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МТТ - микротетразолиевый тест
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РСК - региональные стволовые клетки

цГМФ (сGMP) –  циклический гуанидин - монофосфат
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ЭТС – эмбриональная телячья сыворотка
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Bax - проапоптотический белок 

Bcl-2- протоонкоген

СД – кластер детерминации
CXCR, ССR – рецепторы цитокинов
EPCs - клетки - предшественниками эндотелия

FAS (CD95) – трансмембранный белок, стимулирующий апоптоз
G-CSF - гранулоцитарный колониестимулирующий фактор
GМ-CSF- гранулоцитарно - макрофагальный колониестимулирующий фактор

HLA – лейкоцитарные антигены человека
HGF - фактор роста гепатоцитов 
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М-CSF-  макрофагальный колониестимулирующий фактор
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NO2- - нитрит-анион

NO3- - нитрат-анион
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Ра – доля внутриклеточной воды
SDF-1 - фактор, происходящий из стромы
S1P – сфингозин – 1 – фосфат 
SCF – фактор стволовой клетки
TIMP – ингибиторы металлопротеинкиназ
TCR – Т – клеточный рецептор
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TGF- β – трансформирующий фактор роста
VEGF - сосудистый эндотелиальный фактор роста  
VCAM - сосудистая адгезивная молекула клетки
 
ВЕДЕНИЕ

Актуальность проблемы. На протяжении последних лет не ослабевает интерес к одной из центральных проблем биологии клетки – апоптозу как к важнейшему механизму контроля клеточной популяции в организме. Основной его функцией является   поддержание физиологического равновесия и стабильности тканей за счет уравновешивания эффекта пролиферации клеток и уничтожения дефектных, пораженных радиацией, микроорганизмами, опухолевых клеток. При этом не нарушается нормальное функционирование соседних клеток, что позволяет сохранить структуру ткани [1,2,3]. Дисбаланс в системе регуляции апоптоза лежит в основе развития целого ряда заболеваний, определяя их тяжесть, прогноз, а в ряде случаев и эффективность терапии. При этом  его индукция  имеет особо значимые последствия для медленно обновляющихся тканей, таких как нервная, мышечная и другие. Так, уже известна роль апоптоза, опосредованная нарушением функционирования митохондрий в условиях метаболического стресса,  при нейродегенеративных заболеваниях (болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, боковой амиотрофический склероз), инфаркте миокарда, атеросклерозе и ряде других состояний [4,5,6].  Напротив, ингибирование процессов апоптоза отмечается при опухолевых процессах, аутоиммунных [7], атопических [8] и других заболеваниях. Особый интерес представляют исследования, касающиеся изучения процессов апоптоза иммунокомпетентных клеток при различных патологических состояниях, так как их жизненный цикл характеризуется многократными процессами активации, дифференцировки и пролиферации. Поэтому лечение многих патологий напрямую зависит от возможности регуляции клеточной гибели, а значит, важное значение имеет изучение сигнальных и рецепторных путей, регулирующих апоптоз, а также выявление эндогенных и экзогенных его медиаторов. 
          Существенный прогресс был достигнут в последние годы  в исследовании  роли опиоидной системы организма и ее связи с различными процессами, происходящими в организме и клетке. Причем, наиболее широко изучено влияние опиатных рецепторов на сердечно - сосудистую систему [9,10]. В частности, показано, что опиатные рецепторы  связаны с К+АТФ – зависимыми каналами, и, при стимуляции μ – и δ - рецепторов создаются условия для появления К+ - тока и  деполяризации внутренней мембраны митохондрий, что обеспечивает устойчивость митохондрий к ишемическому повреждению и, как следствие, увеличивается резистентность кардиомиоцитов к гипоксии [11,12]. Достаточно четко выяснено значение  опиоидных пептидов и их аналогов при экспериментальной острой почечной недостаточности [13]. Однако остается неизученной роль опиатных рецепторов в биохимических механизмах апоптоза клеток, стоящих на разных уровнях дифференцировки,  и их влияние на его взаимосвязь  с  пролиферацией и дифференцировкой клеток.  
          Особую актуальность в настоящее время приобрели исследования, посвященные изучению  применения стволовых клеток, обладающих уникальными свойствами  для лечения различных заболеваний [14,15,16]. Изучение физиологических особенностей, функций и локализации в организме различных типов стволовых клеток человека помогает понять механизмы регенерации и поддержания организма [17,18]. В связи с этим наиболее перспективным подходом является использование мультипотентных мезенхимальных  клеток, которые являются стволовыми клетками взрослого  организма и локализуются в костном мозге, жировой ткани и в ряде других тканей и органов, входя в состав стволовых пространств организма [19]. Эти клетки обладают высоким пролиферативным потенциалом, являются самообновляющейся популяцией клеток, поддерживающих свое недифференцированное состояние, и способны к дифференцировке в определенные клеточные линии под влиянием различных факторов, определяющих тип клеток [20,21]. Однако одним из важнейших вопросов применения стволовых клеток является изучение факторов, влияющих на механизмы выживания, пролиферации и дифференцировки клеток после трансплантации и    связь с ними  апоптоза. При этом особо актуальным на сегодняшний день  является решение вопроса о  возможности влияния   модуляции апоптоза на эффективность применения стволовых клеток. Для успешного решения данной задачи необходимо изучить  его механизмы в клетках, находящихся на разных уровнях дифференцировки и  возможное влияние на них состояния опиатных рецепторов и  митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов.
          В связи с этим,  изучение на молекулярном и клеточном уровне механизма действия   факторов, влияющих на апоптоз, позволит в дальнейшем   возможную разработку методов диагностики для прогнозирования эффективности применения его активаторов и ингибиторов при трансплантации стволовых клеток для лечения широкого спектра заболеваний и создание новых методов терапии.
Связь работы с научными программами, планами, темами. Диссертационная работа Климочкиной Е.М.  выполнялась в рамках научной программы МОЗ Украины  «Механизмы апоптоза в культурах клеток и репарационные процессы в тканях» (№ государственной регистрации 0107U001159), согласно плану научных работ Луганского государственного медицинского университета. 
Цель и задачи исследования.  Целью данного исследования было установление  роли модуляции апоптоза при участии опиатных рецепторов и митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов  в биологии клеток различного уровня дифференцировки.

В соответствии с целью исследования были поставлены следующие задачи:
1.    Выяснить роль опиоидов в модуляции апоптоза и пролиферативной активности в мезенхимальных стволовых клетках на основе  ДНК фрагментации и с использованием ядерного красителя Hoechst 33342 и МТТ – анализа.

2.    Определить участие   митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов в  соотношении апоптоза и пролиферации мезенхимальных стволовых клеток на основе  ДНК фрагментации и с использованием ядерного красителя Hoechst 33342 и МТТ – анализа.

3.    Исследовать апоптотические процессы в мононуклеарных клетках при активации и блокаде опиатных рецепторов и митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов на основе  ДНК фрагментации и с использованием ядерного красителя Hoechst 33342.

4.    Оценить влияние опиоидов  и состояния митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов на активность митохондриальных дегидрогеназ мононуклеарных клеток здоровых доноров.

5.    Установить роль митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов и опиоидов в энергетическом обмене  мезенхимальных стволовых клеток  крыс.

6.    Выявить участие опиоидной системы в продукции  оксида азота мононуклеарными клетками здоровых доноров в условиях гормонозависимого апоптоза и их связь с  митохондриальными  К+АТФ – зависимыми каналами.

7.    Оценить влияние опиоидов на продукцию  оксида азота   мезенхимльными стволовыми клетками костного мозга в зависимости от состояния  митохондриальных  К+АТФ – зависимых каналов.

8.    Изучить активность сфингомиелинового пути в мононуклеарных клетках в условиях индукции апоптоза и влияние на него опиоидной системы и К+АТФ – зависимых каналов.

9.    Оценить связь уровня сфингозина в мезенхимальных стволовых клетках с состоянием опиоидной системы и К+АТФ – зависимыми каналами.

10. Установить роль опиоидной системы и митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов в активности супероксиддисмутазы в клетках различного уровня дифференцировки в условиях стимулированного апоптоза и в зависимости от состояния митохондриальных  К+АТФ – зависимых каналов.

11. Изучить изменение водного баланса мононуклеарных клеток при гормонозависимом апоптозе методом ЯМР – релаксаметрии при модуляции апоптоза.

12.  Определить роль опиоидной системы и митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов в водном балансе мезенхимальных стволовых клеток.
 
Объект исследования  - клетки различного уровня дифференцировки. 
Предмет исследования – биохимические механизмы апоптоза клеток различного уровня дифференцировки при разном состоянии опиатных рецепторов и митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов.
Методы исследования: 
1. Оценка пролиферативной активности клеток с помощью МТТ – теста и типирование   мезенхимальных стволовых клеток крыс непрямым иммунофлюоресцентным методом с использованием специфических маркеров. 

2. Оценка морфологических изменений в  культах клеток при  апоптозе с  использованием ядерного красителя Hoechst 33342. 
3. Определение уровня фрагментированной ДНК в мононуклеарных  и мезенхимальных стволовых клетках с помощью дефиниламинового теста.

4. Определение  содержания стабильных метаболитов оксида азота в клеточных культурах.

5. Оценка состояния энергетического обмена в клетках при различном состоянии опиатных рецепторов и митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов  методом тонкослойной хроматографии на пластинах «Силуфол». 
 6. Определение содержания свободного сфингозина в клеточных культурах и  активности супероксиддисмутазы по аутоокислению адреналина.
  7. Определение  времени релаксации протонов тканевой воды в клетках различного уровня дифференцировки  по  данным ЯМР – релаксометрии.
 
Научная новизна полученных результатов. 
          Впервые продемонстрирована роль селективного агониста µ - опиатных рецепторов (DAGO) и неселективного агониста µ - и δ  - ОР (даларгина) в биологии мезенхимальных стволовых клеток.  Показана зависимость  соотношения апоптоза и пролиферации от типа активированных опиатных рецепторов и состояния митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов. 

Выявлено протекторное действие на мононуклеарные клетки даларгина и DAGO в условиях гормонозависимого апоптоза, которое  более выражено при действии последнего. Показана  четкая зависимость направления действия  агонистов опиатных рецепторов (проапоптотическое или антиапоптотическое) от состояния митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов как в условиях гормонозависимого апоптоза, так и без него.
Установлено влияние взаимосвязи действия опиоидов (даларгина и DAGO) и состояния митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов на  взаимодействие клеточного объема, пролиферации и апоптоза. 

Впервые показана возможность модуляции апоптотических процессов в мононуклеарных клетках через изменение активности опиатных рецепторов и состояния митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов и их взаимодействие с системой оксида азота, компонентами сфингомиелинового цикла и состоянием клеточного объема. 
          Разработаны и усовершенствованы методы определения в клеточных культурах оксида азота и ранней диагностики апоптотических процессов с помощью ЯМР - релаксометрии. 
          Построена и применена концепция системного анализа комплексной регуляции апоптоза и системы апоптоз – пролиферация клеток различного уровня дифференцировки с помощью опиатных рецепторов, митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов, компонентов сфингомиелинового пути и обмена оксида азота.   
 
Практическое значение полученных результатов.
Результаты работы позволяют расширить понимание комплексной регуляции апоптоза клеток различного уровня дифференцировки и позволяют оценить возможность применения агонистов опиатных рецепторов и активаторов и блокаторов митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов для повышения выживаемости МСК при трансплантации, а также для терапии заболеваний, связанных с нарушением регуляции апоптоза иммунной системы. 

В ходе экспериментальных исследований были разработаны и модифицированы методики на которые были получены патенты Украины на полезную модель: патент на полезную модель 25410 Украина, МПК C12N 5/08 G01N 24/00 «Метод ранньої діагностики апоптотичніх процесів   в культурах  клітин» и  патент на полезную модель 24577 Украина, МПК С12N 5/08 G01N 33/49  « Спосіб  визначення  вмісту  стабільних  метаболітів  оксиду  азоту  в культурі  клітин». Материалы направлены к включению в Реестр нововведений, получено положительное решение на включение в 2009 году. 

Разработанные и модифицированные  методики применяются при проведении клинико-лабораторных и научных исследований в Научно-исследовательском центре Луганского государственного медицинского университета и ряде медицинских учреждений г. Луганска. Они могут быть использованы для дальнейшего исследования биологии мезенхимальных стволовых клеток, а также изучения нормальных и опухолевых тканей. 

Результаты работы используются в учебном процессе при обучении докторантов, аспирантов и научных сотрудников методам биохимического и  иммунофлюоресцентного анализов в клеточных культурах.
Личный вклад соискателя
Диссертантом лично проведен информационный поиск и оценка литературных данных, разработана схема и обоснована методология постановки экспериментов, получены культуры мононуклеарных клеток здоровых доноров и мезенхимальных стволовых клеток крыс. Выполнены экспериментальные исследования по оценке пролиферативной активности клеток, фенотипированию мезенхимальных стволовых клеток, морфологической детекции апоптоза, определению фрагментации ДНК, содержанию метаболитов оксида азота, изучению состояния энергетического обмена,  сфингозина, активности супероксиддисмутазы, ЯМР-релаксации в условиях модуляции апоптоза и различного состояния опиатных рецепторов и митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов. 

Самостоятельно оценены и проанализированы полученные результаты исследований. Подготовлены самостоятельные, а также совместные печатные работы. 

1.       Комаревцева И.А. Определение уровня фрагментации ДНК в культуре мононуклеарных клеток крови человека / И.А. Комаревцева, Е.М. Климочкина, И.В. Шипилова [та ін.]  // Український медичний альманах. – 2004. – Т. 7, № 5. – С. 38-39.

Личный вклад соискателя – проведение эксперимента по определению  содержания фрагментированной ДНК в мононуклеарных клетках.

2.       Комаревцева І.О. Изменение фрагментации ДНК в культуре мононуклеарных клеток крови человека под влиянием даларгина // Актуальні проблеми акушерства і гінекології, клінічної імунології та медичної генетики : (збірник наукових праць) : статті / И.А. Комаревцева, Е.М. Климочкина. – Київ-Луганськ. – 2005. – Вип. 12. – С. 270-273.

Личный вклад соискателя –  проведение эксперимента. 

3.       Комаревцева І.О. Вплив даларгину на рівень нітратів та нітритів у культурі мононуклеарних клітин / І.О. Комаревцева, О.М. Клімочкіна, О.А. Орлова  // Здобутки клінічної і експериментальної медицини. – 2006. - № 1. – С. 65-67.

Личный вклад соискателя – адаптация  методики к проведению эксперимента на клеточных культурах и определение уровня нитратов и нитритов в мононуклеарных клетках. 

4.       Комаревцева І.О. Активація опіоїдних рецепторів та рівень індукованого апоптозу в культурі мононуклеарних клітин / І.О. Комаревцева, О.М. Клімочкіна  // Медична хімія. – 2006. – Т.8,  № 2. – С. 127-129.

Личный вклад соискателя –  проведение эксперимента. 

5.       Комаревцева И.А. ЯМР- релаксация протонов клеточной воды и индуцированный апоптоз мононуклеаров периферической крови человека / И.А. Комаревцева, Е.М. Климочкина, Е.А. Орлова // Український медичний альманах. – 2006. – Т. 9, № 4. – С. 79-81.

Личный вклад соискателя – адаптация  методики к проведению эксперимента на клеточных культурах и постановка эксперимента. 

6.       Патент на полезную модель 24577 Україна, МПК С12N 5/08 G01N 33/49.  Спосіб  визначення  вмісту  стабільних  метаболітів  оксиду  азоту  в культурі  клітин / Комаревцева І.О.; заявники та власники патенту Комаревцева І.О., Клімочкіна О.М., Андронова М.Є., Шипілова І.В. - № u 200700413; заявл. 16.01.07; опубл. 10.07.07, Бюл. № 10.

Личный вклад соискателя – проведение патентного поиска, адаптация  методики к определению оксида азота по его стабильным метаболитам в клеточных культурах. 

7.       Патент на полезную модель 25410 Україна, МПК C12N 5/08 G01N 24/00. Метод ранньої діагностики апоптотичніх процесів   в культурах  клітин / Комаревцева І.О.; заявники та власники патенту Комаревцева І.О.,  Клімочкіна О.М., Орлова О.А., Андронова М.Є., Шипілова І.В., Бріндак Д.В. - № u 2007 02992 ; заявл. 21.03.07 ; опубл. 10.08.07, Бюл. № 12. 

Личный вклад соискателя – проведение патентного поиска, адаптация  методики ЯМР – релаксометрии к определению уровня апоптоза в клеточных культурах. 

8.       Комаревцева И.А. Генерация стабильных метаболитов оксида азота мезенхимальными стволовыми клетками крыс / И.А. Комаревцева, Е.М.  Климочкина // Український медичний альманах. - 2008. -  Т.11, № 2. -  С.74-76.

Личный вклад соискателя –  определение уровня оксида азота в мезенхимальных стволовых клетках крыс.

9.       Комаревцева И.А. Состояние энергетического обмена в мезенхимальных стволовых клетках крыс / И.А. Комаревцева, Е.М.  Климочкина // Український журнал клінічної та лабораторної медицини. – 2008. – Т.3, № 1. – С. 15 - 19.

Личный вклад соискателя – адаптация методики для определения основных показателей энергетического обмена в мезенхимальных стволовых клетках, проведение эксперимента.

10.    Комаревцева И.А. Особенности активности митохондриальных дегидрогеназ при активации и блокаде К+АТФ – зависимых каналов в условиях различного состояния опиатных рецепторов / И.А. Комаревцева, Е.М.  Климочкина // Український медичний альманах. - 2008. -  Т.11, № 3. -  С.83-85

Личный вклад соискателя – адаптация  методики к проведению эксперимента на клеточных культурах и постановка эксперимента.
      11.  Комаревцева И.А. Роль К+АТФ – зависимых каналов в изменении активности супероксиддисмутазы в мезенхимальных стволовых клетках крыс при различном состоянии опиатных рецепторов / И.А. Комаревцева, Е.М.  Климочкина // Український журнал екстремальної медицини ім. Г.О. Можаєва. – 2008. – Т.9, №4. – С. 112-115.
Личный вклад соискателя - адаптация методики для определения супероксиддисмутазы в мезенхимальных стволовых клетках, проведение эксперимента.
 
Апробация результатов диссертации. Материалы диссертации были представлены на I региональной научно – практической конференции “Перспективи розвитку фармацевтичної науки та практики в України” (Луганськ,  2005), II международной научно – практической конференции «Наукові дослідження – теорія та експеримент» (Полтава, май 2006), IX Украинском биохимическом съезде (Харьков, 2006),  II международной научно – практической конференции «Розвиток наукових досліджень» (Полтава,  ноябрь 2006), III региональной научно – практической конференции “Перспективи розвитку фармацевтичної науки та практики в України” (Луганськ,  2007). 
 
Публикации. Результаты исследований представлены в 21 статье в профильных научных журналах, в сборниках научных трудов, 2 патентах  и 5 тезисах.    

  

 

 

 
ВЫВОДЫ
 

1.               Установлена зависимость в МСК соотношения апоптоза и пролиферации от типа активированных опиатных рецепторов, которое не носило пропорциональный характер, причем влияние опиоидов на клетку во времени было противоположным. Полученные эффекты  полностью блокировались налоксоном только в случае селективной активации ОР, при этом сам блокатор ОР стимулировал пролиферативную активность клеток. Антиапоптотичекское действие опиоидов усиливалось дексаметазоном. 
2.               Доказана роль митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов в биологии МСК путем демонстрации усиления пролиферативной активности и снижения уровня апоптоза при блокаде и  ослабления пролиферации на фоне незначительного роста апоптотических процессов при их активации. 
3.               Выявлено протекторное действие на мононуклеарные клетки агонистов опиатных рецепторов в условиях гормонозависимого апоптоза, которое  более выражено при селективной стимуляции данных рецепторов. Полученные данные позволяют говорить о четкой зависимости направления действия  агонистов ОР (проапоптотическое или антиапоптотическое) от состояния митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов как в условиях гормонозависимого апоптоза, так и без него.
4.               Выявлено усиление активности митохондриальных дегидрогеназ в культуре МНК под действием опиоидных пептидов, приводящее к стабилизации показателей энергетического обмена.  Стимуляция μ –  опиатных рецепторов при гормонозависимом апоптозе в условиях блокады каналов приводит к  активации энергетического обмена и его падению при активации каналов. Даларгин, в аналогичных условиях, приводил к уменьшению количества адениловых нуклеотидов.
5.               Впервые на культуре МСК продемонстрировано противоположное влияние на состояние энергетического обмена селективного (активирующее) и неселективного (снижающее) агонистов опиатных рецепторов.
6.               Доказано, что блокада К+АТФ – зависимых каналов в клетках в условиях селективной стимуляции опиатных рецепторов приводит к интенсивному потреблению энергии, на фоне резкой активации процессов синтеза АТФ. В то время как активация К+АТФ – зависимых каналов в условиях применения агонистов опиатных рецепторов показала тенденцию к снижению синтеза АТФ.
7.               Показана стимулирующая продукцию оксида азота роль агонистов ОР в культуре МНК здоровых доноров, которая  сохранялась и при индукции апоптоза.
8.               Установлена зависимость в культуре МСК продукции стабильных метаболитов оксида азота  от типа активируемых опиатных рецепторов, времени эксперимента и состояния митохондриальных  К+АТФ – зависимых каналов. 
9.               Модуляция активности опиатных рецепторов в культуре МНК показала разнонаправленное действие опиоидов  на содержание сфингозина, зависящее как от типа активированных рецепторов, так и от времени воздействия, которое сохранялось в условиях гормонозависимого апоптоза.  При этом блокада митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов повышает количество сфингозина в клетках практически во всех опытных группах, сохраняя влияние агонистов опиатных рецепторов при гормонозависимом апоптозе. В то время как агонисты опиатных рецепторов на фоне активации каналов снижали продукцию сфингозина в первые сутки эксперимента. 
10.            Впервые на культуре МСК выявлено  снижение уровня сфингозина в ответ на стимуляцию опиатных рецепторов, зависящее от времени воздействия и наличия дексаметазона. Показана зависимость уровня сфингозина в условиях блокады митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов от типа активируемых опиатных рецепторов. В то время как активация каналов на фоне применения опиоидных пептидов  увеличивала содержание сфингозина независимо от типа активированных рецепторов. 
11.            Показана стимулирующее влияние агонистов опиатных рецепторов на активность СОД в культуре МСК, зависящее от времени эксперимента. Блокада митохондриальных каналов активирует  СОД, вне зависимости от  применяемого агониста ОР, в то время как активация каналов снижает показатели, и использование опиоидов показало четкую тенденцию зависимости от типа активированных рецепторов. Блокада опиатных рецепторов в условиях активации каналов показала отмену действия обоих опиоидов.
12.            Выявлено в МНК снижение активности СОД при модуляции апоптоза, независящее от типа активированных рецепторов, но определяемое состоянием митохондриальных  К+АТФ – зависимых каналов. Так, блокада каналов на фоне активации ОР приводила к увеличению активности СОД.  
13.            Установлена четкая зависимость в МНК времени релаксации от состояния митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов: блокада вызывает зависимое от времени увеличение Т1 и  Т2, приводящее к уплотнению гидрированного слоя, а активация дает противоположный эффект. Это, в свою очередь, приводит к изменению влияния на клеточный объем изучаемых опиоидов.  
14.            Показано, что в культуре МСК влияние опиоидов на взаимодействие клеточного объема, пролиферации и апоптоза носит противоположный характер, который изменяется на обратный при активации митохондриальных К+АТФ – зависимых каналов. В то время как блокада опиатных рецепторов дает увеличение клеточного объема и пролиферации и снижение активности апоптотических процессов.
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