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СПИСОК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

ААТ – альфа-1-антитрипсин 
АМГ – альфа-2-макроглобулін
Б-Дж – білки Бенс-Джонса
ВК – вуглеводні компоненти
ЕПА – еластазоподібна активність
ІЛ – інтактний лектин 
ІМ – інфаркт міокарду
ІТ – індекс тяжкості
ЛФА – лектиноферментний аналіз
ММ – множинна мієлома 
НГ – неспецифічне глікозилювання
ПААГ – поліакриламідний гель 
РШ – рак шлунка
ТПА – трипсиноподібна активність
Фр – фрагменти імуноглобулінів
ЦД – цукровий діабет
BSA – бичачий сироватковий альбумін 
Fuc – фукоза
Gal – галактоза
GlcNAc – N-ацетилглюкозамін
GalNAc – N-ацетилгалактозамін
IgG – імуноглобулін G
Man – маноза
NeuAc – сіалова кислота 
pI – ізоелектрична точка імуноглобулінів
PAGE – диск-електрофорез в поліакріламидному гелі 
PBS – 0,005 М фосфатний буферний розчин з 0,15 М NaCl, рН = 7,4
SDS-PAGE – диск-електрофорез в поліакриламідному гелі в присутності додецилсульфату натрію


ВСТУП

Актуальність теми. Онкологічні захворювання призводять до високої смертності населення України, займаючи в її структурі друге місце [1], а темпи захворюваності цією патологією займають одне з провідних місць серед європейських держав. Так, щорічно в Україні виявляється біля 15-16 тис. нових випадків раку шлунка (РШ) [2, 3]. Тому дослідження патогенетичних ланок онкологічної патології стає все більш актуальним. До числа найбільш поширених злоякісних новоутворень вісцеральних органів відноситься РШ, а гемобластозів – множинна мієлома (ММ). 
Злоякісний ріст клітин супроводжується істотними зрушеннями в протеолітичній системі крові і тканин. Причиною подібних змін є той факт, що ріст пухлини асоціюється з локальною секрецією нею протеолітичних ферментів, в результаті якої в зоні активної інвазії стає безперешкодним поширення пухлинних клітин в “очищене” внаслідок тканинної деструкції місце [4]. 
Ріст активності протеїназ призводить до посиленого вироблення їх інгібіторів. Так, при злоякісних новоутвореннях активність α1-антихімотрипсину, С1-інактиватора і α1-інгібітора протеїназ збільшується [4]. У пацієнтів з РШ виявлена висока експресія пухлино-асоційованого інгібітору трипсину, ріст його активності найбільш характерний для ранніх стадій розвитку захворювання, що може служити, на думку авторів, прогностичним чинником [5]. 
Отже, вивчення активності протеолітичних ферментів та інгібіторного потенціалу крові хворих на РШ в різні стадії хвороби дозволить запропонувати прогностичний критерій тяжкості розвитку РШ та віддаленого метастазування. 
З іншого боку, протеолітичні ферменти розщеплюють ділянки онкологічних клітин, відповідальних за імуноспецифічність, тим самим, знижуючи їхні антигенні властивості. Процеси протеолізу можуть торкнутися також сироваткових імуноглобулінів; зміна модифікації останніх може призвести до падіння їх антигензв'язуючої здатності, а отже, до зниження протипухлинного гуморального імунітету [6]. 
Пухлинна тканина характеризується активацією процесів гліколізу і негативним ефектом Пастера – розпадом вуглеводів до пірувата і перетворення його в молочну кислоту в присутності кисню [7]. Не дивлячись на посилення ангіогенезу, пухлинні клітини в міру росту зазнають дефіцит кисню. Гіпоксія, що розвивається, призводить до появи фенотипічно більш агресивних клітин [8–12], які  відрізняються інвазивним ростом [13, 14] та активним регіонарним і віддаленим метастазуванням [15–17]. З іншого боку, розвиток злоякісних новоутворень супроводжується також деструкцією пухлинних клітин і їх некрозом внаслідок часткового розпаду пухлини, при цьому в міжклітинному матриксі, а потім й у крові з'являються вільні моно- і олігосахариди, а також частина активних ферментів, зокрема, лізосомальні і цитоплазматичні глікозидази і протеїнази [7]. Проте залишається неясним взаємозв'язок активності системи протеолізу сироватки крові і глікозилювання сироваткових глікопротеїнів, зокрема, IgG. 
Вивчення ВК є перспективним напрямом в імунології, що дозволяє детальніше вивчити механізми виникнення злоякісних новоутворень і, отже, позначити нові методи їх діагностики. Недостатньо вивчений внесок вуглеводних компонентів (ВК) в конформацію імуноглобулінів, також неповністю розкрита функція ВК в процесі біосинтезу Ig, їх роль в стійкості імуноглобулінів до дії протеаз. 
Як відомо, одним із методів вивчення глікозилювання імуноглобулінів є лектиноферментний аналіз (ЛФА). Простота проведення ЛФА робить цей метод все більш привабливим для дослідження ВК імуноглобулінів. Цікавий не сам факт використання лектинів як зондів глікозилювання [18], а безпосередній механізм їх зв'язування з імуноглобулінами, зокрема, з класами G. Механізми  зв’язування  IgG з лектинами, наприклад, внесок неспецифічних контактів, участь антигензв'язуючої ділянки IgG до кінця не з'ясовані. Вирішенню цих завдань сприяло б більш поглиблене вивчення взаємодії імуноглобулінів з лектинами під час проведення ЛФА, а також розробка методики, що дозволяє з достатньою впевненістю судити про зміні глікозилювання молекул IgG при розвитку онкологічного процесу.
Деякі автори підкреслюють, що при розвитку онкологічних захворювань відбувається посилення процесів глікозилювання. Так, в сироватці крові хворих  на рак молочної залози виявлено підвищення активності сіалілтрансферази; відмічено, що у цих хворих прогресія пухлини, зокрема, метастазування, призводить до активнішого глікозилювання [19]. Виявлено, що активність ацетилглюкозамінтрансферази в пухлинній тканині у хворих на рак прямої кишки знаходиться в прямій залежності від метастазування [20]. Тому особливий інтерес викликає вивчення змін глікозилювання молекул IgG у хворих на РШ, тим більше, що подібних досліджень в доступній нам літературі ми не виявили. 
У онкологічних хворих простежити внесок чинників гіперглікемії і некроз в глікозилювання молекул IgG не представляється можливим внаслідок того, що на етапі пухлинної прогресії ці пацієнти виявляються або поза полем зору лікарів, або піддаються радикальному оперативному втручанню з видаленням первинної пухлини. Оскільки підвищення рівня глюкози в крові є чинником, що призводить до розвитку РШ [21], для дослідження у цих хворих внеску гіперглікемії в неспецифічне глікозилювання (НГ) імуноглобулінів найбільш зручною моделлю є пацієнти з цукровим діабетом (ЦД), для аналізу ролі гіпоксії і некрозу клітин – хворі з інфарктом міокарду (ІМ). Нами пропонується для оцінки вищезазначених чинників провести аналіз глікозилювання молекул IgG хворих з ЦД (гіперглікемія) і ІМ (некроз), а також порівняти одержані результати з аналізом глікозилювання IgG у хворих з поєднаною патологією – ЦД, ускладненим ІМ. 
При розвитку парапротеїнемічних гемобластозів також відбуваються зміни ВК імуноглобулінів. Так, на Fab-фрагментах IgG у хворих на ММ виявлені ділянки підвищеного сіалірування і фукозилювання [22], більш того, рівень сіалірування IgG розглядається як маркер малігнізації парапротеїнемій [23]. Відмінність в глікозилюванні легких ланцюгів парапротеїнів знаходить віддзеркалення також в їх електрофоретичній рухливості [24]. 
Проте нам представляється важливим не просто дослідження глікозилювання сироваткових парапротеїнів, але і пошук певної кореляції цього показника з їх рухливістю в електричному полі. Це дозволить оцінити внесок вуглеводних структур в найважливішу характеристику молекул імуноглобулінів – їхній заряд. Представляє інтерес внесок конкретних вуглеводів в кінцеву структуру олігосахаридного ланцюга і зміну заряду імуноглобулінів у процесі глікозилювання, адже в патогенезі злоякісних новоутворень важливу роль грає також зміна заряду пухлинних клітин. Пухлинні клітини мають в основному негативний заряд, величина якого наближається до величини заряду лімфоцитів [7, 18], що дозволяє їм вийти з-під імунного нагляду. 
Отже, злоякісний процес здатний зруйнувати крихку рівновагу в системі протеїнази-інгібітори, а з іншого боку, призвести до змін в будові ВК IgG. Дефектне глікозилювання може стати причиною зменшення толерантності молекул імуноглобулінів до сироваткових протеаз, а, значить, очевидно, знижує протипухлинну активність всієї імунної системи. Припускається, що, навпаки, в деяких випадках аномальне глікозилювання IgG може істотно підвищити їх стійкість до протеазної системи. Тим самим, навпаки, відбувається додаткова мобілізація гуморальної сфери імунітету. 
Таким чином, вивчення змін в системі протеолізу і його роль в глікозилювання IgG сироватки крові дозволить з'ясувати основні механізми зниження протипухлинної активності імунної системи хворих з онкологічними захворюваннями, а також запропонувати клінічні індекси, що дозволяють оцінити тяжкість їх розвитку.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дана робота виконана в рамках наукової тематики кафедри патологічної фізіології Кримського державного медичного університету ім. С. І. Георгієвського “Розробка підходів для оцінки патогенетичної ролі тканинних протеїназ і їхніх інгібіторів при системних і локальних патологічних процесах” (номер державної реєстрації 0107U001255). Шифр теми 02/07.
Мета дослідження: встановити роль системи протеолізу і глікозилювання імуноглобулінів в патогенезі злоякісних новоутворень, експериментально довести взаємозв'язок цих патогенетичних ланок з конформаційними змінами імуноглобулінів, що супроводжуються зменшенням їх стійкості до дії протеолітичних ферментів. 
Завдання дослідження:
1. Вивчити активність трипсиноподібних і еластазоподібних протеїназ і активність інгібіторів протеїназ (альфа-1-антитрипсину і альфа-2-макроглобуліну) сироватки крові у первинних хворих на ММ і РШ, встановити їх патогенетичне значення в пухлинному процесі.
2. Розробити на основі даних активності протеолітичних ферментів та їх інгібіторів критерій тяжкості розвитку РШ.
3. Обґрунтувати доцільність застосування і визначити діагностичну значимість лектиноферментного аналізу (ЛФА) в онкологічній практиці. 
4. Дослідити особливості глікозилювання імуноглобулінів G та встановити їхнє патогенетичне значення у хворих на ММ і РШ.
5. Вивчити взаємозв'язок змін активності протеїназ-інгібіторної системи і глікозилювання імуноглобулінів G з конформаційною стійкістю останніх. 

Об'єкт дослідження: здорові люди, клінічні групи первинних хворих  на РШ до оперативного втручання, пацієнтів з рецидивом РШ і хворих на ММ з різними стадіями тяжкості захворювання. 
Предмет дослідження: стан протеїназ-інгібіторної системи сироватки крові у хворих на РШ і ММ, глікозилювання їхніх сироваткових імуноглобулінів G, аналіз стійкості імуноглобулінів до денатурації та до дії протеолітичних ферментів. 
Методи дослідження: а) клінічні – ступінь тяжкості розвитку захворювання на основі цитологічних і об'єктивних даних; б) біохімічні – дослідження активності протеїназ сироватки крові та їх інгібіторів, іонообмінна хроматографія сироваткових імуноглобулінів G; в) електрофоретичні – електрофорез в гелі агару і в поліакриламідному гелі; г) статистичні – аналіз кореляції і зв'язки між параметрами. 

Наукова новизна одержаних результатів. Наукова новизна полягає в експериментальному доказі значущості змін активності системи протеолізу і ВК імуноглобулінів класу G в патогенезі РШ і ММ. 
Вперше виявлено взаємозв'язок стадії розвитку РШ (віддаленого метастазування) зі зрушеннями активності протеїназ і інгібіторного потенціалу сироватки крові, що дозволило запропонувати спосіб оцінки тяжкості захворювання. Виявлено, що у хворих на РШ, котрі знаходяться в термінальній стадії захворювання, імуноглобуліни G податливіші трипсиновому гідролізу, ніж у здорових людей та у пацієнтів без віддалених метастазів. 
Вперше за допомогою запропонованої нами нової методики ЛФА проведено дослідження взаємодії лектинів з імуноглобулінами G хворих на РШ, доведено роль антигензв'язуючого фрагмента IgG в зв’язуванні з лектинами. 
Встановлено, що гіперглікемія і некроз клітин можуть вносити свій внесок в процес НГ імуноглобулінів. При цьому на моделі хворих на ЦД і ІМ показано, що найбільш глибокі зміни  ВК імуноглобулінів відбуваються при поєднанні цих двох процесів. 
Показано, що у хворих на РШ відбуваються зміни ВК поліклональних IgG: спостерігається їх надмірне глікозилювання, розвиток віддалених метастазів супроводжується посиленням манозилювання. Виявлено, що гіперглікозилювання IgG корелює з падінням їх стійкості до дії трипсину.
Доведено, що глікозилювання парапротеїнів хворих на ММ порівняно з контрольним поліклональним IgG відрізняється як вищим вмістом цукрів, так і низьким. Вперше виявлена кореляція рухливості парапротеїнів в електричному полі, тобто їх заряду з рівнем манозилювання: виявлено, що ріст вмісту манози супроводжується падінням мобільності парапротеїнів. 
Виявлено, що при ММ аномальне глікозилювання зачіпає не тільки парапротеїни, але і поліклональну фракцію IgG. Виявлено, що високоглікозильовані парапротеїни по порівнянню з контрольним поліклональним IgG і з парапротеїнами з низьким вмістом  цукрів володіли меншою стабільністю до денатурації під час проведення диск-електрофорезу в поліакриламідному гелі у присутності додецилсульфату натрію (SDS-PAGE).
Розкрито принципово новий механізм зниження гуморального імунітету у хворих зі злоякісними новоутвореннями: надмірне глікозилювання сироваткових імуноглобулінів G супроводжується падінням їх конформаційної стійкості та зниженням стійкості до дії протеїназ. 
На підставі даних активності компонентів протеїназ-інгібіторної системи нами запропонований новий індекс, що дозволяє оцінити тяжкість і прогноз розвитку РШ, а саме важливий для клініцистів етап розвитку захворювання – початок віддаленого метастазування. 
Практична цінність одержаних результатів. Одержані в ході експериментів дані розширюють уявлення про взаємозв'язок протеїназ сироватки крові, їх інгібіторів і глікозилювання сироваткових імуноглобулінів G, а також їх загальному внеску в патогенез злоякісних новоутворень. Результати цих досліджень пояснюють причини зниження гуморального імунітету у хворих на РШ і ММ і можуть лягти в основу розробки нових методів патогенетичної корекції їх імунодефіциту.
У результаті проведених експериментальних досліджень створена наукова основа для клінічного прогнозування віддаленого метастазування та запропонована критерії оцінки тяжкість розвитку РШ.
Запропонована нами методика ЛФА може бути успішно застосована в клінічних лабораторіях не тільки як спосіб реєстрації глибини змін структури олігосахаридних ланцюгів імуноглобулінів, але і як оцінний критерій тяжкості розвитку захворювання. Обґрунтовано наукові висновки і рекомендації для наукового і практичного застосування одержаних результатів. 
Пріоритетність вказаних способів підтверджена декларативними патентами України на корисну модель. 
Матеріали роботи впроваджені в навчальний процес на кафедрах патофізіології Кримського державного медичного університету ім. С. І. Георгієвського, Донецького національного медичного університету ім. М. Горького, Харківського національного медичного університету, Тернопільського державного медичного університету ім. І. Я. Горбачевського, Івано-Франківського державного медичного університету і у Кримському республіканському клінічному онкологічному диспансері.
Особистий внесок здобувача.  Описані в роботі дані – результат самостійного виконання дисертантом експериментальних досліджень. Автором самостійно проведений патентно-інформаційний пошук, аналіз актуальності та ступеня вивчення проблеми, визначені напрями досліджень, мета і завдання дисертаційної роботи, проведені огляд і аналіз літератури за темою дисертаційної роботи, позначені методологічні підходи, відпрацьовані моделі проведення експериментальних досліджень, всі методики і дослідження проведені автором особисто. Крім того, автором проведений аналіз, систематизація і статистична обробка результатів дослідження, розроблені основні положення дисертації. Обгрунтовані наукові висновки і рекомендації для наукового і практичного використання одержаних результатів. Розроблені новий метод ЛФА та індекс тяжкості хворих на РШ. 
У роботі використані біохімічні, електрофоретичні, спектральні, клінічні і статистичні методи, які вимагають спеціальної підготовки і досвіду, тому автор висловлює щиру вдячність і подяку за консультативну допомогу професорів Кримського державного медичного університету ім. С. І. Георгієвського А. В. Кубишкіна, О. Г. Косика, доцента П. Ф. Семенця, доцента Таврійського Національного університету ім. В. І. Вернадського М.В. Ширяєва. 
Апробація результатів дослідження. Результати дослідження доповідалися на: 2-му з'їзді онкологів країн СНД (Київ, 2000 р.); 6-му читанні ім. В. В. Підвисоцького, присвячених 150-річчю з дня народження (Одеса, 2007 р.), науково-практичній  конференції “Актуальные вопросы патофизиологии” (Ялта, 2006 р.). 
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 10 наукових праць, з них: 7 – статті в ліцензованих ВАК України журналах і збірках, 3 з яких – моноавторські, 4 – в співавторстві; 3 – в матеріалах і тезах з'їздів і наукових конференцій. Отримано 2 декларативні патенти України на корисну модель. 



ВИСНОВКИ
У дисертаційній роботі надано теоретичне узагальнення результатів клініко-експериментальних досліджень і запропоновано нове рішення наукового завдання, яке полягає в установленні ролі компонентів системи протеолізу і процесів глікозилювання сироваткових імуноглобулінів G в патогенезі злоякісних новоутворень. Доведено, що зрушення балансу в системі протеїнази-інгібітори та аномальне глікозилювання призводять до змін конформації імуноглобулінів та їх низької стійкості до дії протеїназ, що є однією з причин зниження гуморального імунітету при розвитку злоякісних новоутворень. 
1. У сироватці крові первинних хворих на РШ і ММ відбуваються суттєві зміни активності  протеїназ -інгібіторної системи – ріст інгібіторного потенціалу та зниження активності протеїназ. Розвиток злоякісного новоутворення та його прогресія супроводжуються достовірним ростом активності ААТ (p<0,001)  та суттєвим зниженням ТПА (p<0,001), між цими параметрами виявлено негативний кореляційний зв'язок  (r=-0,34, р<0,05). Падіння активності (p<0,001) АМГ і ЕПА виявлено лише у хворих на  РШ з розвитком віддаленого метастазування; у цих пацієнтів виявлена негативна кореляція між рівнем активності ААТ і АМГ (r=-0,49, р<0,01).    
2. Запропоновано ІТ, який обєднує в математичній формулі показники ААТ, ТПА і АМГ. По даному індексу виявлена достовірна різниця між пацієнтами з РШ без віддалених метастазів і з ними (p<0,01): його рівень менше 77 Од свідчить про відсутність віддаленого метастазування та є сприятливим прогностичним чинником.
3. Розроблена універсальна методика ЛФА, за допомогою якої зареєстровані суттєві зміни ступеня манозилювання сироваткових імуноглобулінів G у хворих на РШ і ММ. Доведено, що найбільшою афінністю до  лектинів володіє Fab-фрагмент антитіл. Методом ЛФА проведено дослідження глікозилювання IgG у пацієнтів з рідкими клінічними випадками онкопатології.
4. Установлено, що розвиток РШ супроводжується підвищенням манозилювання молекул IgG (p<0,001), що може служити критерієм тяжкості захворювання. Так, у хворих без віддалених метастазів зростання становило 42,5%, в той час як у пацієнтів з віддаленим метастазуванням – 59,2% (рівень значимості достовірності відмінностей між групами хворих на РШ – р<0,05). Доведено, що при ММ відбувається як підвищення глікозилювання парапротеїнів IgG по залишкам Man, GlcNAc, Gal, так і зниження по цих моносахаридах. Показано, що глікозилювання парапротеинів корелює з їх конформаційними особливостями: зростання вмісту Man в парапротеїнах супроводжується зниженням їх заряду (коефіцієнт рангової кореляції Спірмена с -0,59, р<0,001) і падінням стійкості до денатурації (коефіцієнт рангової кореляції Спірмена с -0,57, p<0,05).
5. Виявлено, що  надлишковий рівень Man в сироваткових IgG є однією з причин зниження гуморального імунітету, зокрема, при прогресії пухлини – її віддаленому метастазуванні: ступінь манозилювання імуноглобулінів G має зворотну кореляцію з  їхньою стійкістю до протеїназ. При цьому найменш стійкими до розщеплення трипсином були імуноглобуліни з високим вмістом Man (коефіцієнт асоціації Юла становив 0,6). 
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