Interakcije EpCAM kot determinante signaliziranja preko regulirane proteolize

Povzetek

EpCAM je dimerni transmembranski protein tipa I, ki je pomemben za normalen potek
embrionalnega razvoja in vzdrzevanje integritete Crevesnega epitelija v razvijajocih in odraslih
organizmih. Njegovo izrazanje je pogosto povecano pri Stevilnih karcinomih, zato sluzi kot
pomemben tumorski oznacevalec in terapevtska tar¢a. Zacetni eksperimenti so nakazovali, da
EpCAM deluje kot celicna adhezijska molekula, vendar so kasnejse Studije to spoznanje ovrgle, v
ospredje raziskovanja pa je prisla njegova signalna vloga. EpCAM je udelezen v ve¢ signalnih
poteh, med katerimi je najpomembnejsa z RIP aktivirana

Wnt/B-kateninska signalna pot, ki je odgovorna za vecino onkogenih uc¢inkov EpCAM, kot so
povecana proliferacija, migracija in invazija. RIP se zacne s cepitvijo ektodomene EpCAM
(EpEX) s proteazama TACE ali BACEIl, ¢emur sledi znotrajmembransko proteoliticno
procesiranje z y-sekretazo in sprostitev znotrajcelicnega dela EpCAM (EpICD), ki sodeluje v
jedrnem signaliziranju in induciranju izrazanja proteinov, ki so povezani s signalno potjo. Cepitev
EpEX je klju¢ni korak za zacetek RIP, vendar dejavniki, ki vplivajo na ta proces, niso dobro
poznani. Namen doktorskega dela je bil raziskati dva izmed teh potencialnih dejavnikov:
oligomerno stanje EpCAM in njegove potencialne interakcijske partnerje.

EpCAM obstaja v dimerni obliki, pri ¢emer poglavitno dimerizacijsko povrsino tvorijo podenote
EpEX, ki sicer dimerizirajo tudi same po sebi brez preostalega dela EpCAM. Cepitvena mesta
proteaz TACE in BACE1L, ki sta odgovorni za cepitev EpEX, se nahajajo znotraj njegove
dimerizacijske povrSine, zaradi ¢esar so v dimernem stanju EpCAM proteazam nedostopna. Za
uspesno cepitev mora dimer EpCAM disociirati na monomerne podenote, kar smo dokazali s
poskusom cepitve izoliranega monomernega in kovalentno povezanega dimernega mutanta EpEX
z ektodomeno TACE. Izkazalo se je, da oligomerno stanje EpEX odlocilno vpliva na njegovo
cepitev, saj je za cepitev z ektodomeno TACE dovzetna izkljuéno monomerna oblika EpEX.

Poleg vpliva oligomernega stanja EpCAM na cepitev EpEX smo preudili e morebiten vpliv
njegovih potencialnih interakcijskih partnerjev, pri ¢emer smo se osredotocili na interakcijske
partnerje samega EpEX, saj ta predstavlja poglavitni del povrSine EpCAM. Eksperiment smo
razdelili na dva dela.

V prvem delu smo identificirali potencialne interakcijske povrSine na EpEX, v drugem delu pa
njegove potencialne interakcijske partnerje. Potencialne interakcijske povrSine smo poskusili
identificirali s presejalno mutagenezo aminokislinskih ostankov na povrsini EpEX, s ¢imer smo
zeleli selektivno oSibiti interakcije s potencialnimi interakcijskimi partnerji, u€inek zmanjSane
interakcije na obseznost cepitve pa smo preucili s kvantitativnho analizo obseZnosti cepitve
EpCAM s TACE ali BACEI v celi¢ni liniji kolorektalnega karcinoma HCTS8. Pri Sestih od
osemindvajsetih mutantov se je obseznost cepitve EpEX statisticno signifikantno razlikovala od
divjega tipa, in sicer je bila pri vseh mutantih povecana. Mutirani aminokislinski ostanki,



vkljuceni v teh Sest setov mutacij, tako predstavljajo potencialne sticne povrsine, preko katerih se
na EpCAM vezejo proteini, ki zaviralno vplivajo na cepitev EpEX. Pri tem je potrebno
izpostaviti, da se kar Stirje od Sestih signifikantnih setov mutacij nahajajo na N-kon¢ni domeni
EpEX, kar nakazuje na to, da N-kon¢na domena morda predstavlja pomembno interakcijsko
povrSino. Analiza cepitve mutantov EpCAM je dodatno razkrila, da sta cepitvi s TACE ali
BACEL ter matriptazo — proteazo, ki cepi EpEX znotraj tiroglobulinske zanke — medsebojno
izkljucujoci. Ta ugotovitev je na videz protislovna, saj je z matriptazo cepljeni EpEX nezmozen
dimerizirati, kar povzro¢i destabilizacijo dimera EpCAM in izpostavitev cepitvenih mest za
proteazi TACE in BACEI, zaradi Cesar bi pricakovali sinergisti¢en u¢inek na cepitev EpEX. Na
tej tocki tako ni jasno ali so opazeni pojavi posledica spremenjene interakcije EpCAM
neposredno s proteazami ali so v ozadju kak$ni drugi dejavniki, kot je spremenjeno razmescanje
proteinov ali lokalizacija v druge membranske domene.

Drugi del eksperimenta je vkljuceval identifikacijo potencialnih interakcijskih partnerjev EpCAM
s testom bliznje ligacije z biotinilacijo z uporabo nespecificne biotin ligaze TurboID in masno
spektrometrijo v celi¢ni liniji kolorektalnega karcinoma HCT8. V ta namen smo pripravili sistem
za specificno oznacevanje proteinov na celicni membrani, ki temelji na posredni vezavi TurbolD
na EpCAM po tem, ko je ta v celici Ze sintetiziran in premescen na celiéno membrano. TakSen
pristop omogoca ¢asovno in prostorsko nadzorovano oznacevanje EpCAM bliznjih proteinov na
celiéni membrani. Z eksperimentom smo pridobili nabor kandidatov interakcijskih partnerjev
EpCAM, med katerimi so tudi nekateri membranski proteini, ki se vkljuujejo v obstojece
vedenje o vlogi EpCAM, nekateri pa odpirajo tudi nove moznosti za funkcijske raziskave, zato so
potrebne nadaljnje validacijske Studije.

To delo predstavlja dobro izhodis¢e za nadaljnje raziskave dejavnikov, ki vplivajo na cepitev
EpEX in potencialno regulacijo signaliziranje EpCAM preko RIP, ter odpira vrata do
temeljitejSega razumevanja vloge EpCAM v celici, predvsem z vidika njegovega pomena pri
nastanku in razvoju raka.

Kljuéne besede: EpCAM, signaliziranje, RIP, mutageneza, interakcijske povrsine, interakcijski
partnerji, bliznje oznaCevanje na osnovi biotinilacije, TurbolD, masna spektrometrija.



