
РЕФЕРАТ

циклу наукових праць

“Молекулярні механізми функціонування білків, залучених до перебігу нейродегенеративних захворювань”
Актуальність роботи. Нейродегенеративні хвороби на сьогодні є об’єктом ретельної уваги вчених у всьому світі. У зв’язку з тим, що середня тривалість життя людей постійно збільшується, зростає і частота виникнення нейродегенеративних патологій, які знижують якість життя, призводять до значних економічних втрат та є важким тягарем для хворих і їх рідних.

Розуміння механізмів розвитку нейродегенеративних патологій на молекулярному рівні є важливою передумовою для пошуку ліків, що можуть бути використані для їх терапії. 

Нейродегенеративні процеси охоплюють різні за клінічними проявами хвороби, що мають однакові властивості на клітинному рівні, а саме прогресивна втрата структури та функції нейронів аж до загибелі цих клітин. До найбільш поширених та відомих захворювань цієї групи належать сидром Альцгеймера, хвороба Паркінсона та синдром Хантінгтона. Для цієї низки захворювань було виявлено багато спільних рис на клітинному рівні. Серед цих ознак виділяють накопичення пошкоджених білків та бляшок, а також загибель нейронів. Нейродегенеративні процеси можуть бути виявлені на багатьох рівнях: від молекулярного до системного. Відкриття спільних ознак для низки цих захворювань робить можливою розробку нових видів терапії й успішне застосування наявних терапевтичних підходів для зменшення прояву симптомів, полегшення стану та підвищення рухомості пацієнтів.

Нещодавні дослідження системи внутрішньоклітинного транспорту нейронів у пацієнтів із хворобою Альцгеймера дозволили встановити подібні порушення до тих, що виявлені в клітинах індивідуумів із синдромом Дауна. Відомо, що з віком у пацієнтів із синдромом Дауна з’являються ознаки нейродегенерації. Порушення внутрішньоклітинного транспорту розглядають як одну із спільних рис для багатьох нейродегенеративних процесів. Пошук генів, які можуть бути залучені до порушення фукціонування системи внутрішньоклітинного транспорту під час нейродегенеративних процесів, дозволив ідентифікувати ген інтерсектин 1. Цей ген є надекспресованим у тканинах індивідуумів із синдромом Дауна та пацієнтів з хворобою Альцгеймера. Цікаво, що надекспресія або навпаки пригнічення експресії цього гена в нормальних клітинах призводить до появи ефектів подібних, що спостерігаються при синдромі Дауна та хворобі Альцгеймера, а саме появі збільшених ендосом та порушенні секреторних функцій нейронів. Крім того, було виявлено, що надекспресія гена інтерсектину 1 призводить до агрегації білка хантінгтина, що є ключовим учасником розвитку хореї Хантінгтона. Для транскриптів гена інтерсектину 1 було показано альтернативний сплайсинг, що забезпечує утворення низки 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 кодуються цим геном.  

Ще одним геном, залученим до нейродегенеративних процесів, є Twist1. Twist1 є високо консервативним транскрипційним фактором, зміна рівня експресії якого призводить до порушення розвитку та злоякісного переродження клітин. Підвищення експресії Twist1 спостерігається в деяких типах раку і корелює з більш агресивним фенотипом, гіршим прогнозом та резистентністю до протипухлинних препаратів. Більше того, порушення експресії гена Twist1 призводить до синдрому Сетр-Хоцен, який характеризується патологіями формування черепа та затримкою психічного розвитку. Наявність високо консервативної 3’-нетрансльованої послідовності та потенційних сайтів зв’язування мікроРНК і білків CPEB у мРНК Twist1, свідчить про можливий посттранскрипційний контроль експресії цього білка. Дослідження механізмів регуляції експресії транскрипційного фактору Twist1 є необхідним для розуміння формування та перебігу синдрому Сетр-Хоцен, а також розробки можливих терапевтичних втручань.

Однією із ключових характеристик розвитку нейродегенеративних процесів є загибель нервових клітин, що в свою чергу призводить до атрофії відповідних відділів головного і/або спинного мозку. Важливим фактором загибелі нейронів при низці нейродегенеративних патологій є протеїнкіназа ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1). Зокрема, експериментально доведено ключову роль цього протеїну в розвитку поліглутамінових хвороб. Нещодавно було продемонстровано участь ASK1 у загибелі допамінергічних нейронів при хворобі Паркінсона. Активація ASK1 за участі β-амілоїдного протеїну є важливим етапом у патогенезі хвороби Альцгеймера. Також було виявлено, що ASK1 задіяна в загибелі мотонейронів при бічному аміотрофічному склерозі – досі невиліковній дегенеративній хворобі, що супроводжується паралічами й атрофією м’язів. Таким чином, інгібітори ASK1 можуть бути використані для дослідження ролі цього протеїну при розвитку нейродегенеративних процесів та як далекоглядна перспектива – в комплексній терапії при лікуванні нейродегенеративних хвороб. 
Мета та завдання дослідження. Метою цього циклу робіт було дослідження ізоформ інтерсектину 1 людини, вивчення регуляції експресії білків Twist1 і eEF1A та розробка низькомолекулярних інгібіторів ASK1. 

Для досягнення поставленої мети необхідно було вирішити такі завдання:
1. Ідентифікувати нові ізоформи транскрипту гена інтерсектину 1.
2. Дослідити експресію знайдених ізоформ в нейронах.
3. Підтвердити існування білкових продуктів, що кодуються виявленими транскриптами та проаналізувати їх експресію в різних типах тканин.
4. Визначити специфічні для нових ізоформ білки-партнери.
5. Охарактеризувати білково-білкові взаємодії нових ізоформ та виявити можливі молекулярні механізми їх регуляції.
6. Дослідити регуляцію транскрипційного фактора Twist1, що бере участь у розвитку синдрому Сетр-Хоцен.
7. Визначити механізм регуляції тканиноспецифічної експресії мРНК ізоформ eEF1A.
8. Розробити низькомолекулярні інгібітори протеїнкінази ASK1.
9. Встановити специфічність дії знайдених інгібіторів на панелі протеїнкіназ.
10. Перевірити ефективність розроблених інгібіторів протеїнкінази ASK1 на нейрональній клітинній лінії.

Наукова новизна одержаних результатів. 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. Досліджено регуляцію транскрипційного фактора Twist1, що дозволить зрозуміти механізм порушення експресії цього білка при синдромі Сетр-Хоцен. Було вперше показано, що життєво-важливий процес переключення експресії ізоформ eEF1A, порушення якого призводить до тяжких нейродегенеративних патологій, контролюється на транскрипційному та посттранскрипційному рівнях за участю міРНК.

У рамках комплексу експериментальних робіт ідентифіковано 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. Запропоновано моделі взаємодії розроблених інгібіторів з амінокислотними залишками активного сайту ASK1. Уперше проведено моделювання молекулярної динаміки комплексів протеїнкінази ASK1 людини з низькомолекулярними інгібіторами. Підтверджено цитопротекторну дію інгібіторів ASK1 за умов глутамат-індукованого апоптозу на нейрональній клітинній лінії НТ22.
Практичне значення одержаних результатів. 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. Для цього можуть бути використані отримані генетичні конструкції, антитіла та рекомбінантні білки. Встановлено аспекти регуляції транскрипційного фактора Twist1, що є важливим для розуміння участі цього протеїну при синдромі Сетр-Хоцен. Виявлений механізм переключення експресії ізоформ eEF1A в процесі диференціації клітин дозволить в майбутньому розробити препарати для його корекції у разі порушення. 
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 та вивчення механізмів апопотозу, в яких бере участь протеїнкіназа ASK1. Знайдені інгібітори є потенційними попередниками для створення фармацевтичних препаратів, що можуть бути використані в комплексній терапії низки нейродегенеративних хвороб. 
ВИСНОВКИ
1. У результаті проведення комплексу експериментальних робіт ідентифіковано нову, транскрипційну ізоформу гена інтерсектину 1, з альтернативним 3’-кінцем та підтверджено існування її білкового продукту. 

2. Показано, що ITSN1-22a є характерною ізоформою лише для ссавців і експресується в усіх досліджених типах тканин миші та людини. Високі рівні експресії цієї ізоформи спостерігалися в головному мозку, селезінці, легенях, нирках миші та В-клітинах людини. 
3. 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.

4. Виявлено спосіб регуляції переключення експресії мРНК ізоформ eEF1A, що забезпечується як на транскрипційному, так і на посттранскрипційному рівнях за допомогою мікроРНК.

5. Досліджено регуляцію транскрипційного фактора Twist1, що дозволить зрозуміти механізм порушення експресії цього білка при синдромі Сетр-Хоцен.
6. З використанням методів гнучкого докінгу і молекулярної динаміки, розроблено нові інгібітори протеїнкінази ASK1 людини та досліджено механізми їх взаємодії з активним центром ензиму. 
7. Знайдено групу інгібіторів, селективних стосовно ASK1 у порівнянні з іншими досліджуваними протеїнкіназами людини. 
8. Виявлено, що розроблені інгібітори ASK1 мають цитопротекторний ефект на гіпокампальній клітинній лінії НТ22 за умов глутамат-індукованого апоптозу. Це свідчить про проникність інгібіторів через клітинну мембрану, що уможливлює їх використання для досліджень ролі ASK1 в процесі загибелі нейрональних клітин. 
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