РЕФЕРАТ
циклу наукових праць

“ Молекулярні механізми нейродегенеративних процесів та розробка сполук для терапії  цих патологій ”
Актуальність роботи. Нейродегенерація це спільна назва для прогресуючою втрати структури або функції нейронів, включаючи також їх загибель. Багато нейродегенеративних захворювань, включаюси хворобу Паркінсона, Альцгеймера та Гантигтона, відбуваються як нейродегенеративний процес. Багато спільних рис для цих захворювань було виявлено на клітинному рівні. Відкриття цих спільних рис дозволяє сподіватися на терапевтичне втручання, яке може мати ефект в багатьох захворюваннях. Існує багато паралелей між різними нейродегенеративними порушеннями, включаючи агрегати білків а також загибель клітин. Нейродегенерація проявляється на багатьох рівнях від молекулярного до системного рівня організму в цілому. 

Нещодавні дослідження транспортного апарату клітин пацієнтів з хворобою Альцгеймера показав подібні порушення, показані для індивідуумів з синдромом Дауна. Відомо, що з віком у індивідуумів з синдромом Дауна з’являються ознаки нейродегенерації. Порушення внутрішньоклітинного транспорту розглядаються як одну із спільних рис для багатьох нейродегенеративних процесів. Пошук генів, потенційно залучених до порушень внутрішньоклітинного транспорту в нейродегенеративних захворюваннях, було ідентифіковано ген інтерсектин 1. Це й ген є надекспресований в тканинах індивідуумів з синдромом Дауна та пацієнтів з хворобою Альцгеймера. Цікаво, що надекспресія або навпаки пригнічення експресії цього гена призводять до ефектів подібних, що спостерігаються при синдромі Дауна та хворобі Альцгеймера, а саме збільшені ендосоми, порушення секреторних функцій нейронів. Крім того, було виявлено, що наекспресія гена інтерсектин 1 призводить до агрегації білка хангтинтина, що є ключовим учасником розвитку хореї Гентингтона.  Для транскриптів гена інтерсектин 1 було показано альтернативний сплайсинг, що створює низку транскриптів, які кодують різні за структурою білкові продукти. Більш глибоке розуміння функції інтерсектину 1 в клітині, а також можливість впливу на нього з метою терапії не можливі без розуміння ролі всіх білкових продуктів, що годуються цим геном.  
Ще одним геном, залученим до нейродегенеративних процесів, є ген Twist1. Twist1 є висококонсервативним транскрипційним фактором, порушення експресії якого призводить до патології розвитку та злоякісного переродження клітин. Підвищення експресії Twist1 спостерігається в деяких типах раку і корелює з більш агресивним фенотипом,  гіршим прогнозом та резистентністю до протиракових препаратів. Більш того порушення експресії гена Twist1 призводить до  синдрому  Saethre-Chotzen (Сетр-Хоцен), що характеризується патологіями розвитку черепа та затримкою психічного розвитку. Наявність висококонсервативної 3’ нетрансльованої послідовності та потенційних сайтів зв’язування мікроРНК та білків CPEB в мРНК Twist1, свідчить про можливий посттранскрипційний контроль  експресії даного білка.

Активація ASK1 залучена до контролю таких біологічних відповідей, як диференціювання, старіння, запалення й апоптоз залежно від типу та окисно-відновного статусу клітин. Експериментально доведено, що нокаут гена АSK1 попереджував міокардит і фіброз серця у мишей, а також дисфункцію та ремоделювання ендотелію судин, обумовлених ожирінням чи діабетом. Крім того, інгібування ASK1 за допомогою рекомбінантного адено-асоційованого вірусу, що кодував домінантно-негативний мутант ASK1ΔN-KR, супроводжувалось пригніченням серцевої недостатності внаслідок попередження апоптозу кардіоміоцитів хом’яків. Отже, пригнічення активності ASK1 може бути ефективним підходом для лікування серцево-судинних захворювань. 

Підвищена активність ASK1 пов’язана з розвитком багатьох хвороб. Наприклад, встановлено, що ASK1 є ключовим фактором загибелі нервових клітин під впливом поліглутамінової експансії. Активація ASK1 за участі β-амілоїдного протеїну є важливим етапом у патогенезі хвороби Альцгеймера. Нещодавно відкрито, що ASK1 задіяна в загибелі мотонейронів при аміотропному латеральному склерозі. Таким чином, інгібітори ASK1 можуть бути терапевтичними засобами для пацієнтів із нейродегенеративними хворобами. 
ОСНОВНІ РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ

В ході роботи було ідентифіковано новий альтернативний транскрипт гену ITSN1, що містить альтернативний 3`-кінцевий екзон. Цей екзон кодує специфічний для цієї ізоформи С-термінальний домен (CTD). Показано існування групи транскрипційних ізоформ, що містять на 3`-кінці 22а екзон та відрізняються наявністю 6, 6`, 20-го екзонів та 3`-нетрансльованими регіонами. Встановлено, що ITSN1-22a колокалізується з короткою ізоформою (ITSN1-s) в клатрин-облямованих ямках на плазматичній мембрані, на комплексі Гольджі та в цитозолі. Ізоформи ITSN1-22a та ITSN1-s формують комплекс in vivo. Показано, що ITSN1-22a може існувати в закритому конформаційному стані завдяки внутрішньомолекулярній взаємодії її домену SН3A та С-кінця (CTD), який містить пролін-збагачений лінійний мотив. СTD ізоформи ITSN1-22a негативно регулює взаємодію її домену SH3A з c-Cbl завдяки описаній вище внутрішньомолекулярній взаємодії. Знайдена та охарактеризована специфічна для ITSN1-22a взаємодія з ендоцитозним білком амфіфізином 1. Встановлено, що ізоформа ITSN1-22a формує гомодимери завдяки дисульфідним зв’язкам, які утворюються між С-кінцями її молекул. 

В ході роботи було досліджено мозкоспецифічний сплайсинг 20-го екзону, та встановлено його функціональну роль. Показано, що транскрипти гену інтерсектину 1, що містять 20-й екзон є нейрон-специфічними. Екзон 20, що кодує п’яти-амінокислотну інсерцію в структурі домену SН3A, є характерним лише для хребетних та є високо консервативним. 

Вперше показано, що зміни у специфічності зв’язування нейрон-специфічної форми домену SH3A (N-SH3A) пов’язані з переміщенням групи негативно заряджених амінокислотних залишків до інтерфейсу взаємодії домену. Було досліджено другий, відомий на сьогодні, альтернативний сплайсинг мікроекзону гену Src1, що також впливає на структуру та функцію SH3-домену. Показано, що на відміну від інсерції N-SH3A інтерсектину 1, де відбувається зсув існуючих амінокислотних залишків в N-Src петлі, інсерція N-Src вносить амінокислотний залишок, що негативно регулює взаємодію N-Src з динаміном 1 в головному мозку. 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 самі компоненти цієї родини беруть участь в розвитку зазначених хвороб. 

Застосовані підходи для вивчення еволюції та консервативності подій альтернативного сплайсингу можуть бути використані в подальшому для встановлення закономірностей еволюції альтернативних екзонів інших генів. Підходи, використані для дослідження комбінування альтернативних екзонів, можуть бути корисні для вивчення транскрипційних ізоформ генів, для яких відомі чисельні події альтернативного сплайсингу.

 Отримані в ході роботи результати дають змогу зробити низку узагальнень про здатність альтернативного сплайсингу регулювати структуру білкових ізоформ та контролювати їх внутрішньо- та міжмолекулярні взаємодії. 

Використовуючи модель клітин раку молочної залози було показано що мікроРНК hsa-mir-580 та білки CPEB1,2  контролюють експресію  Twist1 на посттранскрипційному рівні.  Отриманні дані є суттєвим внеском у розуміння загальної картини регуляції експресії Twist1. Відкриття процесу регуляції транскрипційного фактору Twist1 білками CPEB та  мікроРНК hsa-mir-580 дозволяє припустити існування додаткового механізму порушення експресії Twist1, а отже розвитку синдрому Сетр-Хоцен. Отримані дані відкривають нові перспективи у вивченні ролі білка Twist1 в процесі як злоякісного переродження клітини, так і розвитку нейродегенеративних процесів при синдромі Сетр-Хоцен.
У результаті виконання роботи знайдено два нові класи низькомолекулярних інгібіторів протеїнкінази ASK1 і досліджено механізми їх взаємодії з ензимом. Ці дані можуть бути використані для:
- з’ясування функцій протеїнкінази ASK1 на рівні мережі сигнальних шляхів клітини;

- вивчення механізмів апопотозу, в яких бере участь протеїнкіназа ASK1.

Знайдені інгібітори є потенційними попередниками для створення фармацевтичних препаратів, що можуть бути використані для терапії низки нейродегенеративних, серцево-судинних хвороб, септичного шоку та фіброзної гістіоцитоми. Запропоновані механізми взаємодії досліджуваних сполук з ASK1 можуть бути основою для розробки більш активних і селективних інгібіторів цього ензиму. 
Запропоновано моделі взаємодії розроблених інгібіторів з амінокислотними залишками АТР-акцепторного сайту ASK1.  Уперше проведено моделювання молекулярної динаміки комплексів протеїнкінази ASK1 людини з низькомолекулярними інгібіторами. Охарактеризовано два нові класи низькомолекулярних інгібіторів протеїнкінази ASK1 людини – 2-тіоксо-тіазолідин-4-они та 3Н-нафто[1,2,3-де]хінолін-2,7-діони. Встановлено залежність інгібувальної активності сполук від їх хімічної структури.   Підтверджено цитопротекторну дію інгібіторів ASK1 за умов глутамат-індукованого апоптозу й апоптозу, викликаного фактором CHI3L2 (Chitinase 3-like 2). 

ВИСНОВКИ

В роботі ідентифіковано нову ізоформу адаптерного білку інтерсектину 1 – ITSN1-22a, досліджено її функціональні зв'язки та особливості регуляції її білок-білкових взаємодій. Охарактеризовано сплайсинг 20-го екзону, його консервативність та специфічність експресії. Встановлено механізм зміни специфічності зв’язування SH3-доменів мозкоспецифічних ізоформ Itsn1 і Src1 в нейронах хребетних. Встановлено, що мікроРНК hsa-mir-580 та білки CPEB1,2  контролюють експресію  Twist1 на посттранскрипційному рівні. 
З використанням методів гнучкого докінгу і молекулярної динаміки, розроблено нові інгібітори протеїнкінази ASK1 людини та досліджено механізми їх взаємодії з активним центром ензиму. Запропоновано моделі зв’язування інгібіторів в АТР-акцепторному сайті ASK1. Виявлено структурні особливості сполук, які слід враховувати під час пошуку нових інгібіторів протеїнкінази ASK1.

1. Ідентифіковано нову, транскрипційну ізоформу гена інтерсектину 1, з альтернативним 3`-кінцем, та підтверджено існування її білкового продукту. Показано існування групи транскриптів з 22а екзоном, які відрізняються наявністю 6/6` та 20-го екзонів.

2. ITSN1-22a є характерною лише для ссавців і експресується в усіх досліджених типах тканинах миші та людини. Високі рівні експресії цієї ізоформи спостерігалися в головному мозку, селезінці, легенях та нирках миші та В-клітинах людини. 

3. Ізоформа ITSN1-22a здатна формувати комплекси in vivo з короткою ізоформою ITSN1-s. Ці комплекси було детектовано на цистернах апарату Гольджі, в цитозолі та на плазматичній мембрані.

5. Показано внутрішньомолекулярну взаємодію доменів ITSN1-22a та її вплив на зв’язування з білками-партнерами. С-кінець ITSN1-22а негативно регулює її взаємодію з убіквітин-лігазою с-Cbl та не впливає на взаємодію з ендоцитозним білком динаміном 1. 

6. Встановлено, що сплайсинг 20-го екзону  є нейрон-специфічним та консервативним в генах інтерсектину 1 хребетних. Транскрипти з 20-им екзоном починають транскрибуватись разом із диференціацією перших нейронів під час раннього ембріонального розвитку.
7. Показано, що амінокислотні інсерції, які кодуються мікроекзонами генів Itsn1 і Src1, призводять до перебудов в інтерфейсах взаємодії SH3-доменів білків, які кодуються цими генами. Перебудови полягають у введенні заряджених амінокислотних залишків до інтерфейсу взаємодії зазначених SH3-доменів.

8. Розроблено два нові АТР-конкурентні класи інгібіторів протеїнкінази ASK1 – 2-тіоксо-тіазолідин-4-они та 3Н-нафто[1,2,3-де]хінолін-2,7-діони. 

9. Запропоновано моделі взаємодії похідних 2-тіоксо-тіазолідин-4-ону і 3H-нафто[1,2,3-де]хінолін-2,7-діону з АТР-акцепторним сайтом протеїнкінази ASK1 на основі даних гнучкого докінгу та молекулярної динаміки. Згідно з цими моделями, фіксація сполук в АТР-зв’язувальній кишені ASK1 відбувається завдяки гідрофобним взаємодіям з амінокислотними залишками Leu686, Val694, Ala707, Met754, Val757, Val738 і Leu810 та формуванню водневих зв’язків із шарнірною та фосфат-зв’язувальною ділянками ензиму.

10. Знайдено групу інгібіторів, селективних стосовно ASK1 у порівнянні з іншими досліджуваними протеїнкіназами людини – Aurora A, CK2, JNK3, FGFR1, HGFR1, Tie2 та ROCK. Показано, що характерною ознакою утвореного комплексу специфічного інгібітора з ASK1 в порівнянні з досліджуваними кіназами є формування водневих зв’язків з амінокислотними залишками, що знаходяться в шарнірній ділянці та консервативним Lys активного сайту ензиму. 

11. Виявлено загальні структурні особливості низькомолекулярних хімічних сполук, які визначають інгібувальну активність стосовно ASK1. Сполука повинна мати ароматичне ядро для взаємодії з гідрофобними амінокислотними залишками АТР-зв’язувальної кишені ASK1 та певну конфігурацію донорно-акцепторних груп для утворення водневих зв’язків одночасно з Val757 і Lys709. 

12. Встановлено, що розроблені інгібітори PFTA-1 та NQDI-1 мають цитопротекторний ефект на клітинних лініях НТ22 та НЕК293 відповідно за умов глутамат-індукованого та CHI3L2-викликаного апоптозу. Це свідчить про проникність інгібіторів через клітинну мембрану, що уможливлює їх використання in vitro для досліджень ролі ASK1 на рівні мережі сигнальних шляхів клітини. 
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