Анализ сигнальных путей, активируемых мембранным сенсором щёлочи IRR в клетках почек.
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IRR – это «сиротская» рецепторная тирозинкиназа, принадлежащая к мини-семейству рецептора инсулина, в которое также входят рецептор инсулиноподобного фактора роста. В отличие от двух своих гомологов, которые присутствуют в широком спектре тканей и клеток, IRR синтезируется только в определенных тканях и в отдельных субпопуляциях клеток. Наибольшее количество IRR выявлено в почках, где он находится лишь в β-вставочных клетках (beta-intercalated cells) - эпителиальных клетках, выстилающих дистальные канальцы. Эти клетки контактируют с почечным фильтратом, рН которого, в отличие от крови, может существенно изменяться. Нами ранее было показано, что IRR, в отличие от его гомологов, способен активироваться при рН>7.9 и является клеточным сенсором слабощелочной внеклеточной среды, регулирующим эскрецию избыточных оснований почками. 
Для исследования функции рецептора IRR в почках, мы провели сравнение транскриптомов littermates мышей дикого типа и мышей, нокаутных по гену IRR с использованием метода масштабного секвенирования библиотек кДНК на платформе Illumina. Наиболее интересные для нас транскрипты с дифференциальной экспрессией мы разделили на 3 класса. К первому классу белки, необходимые для функционирования почек, выполняющие обмен ионов: Pendrin – Na-независимый хлорид/йодид транспортер, Aquaporin-2, 5 – белки собирательных трубочек почек, формирующие поры для переноса воды в мембранах клеток, Potassium channel – транспортер ионов калия, Bestrophin 1 – формирует Ca/Cl ионные каналы, Sodium/calcium exchanger 1 – Na/Ca транспортер, 3-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 2 – важная роль в работе надпочечников. Ко второму классу относятся гены, кодирующие белки, участвующие в процессе эритропоэза: Hemoglobin alpha, Hemoglobin subunit beta-1, рецептор эритропоэтина (Erithropoietin receptor). Эритропоэтин является одним из гормонов почек, стимулирующим созревание эритроцитов из клеток-предшественников. К третьему классу относятся белки, участвующие в сигнальных каскадах рецептора инсулина: Insulin receptor substrate 3, Insulin-like growth factor II, который способствует росту и пролиферации клеток в различных тканях, Nuclear receptor – регулирует развитие, гомеостаз и метаболизм организма. 

Анализ экспрессии выявленных белков с использованием метода Taqman Real Time PCR показал, что экспрессия Pendrin у мышей, нокаутных по IRR в 1,5 раза меньше, чем у мышей дикого типа, экспрессия Insulin-like growth factor II в 1,6 раз выше у мышей, нокаутных по IRR, экспрессия  3-beta-hydroxysteroid dehydrogenase (II) в 1,8 раз выше у мышей, нокаутных по IRR, экспрессия Potassium channel (subfamily J member 5) в 1,6 раз ниже у мышей, нокаутных по IRR, экспрессия Nuclear receptor (subfamily 4 group A member 1) в 2 раза выше у мышей, нокаутных по IRR.

Анализ траскриптома β-вставочных клеток почек выявил специфичное обогащение сигнального белка PLC-γ2, а анализ фенотипа мышей, нокаутных по данной фосфолипазе выявил нарушения в регуляции кислотно-щелочного равновесия. Нами было преположено, что фосфолипаза может являться участником сигнального каскада ИРР. Для проверки данной гипотезы мы проводили трансфекцию клеток HEK 293 конструкциями, кодирующими рецептор IRR и PLC-γ2 из мыши. Обработка трансфецированных клеток слабощелочной средой выявила активацию IRR, а фосфорилирование PLC-γ2 обнаруживалось только при одновременной котрансфекции и активации IRR, что свидетельствует об их функциональной связи. 
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