW на третичную структуру макромолекулы. Падение вязкости могло быть обусловлено влиянием пептида на жесткость молекулы ДНК. Для проверки этого предположения был применен метод ДЛП, позволяющий вычислить оптическую анизотропию статистического сегмента ДНК, связанную с  жесткостью макромолекулы. Было получено, что оптическая анизотропия статистического сегмента ДНК уменьшается. Из анализа полученных данных можно сделать вывод,  что цепочка пептида ориентирована вдоль оси спирали, например, уложена в одной из бороздок.
Таким образом, взаимодействие пептида KEDW оказывает влияние на различные уровни организации макромолекулы ДНК. Совокупность экспериментальных данных позволяет заключить, что пептид KEDW связывается с молекулой ДНК в растворе, образуя комплексы с азотистыми основаниями, что лежит в основе его способности эпигенетически регулировать экспрессию генов.
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