Новые белок-лигандные взаимодействия холестерин-переносящего белка StARD1 с оксистеролами и стероидными гормонами in silico и in vitro
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Стероидогенный острый регуляторный белок (StARD1) взаимодействует с холестерином (Chol) и обеспечивает его транспорт в митохондрии, что определяет биосинтез широкого класса стероидных гормонов. Несмотря на колоссальную биологическую роль, механизм взаимодействия StARD1 с холестерином и веществами-аналогами остается исследованным не до конца. Вследствие этого, а также новых публикаций о влиянии оксистеринов и эстрогенов на функции митохондрий, мы протестировали взаимодействие StARD1 c холест-4-ен-3-оном (Chn), 7-дегидрохолестерином (7DHC), аналогом 20-гидроксихолестерина Nat 20S-yne (Nat), эстроном (E1) и прогестероном (Prog), а также флуоресцентными аналогами холестерина 3‑NBD‑холестаном (3NC), 22-NBD-холестерином (22NC) и его 22-нор-гомологом 20NP, in silico и in vitro. Оказалось, что положение флуоресцентной NBD-группы в области боковой цепи Chol критично для связывания со StARD1: только 22NC и 20NP давали характерный для связывания прирост флуоресценции. Взаимодействие нефлуоресцирующих стероидов с рекомбинантным StARD1 оценивали по их эффекту на увеличение флуоресценции 22NC при его связывании со StARD1 в стехиометрии 1:1. Для данного препарата белка кажущаяся КД для 22NC составила 20±2 нМ. Chol, 7DHC, Nat, E1 и Prog уменьшали флуоресцентный ответ 22NC на связывание со StARD1 в 1,8-2,0 раза, предположительно, вследствие конкуренции за один и тот же специфичный сайт связывания. Напротив, в случае Chn флуоресцентный ответ увеличивался в 2 раза, что может указывать на иной механизм его взаимодействия со StARD1. Молекулярный докинг с помощью Autodock 4.0 (pdb структура StARD1 – 3P0L) показал, что: 1) Chol может специфично связываться во внутренней полости данного белка, причем остатки Arg182 и Gly180 формируют водородные связи с его 3β-OH группой, стабилизируя комплекс; 2) остаток Glu169 может образовывать водородные связи с полярными группами боковых цепей 22NC, 20NP и Nat 20S-yne; 3) величина рассчитанной энергии связывания (ккал/моль) убывает в ряду 22NC (-12,4) < 20NP < Chn ~ Chol (-10,1) ~ 3NC < 7DHC ~ Nat < Prog < E1 (-7,9). Совместно, наши результаты подчеркивают специфику взаимодействия StARD1 с Chol и выявляют новые потенциальные лиганды этого белка, открывая новые горизонты исследований его функций.
