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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ


Ала – аланін
АТ – артеріальний тиск
АФК – активні форми кисню
ЛТВ-4 – лейкотрієн В-4
ДНК - дезоксирибонуклеїнова кислота
ІЛ -1,6,8 – інтерлейкіни 1,6,8
ІМТ – індекс маси тіла
ЛПВГ – ліпопротеїди високої густини
М/М – моноцити/макрофаги
МС – метаболічний синдром
МФС- мононуклеарна фагоцитарна система
ПАІ-1 – активатор інгібітору плазміногену – 1
Про – пролін
Про12Ала – поліморфізм гена PPARγ  
ЦД2 – цукровий діабет 2 типу
ТЗД – тіазолідінодіони
ФНП-а – фактор некрозу пухлини – альфа
ЦОГ – циклооксигеназа
ЯР – ядерні рецептори
15-d-PGJ2   –   15-дельта (12,14) – простагландин GJ2
NFkB, AP-1, C/ EBR  –  ядерні транскрипційні чинники
NO – оксид азоту
PPARγ – рецептори, що активують проліферацію пероксисом, ядерні транскрипційні чинники
RXR – ядерний транскрипційний чинник


ВСТУП
Актуальність теми. Однією з важливих проблем сучасної імунології - є проблема регуляції активності клітин імунної системи. Ці питання відображені в працях провідних імунологів нашої країни. Значні успіхи досягнені у з’ясуванні структури та функції рецепторів, мембран, цитокинів [1,3, 6, 8, 9, 12, 14, 17, 26, 34, 44, 45, 49, 52, 53, 54, 67, 68].
 Внутрішньоклітинні молекулярні механізми цієї активності досліджені значно менше [11, 26]. Останнім часом велика увага приділяється ролі  ядерних транскрипційних факторів, особливо, так званих, «рецепторів, які активують проліферацію пероксисом, PPAR» [17, 46-48, 109). Виявлено, що  клітини імунної системи експресують ці рецептори і вони відіграють певну роль у регуляції їхньої активності, але наявних даних замало [109. 126, 128, 129, 141, 96-99].
У ХХI вік людство увійшло з епідемією хронічної неінфекційної патології. Сотні мільйонів людей страждають від есенціальної артеріальної гіпертензії, атеросклерозу, цукрового діабету, хронічного неспецифічного захворювання легенів. Ці захворювання визначають структуру смертності, інвалідизації і витрати на охорону здоров'я в розвинених країнах і на Україні. У основі цих захворювань лежать зміни способу життя, що відбулися впродовж ХХ століття [3, 4, 9, 15, 16, 17, 32, 45, 47, 48]. Провідні імунологи світу вказують на визначальну роль змін імунної системи в розвитку хронічної неінфекційної патології [17, 120, 122, 132, 152, 227, 229]. 
У цьому процесі особлива роль належить МФС, клітини якої, моноцити/макрофаги, складають до 15% клітинного складу ряду органів і тканин. Роль МФС в метаболізмі настільки значна, що запропоновано називати  її «системою ендогенного живлення» [1, 17, 56]. 
Про  роль МФС в імунних процесах немає необхідності говорити. Провідну роль макрофагів в розвитку неінфекційної патології краще всього демонструють дослідження патогенезу атеросклерозу, в якому захоплення макрофагами окислених ліпопротеїдів і пенетраця ними ендотелію є ініціюючими процесами [3, 32, 47, 48, 57, 116,122].  Метаболічні і імунні порушення, властиві атеросклерозу, знаходять при всіх інших перерахованих вище захворюваннях, що становлять основу хронічної патології і процесів старіння [9, 52, 57, 65, 105, 113, 116, 122 . Загальна для цих процесів «передхвороба» названа «синдромом Х» або «метаболічним синдромом» [213, 169]. Її метаболічний компонент – резистентність тканин до інсуліну, імунний – запалення [116]. Підвищення секреторної активності моноцитів і адипозоцитів, продукція ними прозапальних цитокинів, є одним з основних чинників хронічного запального процесу, що веде до інсулінорезистентності [106, 228, 230, 232, 233, 146, 147, 199].   . Отже, питання регуляції функцій МФС є центральними у вивченні процесів хронічного запалення, що є основою інсулінорезистентності та похідної від нього патології людини [3, 9, 12, 17, 18, 32, 57, 104, 105] . Проте внутрішньоклітинні механізми регуляції активності моноцитів/имакрофагів залишаються багато в чому неясними. 
Одним з найважливіших досягнень біології і медицини останніх 15 років є відкриття і інтенсивне вивчення групи ядерних транскрипційних чинників  з сімейства ядерних гормональних рецепторів, т.з. рецепторів, що активують проліферацію пероксисом (peroxysome proliferator-activated receptors, PPARs), ключових регуляторів адипогенезу і встановлення їх важливої ролі у функціях імунної системи [106, 109,153] . 
З трьох типів цих рецепторів: PPARγ, β/d і γ, PPARγ переважно локалізується в жировій тканині і макрофагах і є основним регулятором їх активності [94, 109, 120]. . Величезний інтерес до PPARγ виник після того, як було показано, що препарати, які поновлюють чутливість тканин до інсуліну у хворих на цукровий діабет 2 типу, є лігандами - активаторами PPARγ [168].
            Виявилося, що PPARγ є зв'язуючою ланкою між чинниками зовнішнього середовища і внутріклітинними метаболічними процесами [245, . Природними лігандами PPAR є жирні кислоти і їх похідні [109, 168]. Можливість управління активністю PPAR за допомогою низькомолекулярних продуктів привела до створення нового класу препаратів для подолання інсулінорезистентності – тіазолідінодіонів, названих також глітазонами [236]. 
             Роль PPARγ в МФС вивчена недостатньо. Результати ряду досліджень суперечливі [111, 183]. Деякі дослідники вважають, що агоністи PPARγ діють на клітини імунної системи не через PPARγ, а безпосередньо [250]. Останніми роками з'явилися дані про роль PPARγ в протизапальній дії статинів, проте вони поки нечисленні [235]. Це служить підставою для отримання нових даних про  вплив агоністів PPARγ: глітазонів і статинів на функції МФС.
У дослідженнях фізіологічної ролі різних білків в організмі людини багато в чому допомагає вивчення їх генетичного поліморфізму: наявність декількох генотипів, що розрізняються по структурі і функціональній активності [22, 23, 25, 77, 79].  Порівняння фенотипічних особливостей істот з різними генотипами дозволяє глибше зрозуміти  фізіологічну ролі відповідних білків. 
У європейській популяції широке розповсюдження має поліморфізм PPARγ – заміна проліну на аланін в 12 кодоні бокового ланцюжка (Про12Ала) [77, 79, 108, 176] . Встановлено, що особи з алелем 12Ала стійкі до виникнення цукрового діабету 2 типу [91, 173, 178, 184, 193, 200, 237] Деякі дані указують на протективну роль цього поліморфізму в розвитку інфаркту міокарду [210, 211, 212, 241]  і інсульту [244]. Проте повного розуміння ролі поліморфізму PPARγ в регуляції функцій моноцитів немає. У зв'язку з цим, є інтерес до вивчення особливостей дії агоністів PPARγ на функції і апоптоз моноцитів у осіб з різними поліморфними варіантами гена цього рецептора. Все вищезгадане служить підставою для вибору теми дисертаційного дослідження.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація є самостійним фрагментом планової наукової теми ВДНЗУ «Українська медичнїа стоматологічна академія»: «Оптимізація лікування хворих на артеріальну гіпертензію  в поєднанні з  патологією кардіореспіраторної та ендокринної систем шляхом фармакогенетичних досліджень рецепторів, які активують проліферацію пероксисом, та рецепторів ангіотензину ІІ першого типу», яка виконується за планом МОЗ України. Номер державної регістрації: 0106U003239. Строк виконання - 2004-2007 роки.
Мета дисертації: дослідити в експерименті in vitro вплив агоністів PPARγ аторвастатину і розиглітазону на апоптоз і функціональний стан моноцитів/макрофагів крові чоловіків з явищами метаболічного синдрому  залежно від поліморфізму  гена PPARγ Про12 Ала. 
       Завдання дослідження: 
1.   Одержати дані про частоту поліморфізму гена PPARγ у здорових людей і осіб з явищами метаболічного синдрому в українській популяції і сформувати групи з різними поліморфними варіантами гена PPARγ.
2. Вивчити в експерименті in vitro вплив агоністів PPARγ розиглітазону і аторвастатину на інтенсивність апоптозу моноцитів/макрофагів крові з різними генетичними варіантами гена PPARγ Про12Ала.      
3. Вивчити здатність до продукції моноцитами/макрофагами активних форм кисню в осіб  з різними генетичними варіантами PPARγ і вплив агоністів  цих рецепторів: розиглітазону і аторвастатину.     
4.    Дослідити фагоцитарну активність моноцитів/макрофагів in vitro під впливом агоністів PPARγ розиглітазону і аторвастатину.
          5.  Вивчити вплив in vitro агоністів PPARγ розиглітазону і аторвастатину на продукцію моноцитами/макрофагами  чинника некрозу пухлин - альфа.
Об'єкт дослідження. Моноцити/макрофаги крові людини з явищами метаболічного синдрому.
Предмет дослідження. Апоптоз і функціональний стан моноцитів/макрофагів крові чоловіків з явищами метаболічного синдрому при дії агоністів PPARγ  залежно від поліморфізму гена PPARγ Про12Ала.
Методи дослідження. Метод полімеразної ланцюгової реакції; морфологічні, НСТ-тест, хемілюмінесцентні, імуноферментні.
Наукова новизна. Уперше одержані дані про розповсюдження поліморфізму гена PPARγ Про12Ала в українській популяції. Уперше в Україні знайдені особливості розповсюдження поліморфізму гена PPARγ Про12Ала в осіб з метаболічним синдромом. Уперше одержані дані про особливості впливу in vitro агоністів PPARγ розиглітазону і аторвастатину  на апоптоз моноцитів/макрофагів крові чоловіків із метаболічним синдромом. Уперше досліджено фагоцитарну активність моноцитів/макрофагів крові людей та вплив на неї агоністів PPARγ в групах із різними генотипами цього рецептора. Уперше вивчено двома незалежними методами продукцію моноцитами/макрофагами крові активних форм кисню під впливом агоністів PPARγ аторвастатину та розиглітазону в осіб із різними генетичними варіантами гена цього рецептора. Уперше досліджено продукцію моноцитами/макрофагами фактора некрозу пухлин - альфа в осіб із різними поліморфними варіантами гена PPARγ. 
Практичне значення дослідження. Нові дані про вплив поліморфізму і агоністів PPARγ на функції моноцитів/макрофагів у осіб із явищами метаболічного синдрому служать розумінню ролі імунної системи в розвитку хронічного  запалення, інсулінорезистентності й асоційованих із ними хвороб, що є теоретичним обґрунтуванням  застосування глітазонів і статинів при метаболічному синдромі з профілактичною і лікувальною метою з урахуванням генотипних особливостей організму хворого. 
Вивчення впливу поліморфізму гена PPARγ на активність і апоптоз моноцитів і їхні реакції на агоністи PPARγ може бути використано для індивідуалізованого прогнозування можливості розвитку метаболічного синдрому і його ускладнень. Фармакогенетичний підхід до вибору методів регуляції активності МФС може служити основою для профілактичних і  лікувальних заходів, що індивідуалізуються, в осіб із чинниками ризику найпоширеніших серцево-судинних, легеневих хвороб і цукрового діабету 2 типу. 
Упровадження результатів дослідження. Результати досліджень упроваджені   в навчальний процес і наукові дослідження на кафедрах нормальної фізіології та загальної та клінічної фармакології з курсом клінічної імунології ВДНЗУ «Українська медична стоматологічна академія»  (акти впровадження від 10.09.2008р.), на кафедрі терапії Вінницького національного медичного університету (акт впровадження від 06.11.08 р.); на кафедрі внутрішніх хвороб Івано-франківського державного медичноого університету (Акт впровадження від 10.11.08р.)  1 міській лікарні м. Полтави (акт впровадження від 11.11.2008 р.).
Особистий внесок здобувача. Автор особисто провів патентно-інформаційний пошук, проаналізував джерела літератури з даної теми, розробив разом з науковим керівником план експерименту, освоїв методи дослідження, провів математичну обробку й аналіз результатів дослідження, сформульовав основні положення, висновки і практичні рекомендації. Авторські права дисертанта захищені патентом України на корисну модель. Частина експериментального матеріалу та деякі теоретичні узагальнення отримані у співпраці з науковим керівником, професором І.П. Кайдашевим та ст. наук. співр. ЦНДЛ ВДНЗУ «УМСА» М.В Микитенко, Л.А. Куценко та М.С. Расіним. Усі співавтори дали згоду на використання спільно отриманих даних у дисертації. Конкретний особистий внесок здобувача в публікацію наукових праць разом із співавторами складає рівномірну частку науково-практичної участі кожного співавтора.
Апробація результатів досліджень.  Результати роботи були представлені на таких наукових форумах: «3rd International Symposium «PPARS Efficacy and Safety, From Basic Science to Clinical Applications», Monte Carlo (Monaco), March 19-23, 2005»;  Х1 конгресі світової федерації українських лікарських товариств, 28-30 серпня 2006 р.(Полтава); на IX з’їзді Всеукраїнського лікарського товариства, м. Вінниця, 10-12 травня 2007 р.; на IV з’їзді медичних генетиків  України, 9-11 жовтня 2008 року, м. Львів; на  2 Республіканському з’їзді ендокринологів України, м. Київ. 15-17 листопада 2008 року,  на клінічних конференціях клініки внутрішніх хвороб ВДНЗУ «УМСА», Полтава, 2005, 2006, 2007, 2008 рр. 
Публікації. За темою дисертації опубліковано 10 праць у рекомендованих ВАК України виданнях. Одержаний патент України на корисну модель.  
Структура і обсяг дисертації. Дисертація складається з переліку умовних скорочень, вступу, огляду літератури, характеристики матеріалу і методів дослідження, чотирьох розділів результатів власних досліджень, аналізу й узагальнення результатів досліджень, висновків, практичних рекомендацій і списку джерел літератури, який містить 256 найменувань наукових праць. Дисертація надрукована на 139 сторінках комп’ютерного тексту, ілюстрована 44 таблицями, 7 діаграмами, 3 малюнками. 

ВИСНОВКИ

У дисертації одержані експериментальні дані та зроблені теоретичні узагальнення, які свідчать про активацію апоптозу та пригнічення інших досліджених функцій моноцитів/макрофагів крові людини агоністами ядерних транскрипційних факторів -  рецепторів, що активують проліферацію пероксисом-гамма (PPARγ), аторвастатином і розиглітазоном, а також вищу функціональну  активність 12Ала алеля цих рецепторів. Це свідчить про негативний вплив PPARγ на функціональну активність моноцитів крові людини.
1. В українській популяції знайдене значне розповсюдження алеля 12Ала гена PPARγ (20,7%), що дещо перевищує середні показники серед європеоїдів (12-20%). У групі хворих з явищами  метаболічного синдрому частота 12Ала алеля має тенденцію до нижчих показників, ніж у здорових осіб (11,9%, р=0,092), що відповідає даним, одержаним у хворих на цукровий діабет 2 типу в різних популяціях.
2. Установлено підвищення інтенсивності апоптозу моноцитів/ макрофагів під впливом двох різних за структурою і механізмом дії агоністів РРARγ. У діапазоні застосованих доз аторвастатин у середньому збільшував апоптоз М/М на 37-75%,  розиглітазон - на 65-130%. Більш виражений ефект цих агоністів спостерігався у М/М, одержаних від осіб із алелем 12Ала (на 12-100% у порівнянні з групою з генотипом Про12Про).
3. Аторвастатин і розиглітазон знижують продукцію моноцитами/макрофагами активних форм кисню на 5-14% і 6-18%, відповідно, про що свідчать дані НСТ-тесту, і  на 38-68% за даними вивчення хемілюмінесценції. Найбільше зниження продукції активних форм кисню (на 10-17%) спостерігалося в групах М/М з 12Ала алелем.
4. Агоністи PPARγ мають різноспрямований вплив на фагоцитарну (поглинальну) функцію моноцитів/макрофагів. Аторвастатин знижує цю здатність перважно у осіб з 12 Ала алелем на 8-17%.  Розиглітазон дозою 10 і 30 мкмоль/л знижував цю функцію на 7-12%, а дозою 100 мкмоль/л підвищував її.   Останнє більш виражено у М/М, одержаних від осіб із алелем 12Ала на 10-12%.
5.Аторвастатин і розиглітазон знижують продукцію моноцитами/ макрофагами фактора некрозу пухлин - альфа в середньому на  24,5 і 40,5% відповідно. Це зниження більше в М/М, одержаних від осіб із 12Ала алелем на 12%. 
Одержані в нашому дослідженні результати свідчать про імуносупресивну активність PPARγ, більше виражену в осіб із 12Ала алелем  цих рецепторів, Загалом, вони свідчать про важливу роль імунної системи (зокрема, мононуклеарної фагоцитарної системи) в патогенезі хронічного запалення і велике значення досліджень поліморфізму білків регуляторних систем для теоретичної та клінічної імунології, імунокорекції та імунореабілітації. 















Практичні рекомендації. Необхідно продовжити дослідження імуносупресивної дії агоністів PPARγ як в експериментах, так і в умовах клініки, як чинників запобігання та лікування хронічного запалення, яке є основою розвитку найпоширеніших хвороб людства. Дані про слабший імуномодулюючий ефект агоністів PPARγ у осіб з генотипом Про12Про, який  переважає  в українській  популяції, вказують на необхідність диференційованого дозування цих препаратів в залежності від генотипу пацієнта. Наявність генотипу Про12Про  маємо вважати одним із додаткових чинників ризику розвитку метаболічного синдрому і асоційованих із ним хвороб. Подальші дослідження, на наш погляд, мають бути спрямовані на з'ясування механізмів взаємодії PPARγ з іншими ядерними транскрипційними чинниками, а також з іншими типами PPAR – альфа і бета/дельта, які також виконують певну роль у регуляції функцій мононуклеарної макрофагальної системи.
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