Поиск новых низкомолекулярных ингибиторов взаимодействия белка Ku с ДНК
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Человеческий белок Ku представляет собой гетеродимер, состоящий из двух субъединиц Ku70 и Ku80. Наиболее известная и изученная биологическая функция белка Ku – участие в репарации двуцепочечных разрывов ДНК в клетке путем негомологического объединения концов [1]. Также Ku участвует в таких клеточных процессах, как V(D)J-рекомбинация, перестановка мобильных элементов генома, поддержание длины теломер, апоптоз, транскрипция [2]. В том числе белок Ku участвует в регуляции транскрипции генов вируса иммунодефицита человека (ВИЧ-1). Как правило, его биологическая роль обусловлена способностью связывать ДНК. В связи с этим, ингибиторы взаимодействия Ku с ДНК являются перспективными инструментами в изучении транскрипции ВИЧ, а также потенциальными противовирусными и противораковыми препаратами. На данный момент описано несколько активных ингибиторов взаимодействия Ku с ДНК, одним из них является STL127705 [3]. 
В ходе выполнения работы нами была создана бисцистронная конструкция для одновременной экспрессии Ku70 и Ku80 в клетках E.coli. Аффинная метка для хроматографической очистки белков, содержалась на N-конце субъединицы Ku80. Рекомбинантный белок Ku был наработан в бактериальной клеточной культуре, очищен, и охарактеризована его ДНК-связывающая активность. Полученный белок сравнили с другими препаратами Ku, полученными ранее в нашей лаборатории с использованием других генетических конструкций: с аффинной меткой на N-конце субъединицы Ku70, и на C-конце субъединицы Ku80. После этого с целью характеристики нашей системы мы планировали исследовать активность известного ингибитора STL127705 в нашей системе. Однако указанный ингибитор оказалось невозможно приобрести, поэтому была протестирована серия его структурных аналогов. Ингибирующую активность проявили только два наиболее близких структурных аналога ингибитора, однако их активность не превышала 80-100 мкМ. Необходимо отметить, что активность STL127705 (IC50 = 3,5 мкМ) в работе [3] была исследована с использованием белка Ku со значительно более низкой ДНК-связывающей активностью, чем полученный нами. Затем была синтезирована серия новых гидразоновых производных 8-гидроксихинолина. Оказалось, что не менее 6 из этих соединений ингибируют взаимодействие Ku c ДНК с IC50 от 20 до 80 мкМ. Таким образом, в результате исследования нами был обнаружен новый ранее неописанный структурный класс ингибиторов взаимодействия Ku c ДНК. 

Работа по синтезу гидразоновых производных 8-гидроксихинолина поддержана грантом РНФ 18-74-00094, работы с рекомбинантным белком Ku проведены при поддержке гранта РФФИ 18-04-00542. 
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