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а.о. - аминокислотный остаток
БСА - бычий сывороточный альбумин
ВИЧ - вирус иммудефицита человека
ВПЧ-18 - вирус папилломы человека 18 серотипа
ДКП - длинный концевой повтор
ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота
ДТТ - дитиотрейтол
н. - нуклеотид
ОРС - открытая рамка считывания ОТ - обратная транскрипция
ОТ-ПЦР - полимеразная цепная реакция, проведенная на матрице, полученной при обратной транскрипции п.н. - пара нуклеотидов ПЦР - полимеразная цепная реакция ПЭГ - полиэтиленгликоль РНК - рибонуклеиновая кислота СЯЭ - сигнал ядерного экспорта ФСБ - фосфатно-солевой буфер ЭГТА - этиленгликольтетрауксусная кислота ЭДТА - этилендиаминтетрауксусная кислота ЭМТ - эпителиально-мезенхимальная трансформация ЭТС - эмбриональная телячья сыворотка
AF (AlexaFluor) - общее название флюоресцентных красителей, разработанных компанией Molecular Probes
ALP (a-actinin associated LIM domain protein) - а-актинин-ассоциированный LIM-доменный белок
АРС (от adematous poliposis coli) - ген-опухолевый супрессор, мутации которого идентифицированы при семейном аденоматозном полипозе и спорадических опухолях ободочной кишки CEF (от chicken embryonic fibroblasts) - куриные эмбриональные фибробласты CLP-36 (от carboxyl-terminal LIM domain protein of 36 kDa) - карбокси-терминальный LIM- доменный белок массой 36 кДа CytB (Cvtochalasin В) - цитохалазин Б
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) - ростовая среда Игла, модифицированная Дульбекко
DMSO (dimethyl sulfoxide) - диметил сульфоксид
EGFR (от epidermal growth factor receptor) - рецептор эпидермального фактора роста ENH (от Enigma homologue) - белок, гомологичный белку Enigma
ERK (от extracellular signal-regulated kinase) - киназа, регулируемая внеклеточными сигналами, дерегуляция этого сигнального каскада часто встречается в канцерогенезе FACS (fluorescense-activated cell sorting) - метод проточно-цитометрической селекции клеток, основанной на их флуоресценции FITC (fluorescein isothiocyanate) - флуоресцеин изотиоцианат, зеленый флуоресцентный краситель
GFP (green fluorescent protein) - зеленый флуоресцентный белок
НА (от haemoagglutinin) - гемагглютинин, мотив, часто используемый для мечения экзогенно-экспрессируемых белков HIV-1 (human immunodeficiency virus typel) - вирус иммунодефицита человека, тип 1 НМЕС (human mammary epithelial cells) - клетки эпителия молочной железы человека HRP (от horseradish peroxidase) - пероксидаза хрена
ІкВ (от inhibitor of кВ) - ингибитор кВ
JNK (от Jun N-terminal kinase) - киназа N-конца Jun
lacZ - ген [3-галактозидазы
LatA (Latrunculin A) - латрункулин A
LB - среда Луриа-Бертани
LEF (от lymphoid enhancer factor) - лимфоидный энхансерный фактор, один из компонентов бета-катенин-зависимого сигнального каскада LIM - структурный белковый домен, названный по первым буквам генов ljn-11, ijl-1 и тес-3, кодирующих белки, у которых он был впервые описан LTR (long terminal repeat) - длинный концевой повтор
mCMV (minimal promotor of cytomegalovirus early gene) - минимальный промотор раннего гена цитомегаловируса
MEGM (от mammary epithelium growth medium) - специализированная ростовая среда для культуры первичных эпителиоцитов молочной железы MES - 2-(К-Морфолино)этансульфоновая кислота
M-MLV (от Moloney murine leukemia virus) - вирус Молони лейкоза мышей NA (от numerical aperture) - числовая апертура объектива, характеристика, определяющая разрешающую способность линзы NFKB - ядерный фактор каппа Б (от nuclear factor кВ)
ONPG - о-нитрофенил-Р-В-галактопиранозид PDLIM (от PDZ and LIM protein)
PDZ - структурный белковый домен, названный по первым буквам белков PSD95, DlgA и ZO-1, у которых он был впервые описан PIPES - пиперазин-НМ’-бис(2-этан)сульфоновая кислота РТР (от protein tyrosine phosphatase) - тирозиновая фосфатаза RE (response element) - чувствительный элемент
RIL (reversion induced LIM gene/protein)
RISC (от RNA-induced silencing complex) - РНК-индуцированный комплекс, осуществляющий сайленсинг
SDS - додецилсульфат натрия
shPHK - короткая шпилечная РНК, используемая для РНК-интерференции (от англ. short hairpin)
SIN (от self-inactivating) - самоинактивирующийся ДКП, необходимый для получения ретровирусов, неспособных к репликации
siPHK- короткая интерферирующая РНК (от англ. short interfering)
TCF (от T-cell factor) - фактор T клеток, транскрипционный фактор, компонент бета-катенин- зависимого сигнального каскада, гиперактивация которого часто встречается в канцерогенезе
TGFp - трансформирующий фактор роста (3 (от англ. transforming growth factor Р)
THRp - рецептор тиреоидного гормона бета (от англ. thyroid hormone receptor)
TRIP6 (thyroid hormone receptor interacting protein 6)
VSV-G (от vescular stomatitit virus G protein) - оболочечный белок G вируса везикулярного стоматита, часто используется для псевдотипирования рекомбинантных вирусных частиц
WPRE (от woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element) - посттранскрипционный регуляторный элемент вируса гепатита сурка, повышает стабильность вирусных транскриптов
X-gal - 5-бром-4-хлор-3-индолил-р-0-галактопиранозид
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ZASP (от Z-band alternatively spliced PDZ-motif protein) - альтернативно сплайсированный PDZ-белок Z-диска
[bookmark: bookmark6]Введение
Недавнее завершение проекта «геном человека» параллельно с определением полной первичной структуры геномов многих других организмов, а также накопление большого массива данных об экспрессируемых последовательностях ставят перед исследователями принципиально новые задачи по обобщению, классификации и структурированию этой информации. Определение функций отдельных генов, поиск функциональных связей между ними, объединение их в функциональные цепочки, а затем и в функциональные сети - приоритетное направление современных молекулярной биологии и молекулярной генетики. Ключевую роль в интеграции сигнальных каскадов и тонкой регуляции их взаимодействий играют LIM-доменные цитоскелет-ассоциированные адапторные белки, представителями которых являются продукты генов RIL и TRIP6.
В свете многочисленных исследований последних лет некогда принятая точка зрения, что актиновый цитоскелет - просто статическая структура, обеспечивающая поддержание формы клеток, выглядит чрезмерным упрощением. Состояние актинового цитоскелета модулирует активность многих сигнальных каскадов; его интактность - необходимое условие внутриклеточного транспорта органелл. Реорганизация актинового цитоскелета играет основную роль в процессах адгезии и миграции клеток, а также при их злокачественной трансформации. В связи с этим выявление конкретных механизмов регуляции состояния цитоскелета, а также поиск и всестороннее изучение белков, вовлеченных в эти процессы, является одним из приоритетных направлений современной молекулярной и клеточной биологии. Изучение функциональных особенностей цитоскелет- ассоциированных белков RIL и TRIP6 может пролить свет на многие аспекты клеточной физиологии и опухолевой прогрессии, открывает широкие перспективы для детального реконструирования механизмов их участия в реорганизации актинового цитоскелета в норме и патологии и закладывает основы для разработки в будущем новых подходов к диагностике и лечению рака.
Основной целью данной работы явилось исследование функциональных особенностей цитоскелет-ассоциированных LIM-доменных белков TRIP6 и RIL, их влияния на реорганизацию актинового цитоскелета, на морфологию и физиологию клеток, а также их возможное влияние на инвазивные свойства опухолевых клеток.
В ходе исследования были поставлены следующие задачи:
1.  Изучение влияния уровня экспрессии TRIP6 на морфологические и функциональные особенности клеток линий карцином.
2.  Изучение морфологических и функциональных особенностей клеток линий карцином с измененным уровнем экспрессии RIL.
3.  Анализ уровня экспрессии RIL в опухолях различного гистогенеза, в частности при раке молочной железы.
4.  Выявление роли доменов белка RIL при его взаимодействии с альфа-актинином, и их влияние на состояние актинового цитоскелета.
5.  Определение функционального мотива белка RIL, влияющего на стабильность белка RIL, и исследование механизма его деградации.
В методической части работы были поставлены задачи по оптимизации упаковки лентивирусных частиц для повышения эффективности трансдукции экспрессионных кассет в клетки-мишени и по совершентствованию структуры РНК-шпильки для наиболее эффективной РНК-интерференции в рамках лентивирусной экспрессии.
I. [bookmark: bookmark7]Обзор литературы
1.1. [bookmark: bookmark8] Адапторные белки
Основная отличительная черта адапторных белков - наличие нескольких доменов, обеспечивающих белок-белковые взаимодействия. Белки этого класса служат основой для образования крупных сигнальных комплексов, отвечая за правильное проведение сигнала. Они диктуют специфичность межмолекулярных взаимодействий, внутриклеточную локализацию отдельных белков и целых комплексов и могут модулировать активность своих белков-партнеров [1].
Отсутствие у TRIP6 и RIL собственной ферментативной активности, а также наличие PDZ (у RIL) и LIM-доменов (у TRIP6 и RIL) - мотивов, ответственных за белок-белковые взаимодействия, - позволяют отнести их к классу адапторных белков. Рассмотрим структуру и функции этих двух доменов более подробно.
1.1.1. [bookmark: bookmark9] Особенности LIM-доменов
Белки, содержащие LIM-домены, были обнаружены относительно давно. В начале 90- х годов прошлого века были идентифицированы три структурно похожих гена, которые кодировали транскрипционные факторы, содержащие ДНК-связывающий гомеодомен, а также две тандемные копии некоего цистеин-богатого мотива. Это были ген Пп-11, участвующий в контроле пролиферации клеток-предшественников вульвы у Caenorhabditis elegans, lsl-1, кодирующий белок, который связывается с энхансером гена инсулина, а также ген тес-3, кодирующий фактор, необходимый для дифференцировки рецепторных нейронов у нематод [2]. Эти высококонсервативные цистеин-богатые структуры, имеющие два тандемно-расположенных цинковых пальца (консенсусная последовательность - С-Х2-С-Х16- 23-H-X2C-X2-C-X2-C-Xi6.2iC-X2-(C/H/D), где X - любая аминокислота) были названы LIM- доменами [3]. Попытки выявить непосредственное связывание LIM-доменов с ДНК успехом не увенчались [4]. На сегодняшний день утвердилась точка зрения, что LIM-домен - домен белок-белковых взаимодействий. Петли цинковых пальцев могут отличаться по длине и аминокислотной последовательности (Рисунок 1), что обеспечивает специфичность и широкий спектр белков-интеракторов.
[image: C:\Users\Pavel\AppData\Local\AppData\Local\Temp\FineReader11.00\media\image1.png]
Рисунок 1. Схематичное изображение аминокислотной структуры LIM-домена.

В настоящий момент в геноме человека идентифицировано 58 генов, кодирующих 135 LIM-доменов. Количество LIM-доменов варьирует от одного до пяти, причем эти мотивы могут быть ассоциированы с совершенно разными функциональными доменами, такими как уже упоминавшийся гомеодомен, каталитические домены или другие домены межбелковых взаимодействий. Интересно отметить, что большинство охарактеризованных LIM-белков могут напрямую или опосредованно связываться с актиновым цитоскелетом (см. ниже).
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LIM-домены не имеют собственной каталитической активности. Тем не менее, LIM- белки участвуют во многих биологических процессах за счет связывания с белками- мишенями. На основании анализа большого числа LIM-белков и их взаимодействий было выделено четыре основных механизма, посредством которых они модулируют функции других белков: LIM-белки могут а) действовать как адаптеры, Ь) конкурировать за связывание с мишенями или «вытитровывать» другие белки из сигнальных комплексов, с) менять конформацию других белков или d) локализовать белки-интеракторы в соответствующие компартменты клетки (Рисунок 2).
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Рисунок 2. Четыре механизма, посредством которых LIM-белки модулируют функции своих партнеров, а - Адаптеры организуют белковые комплексы таким образом, чтобы обеспечить максимальную активность своих партнеров, б - LIM-домен может иметь различное сродство к своим мишеням, и активность LIM-комплекса будет зависеть от конкурентного связывания, в - Некоторые белки могут иметь «открытую» и «закрытую» конформации, и соответственно, разную активность; связывание с LIM-доменом других белков может снимать такое аутоингибирование и способствовать «переключению» из одного состояния в другое, г - LIM-белки могут локализовать себя и/или своих партнеров по связыванию в определенные компартменты
Недавно в литературе появились сообщения о том, что LIM домен также может обладать ЕЗ-убиквитин-лигазной функцией [5, 6]. Группой ученых под руководством Grusby был идентифицирован LIM-доменный белок SLIM, необходимый для убиквитинирования in vitro и in vivo белка STAT4, который играет ключевую роль в передаче сигнала от цитокинов. ЕЗ-убиквитин-лигазная активность приписывается LIM-домену на основе сходства укладки петель его цинковых пальцев и структуры RING- и PHD-доменов [7] - характерных компонентов убиквитин- и SUMO-лигаз. Тем не менее, прямого доказательства участия именно LIM-домена в переносе активированного убиквитина с Е2-убиквитин- конъюгирующего фермента на белок-мишень представлено не было.
Таким образом, домены межбелковых взаимодействий, включая и LIM-домен, признаны ключевыми компонентами регуляторной системы клетки [8].

момент описано по меньшей мере 4 алыернативно-сплайсированные изоформы, у трех из которых отсутствуют все три LIM домена. Предполагается, что функционируют такие укороченные варианты как доминантно-негативные регуляторы полноразмерного белка [60]. Mystique/PDLIM2 кодирует по меньшей мере 3 изоформы, дифференциально экспрессируемые в различных тканях [37]. В литературе имеется упоминание о существовании двух альтернативных форм ALP - гладкомышечной smALP и скелетной skALP [61]. Как уже упоминалось ранее, альтернативный сплайсинг - основной механизм, обеспечивающий разнообразие белков ALP/Enigma у беспозвоночных. У червя C.elegans существует вариант белка с отсутствующим PDZ-доменом [48], подобный RIL-изоформе III.



[bookmark: bookmark116]Выводы
Подавление экспрессии гена TRIP6 в линиях клеток карцином приводит к реорганизации актинового цитоскелета и другим морфологическим и функциональным сдвигам, характерным для эпителиально-мезенхимальной транзиции.
Повышенная экспрессия RIL в линиях клеток карцином индуцирует мезенхимный фенотип, пролиферацию клеток и повышает скорость их миграции. При этом гиперэкспрессия RIL усиливает адгезию клеток как эпителиальной, так и неэпителиальной природы. Подавление экспрессии RIL, наоборот, приводит к появлению признаков, характерных для менее агрессивного опухолевого фенотипа. При анализе экспрессии RIL в образцах злокачественных опухолей молочной железы человека и культурах клеток того же происхождения выявлена тенденция к подавлению RIL. При этом высокий уровень RIL коррелирует с более агрессивным опухолевым фенотипом.
При исследовании роли RIL в регуляции динамики актинового цитоскелета внутри LIM-домена RIL выявлен дополнительный сайт, обеспечивающий взаимодействие RIL с а-актинином. Показано, что LIM домен RIL рекрутирует а-актинин на актиновый цитоскелет и повышает степень полимеризации актина за счет подавления его деполимеризации.
В составе альтернативного С-концевого пептида двух изоформ RIL выявлен PEST- мотив, приводящий к дестабилизации этих белков посредством их протеасомной деградации.
В методической части работы установлено оптимальное соотношение компонентов упаковочной смеси, позволившее увеличить эффективный титр получаемых вирусных препаратов в 15-20 раз.
В результате масштабного тестирования различных дизайнов РНК-шпильки для осуществления подавления экспрессии генов посредством РНК-интерференции установлено, что наиболее эффективной является «классическая» структура шпильки с 22-нуклеотидным стеблем.
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