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Проаналізовано альтернативний сплайсинг пре-мРНК гена інтерсектину 1 людини і миші, який 
кодує важливі компоненти ендоцитозу та сигнальних шляхів у клітині. Виявлено шість нових 
транскриптів гена інтерсектину І та охарактеризовано рівень їхньої експресії в тканинах 
людини та миші. 

Вступ. Інтерсектин — це еволюційно консерватив
ний мультидоменний білок, що бере участь у клат-
рин-асоційованому ендоцитозі та передачі клітин
ного сигналу за допомогою МАР-кінази [1 ]. Біль
шість виявлених у клітинах ссавців транскриптів 
інтерсектину 1 представлена короткою (ITSN1-S) 
та довгою формами ( ITSN1-L) . Перша експре-
сується в усіх тканинах, другій характерна мозкос-
пеціфична експресія [2] . 

Обидві форми містять з N-к інця два ЕН-доме-
ни (Eps l5 homology), а-спіральну ділянку, збагаче
ну лізином, лейцином, глутаматом, аргініном і 
глутаміном (KLERQ-домен) та п 'ять 8НЗ-доменів 
(Src homology) — А, В, С, D, Е. ITSN1-L з С-кінця 
містить три додаткових домени: DH (Dbl homo
logy), РН (Pleckstrin homology) та С2. Виявлені 
функції ITSN1 обумовлені наявністю різних типів 
доменів або їхньою взаємодією. Так , експресія 
кДНК, що кодує обидва ЕН-домени, в культурі 
клітин активує транскрипційний фактор Elk-1 , але 
рівень активації зменшується, якщо к Д Н К кодує 
повну форму ITSN1-S [3] . 
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Автори роботи [4] показали, що кДНК-конст-
рукція, яка кодує лише DH-домен (гуанін-нуклео-
тид-обмінний фактор для GTPa3H Cdc42) або D H -
та РН-домени разом, має більшу активність, ніж 
повна форма інтерсектину. Крім того, активація 
Cdc42 білком ITSN1 посилюється зв 'язуваним 
БНЗ-доменів з білком N-WASP (Neuronal Wiskott-
Aldrich Syndrome Prote in) . Виявлено, що БНЗ-до-
мени різняться за силою взаємодії з N-WASP 
(SH3A > SH3E > SH3C) [4 ] . SH3A-, В- і D-домени 
ITSN1 також можуть зв 'язувати білок CdGAP, 
який пригнічує в Т Р а з у Cdc42. Отже, зв 'язування 
білка CdGAP БНЗ-доменами інтерсектину 1 при
зводить до активації Cdc42 [5 ] . БНЗА-домен кон
курує з білком Grb2 за зв ' язування з mSosl (Son-
of-Sevenless), який є гуанін-нуклеотид-обмінним 
фактором для Ras та R a c l . Завдяки цьому підвище
на експресія кДНК-конструкцій , які кодують S H 3 -
домени, блокує Ras-активацію [6, 7 ] . До того ж 
інтерсектин взаємодіє з відомими білками ендоци
тозу: ЕН-домени можуть зв 'язувати стонін, епсин 
1 і 2, Ibpl та Ibp2, RAB/Rip ; БНЗ-домени— 
динамін та синаптоянін. SNAP25 (білок, що бере 
участь в екзоцитозі) зв'язується з KLERQ-доменом 
[8 ]; РН-домен — з фосфоінозитидами, що може 
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обумовлювати локалізацію ITSN1 біля клітинної 
мембрани [9] . 

Беручи до уваги мультидоменну структуру ін
терсектину 1, відмінності в будові доменів та обу
мовлену цим специфічність їхньої взаємодії з біл-
ками-партнерами, можна зробити припущення що
до ролі альтернативного сплайсингу в регуляції 
функцій ITSN1. На цей час описано альтернатив
ний сплайсинг пре-мРНК гена I T S N 1 , який при
зводить до утворення його основних форм (довгої 
та короткої) [10] . Раніше нами було виявлено нові 
форми транскриптів цього гена, що утворюються за 
рахунок сплайсингу ділянок, які містять 25-й та 
26-й екзони (БНЗС-домен) та 6—14-й екзони (дру
гий ЕН-домен та частина KLERQ-домену) [11] . У 
цій роботі описано шість нових варіантів альтерна
тивного сплайсингу ITSN1 у людини та миші, в 
результаті яких відбувається скорочення відстані 
між ЕН-доменами, вбудовування в БНЗА-домен та 
делеція DH-домену, а також зсуви рамки зчиту
вання, що призводять до утворення стоп-кодонів 
після SH3B-, SH3C- і DH-доменів. 

Матеріали і методи. Отримання препаратів 
РНК. Тканини дорослих мишей BALB/c х C 5 7 BLF1 
віком 2, 4, 6 місяців заморожували в рідкому азоті 
і зберігали при температурі - 7 0 °С. Ембріональні 
тканини людини надано Центром ембріональних 
тканин (Україна). Пухлини тканин мозку отрима
но з Інституту нейрохірургії ім. А. П. Ромоданова 
(Україна). Тотальну Р Н К з тканин людини і миші 
виділяли гуанідинізотіоціанатним методом за допо
могою реагенту TRIzol («Gibco BRL/Life Techno-
logies», США). 

Зворотна транскрипція — полімеразна лан
цюгова реакція (ПЛР). к Д Н К синтезували з 5 мкг 
тотальної Р Н К за допомогою oligo(dT)-npanMepiB 
та зворотної транскриптази («Roche», Німеччина) . 
Отриману к Д Н К (5 %) використовували як матри
цю для ПЛР. ПЛР проводили в 50 мкл суміші, яка 
містила 20 пмоль кожного із специфічних прай-
мерів, 1,5 мМ MgCl 2 , d N T P кожного типу у кон
центрації 0,2 мМ, 2,5 од. Taq ДНК-полімерази 
(«Roche») і відповідний буфер. 

Ампліфікацію здійснювали за таких умов: де
натурація — 94 °С, 40 с (у першому циклі — 2 хв) ; 
реасоціація з відповідними праймерами — 1 хв, 
елонгація — 72 °С, 1 хв, 35 циклів; на останньому 
етапі — 72 °С, 7 хв. Продукти реакцій розділяли в 
1,5-му та 2 %-му агарозних гелях, переносили на 
мембрану (Hybond N+, «Amersham Pharmacia Віо-
tech», Велика Британ ія /Швец ія ) . 

Гібридизацію проводили з відповідними фраг
ментами к Д Н К ITSN1 у жорстких умовах. 

Радіоактивно мічені зонди Д Н К отримували з 
використанням набору реагентів «Rediprime II» та 
[ a - 3 2 P ] d C T P , згідно з рекомендаціями фірми-ви-
робника («Amersham Pharmacia Biotech»). Відібрані 
продукти П Л Р виділяли з агарозного гелю за допо
могою набору реактивів «Geneclean II» («ВІО 101», 
США) , клонували у вектор pGEM-T Easy («Рго-
mega», США) та визначали їхню нуклеотидну по
слідовність. Продукти З Т - П Л Р з праймерами до 
ділянки, яка кодує ЗНЗА-домен, аналізували в 
5 %-му поліакриламідному гелі. 

Праймери, які використовували для ЗТ-ПЛР: 
2 екзон (л) forward 268 -CATGGCTCAGTTTC-

СААСАССТ-289; 
7 екзон (л) reverse 889-GGCCACATCAAATG-

ACTGTGCC-868 ; 
2 екзон (м) forward 3 -GGCTCAGTTTCCCA-

САССТТТС-24 ; 
7 екзон (м) reverse 6 0 6 - T T G T G C C T T C T G T -

AACTTAGTG-585; 
SH3A-домен, екзон 18 (л) forward 2399-САА-

С АСС AAGAACC AGCT AAGCC А-2422; 
SH З А-домен, екзон 21 (л) reverse 2719-AGTC-

A C T G G T T T C A C T G G A G C G G G - 2 6 9 6 ; 
БНЗА-домен, екзон 18 (м) forward 2122-САТС-

CGCATCAGGAGCCAGCT А-2143; 
ЗНЗА-домен, екзон 22 (м) reverse 2581-CCG-

T T T C T G G C T T C T C G T T T G A G C - 2 5 5 8 ; 
БНЗС-домен, екзон 23 (л) forward 3112-GTG-

GTGGTTTGGAGAAGTTCAAGG-3135 ; 
БНЗС-домен, екзон 23 (л) forward nested 3181-

GCCC AT AAGGAAGTCT AC AAGC-3202; 
26а-екзон (л) reverse TATCAGGTGCAAATCA-

TGGCAGGG; 
35 екзон (м) forward 4158-GGAAAACACTC-

CTGAGAACCATCC-4181; 
40 екзон (м) reverse 4913-GAATTCCACTTG-

G G G T T T A G C G T G - 4 8 9 0 ; 
31 екзон (м) forward 3687-GAAGCGGCAA-

GGCTACATCCATG-3709; 
36 екзон (м) reverse 4 4 0 1 - G C T C T T G G C C T T G -

TAGAGCTTCC-4739. 
Позиції нуклеотидів для праймерів відпові

дають к Д Н К довгої ізоформи ITSN1 людини (реє
страційний номер у GenBank AF114487) та кДНК 
E s e l L миші (реєстраційний номер у GenBank 
AF132481). Олігонуклеотиди для 26а-екзона люди
ни підбирали відповідно до EST yt69g01 (реєст
раційні номери в GenBank R93190 і R93287). 
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Аналіз нуклеотидних послідовностей здійсню
вали з використанням програмного забезпечення 
BLASTN, BLASTX та DNASTAR; амінокислотних 
послідовностей — за допомогою програм Profile 
Scan ( h t t p : / / h i t s . i s b - s i b . c h / c g i b i n / P F S C A N ) та 
SMART (h t tp : / / coo t . embl -he ide lbe rg .de /SMART) . 
Нуклеотидні послідовності нових ізоформ інтер
сектину внесено в базу даних GenBank за такими 
реєстраційними номерами: AF525079 (четверта ізо-
форма миші) , AY127576 (п 'ята ізоформа миші) , 
AY129562 (шоста ізоформа миші) , AY254341 (п'ята 
ізоформа людини), AY257970 (сьома ізоформа ми
ші), AY340592 (восьма ізоформа людини), AY-
340593 (дев'ята ізоформа людини). 

Результати і обговорення. Нозерн-блот-гібри-
дизація гена інтерсектину 1 людини та миші вия
вила наявність додаткових сигналів, які не від
повідають довгій та короткій формам транскриптів 
[10, 12]. Беручи також до уваги складну доменну 
організацію I T S N 1 , можна припустити існування 
інших варіантів альтернативного сплайсингу. 

Альтернативний сплайсинг частини послі
довності 6-го екзона. За допомогою З Т - Ш І Р - а н а -
лізу мРНК з тканин дорослої миші з праймерами 
до 5'-ділянки гена ITSN1 знайдено два фрагменти: 
604 п. н., який відповідає відомій м Р Н К ITSN1 , та 
493 п. н. (рис. 1, а). В результаті клонування та 
визначення нуклеотидної послідовності нового про
дукту ПЛР виявлено делецію 111 п. н. у 6-му 
екзоні, яка не призводить до порушення рамки 
зчитування. Цей транскрипт, названий ізоформою 
4, спостерігався в усіх перевірених тканинах миші 
і мав низький рівень експресії. У базі даних EST 
людини виявлено подібний транскрипт з делецією 
111 п. н. 6-го екзону (реєстраційний номер у 
GenBank АК027846). За допомогою З Т - П Л Р - а н а л і -
зу тотальної Р Н К з ембріональних тканин людини 
показано присутність ізоформи 4 в усіх досліджува
них зразках (рис. 1 ,6 ) . 

Порівняння виявлених транскриптів з геном-
ною ДНК людини та миші виявило, що ізоформа 4 
утворюється внаслідок використання альтернатив
ного 3'-сайта сплайсингу, локалізованого в 6-му 
екзоні гена ITSN1. Делеція 111 п. н. призводить до 
скорочення відстані між Е Н 1 - та ЕН2-доменами на 
37 амінокислотних залишків. В табл. 1 представле
но екзонно-інтронну організацію гена ITSN1 миші, 
визначену при аналізі геномної послідовності миші 
(реєстраційний номер у GenBank NTi039625) . 

Альтернативний сплайсинг 20-го екзона. 20-й 
екзон гена ITSN1 людини містить 15 п. н. і кодує 

Рис. 1. Альтернативний сплайсинг 6-го екзона. В результаті 
ЗТ-ПЛР-аналізу з використанням праймерів до ділянок 2-го та 
7-го екзонів отримано кДНК миші (а: 1 — головний мозок, 2 
місяці; 2 — головний мозок, 4 місяці; 3 — головний мозок, 6 
місяців; 4 — мозочок, 2 місяці; 5 — мозочок, 4 місяці; б — 
мозочок, 6 місяців; 7 — печінка, 2 місяці; 8 — печінка, 4 місяці; 
9 — печінка, 6 місяців; 10 — серце; 11 — м'язи; 12 —спинний 
мозок, 2 місяці; 13 — нирки; 14 — легені; 15 — контроль) та 
людини (б: 1 — м'язи, 12 тижнів; 2 — легені, 12 тижнів; 3 — 
мозок, 12 тижнів; 4 — печінка, 12 тижнів; 5 — контроль; 6 — 
серце, 12 тижнів; 7 — нирки, 12 тижнів) з різних тканин. 
Продукти виявляли за допомогою гібридизації. В кожному 
випадку верхня смуга відповідає відомій послідовності кДНК, що 
містить повний 6-й екзон, а нижня — послідовності кДНК, яка 
вміщує 6-й екзон із скороченим 3'-кінцем. Клонування та 
секвенування продуктів ЗТ-ПЛР підтвердило їхню достовірність 

п ' я т ь ам інокислотних з а л и ш к і в 8НЗА-домену 
(VKGEW). Порівняння послідовностей кДНК лю
дини та миші виявило, що к Д Н К інтерсектину 1 
миші не містить фрагмента, гомологічного 20-му 
екзону ITSN1 людини, хоча цей екзон представле
ний в геномі миші. Для пошуку мишачих транс
криптів, які містять 20-й екзон, було здійснено 
З Т - П Л Р з праймерами до 18-го і 22-го екзонів на 
різних тканинах. Клонування і визначення нуклео
тидної послідовності продуктів З Т - П Л Р продемон
струвало існування транскрипта з 20-м екзоном у 
миші. Цей транскрипт виявлено лише в головному 
мозку, тоді як транскрипти без 20-го екзона були 
присутні в усіх досліджуваних тканинах (рис. 2, а ) . 
Транскрипти з 20-м екзоном та без нього мали 
однаковий рівень експресії у великих півкулях 
головного мозку та мозочку дорослої миші. 

В ембріональних тканинах людини також було 
знайдено мозкоспецифічну експресію транскрипта 
ITSN1 з 20-м екзоном (рис. 2, б). Крім того, рівень 
вмісту цього транскрипта зростав з розвитком ем
бріона, в той час як рівень експресії транскрипта 
без 20-го екзона відповідно зменшувався. У зразках 
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*3a гомологією з відповідним екзоном людини. 
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Рис. 2. Альтернативний сплайсинг 20-го екзона. Електрофорез 
у поліакриламідному гелі дозволив виявити в деяких тканинах 
15 додаткових нуклеотидів, які відповідають 20-му екзону. Для 
ЗТ-ПЛР-аналізу використовували праймери до ділянок 18-го та 
21-го екзонів людини, 18-го та 22-го екзонів миші: А — тканини 
дорослої миші (а: 1 — яєчки; 2 — м'язи; 3 — спинний мозок, 2 
місяці; 4 — печінка, 2 місяці; 5 — нирки; 6 — легені; 7 — 
мозочок, 2 місяці; — головний мозок, 6 місяців; б: 1 — легені; 
2 — нирки; 3 —головний мозок, 2 місяці; 4 —головний мозок, 4 
місяці; 5 — головний мозок, 6 місяців; 6 —мозочок, 2 місяці; 
7 — мозочок, 4 місяці; 8 — мозочок, 6 місяців; 9 — печінка, 2 
місяці); Б — тканини ембріона людини (а: 1 — контроль; 2 — 
серце, 12 тижнів; 3 — м'язи, 12 тижнів; 4 — нирки, 12 тижнів; 
5 — мозок, 12 тижнів; 6 — печінка, 12 тижнів; 7 — легені, 12 
тижнів; 8 — ембріон, 12 тижнів; 9 — маркер; б: 1 — маркер; 
2 — контроль; 3 — печінка, 12 тижнів; 4 — мозок, 12 тижнів; 
5 — мозок, 9 тижнів; 6 — мозок, 8 тижнів; 7 — мозок, 7 ти
жнів; 8 — мозок, 6 тижнів); В— тканини дорослої людини 
(1 — контроль; 2 — гліобластома; 3 — астроцитома; 4 — дорос
лий мозок (прилеглі до астроцитоми тканини); 5 — печінка, 12 
тижнів; 6 — мозок, 9 тижнів; 7 — маркер) 

1379 

\212 

Рис. 3. Альтернативний сплайсинг 25-го та 26а-екзонів гена 
ITSN1 людини. Після ЗТ-ПЛР-аналізу з використанням прай-
мерів до ділянок 23-го та 26а-екзонів (нуклеотидна послідовність 
відповідає EST yt69g01 людини (реєстраційний номер у Gen
Bank R93287)) на агарозному гелі виявлено дві смуги (379 та 
212 п. н.): верхня відповідає послідовності кДНК, що містить 
екзони з 24-го по 26а, нижня — послідовності кДНК, яка 
вміщує екзони 24, 26 та 26а (1 — маркер; 2 — мозок, 12 
тижнів; 3 — печінка, 12 тижнів; 4 — легені, 12 тижнів; 5 — 
м'язи, 12 тижнів; 6 — серце, 12 тижнів; 7 — нирки, 12 тижнів; 
8 — контроль) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 п.н. 
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547 

Рис. 4. Альтернативний сплайсинг 35-го екзону. ЗТ-ПЛР-аналіз 
кДНК миші з використанням праймерів до ділянок 31-го та 
36-го екзонів дозволив виявити, крім очікуваного продукту 
розміром 715 п. н., додатковий продукт 547 п. н., що утворився 
внаслідок делеції 35-го екзона. Продукти виявлено за допомогою 
гібридизації та ідентифіковано шляхом клонування і секвенуван-
ня (1 — головний мозок, 2 місяці; 2 — головний мозок, 4 місяці; 
З — головний мозок, 6 місяців; 4 — мозочок, 2 місяці; 5 — 
мозочок, 4 місяці; 6 — мозочок, 6 місяців; 7 — спинний мозок, 
2 місяці; 8 — печінка, 6 місяців; 9 — нирки; 10 — легені; 11 — 
контроль) 

мозку дорослої людини та астроцитарних пухлинах 
(анапластична астроцитома, гліобластома, прилеглі 
тканини) виявлено лише транскрипти, які не міс
тять 20-го екзона (рис. 2, в). 

Альтернативний сплайсинг екзона 26а люди
ни. В нуклеотидних базах даних знайдено EST 
людини yt69g01, які містили 23—28-й екзони та 
додатково 83 нуклеотиди з 26-го інтрона. Ця ді
лянка 26-го інтрона оточена консенсусними сайта
ми сплайсингу і була названа екзоном 26а. З Т -
ПЛР-аналіз з праймерами до 24-го та 26а екзонів 
виявив два продукти, які присутні на низькому 
рівні в усіх тканинах (рис. 3) . Клонування та 
секвенування цих продуктів дозволило встановити, 
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щ о один з них (довжиною 379 П. Н.) МІСТИТЬ екзони 
24, 25, 26 та 26а; другий (довжиною 212 п. н.) — 
екзони 24, 26 та 26а. В обох випадках порушується 
рамка зчитування і утворюється стоп-кодон після 
ділянки, яка кодує БНЗС-домен (за наявності 25-го 
екзона) , або ділянки, що кодує БИЗВ-домен (при 
відсутності 25-го екзона) . 

Альтернативний сплайсинг пре-мРНК гена 
ITSN1, що впливає на DH- та РН-домени. З Т -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 пн. 

Рис. 5. Альтернативний сплайсинг 36-го та 37-го екзонів. 
ЗТ-ПЛР-аналіз кДНК миші з використанням праймерів до 
ділянок 35-го та 40-го екзонів дозволив виявити, крім 
очікуваного продукту розміром 756 п. н., додатковий продукт 
421 п. н. Продукти визначено за допомогою гібридизації та 
ідентифіковані шляхом клонування та секвенування: 1 — голо
вний мозок, 2 місяці; 2 — головний мозок, 4 місяці; 3 — 
головний мозок, 6 місяців; 4 — мозочок, 2 місяці; 5 — мозочок, 
4 місяці; 6 — мозочок, 6 місяців; 7 — спинний мозок, 2 місяці; 
8 — печінка, 6 місяців; 9 — нирки; 10 — легені; 11 — контроль 

ПЛР-аналізом тканин миші з праймерами до 31-го 
та 36-го екзонів виявлено транскрипт (ізоформа 7) , 
який не містить 35-го екзона. Відсутність згаданого 
екзона не порушує рамки зчитування, але спричи
нює делецію 32 амінокислотних залишків у DH-до
мені. 

Цей варіант альтернативного сплайсингу спо
стерігався в усіх перевірених тканинах миші, крім 
мозку (рис. 4) . В результаті аналізу виведеної 
амінокислотної послідовності ізоформи 7 за допо
могою програм Profilescan (http: / /www.isrec. isb-
s i b . c h / s o f t w a r e / P F S C A N _ f o r m . h t m l ) та SMART 
(ht tp: / /coot .embl-heidelberg.de/SMART) показано, 
що делетований С-кінець DH-домену заміщується 
амінокислотними залишками, які розділяють доме
ни DH та РН. 

36-й та 37-й екзони гена ITSN1 кодують Р Н -
домен. м Р Н К ITSN1 миші, що не містить цих 
екзонів, вперше виявлена нами у мозочку та по
значена як ізоформа 6. Ця ізоформа детектується в 
усіх досліджуваних тканинах миші, але рівень ії 
експресії в мозку значно нижчий (рис. 5) . Делеція 
36-го і 37-го екзонів веде до порушення рамки 
зчитування та появи стоп-кодону після DH-домену. 

Визначення нуклеотидної послідовності геному 
людини дозволило встановити, що він містить не 

SH3 

б 
Рис. 6. Екзонно-інтронна структура гена JTSN1 людини, варіанти альтернативного сплайсингу (а) та доменна будова довгої форми 
білка ITSN1 (б). Індексами h або т позначено наявність ізоформи у людини або миші відповідно 
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АЛЬТЕРНАТИВНИЙ СПЛАЙСИНГ ПРЕ-мРНК ГЕНА ІНТЕРСЕКТИНУ I 

Таблиця 2 
Нові варіанти сплайсингу гена інтерсектину 1 

П р и м і т к а . *«Так» — утворення стоп-кодону за 50 нуклеотидів до кінця екзона; **«Високий» продукт можна бачити на 
агарозному або акриламідному гелі; «низький» — для візуалізації необхідно провести гібридизацію; ***за результатами Скрипкіної 
та співавт. [11] ; а. з. — амінокислотні залишки. 

більше 30000 кодуючих білки генів [13] . Це значно 
менше, ніж очікувалося, і не набагато перевищує 
кількість генів таких простих організмів, як Саепо-
rhabditis elegans та Drosophila. 

Альтернативний сплайсинг може бути одним із 
основних механізмів, які забезпечують різноманіт
ність білків. Дійсно, аналіз баз даних EST показав, 
що для більш ніж 40 % генів людини характерним 
є альтернативний сплайсинг [14] , проте принципи 
створення баз даних EST не дозволяють виявляти 
всі його варіанти. Інтерсектин 1 з притаманною 
йому складною доменною організацією і різно
манітними домен-специфічними взаємодіями є ці
кавим об'єктом для вивчення альтернативного 
сплайсингу. 

Нами виявлено дев 'ять варіантів альтернатив
ного сплайсингу пре-мРНК гена I T S N 1 , три з яких 
описані нами раніше [11] (рис. 6) , та охарактери
зовано їхню експресію в тканинах людини і миші. 
Характеристики нових транскриптів ITSN1 підсу
мовано в табл. 2. Особливий інтерес викликають 
транскрипти, в яких не порушується рамка зчиту
вання: 

— скорочення шостого екзона призводить до 
зменшення відстані між двома ЕН-доменами на 37 

амінокислотних залишків. ЕН-домени взаємодіють 
з білками, що беруть участь у клатрин-залежному 
ендоцитозі: стоніном 2 [15] , I b p l , Ibp2, RAB/Rip 
[16] та епсином 1 і 2 [12] . Зменшення відстані між 
Е Н 1 - і ЕН2-доменами може впливати на ефек
тивність зв 'язування з цими білками, зменшуючи 
її за рахунок стеричних перешкод або збільшуючи 
шляхом підсилення множинних взаємодій; 

— альтернативний сплайсинг 20-го екзона при
зводить, за результатами комп'ютерного аналізу, 
до інсерції п 'яти амінокислотних залишків у n-Src 
п е т л ю 8 Н З А - д о м е н у м о з к о с п е ц и ф і ч н и х форм 
ITSN1 (рис. 7) . Подібний варіант сплайсингу в 
8НЗ-домені описано для мозкоспецифічної ізофор-
ми Src: 18 нуклеотидів включаються в ділянку, що 
кодує n-Src петлю 8НЗ-домену [17] . Існує припу
щення, що специфічність зв 'язування 8НЗ-доменів 
з білками-мішенями залежить від амінокислотних 
залишків n-Src та R T петель [18, 19] . Петля n-Src 
амфіфізину 2 також довша на п 'ять амінокислот
них залишків [20] , завдяки чому він здатний 
блокувати клатрин-асоційований ендоцитоз. Ціка
во, що в роботах Ямабхаї і співавт. продемонстро
вано сильну взаємодію 5НЗА-домену ITSN1 з ди-
наміном та синаптояніном [16] , тоді як Окамато і 
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ITSNl S H 3 A + WYYRALYPPESRSHDEITIQPGDIVMVKGEWVDESQTGEPGWLGGELK GKT 

ITSN1 SH3A 
Amph2 
Src мозкоспе-
цифічний 
Src 

WYYRALYPFESRSHDEITIQPGDIVM 
MFKVQAQHDYTATDTDELQLKAGDWLVIP 

GWFPANYAEKIP 
VDESQTGEPGWLGGELK GKT GWFPANYAEKIP 
FQNPEEQDEGWLMGVRESDWNQHKELEKCRGVFPENFTERVQ 

VTTFVALYDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTRKVDVREGDWWLAHSLSTGQT GYIPSNYVAPSD 
VTTFVALYDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNT EGDWWLAHSLSTGQT GYIPSNYVAPSD 

^ R T > > n-Src > Дистальна — ^ 3 W ^ 
п е т л я петля Спіраль 

RT 
петля 

Рис. 7. Порівняння амінокислотних послідовностей БНЗ-доменів різних білків: ЗНЗА-домени інтерсектину 1 (з інсерцією п'яти 
амінокислотних залишків, що кодуються 20-м екзоном, та без неї); SHS-домен білка амфіфізину II та SI-ІЗ-домени звичайної та 
мозкоспеціфичної форм білка людини c-Src. Найконсервативніші послідовності виділено жирним шрифтом. Елементи вторинної 
структури БНЗ-домену білка c-Src ідентифіковано авторами роботи [22] (вказані під послідовністю), номенклатуру цих ділянок 
подано за Ноблом та співавт. [18] 

співавт. показали, що SH3A- і БНЗВ-домени слабко 
взаємодіють з динаміном і не зв 'язують синапто-
яніну [8 ]. 

У першому випадку для експерименту викори
стано к Д Н К без 20-го екзону, у другому — к Д Н К 
з 20-м екзоном. Тобто можна припустити, що 
альтернативний сплайсинг 20-го екзону впливає на 
спеціфичність взаємодії інтерсектину з його парт
нерами. Варто відзначити, що в процесі розвитку 
мозку ембріона людини пропорційна частка транс-
криптів з 20-м екзоном зростає, хоча в дорослому 
стані присутній лише варіант без 20-го екзона. У 
дорослої миші спостерігається еквімолярне спів
відношення цих форм; 

— в результаті делеції 35-го екзона відбу
вається заміна 56 С-кінцевих амінокислотних за
лишків DH-домену. DH-домен специфічно активує 
GTPa3y Cdc42 [4] і ця активність посилюється 
приєднанням білка N-WASP до БНЗ-доменів інтер
сектину. Білок CdGAP, який є інгібітором Cdc42, 
також зв 'язується з БНЗ-доменами. Таким чином, 
активність GTPa3H Cdc42 регулюється цілим ком
плексом взаємодій БНЗ-доменів та DH-домену, які 
є об'єктами альтернативного сплайсингу. 

Використання 26а екзона спричинює утворен
ня двох транскриптів I T S N 1 , які кодують два (А, 
В) або три (А, В, С) БНЗ-домени. Враховуючи 
раніше виявлений альтернативний сплайсинг 25-го 
і 26-го екзонів, які кодують БНЗС-домен [11] , 
можна припустити існування ізоформ ITSN1 , що 
містять два (А, В), три (А, В, С ) , чотири (А, В, D, 
Е) або п 'ять (А, В, С, D, Е) БИЗ-доменів. Відомо, 
що 8НЗ-домени ITSN1 відрізняються за специфіч
ністю взаємодії з білками — партнерами інтерсек
тину. Так, білок mSosl зв 'язується лише з SH3A-
доменом [6, 7 ] ; SH3A-, SH3C- та БНЗЕ-домени 
сильно зв 'язують динамін і синаптоянін [16] . Під
вищена експресія SH3C- та БНЗЕ-доменів при

гнічує формування облямованих клатрином пу
хирців на 50 %, тоді як БНЗА-домен повністю 
зупиняє цей процес, a SH3B- і БНЗО-домени не 
впливають на нього [21 ]. SH3A-, SH3B- і S r o D - д о -
мени зв 'язуються з білком CdGAP (інгібітором 
CdC42 GTPasn) [5 ] , a SH3A-, SH3C-, БНЗЕ-доме-
ни взаємодіють з білком N-WASP [4 ]. 

Утворення стоп-кодону після DH-домену (ізо
форма 6) також може мати функціональне значен
ня. Показано, що конструкція, яка містила тільки 
DH-домен, мала нижчу активність по відношенню 
до Cdc42, ніж конструкція з DH- та РН-доменами 
[4] . 

З а останній час виявлено низку функцій 
ITSN1, більшість з яких здійснюється завдяки вза
ємодіям його доменів. Отже, регуляція сплайсингу 
пре-мРНК ITSN1 впливає на функціонування біл
ка шляхом утворення різноманіття його ізоформ. 

Таким чином, вивчення альтернативного спла
йсингу, в тому числі і гена I T S N 1 , є перспектив
ним напрямком досліджень і допомагає з 'ясувати 
складні багаторівневі взаємодії білків у клітині. 

Роботу виконано за фінансової підтримки Де
ржавного фонду фундаментальних досліджень Мін
освіти і науки. Проект 05.07/00147. 

L. О. Tsyba, I. Ya. Skrypkina, О. V. Nikolaienko, G. О. Ferenets, 
V. V. Gordiyuk, K. Gardiner, A. V. Rynditch 

Alternative splicing of intersectin 1 gene pre-mRNA: expression of 
transcriptional isoforms 

Summary 

In the present work we have analyzed the alternative splicing of both 
mouse and human intersectin 1 gene, which encodes important 
components of endocytosis and signaling pathways in cell. We have 
found six new transcripts of intersectin 1 and characterized their 
expression level in human and mouse tissues. 
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АЛЬТЕРНАТИВНИЙ СПЛАЙСИНГ ПРЕ-мРНК ГЕНА ІНТЕРСЕКТИНУ 1 

Л. А. Цыба, И. Я. Скрипкина, А. В. Николаенко, А. А. Ференец, 
В. В. Гордиюк, К. Гардинер, А. В. Рындич 

Альтернативный сплайсинг пре-мРНК гена интерсектина 1: 
экспрессия транскрипционных изоформ 

Резюме 

Проанализирован альтернативный сплайсинг пре-мРНК гена 
интерсектина 1 человека и мыши, кодирующего важные ком
поненты эндоцитоза и сигнальных путей в клетке. Обнаруже
ны шесть новых транскриптов гена интерсектина 1 и охарак
теризован уровень их экспрессии в тканях человека и мыши. 
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