43



 Для заказа доставки данной работы воспользуйтесь поиском на сайте по ссылке:  http://www.mydisser.com/search.html
Министерство здравоохранения Украины
Луганский государственный медицинский университет

На правах рукописи



Русалов Виталий Леонидович

УДК 579:612.112.91/.94:576.367

[bookmark: _GoBack]Влияние пептидогликанов, тейхоевых кислот и липополисахаридов бактерий на метаболическую активность и апоптоз нейтрофилов и субпопуляций Т-лимфоцитов in vitro


14.03.04 – патологическая физиология

Диссертация на соискание учёной степени кандидата 
медицинских наук

	Научный руководитель:
	Гайдаш Игорь Славович, доктор медицинских наук, профессор





Примірник ідентичний всім існуючим.
Вчений секретар
спеціалізованої вченої ради Д 29.600.02                                доц. В.М. Шанько



Луганск-2009
СОДЕРЖАНИЕ



ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ, СИМВОЛОВ, ЕДИНИЦ, СОКРАЩЕНИЙ И ТЕРМИНОВ....…………………………....………………….4
ВВЕДЕНИЕ......……….………………………...........……………....…………6
	ГЛАВА 1.
	ВЛИЯНИЕ СТРУКТУРНЫХ КОМПОНЕНТОВ БАКТЕРИЙ НА АПОПТОЗ И МЕТАБОЛИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫХ КЛЕТОК…
	

11

	
	1.1.
	Влияние структурных компонентов бактерий на апоптоз иммуноцитов…………………………….
	
11

	
	1.2.
	Влияние структурных компонентов бактерий на метаболизм иммуноцитов………………………..
	
21

	ГЛАВА 2.
	МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ……….
	30

	
	2.1.
	Материалы исследования………………………..
	30

	
	2.2.
	Методы исследования…………………………….
	31

	ГЛАВА 3.
	ВЛИЯНИЕ ПЕПТИДОГЛИКАНОВ, ТЕЙХОЕВЫХ КИСЛОТ И ЛИПОПОЛИСАХАРИДОВ БАКТЕРИЙ НА АПОПТОЗ НЕЙТРОФИЛОВ И Т-ЛИМФОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА IN VITRO……………………………………
	


38

	ГЛАВА 4.
	ВЛИЯНИЕ ПЕПТИДОГЛИКАНОВ, ТЕЙХОЕВЫХ КИСЛОТ И ЛИПОПОЛИСАХАРИДОВ БАКТЕРИЙ НА МЕТАБОЛИЗМ НЕЙТРОФИЛОВ И Т-ЛИМФОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА IN VITRO……………….
	


67

	
	4.1.
	Влияние пептидогликанов, тейхоевых кислот и липополисахаридов бактерий на систему циклических нуклеотидов нейтрофилов и Т-лимфоцитов……………………………………….
	


67

	
	4.2.
	Влияние пептидогликанов, тейхоевых кислот и липополисахаридов бактерий на систему адениловых нуклеотидов нейтрофилов и Т-лимфоцитов……………………………………….
	


85

	
	4.3.
	Влияние пептидогликанов, тейхоевых кислот и липополисахаридов бактерий на перекисное окисление липидов и ферментативную систему антиоксидантной защиты нейтрофилов и Т-лимфоцитов………………………………….
	



97


АНАЛИЗ И ОБОБЩЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ…..……114
ВЫВОДЫ………..………………………………………………....………...121
ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ………………………………….....123
СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ПЕРВОИСТОЧНИКОВ……………….124


ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ, СИМВОЛОВ, ЕДИНИЦ, СОКРАЩЕНИЙ И ТЕРМИНОВ



	АДФ
	-
	аденозиндифосфат

	АМК
	-
	активные молекулы кислорода

	АМФ
	-
	аденозинмонофосфат

	АОЗ
	-
	антиокислительная защита

	АТФ
	-
	аденозинтрифосфат

	ДК
	-
	диеновые конъюгаты

	ИА
	-
	индекс апоптоза

	ИЛ
	-
	интерлейкин

	К
	-
	интегральный коэффициент 

	ЛПС
	-
	липополисахарид

	л
	-
	литр

	мг
	-
	миллиграмм

	МДА
	-
	малоновый диальдегид

	МЕ
	-
	международная единица

	мкг
	-
	микрограмм

	мкмоль
	-
	микромоль

	мл
	-
	миллилитр

	нг
	-
	нанограмм

	ПГН
	-
	пептидогликан

	пкмоль
	-
	пикомоль

	ПОЛ
	-
	перекисное окисление липидов

	СОД
	-
	супероксиддисмутаза

	ТК
	-
	тейхоевые кислоты

	у.е.
	-
	условная единица

	ФНО-α
	-
	фактор некроза опухоли-α

	цАМФ
	-
	циклический аденозин монофосфат 

	цГМФ
	-
	циклический гуанозин монофосфат

	ч
	-
	час

	ЭЗ
	-
	энергетический заряд 

	CD4
	-
	Т-хелперы/индукторы

	CD8
	-
	Т-супрессоры цитотоксические

	CD38
	-
	неспецифический маркер апоптоза

	CD95
	-
	специфический маркер апоптоза




ВВЕДЕНИЕ



Актуальность темы. Подавляющее большинство инфекционных процессов бактериальной этиологии протекает на фоне функциональной недостаточности фагоцитарного звена иммунной системы и формирования супрессорного варианта иммунодефицита [58, 69, 83, 101]. Недостаточность фагоцитарной системы, дефицит Т-хелперов/индукторов и их функциональная неполноценность являются основными критериями степени тяжести иммунодефицитного состояния [19, 41, 42, 68].
Этиологическими факторами, обусловливающими развитие иммунодефицита при бактериальных инфекциях, являются структурные компоненты бактерий – тейхоевые кислоты (ТК), пептидогликаны (ПГН) и липополисахариды (ЛПС), способные стимулировать в иммунокомпетентных клетках апоптоз, влиять на их секреторную, фагоцитарную и метаболическую активность [1, 2, 4, 7, 13, 17, 18, 102, 118, 123, 125, 126].
Известно, что разные виды иммунокомпетентных клеток различаются исходным уровнем своей метаболической активности, внутриклеточным содержанием циклических и адениловых нуклеотидов, спектром ферментов [124, 128]. Изменение метаболических констант в иммунокомпетентных клетках влечёт за собой изменение их функциональной активности [64].
Недостаточно изученными являются механизмы влияния структурных компонентов условно-патогенных бактерий на апоптоз и метаболический статус нейтрофилов и основных иммунорегуляторных субпопуляций Т-лимфоцитов, обеспечивающих силу иммунного ответа при инфекционном процессе [11, 47, 62]. Невыясненными остаются особенности систем циклических и адениловых нуклеотидов, состояние процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ) и ферментативной системы антиокислительной защиты (АОЗ) в Т-хелперах/индукторах, цитотоксических Т-супрессорах и нейтрофилах. Выяснение этих особенностей создаст теоретическую базу для оптимизации фармакологической коррекции иммунодефицитных состояний при бактериальных инфекционных процессах.
Связь работы с научными программами, темами. Диссертация является фрагментом плановой научной работы кафедры патофизиологии Луганского государственного медицинского университета № 0198U005713 «Воспаление как результат действия бактерий». Автор является соисполнителем комплексной темы.
Цель исследования: Определить in vitro влияние ПГН, ТК и ЛПС бактерий на метаболическую активность и апоптоз нейтрофилов и субпопуляций Т-лимфоцитов.
Для достижения цели поставлены следующие задачи:
В зависимости от дозы и времени взаимодействия ПГН и ТК Staphylococcus aureus, и ЛПС Escherichia coli с нейтрофилами и субпопуляциями Т-лимфоцитов, изучить in vitro влияние ПГН, ТК и ЛПС на:
1. Апоптоз нейтрофилов, Т-хелперов/индукторов и цитотоксических Т-супрессоров.
2. Систему циклического аденозина (цАМФ) и гуанозина (цГМФ) монофосфатов в нейтрофилах и субпопуляциях Т-лимфоцитов.
3.Систему адениловых нуклеотидов в нейтрофилах и субпопуляциях Т-лимфоцитов.
4. Состояние ПОЛ и ферментативную систему АОЗ в нейтрофилах и субпопуляциях Т-лимфоцитов.
Объект исследования: апоптоз, системы циклических и адениловых нуклеотидов, ПОЛ и ферментативная система АОЗ нейтрофилов, Т-хелперов/индукторов и цитотоксических Т-супрессоров.
Предмет исследования: влияние ПГН, ТК и ЛПС in vitro на апоптоз, системы циклических и адениловых нуклеотидов, ПОЛ и ферментативную систему АОЗ нейтрофилов, Т-хелперов/индукторов и цитотоксических Т-супрессоров.
Методы исследования: микробиологические (выделение ПГН, ТК и ЛПС из клеточных стенок бактерий); иммунологические (выделение из периферической крови нейтрофилов, Т-хелперов/индукторов и цитотоксических Т-супрессоров, определение потенциальной апоптогенной активности ПГН, ТК и ЛПС, определение экспонирования рецепторов к моноклональным антителам CD38 и CD95 на цитоплазматических мембранах клеток); морфологические (окрашивание клеток акридином жёлтым и исследование с помощью флуоресцентного микроскопа); биохимические (определение внутриклеточного содержания циклических и адениловых нуклеотидов, ДК, МДА, активности каталазы и СОД); статистические (метод вариационной статистики).
Научная новизна полученных результатов. Впервые in vitro изучено влияние ПГН, ТК Staphylococcus aureus и ЛПС E.coli на апоптоз и метаболическую активность субпопуляций Т-лимфоцитов – Т-хелперов/индукторов и Т-супрессоров/цитотоксиков крови человека. Показано, что с увеличением концентрации и времени взаимодействия ПГН, ТК и ЛПС с субпопуляциями Т-лимфоцитов происходит увеличение количества апоптирующих клеток, изменение внутриклеточного содержания циклических и адениловых нуклеотидов, усиливается ПОЛ и снижается активность ферментативной системы АОЗ. Установлено, что под воздействием ПГН, ТК и ЛПС наибольшие негативные метаболические изменения и наибольший апоптоз имеют место в субпопуляции Т-хелперов/индукторов.
Впервые in vitro изучено влияние ПГН, ТК Staphylococcus aureus и ЛПС Escherichia coli на систему адениловых нуклеотидов, ПОЛ и ферментативную систему АОЗ нейтрофилов крови человека. Показано, что с увеличением концентрации и времени взаимодействия ПГН, ТК, ЛПС в нейтрофилах происходит снижение внутриклеточного содержания АТФ и активности ферментов АОЗ, увеличение количества АДФ, АМФ и метаболитов ПОЛ.
Впервые проведен сравнительный анализ чувствительности нейтрофилов и субпопуляций Т-лимфоцитов к действию ПГН, ТК и ЛПС. Установлено, что наименее чувствительными к негативному влиянию ПГН, ТК и ЛПС являются цитотоксические Т-супрессоры и нейтрофилы крови человека, наиболее чувствительными – Т-хелперы/индукторы.
Практическая значимость полученных результатов. Результаты работы могут использоваться при трактовке патогенеза типичных патологических процессов (иммунодефицита, воспаления, лихорадки) и механизмов апоптоза, при изучении действия биологических флогогенных факторов на макроорганизм, а также при разработке методов патогенетического обоснования лечения иммунодефицитных состояний, воспалительных заболеваний бактериальной этиологии. Полученные данные используются в лекционном курсе и при проведении практических занятий на кафедрах патофизиологии и микробиологии Луганского государственного медицинского университета, на кафедре патофизиологии Харьковского национального медицинского университета Министерства охраны здоровья Украины, что подтверждено соответствующими актами внедрения.
Личный вклад соискателя. Выбор темы научного исследования, формулирование цели и задач исследования, планирование работы были осуществлены научным руководителем работы профессором И.С. Гайдашем. Автором самостоятельно проведен: информационный поиск с помощью базы данных «Medline», анализ литературы, выполнены микробиологические, иммунологические, морфологические, биохимические и статистические исследования, написаны все главы диссертации и автореферат.
Апробация результатов диссертации. Основные научные положения, выводы диссертации были доложены и обсуждены на заседаниях: Всеукраинской научно-практической конференции «Окружающая среда и здоровье» (Тернополь, 2008); XIV Межгородской конференции молодых учёных «Актуальные проблемы патофизиологии» (С.-Петербург, 2008); ХІІІ Международного медицинского конгресса студентов и молодых учёных (Тернополь, 2009); Всеукраинской научно-практической конференции «Вестник учёного-2009» (Николаев, 2009), а также на заседаниях Луганских областных обществ микробиологов и патофизиологов в 2006-2009 гг.
Публикации. По материалам диссертации напечатаны: 4 научных статьи в журналах и сборниках, отвечающих требованиям Высшей аттестационной комиссии Украины и опубликованных согласно требованиям, изложенным в пункте 13 Постановления Высшей аттестационной комиссии Украины от 15 января 2003 г. За № 7-05/1, и 3 тезисов.


ВЫВОДЫ 



В диссертации представлено теоретическое обоснование роли структурных компонентов бактерий (ПГН, ТК Staphylococcus aureus и Escherichia coli) в стимуляции апоптоза и метаболических нарушений нейтрофилов, Т-хелперов/индукторов и цитотоксических Т-супрессоров периферической крови здоровых людей in vitro, и доказана зависимость этой роли от вида иммунокомпетентных клеток, а также от концентрации и времени контакта клеток со структурными компонентами бактерий.
1. Структурные компоненты бактерий – ПГН, ТК Staphylococcus aureus и ЛПС Escherichia coli в действующих концентрациях 10 и 100 мкг/мл и при экспозиции до 24 ч in vitro стимулируют апоптоз нейтрофилов Т-хелперов/индукторов и цитотоксических Т-супрессоров, что проявляется увеличением количества клеток с морфологическими признаками апоптоза, а также количества клеток с маркерами апоптоза CD38 и CD95. Апоптозстимулирующее действие структурных компонентов бактерий является дозо-, время- и видозависимым. С увеличением действующей концентрации ПГН, ТК и ЛПС, а также продолжительности их контакта с клетками-мишенями количество апоптирующих клеток увеличивается. Наибольшим апоптогенным потенциалом обладают ПГН Staphylococcus aureus и ЛПС Escherichia coli, наименьшим – ТК Staphylococcus aureus. Наиболее чувствительны к апоптогенному действию ПГН, ТК и ЛПС Т-хелперы/индукторы, умеренно чувствительны нейтрофилы, наименее чувствительны цитотоксические Т-супрессоры периферической крови человека.
2. ТК, ПГН и ЛПС бактерий при контакте с нейтрофилами, CD4+- и CD8+-лимфоцитами in vitro изменяют внутриклеточное содержание цАМФ, цГМФ и их баланс. Нейтрофилы и CD4+-лимфоциты при контакте с ТК, ПГН и ЛПС реагируют увеличением содержания цАМФ и снижением цГМФ, тогда как в CD8+-лимфоцитах увеличение цГМФ преобладает над увеличением цАМФ. Влияние ТК, ПГН и ЛПС на систему циклических нуклеотидов нейтрофилов, CD4+- и CD8+-лимфоцитов является видо-, дозо- и времязависимым.
3. ТК, ПГН и ЛПС при контакте с нейтрофилами, CD4+- и CD8+-лимфоцитами снижают ЭЗ этих клеток за счёт уменьшения внутриклеточного содержания АТФ и увеличения АДФ и АМФ. Влияние ТК, ПГН и ЛПС на систему адениловых нуклеотидов нейтрофилов, CD4+- и CD8+- лимфоцитов является видо-, дозо- и времязависимым: с увеличением концентрации и времени взаимодействия структурных компонентов бактерий с клетками-мишенями, в последних изменения в системе адениловых нуклеотидов усиливаются. Потенциал влияния на систему адениловых нуклеотидов у ПГН и ЛПС выше такового у ТК. Наибольшее снижение ЭЗ под влиянием ТК, ПГН и ЛПС развивается в CD4+-лимфоцитах, наименьшее – в нейтрофилах. 
4. ТК, ПГН и ЛПС при контакте с нейтрофилами, CD4+- и CD8+-лимфоцитами человека in vitro активируют в них ПОЛ и снижают активность каталазы и СОД. Прооксидантное действие структурных компонентов бактерий является видо-, дозо- и времязависимым. Прооксидантное действие наиболее выражено у ЛПС и ПГН, и наименее выражено у ТК. С увеличением действующей концентрации ТК, ПГН и ЛПС и времени их контакта с нейтрофилами, CD4+- и CD8+-лимфоцитами нарушения процессов ПОЛ и активности ферментов системы АОЗ в этих клетках усиливаются. Наибольшей чувствительностью к прооксидантному действию ТК, ПГН и ЛПС обладают CD4+-лимфоциты, наименьшей CD8+-лимфоциты. 
ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ



1. С целью уменьшения степени выраженности апоптоза и метаболических нарушений в нейтрофилах, Т-хелперах/индукторах и цитотоксических Т-супрессорах периферической крови человека при их непосредственном контакте с ПГН, ТК и ЛПС следует сокращать длительность контакта иммунокомпетентных клеток с указанными эндотоксинами, а также снижать действующую концентрацию последних.
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