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ПЛАВЛЕНИЕ ДВОЙНОЙ СПИРАЛИ ДНК ПРИ СВЯЗЫВАНИИ

С ГЕРОПРОТЕКТОРНЫМ ТЕТРАПЕПТИДОМ

В.Х.Хавиисон, А.Ю.Соловьёв*. Л.К.Шатаева*

Санкт-Петербургский Инсmшnут бuорегуляцuu и геронтОЛQгии сзо ·РАМН;

*Иllсmumуm fJысuко,чолекулярных соединений РАН, Сйнкm-Пеmербург

Эксперим.ен:rаJ1.ЬНая завнсимOCIb Гlшерхро:\fНОro эффекта ДН К [пшш(dд·dТ):110лп(dA-d1)]

при В3Э.lutоnеtiстван с пеппtДОМ AJa-Glu-Asp-Glу преЛСТ3Ш1Яет собой ItJ01'CpMy с насы­

щением. Плавление (разце.:lение иепей) двоnной СПlIРЗЛИ свободноЯ дИК Щ)(ЩСХОД~I'Г

при 69.5"С If при более ВЫСОЮt:X затрат<IX энерmlf (повышениеэН'салt>mш на 976.4 xJJ;к./

),10.'11. п.н.) по сравнению с IшаПЛСЮfем K-ОМШJекса днк с пеш.lШОМ (28'<: и 444.6 кД.ж/~fQЛЪ

Л.Н.). 8ЫЯRЛеНJiые закономерности fшанления ДНОйнОЙ спирали ЛНК 11 теРМОl[инами­
чсских параметров этого процесса указывают на ПРИРОДIIЫЙ механизм ItJaимодеЙстви.я

ДНК н реryляторных псппщов. лежшци'й в основе фУНIШИОНЩЮВЗЮ1Я ЖИВОЙ материи.
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ТеТР<НIСП11Щ A1a-Glu-Asp-Gly (ТП) обладает зна­

чительной fCl:IOПiютекторнойа),,'1'ИВНOCIЪЮи спо­

собcrвует преодолению лимита Хейфлика при

t..У'ЛЬТlttшроваюшсоматич:ескахклеток [1,21. ФII­

ЗltOJlОГИЧССКая аt.."ПIВНОСТЬ ТП основана на его

участии в аКТltR<:lUШI траНСКРlmщш пугсм uзаи­

.\Iодей.cтnия с Д80ЙНОЙ спиралью дн К на нромо­

торном участке гена [3].
При исследовании методом гель-хромато­

графин показано, что тл образует устойчивый

"O~IJLleKC с высокомолекулярной синтетической

.JВУСПlfpalIЬНОЙ пнк (ТАТАТА)n, при этом на­

б.1Ю.Jается гиперхромны~ эффект в уш,трафио­

.1е'ТОВОЙ облаСТl1 Сlfсктра (повышение ОПП1ч.ес­

"ОЙ п.-ютноспt раствора при 260 НМ), свиде­

ТС.lbl..'ТВУЮllШЙ о раЗделении испей двойной спи­

ра.lll .JHK r4j. Другими словами, регуляторный

Q.1IfГОПСПТИД может связываться с КОМlUlементар­

НЫ\I са,пом на промоторном участке гена, вы­

зывая .10калъное рззцеление цспей и тем самым

IIНlIШШРУ}! процесс транскрипции гсна РНК по­

.lJшеразоЙ. Это бьшо доказано ИНI-шиированием

rенз те.lомеразы с помощью неппща n сомати­

ч~"ш: клетках 151_
Феномен разделения цепей наблюцается таК­

:+.-I? при тешюноit денатураЦИII .QВОНtlОЙ спирали

.1НК при повышенной темпеp;nype 181. в IIОСЛСД­

не!:: время ЗIо ЯWJенис IfСПШlЪЗУIOТ д'lЯ изучения

ce,..1e ....-тиВНости 83аимодейС1ВИЯ нукпeonшныx пар

(п.н.) Н cocтane корслких дооiiных сmlpa.'JeЙ Д/lltнОЙ

10-15 п.н. 191. Кроме того, Крll!ШЯ rшавления

ДНК испо.1ЬЗУСТСЯ Д1IЯ оuенки энеРГCnlЧеской

ПрОЧНОСТIf свюсii В к:о~шлексе ДНК с ядерны­

ми белК<lМII группы высокой моби;&ьности, со­

держаШИ}.{II повышенное- КОJlItЧССтво 3.\tlIHOKIIC­
лотных остаткоо глут-аминовой 1{ аспараГИНО80Й

аминокислот [7,121.
Цель работы - исследовать зависимость I'и­

перхромного эффекта от концентрации тп. При

конuентрации пепrида, которая обеспе'швает

прсдс,'1ьное наСЫЩСЮlе дик пептидом, I!сследо­

вано fUlамеНIfС "О~ПUlексов дн К с ТП IUIИ С глу­

таминовой кислотоii (ГК) ПО сравнению с [1,1<18­

лешtем свободной двойной спирали ДИК

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

в работе использовали СИНТСПI'lесЮtй npenapaT
нуклеиновой Кltслоты (lIо';lи(dA-dТ):nоли(dА-dl);

"Sigma"; в дальнейшем - ДИК) с ОnТИ'lескои

ГL'ЮТЩХ;ТЬЮ (ОП) при 260 нм 20 ЕД ОПjмг (двой­

ная спираль); ТП, синтезированный в Санкт­

Петербургском ШIСТИ1)'Те бl-10РСryляции и герон­

ТОЛОI"ИИ с30 PANlH н не содсржаший низкомо­

лекулярнbIX злектрОJltПОВ; ГК ("Serva'·).
Преna(УdТдн К IIOC,'IC набyx<UIИЯ в lU!спt.JlЛ1t­

рованной ВСЩС при (fC растворят! в 0.1 н pacmope
NaO до КOIШеюpauЮI 18-20 мхт/~и. получ.снный
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;:ествор ш.tел Зl:lзчение рН 7.1. СинтеrnчеСКНl1

:-rr.nu. не содержащий C01IеЙ. раствorяnи R0.1 н

~-rзoР'= ~aCl 11 по 10, 20 илн 50 MКJI добюпя..-ш

t. :. \.(.1 раствора ДНК.

~·.lЬтраф~юлетовыс спектры растворов ДИК,

:-:-:::пu.з и JL'( смесей измеряли в диапазоне кон­

:...~~-;pauIlЙ пепnшa (1-70)ХI0- 6 М на спектрофо~

:-ОЧ~ "Speconl М40" IlрИ 25"<:. Поскольку МО­

.1~~;'·.lярная масса использованного преП<Jра'l'а

.JHK (S~ ... =12), по Кр3Jlней мере, H<t 2 Iюрядка

прсвыша..1З молекулярную массу l1еПТI1ДЗ, КОН­

uентраuию дик nыраЖЗЛl1 в МОЛЯХ п.н. 8 раст­

ВO~. чio составляло (28.5-З2)х 10-6 М.

К-онформauионный переход ДНК и сго ком­

' ..l~I\:":OB исследовали при помощи спектрофото­

\OfeТOO "Shimadzu UV-1700" с термостзтированны­

ЧI! t\.lCmстами; нагревание P<lCT~OPOB проводили

~O скоростью 20С/МИН. Конuентраuия дик 80

ВC~\. СI1Сте!>шх составляла5.3 :\tкг/м..1, :t количест­

во ГК I! ТП соответствовалосоотношеllИЮ;6 мо­

.l~";'·:l ;:н.IИНОК(I(~ЛОп.l или пеппша на 10 п.Н.

Обработку экспеРI1Ментальных графиков If

~счеrы проводили по общеПрl1ННТОМУметоду с

~..,t:'ТO!o1 81rктшя базоВbIxЛИНИЙ. По формекplmыx

:1.1зв.lеНIfЯ (температурамаRJIеНII~ на по.;тувыео­

T~ кривой If утол наклона кривой к ОСИ темпсрз­

Т!'Р' рассчип.mа.lJlтеРМОДlшамическнефункции

проиесса разделеЮIЯ цепей двойной сШ1Рал.и

обшспрннятымMeтoДO~1 (6,11).

Ptцaеление испей свободной дВОiiной сшtра­

.111 дик, называемое также nлавлеНl1ем сшtРaJUl

или ко.нформационным IlсреХО.iЮМ "СШlраль­

клубок", достигается также при ПОВhlШении- теМ­

пер~туры и сопровождается гипер;"ро~tнЫМ эф­

фе",о" [101 (рис. 2).
с.ltЩУет ОТМe"fИ"ТЬ оченъ резкий :к:онформа­

ШIOНКЫЙ переход св060.цноii ДНК, что, по-види­

мому, определяется высокой коопера11mностъю

проuесса. пропоршlOНалыюй моле"'-У.1МрНОЙ мас­

се днк 110).
для оценки R1ШЯНltя теnлoeмкосги на величн­

ну теплосодержания (эmальпийной СОС1аБJIЯЮшей
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Рмс. 2. КlЖвые плавлениядвойной спирали (nоли(dд­

dТ):ПОЛИ(dд-dТ); 1) и ее комплексов с ГК (2) и ТП (3).
ПО оси ординат - оптичеСtt:ая плотность растворов

при 260 нм.

Рмс. 1. Гиперхромныйэффект (А) 8 зависимости от

числа молекул пеrпида (П), добавленного в расчете

на 10 П.Н. ДНК (1) и производная гиперхромного

эФФепз dA/dn в зависимости от числа добавленных

молекул пеmида (2).
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Конuентраuионнзя зависимость гиперхро.много

эффекта от чнсла молекул пеппша, добавленных

k: 10 П.и. днк, предстамяла собой изотерму с

нзсыщением (рис. 1). Начапьный участок изотер­

\о(,Ы отражает селективность с\3язывания пептида

=~HK. а !>laксимальное значение rlроИЗНОДНОЙ

~1Un об.'laСTh концентpauий (6 молекул пеп~

:-.!.:.) нз lu П.Н.), где, ПU-6IЩИМОМУ, осущестш[Я­

:7,,;,0 Н.1JtOO.lee пречное многоточечносснизывание

.lНK с П(nТll..:IOМ. Взаимодействие2 ПОЛlшерных

'otU.'ttt.;'.l про"сходlП за счет гидрофобного спя­

Ь.31ЮUI мети..1ЬНЫХ rpynп а1J8НННЗ и nв.шна и

~ .:-..;~ по.1ярных взаю.юдеЙС1'8НЙ 3 карбоКСiUlЪ­

:-:.-.=.."'\ !";'}:ш П~ШНпа С 3 адеНlIнами, 8 именно, с

::;.:'7('~·~кuепторными атомами' 11 С ПjЮТОН­

;......;.:.."";:,;.-:",,,,1[ а~пuюгруппа~ш пр" атоме углерода

-с h ;БЯзывание BЪL1Ывaeт ДОКЩlhНое JЮЗдe.tlС­

.~ :.;e::~11 .1fIOЙноЙ спирали на coceдHIIX участках

":НК Э:"';~iJПIЯ. lIеоБХОДIIЩI~ Л..1Н этого нроцесса,

t..:'ч::~:-:.:аруется сильныt.rn llOЛЯРНЫМI1 BJaIIMO­
..:е~,dl·.яЮI HYK:Je~IHOBbIX оснований с боковыми

:-;:.:lП,J\11I f.lyta-'fИНОВОЙ н ЗСl1арагнновой амино­

:OU!':.lOT. ВХО..lЯШИХ в COC1·aB ТП.
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ТeowoШ1намические функции разделения цепей ДВОЙНОЙ спирали днк

Энтз.лЬПИА Вант-
; Энтропийная

Объект Температура СвободнзS1 энергия
,

Гоффа, !<ДЖ/МОЛЬ
состаелЯlОщая

,ССllедования плавления, оС (L\GJ, "-дЖ/МОЛЬ Л.Н. (165). ~ж/мо.1Ь
Л.Н. i

I
Л.Н.

ДНК 69.5 I -36.0 I 976,4 1012

ДНК+ГК 44
;

487.8I -32.5 520
ДНК+ТП 28 i -30.9 444.6 475.5

вз,э,m.юдеЙствия пеrпида с ДИК) использованы

за.кные Лlпер31УРЫ о Dellичине молекулярной теп­

.1Qe':\IKOCТIt ДНК В исследованных Itнтервалах

т~~ператур l1C,=312.6 Д;#../м.ОЛ К (6]. Увеличение
:tГllосодержаниs:r за счет теIШоемкОС'11{ оцеюша­

,111 как ПРОIf3Бедение L\Cpxrrm-25), где Т'" - теМ­

пература l1ЛaR1Iенш! дн К, что C0CТ3.8..'UL10 ).{енее

1.5'ё от расчетной велИЧII'НЫ энта'Jьшш 8ант­

гоффа (таМ"па).

00lbllIИС по..,ожительные значения экrnльпии

tt "ЭНlpOПИЙl:IОЙсоставляющей rиавленияДВОЙНОЙ

,:лнра..1И дик определяются не ТОЛЬКО разруше­

ю!ем водородных связей МСЖПУ основаниями

.1BY~ иепей, но 11 большой веJШ'lИНОЙ стэкинг­

S3.аliмоаеl1ствий. нуклеоrnдных пар оснований

\jеЖIУ собой (131. 8 системах, где двойная спи­

pa.lb ЛНК дополнительно связана с ГК Itли с

тп. rшаКJIсние спирали характерюуетсяMel!b­
шlt~ш юмснеННЯМItсвобоЛНОЙ энсрппt и ПОЧnI

8.1DOe менышu.ш значеНИЯМII энта.1Ы1JШ и зюро­

ПИИ процесса Эro С8Jщете.аьствует о ТОМ, что раз­

.1e.:JcHHC цепей дик ,IРИ ФltЗ'ЮЛОПJllесюtх 'Тем­

l1ературах не- ЯIlJtЯе'Т'СМ денатурацией, и указывает

на т~рмодинамнчсски облегченный путь 8ОСста­

НО8,1ения двойной спирали после разделения це­

пей за счет присутствия в системе ГК или ТП.

Особенно важн.ым фактором является ycrd­
оов.1енная наиболее низкая температура fШa.шIе­

ЮIЯ комплекса дн К и ТП, адекватная темпе­

ра:турному режиму биохимических npoцессО8 у

оо.lJ>ШИНСтва .живых организмов. Следует отме­

:-хть.. что для анализа теломеразной активности

if cuенк}[ ВЛИЯНИЯ на нее ТП использовали НН­

...')'б}fроВaJше !1еrочных фибро6ластов 'Iеловека

:-!РН 3О"С в течение 30 мин [2,5). В реЗУ;lЬта.те

IIIl<ptlble было установлено увеЛllчение Сpe.ilней

.I:titНЫ. те.ломср В 2.5 раза и числа ДСЛСКИЙ к.lеток

на 42.5% по сравнению с контролем, что в зна­

'LИ1'еЛЪНОЙ crcneHJI объясняет с-пособноеть тп

yвe.nИЧ~1Вать среднюю ДIIительнQC1Ъ жнзки у жи­

вотных (1,3J.
Tak"1lМ образом, 11зучеНIIС закономерностей

nлаВ!1еюrя двойной спнра..1И днк и термодина­

~шческих параметро8 этого процссса указывает

на ПРИJЮдныt\ мсхаtШЗМ ВЗ<Illмодеifствня дик н

реryляторных 'пеrmШОD, .ilежаШIIЙ в основе ФУНК­

UИОНЩЮВЮШSI живой материи.
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