Изучение структуры аптамера к тромбину 31-TBA вычислительными и экспериментальными методами 
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Аптамеры – это искусственно найденные олигонуклеотиды, обладающие высоким сродством к белковым мишеням. Аптамеры к тромбину вызывают большой интерес как перспективные объекты для разработки современных лекарственных препаратов. Первым найденным аптамером к тромбину стал 15-TBA, полученный в 1992 году методом SELEX [1] и представляющий собой 15-звенную однотяжевую ДНК. Впоследствии исследователи применили новый метод скрининга ДНК-аптамеров к тромбину и выделили 31-звенный аптамер 31-TBA, отличающейся большей эффективностью связывания с белком, чем его предшественник [2].

Последовательность 31-TBA d(CACTGGTAGGTTGGTGTGGTTGGGGCCAGTG) заключает в себе последовательность 15-TBA и дополнена 8 основаниями с 3’ и 5’ концов, причем пять оснований с каждого конца образуют между собой комплементарные пары. Следует отметить, что структура 15-TBA детально изучена и представляет собой G-квадруплекс, отвечающий за связывание с белком, поэтому влияние дуплексной части новой структуры на эффективность аптамера остается неясным. При этом третичная структура 31-TBA не определена. 

Общей задачей настоящей работы является определение структуры аптамера 31-TBA с использованием экспериментальных и вычислительных методов.

 В качестве основного экспериментального метода была выбрана ЯМР-спектроскопия, позволяющая определять трехмерную структуру биомолекул в растворе. Была снята серия одномерных и двумерных ЯМР-спектров как 31-TBA, так и 15-TBA. Последняя структура была взята в качестве референсной, так как ее ЯМР-спектры широко освещены в литературе.

Полученные одномерные ПМР-спектры указывают на большое сходство структур, однако в случае 31-TBA в спектре присутствуют пики, обладающие химическими сдвигами, характеристическими для дуплексных иминных протонов. Уточнение структуры 31-TBA стало возможным благодаря отнесению пиков полученных двумерных спектров NOESY, COSY, TOCSY, 13C-HSQC. 
Также была построена и оптимизирована модель предположительной структуры 31-TBA, состоящая из квадруплексного участка, идентичного 15-TBA, и «надстройки», состоящей из дуплексного участка, образованного пятью парами оснований с 3’ и 5’ концов, и двух петель, состоящих из трех оснований, соединяющих дуплексную и квадруплексную части. Проведенная симуляция молекулярной динамики показала устойчивость данной структуры. 
Таким образом, в настоящей работе впервые изучается структура аптамера к тромбину 31-TBA, имеющая большую важность для определения влияния различных элементов структуры аптамеров на их эффективность и получения аптамера оптимальной структуры. 
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