Новые низкомолекулярные ингибиторы взаимодействия белка Ku с ДНК как инструмент изучения механизма участия Ku в регуляции транскрипции.
Павлова Е.И.,1* Стринкевич А.А.,2 Королев С.П.1,3 
Студентка, 6 курс специалитета

1Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова,

химический факультет, Москва, Россия, 
2Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова,

факультет биоинженерии и биоинформатики, Москва, Россия, 

3Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, факультет фундаментальной медицины, Москва, Россия
*E–mail: j-j.pavlova@mail.ru
Человеческий гетеродимерный белок Ku участвует в репарации двуцепочечных разрывов ДНК и способен эффективно связывать свободные концы двуцепочечной ДНК. Помимо этого, Ku может участвовать во многих других клеточных процессах, в том числе в регуляции транскрипции некоторых генов, включая гены вируса иммунодефицита человека (ВИЧ-1). Ранее в нашей лаборатории было исследовано влияние внутриклеточных концентраций Ku на транскрипцию гена репортерного белка под контролем LTR промотора ВИЧ-1, и оказалось, что Ku является положительным регулятором транскрипции с этого промотора.  Мы предположили, что это влияние может быть обусловлено взаимодействием Ku с вирусным промотором, например, за счет наличия в промоторных областях ДНК ВИЧ-1 элементов вторичной структуры (шпилек, крестов), с которыми Ku мог бы взаимодействовать так же, как и с концами двуцепочечной ДНК.
Для проверки этой гипотезы мы решили использовать ингибиторы взаимодействия Ku с ДНК. На данный момент описано несколько активных ингибиторов взаимодействия Ku с ДНК, одним из них является STL127705, однако приобрести ни один из известных ингибиторов такого класса нам не удалось по независящим от нас причинам. В связи с этим мы решили проверить серию веществ – потенциальных ингибиторов взаимодействия Ku c ДНК, обнаруженных с помощью виртуального молекулярного докинга соединений в предполагаемый сайт связывания на поверхности гетеродимера Ku. Было проведено несколько раундов экспериментального скрининга веществ методом «торможения в геле» с использованием рекомбинантного Ku и синтетического ДНК-дуплекса и отобрано несколько ингибиторов взаимодействия Ku/ДНК с микромолярной IC50. Затем мы проанализировали влияние наиболее активных веществ на уровень фосфорилированной формы гистона γ-H2AX, которая является маркером двуцепочечных разрывов ДНК в эукариотических клетках. Для этого клетки обрабатывали этопозидом, который вызывает образование разрывов, затем этопозид отмывали, и следили за восстановлением нормального уровня γ-H2AX в присутствии одного из обнаруженных нами веществ. Оказалось, что одно из проверенных веществ в концентрации 25 мкМ эффективно блокировало восстановление нормального уровня гистона γ-H2AX. Таким образом в результате работы нам удалось разработать новый синтетический ингибитор репарации двуцепочечных разрывов in vivo. 
После этого мы исследовали влияние обнаруженного нами ингибитора взаимодействия Ku с ДНК на транскрипцию гена репортерного белка под контролем LTR-промотора ВИЧ-1. Установлено, что добавление ингибитора не приводило к такому же эффекту на транскрипцию с LTR промотора ВИЧ-1, как снижение внутриклеточной концентрации белка Ku. Таким образом, полученные нами данные указывают на то, что взаимодействие Ku с ДНК не является ключевым в регуляции белком Ku транскрипции с LTR промотора ВИЧ-1.
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