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РЕФЕРАТ

циклу наукових праць

“Експресія та міжмолекулярні взаємодії адаптор/скафолдних білків родин інтерсектинів, TKS та верпролінів, задіяних в метастазуванні ракових клітин”
Актуальність теми. Альтернативний сплайсинг та альтернативна транскрипція обумовлюють різноманітність та складність білків організму і відіграють важливу роль в контролі експресії генів, тканиноспецифічності, апоптозі, диференціації клітин та інших критичних процесах клітини. В результаті сплайсинга функція білка може зазнавати значних змін, а порушення сплайсинга може призводити до важких захворювань, зокрема було відкрито низку пухлино-асоційованих сплайс-варіантів деяких генів, також порушення використання альтернативних промоторів пов’язують з ініціацією розвитку раку.

Гени інтерсектинів 1 та 2 (ITSN1 та ITSN2) людини кодують мультидоменні білки, які виконують роль адаптерів, взаємно локалізуючи білки та регулюючи їх функції, беруть участь у перебудовах актинового цитоскелету, відіграють важливу роль у процесах ендоцитозу, екзоцитозу, адгезії, внутрішньоклітинному везикулярному транспорті, міграції та інвазії клітин. В організмі інтерсектини присутні у двох основних формах, які утворюються за допомогою альтернативного сплайсингу. Коротка (ITSN-S), яка зустрічається в усіх тканинах, та довга (ITSN-L), що переважно експресується в нейронах та містить три додаткові домени. Дослідження, які раніше проводили, були спрямовані на виявлення окремих альтернативно сплайсованих варіантів ITSN1, деякі з яких є тканиноспецифічними, проте не приділялося уваги, в яких саме комбінаціях ці варіанти присутні в повнорозмірних транскриптах мРНК, з яких йде трансляція білкових молекул. ITSN1 – багатофункціональний адаптерний білок, який бере участь у важливих клітинних процесах, порушення яких призводить до важких наслідків. Дослідження регуляції експресії, утворення його нових ізоформ в різних клітинах організму та за умов різного фізіологічного стану, допоможе визначити фізіологічне значення інтерсектину, розширити наші уявлення про значення альтернативного сплайсинга в контролі його функцій. Дані, проведених нещодавно досліджень, пов’язують ITSN1 з розвитком синдрому Дауна та хвороби Альцгеймера. На це вказують порушення процесу ендоцитозу та морфологічні зміни ранніх ендосом на початкових етапах хвороби Альцгеймера та при синдромі Дауна. Передбачається, що зміни в молекулах, які контролюють процес ендоцитозу, можуть робити свій внесок у розвиток злоякісних пухлин та інших патологічних процесів. Так інший представник цієї родини – ITSN2, змінює свою експресію при онкологічних захворюваннях. Ці данні є важливими при пошуку нових молекулярних маркерів для онкологічних захворювань, зокрема для такого як рак молочної залози. Злоякісні новоутворення молочної залози є одними з найбільш розповсюджених серед онкологічних захворювань у жінок. Згідно з даними проекту GLOBOCAN Міжнародного центру досліджень ракових захворювань, у світі близько 36% всіх пухлин у жінок є рак молочної залози, 15% з яких були летальними, що є наслідком того, що не зважаючи на багаторічні дослідження та великий досвід у лікуванні цього виду раку, однією з основних проблем в діагностиці та лікуванні є його висока клінічна і генетична гетерогенність. Щоб зменшити летальність необхідна індивідуальна характеристика кожного випадку захворювання, для чого необхідні молекулярні маркери, які б характеризували пухлину. Таких маркерив вже виявлено дясятки, проте їх все ще недостатньо. Потенційними маркерами для діагностики цього захворювання можуть бути скафолдні білки, такі як ITSN2. Інші скафолдні білки, особливо ті які приймають учать в утворенні інвадоподій та подосом, також можуть слугувати маркерами для цього захворювання. До таких можна віднести представників верпролінів, які беруть участь в перебудовах актинового цитоскелету або родину скафолдів TKS (TKS4 та TKS5), які є критично необхідними для утворення інвадоподій, а відповідно і для метестазування раку та інвазії. Подосоми та інвадоподії – це спеціалізовані мембранні структури, що представлені в клітинах з фізіологічною чи патологічною інвазивною поведінкою та локалізуються на вентральній поверхні клітини. Вони забезпечують клітинно-субстратну адгезію, викликають деградацію компонентів міжклітинного матриксу (МКМ), і таким чином забезпечують міграцію та інвазію клітин в оточуючі тканини. Центральну роль в утворенні інвадоподій відіграють перебудови актинового цитоскелету, в яких беруть участь в тому числі і інтерсектини, верпроліни та TKS. Порушення регуляції актинового цитоскелету спостерігається при аутоімунних захворюваннях, нейродегенеративних патологіях та злоякісній трансформації клітин. Реорганізацію актинових філаментів контролюють фактори нуклеації актину, такі як N-WASP та кортактин, що асоційовані в клітині з білком WIP, який регулює їх активність та стабілізує актинові філаменти.

WIP та CR16 відносяться до родини верпролінів, що складається із трьох представників – CR16, WIP та WIRE, які є важливими регуляторами Arp2/3-залежної полімеризації актину. Відомо, що WIP є одним із важливих компонентів інвадоподій та подосом. Ключову роль у формуванні подосом та інвадоподій відіграє реорганізація актинового цитоскелету, яка регулюється інтегрованими сигнальними каскадами, що передають позаклітинні стимули на актинові філаменти. CR16 досліджений значно менше, він експресується в мозку та сім’яниках, а його накаут призводить до стерильності мишей через ненормальний сперматогенез клітин Сертолі. 
Білки-субстрати для тирозинової кінази SRC – TKS4 та TKS5 – є скафолдними білками, критично необхідними для формування інвадоподій та подосом. Вони беруть участь в процесі полімеризації актину та формуванні вигинів мембрани, взаємодіють з мембранними металопротеазами, які спричиняють деградацію МКМ. Крім того, обидва білки впливають на продукцію клітиною активних форм кисню (АФК). Перелічені процеси взаємопов’язані та необхідні для формування інвадоподій та подосом. Гени цих білків мають множинні транскрипційні ізоформи, експресія яких також може бути використана я якості прогнозування перебігу раку молочної залози.
Наукова новизна та основні науково–технічні результати одержаних даних. 

Ідентифіковано три нових варіанти альтернативного сплайсинга з вирізанням екзонів первинного транскрипту мРНК гена ITSN1 людини. Вперше виявлено та клоновано п’ятнадцять повнорозмірних транскриптів ITSN1 з різним набором екзонів, які утворюються в результаті альтернативного сплайсинга. Проведено аналіз експресії ізоформ ITSN1 з делеціями 20-го та 35-го екзонів за допомогою напівкількісної ЗТ-ПЛР. Вперше проаналізовано структуру 5′UTR мРНК гена ITSN1 людини та проаналізовано експресію ізоформ з інсерціями екзонів 1а та 1b. З використанням біоінформатичних серверів UCSC Genome Bioinformatics та CAGE описано основний промотор гена ITSN1.

Вперше ідентифіковано альтернативний промотор, який знаходиться у 5-му інтроні гена ITSN1. Проведено аналіз експресії транскриптів ITSN1, які утворюються з виявленого промотора, в тканинах людини. За допомогою люциферазного тесту підтверджено його функціональність in vivo, а за допомогою делеційних мутантів ідентифіковано критичний промоторний регіон, необхідний для транскрипції, та клоновано транскрипти повнорозмірної короткої форми ITSN1, які транскрибуються з альтернативного промотора.

В ході роботи вперше було ідентифіковано взаємодію адаптерних білків ITSN1 та ITSN2 з регуляторами полімеризації актину WIP та CR16. Виявлено існування комплексів ITSN/WIP та ITSN/CR16 in vivo та in vitro. Визначено, що утворення комплексів між інтерсектинами та WIP забезпечують домени SH3A, SH3C та SH3E ITSN1 та ITSN2. Доведено пряму взаємодію між WIP та ITSN1, для якої важливі амінокислотні залишки 318-450 пролін-збагаченого домену WIP.

Вперше виявлено, що комплекс ITSN1/WIP бере участь у везикулярному транспорті рецептора трансферину та є компонентом RAB4-залежних сигнальних шляхів. Продемонстровано, що комплекс ITSN1/WIP локалізується в ділянках активних перебудов кортикального актинового цитоскелету та індукує утворення філоподієподібних виступів.

Вперше виявлено формування потрійного комплексу між ITSN1, WIP та N-WASP. Показано in vitro, що у складі потрійного комплексу WIP сприяє взаємодії N-WASP з ITSN1, тоді як зв’язування WIP з ITSN1 зменшується за умови наявності N-WASP.
Вперше продемонстровано, що в клітинах лінії раку молочної залози MDA-MB-231, ендогенні білки ITSN1 та ITSN2 локалізуються в інвадоподіях.

Встановлено, що CR16 формує комплекси з інтерсектинами in vivo і взаємодіє з нейрональною ізоформою домена SH3A ITSN1 та доменом SH3E ITSN2. Показано, що ITSN1, на відміну від ITSN2, зв’язує CR16, який знаходиться в комплексі з ендогенним β-актином, що сприяє його локалізації з полімеризованим актином в клітинах лінії MCF-7. Вперше було показано наявність транскриптів CR16 в гліобластомах та злоякісних пухлинах молочної залози людини.

Ми виявили що, ITSN2-S достовірно знижує свою експресію в HER2/neu-позитивних пухлинах з поганим прогнозом. Достовірних відмінностей в експресії ITSN2-L та TKS5-L в аналізованих зразках виявлено не було. 

Було встановлено нові взаємодії скафолдного білка інвадоподій TKS4 з білками N-WASP, DNM2, SYNJ1 та OPHN1. Інший представник цієї родини скафолдний білок інвадоподій TKS5 взаємодіє з білками CIN85, CTTN, ITSN1, ITSN2, AMPH1 та BIN1. 
Отримані результати мають аналогічний рівень до подібних у світі.
Практичне значення одержаних результатів. Знайдені варіанти сплайсинга та клоновані повнорозмірні транскрипти короткої та довгої форм ITSN1 вказують на існування великої кількості білкових форм ITSN1 людини. Враховуючи участь інтерсектину у формуванні численних комплексів, які беруть участь в ендоцитозі та екзоцитозі, перебудовах цитоскелету, передачі сигналів в клітині, отримані результати дозволять науковцям проводити більш широкі функціональні дослідження згаданих процесів. Проведений аналіз виявлених та відомих транскриптів вказує на наявність в тканинах людини цілої групи ізоформ ITSN1, їх різне співвідношення та тканинну специфічність. Ідентифікація і характеристика нових ізоформ інтерсектину 1 розширюють спектр відомих білків родини інтерсектину, яка пов’язана з порушенням ендоцитозу клітин при синдромі Дауна і хворобі Альцгеймера та з хореєю Генгтінгтона. Знайдені ізоформи будуть використані для визначення, які саме компоненти цієї родини беруть участь в розвитку зазначених хвороб. Клоновані повнорозмірні транскрипти ITSN1 будуть використані для подальшого вивчення функціонування ізоформ ITSN1, встановлення значення альтернативного сплайсинга в регуляції специфічності взаємодії ITSN1 з білками-партнерами, клітинній локалізації, тощо. Комп’ютерний аналіз основного та альтернативного промоторів гена ITSN1 людини може дати змогу більш глибоко зрозуміти, як регулюється експресія цього гена, який кодує багатофункціональний мультидоменний адаптерний білок.

Отримані дані є внеском у виявлення нових молекулярних компонентів інвадоподій – ITSN1 та ITSN2 та їх взаємодій з одним із ключових білків інвадоподій – WIP. Відкриття взаємодії ITSN з WIP дає можливість розширити розуміння функціонування N-WASP/Arp2/3-опосередкованих перебудов актинового цитоскелету, з порушенням регуляції яких пов’язаний розвиток злоякісних новоутворень.

Показано, що збільшення кількості WIP корелює з високою клітинною інвазією та метастазуванням ракових клітин. Відомо, що надекспресія ITSN1 призводить до злоякісної трансформації фібробластів, проте надекспресія ITSN2 асоційована зі сприятливим прогнозом щодо виживаності пацієнтів з раком молочної залози. Розуміння специфічних функцій ITSN1, ITSN2 та WIP може дозволити використовувати ці білки в якості потенційних діагностичних біомаркерів інвазивності клітин.

Відкриття специфічної взаємодії нейрональної ізоформи ITSN1 з CR16 дозволить детальніше вивчити механізми функціонування ITSN1, що асоційовані з нейродегенеративними патологіями, молекулярні механізми яких ще недостатньо з’ясовані.

Дослідження експресії ізоформи ITSN2 (ITSN2-S) показали можливість її використання як прогностичного маркера подальшого перебігу та персоналізованного лікування раку молочної залози людини.

Взаємодії скафолдних білків інвадоподій TKS4 та TKS5 з білками N-WASP, DNM2, SYNJ1, OPHN1 та CIN85, CTTN, ITSN1, ITSN2, AMPH1, BIN1 відповідно значно розширюють мережу клітинних взаємодій цієї родини пов’язуючи її з такими для неї новими функціями як ендо-/екзоцитоз, ремоделювання плазматичної мембрани та передача клітинних сигналів. Отримані данні поглиблять розуміння утворення та функціонування інвадоподій та метастатичних процесів ракових пухлин.
ВИСНОВКИ
1. В результаті проведеної роботи виявлено форми з альтернативно сплайсованими 35-м, 36-м та 36-37-м екзонами гена ITSN1, які призводять до зміни структури DH- та PH-доменів ізоформ ITSN1. Встановлено, що транскрипти зі сплайсингом 35-го екзона складають близько 10% від загальної кількості ізоформ довгої форми ITSN1 в головному мозку, проте в інших тканинах це співвідношення змінюється. Показано, що ізоформи ITSN1 з 20-м екзоном експресуються не тільки в ембріональному стані, але і в дорослих тканинах мозку людини.

2. Виявлено та охарактеризовано форми з альтернативним сплайсингом в 5′UTR мРНК гена ITSN1 з інерціями 1a та 1b екзонів.

3. Знайдено п’ятнадцять нових ізоформ транскриптів гена ITSN1 з повною кодуючою послідовністю мРНК, які утворюються в результаті різних комбінацій варіантів альтернативного сплайсинга та відрізняються за рівнем експресії. Встановлено, що дев’ять з цих транскриптів кодують білкові ізоформи ITSN1 з різною доменною структурою.

4. Охарактеризовано канонічний промотор та вперше ідентифіковано альтернативний промотор гена ITSN1 людини, що знаходиться у 5-му інтроні, визначено його критичний регіон необхідний для транскрипції in vivo та показано, що він є частиною L1МC5-повтору.

5. Показано, що транскрипційні ізоформи ITSN1, які синтезуються з альтернативного промотора, експресуються на значно нижчому рівні порівняно з основними формами транскриптів ITSN1. Визначено три транскрипти короткої форми ITSN1, синтез яких ініціюється з альтернативного промотора, один з яких може слугувати матрицею для синтезу білків.

6. Ідентифіковано взаємодію інтерсектинів з одним із ключових білків подосом та інвадоподій – WIP. Виявлено існування комплексів ITSN1/WIP та ITSN2/WIP in vivo та in vitro та картовано сайти взаємодій обох білків.

7. Вперше виявлено, що комплекс ITSN1/WIP бере участь у везикулярному транспорті рецептора трансферину та є компонентом RAB4-позитивних везикул. Продемонстровано, що комплекс ITSN1/WIP локалізується в ділянках активних перебудов кортикального актинового цитоскелету та індукує утворення філоподієподібних виступів.

8. Вперше встановлено формування потрійного комплексу між ITSN1, WIP та N-WASP.

9. Вперше продемонстровано, що в клітинах лінії раку молочної залози MDA-MB-231, ендогенні білки ITSN1 та ITSN2 локалізуються в інвадоподіях.

10. Встановлено, що CR16 формує комплекси з інтерсектинами in vivo і взаємодіє з нейрональною ізоформою домена SH3A ITSN1 та доменом SH3E ITSN2. Показано, що ITSN1, на відміну від ITSN2, зв’язує CR16, який знаходиться в комплексі з ендогенним β-актином, що сприяє його локалізації з полімеризованим актином в клітинах лінії MCF-7.

11. Вперше було показано наявність транскриптів CR16 в гліобластомах та злоякісних пухлинах молочної залози людини.

12. Аналіз експресії ізоформ ITSN2 показав що, ITSN2-S достовірно знижує свою експресію в HER2/neu-позитивних пухлинах раку молочної залози з поганим прогнозом. Що вказує на можливість використанні цієї ізоформи в якості прогностичного маркера для раку молочної залози людини.

13. Було встановлено взаємодію SH3-доменів TKS4 з білками N-WASP, DNM2, SYNJ1 та OPHN1. На відміну від CR16, WIP, WIRE, SHIP2, RhoU та RhoV взаємодії з якими в досліджуваній системі не виявлено.

14. Було встановлено взаємодію TKS5 з білками CIN85, CTTN, ITSN1 та ITSN2, AMPH1 та BIN1 на відміну від SRC, PLCg1, CRK, CSK взаємодії з якими в досліджуваній системі не виявлено.
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