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Белок p53 является одним из самых известных онкосупрессоров. Одним из регулято-
ров активности р53 является p53-специфическая E3 убиквитин лигаза MDM2, которая
подавляет работу p53 в нормальных, не подвергающихся стрессу клетках. В норме в клет-
ке всегда присутствует p53, но MDM2 постоянно его моноубиквитинилирует, тем самым
направляя на деградацию в протеосомы. Разрушение конформационного взаимодействия
между p53 и MDM2 приводит к увеличению количества p53 в клетках и проявлению его
биологических эффектов. Взаимодействие этих белков хорошо изучено как со структур-
ной, так и с биологической точек зрения. Возможно предсказание, направленные синтез
и проверка биологического действия препаратов, блокирующих действие MDM2 и акти-
вирующих р53.

В данной работе для высокопроизводительного скрининга соединений использовались
репортерные клетки легочной аденокарциномы человека A549/LC5, любезно предостав-
ленные П.М. Чумаковым. Эти клетки содержат ген бета-галактозидазы под контролем
промотора, содержащего, помимо минимальной последовательности CMV промотора, сле-
дующие последовательности: p-53 связывающий элемент из кластера рибосомных генов,
консенсусный p53-связывающий элемент и шесть p53-связывающих элементов из мышино-
го гена p21WAF. Клетки высевались на 96-луночные планшеты и инкубировались с тесто-
выми соединениями. Затем проводился тест, основанный на способности бета-галактозидазы
гидролизовать O-нитрофенил-b-D-галактопиранозид (ONPG) с образованием окрашенно-
го продукта, количество которого измерялосьs спектрофотометрически с использованием
плашечного ридера. Соединения, индуцирующие экспрессию репортера более, чем в 2 ра-
за, считались активаторами р53. Параллельно мы оценивали клеточную токсичность этих
соединений с помощью МТТ теста.

Тестирование проводили на роботизированной станции JANUS. Был отработан прото-
кол тестирования с производительностью до 50 препаратов в сутки и проанализированы
более 50 соединений (предоставленных кафедрой органической химии химического фа-
культета МГУ им. М.В. Ломоносова), была оценена их цитотоксичность и способность к
активации р53. Были выделены несколько лидерных соединений (активирующих р53) для
дальнейших исследований и модификаций.
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