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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

	2’,5’-ApApA
	«корова» (дефосфорильована) форма олігоаденілату

	2,5-ОА
	2,5-олігоаденілат

	АЦП
	Аналогово-цифровий перетворювач

	днРНК
	Двониткова РНК

	ІФН
	Інтерферон

	ПЕОМ
	Персональна електронно-обчислювальна машина

	ТЕА
	Тетраетіламоній

	ТТХ
	Тетродотоксин

	ЦАП
	Цифро-аналоговий перетворювач

	Kv
	Потенціал-чутливі калієві канали

	NGF (nerve growth factor)
	Фактор росту нервів

	Shaker, Shab, Shaw, Shal
	Типи калієвих каналів


ВСТУП

Актуальність теми. Інтерферони (ІФН-и) являють собою білкові молекули, що належать до групи цитокінів. Вони регулюють клітинний ріст, диференціювання, викликають антивірусний та антипроліферативний ефекти. В літературі описано п'ять різновидів інтерферонів, розділених на дві групи. В першу групу входять ІФН-(, ІФН-(, ІФН-( і ІФН-(, в другу ІНФ-(. ІФН-( є мультигенним сімейством [1].

Рекомбінантні ІФН-(2a і ІФН-(2b широко використовують в клініці при лікуванні низки вірусних і онкологічних захворювань. Іфн-( може викликати деякі неврологічні ускладнення, що пов'язують з їх безпосереднім впливом на певні структури мозку [2, 3]. Для визначення можливих причин такої дії вивчався вплив рекомбінантного людського ІФН-(2b на іонні провідності, що забезпечують електричну збудливість і відіграють значну роль у механізмах інтегративної активності нервових клітин.

У функціонуванні механізмів електричної збудливості нервових клітин важливу роль відіграють також потенціал-керовані іонні канали. Властива кожному типу нейронів комбінація іонних каналів дозволяє кожному нейрону відповідати специфічним чином на певний сигнал у певний час. Іонні канали являють собою найбільш поширені мішені для дії низки сигнальних систем, оскільки властивості багатьох різновидів іонних каналів модулюються шляхом дії вторинних посередників, активованих нейромедіаторами та іншими стимулами. Подібну дію можуть проявляти і фактори, що впливають на проліферацію клітин [4, 5].

Значна роль у функціонуванні механізмів електричної збудливості належить потенціал-керованим натрієвим каналам. Зручною моделлю для досліджень впливу інтерферону на потенціал-керовані натрієві канали є культура клітин людської нейробластоми IMR-32. Вона може необмежено ділитися in vitro, генерувати потенціали дії, має значні натрієві струми та рецептори до інтерферонів I типу. А оскільки інтерферони – видоспецифічні, то необхідні клітини людського походження.

Одним з важливих механізмів реалізації дії інтерферону на клітини-мішені є синтез особливого типу олігонуклеотидів - 2’,5’-олігоаденілатів. При дії на 2’,5’-олігоаденілати внутрішньоклітинних фосфатаз вони перетворюються в дефосфорильовану “корову” форму, що виконує важливу сигнальну функцію, проявляючи антипроліферативну та антивірусну активність [6].

Відомо, що під час ритмічної активності нервових клітин зовнішньо-клітинна концентрація іонів калію зростає у декілька разів [7]. Сучасні дослідження показали, що підвищення зовнішньо-клітинної концентрації іонів калію також може проявляти модулюючу дію на механізми інактивації потенціал-керованих калієвих струмів [8].

Для вивчення дії модулюючих факторів на калієву провідність широко застосовують клітини феохромоцитоми щура РС-12, оскільки потенціал-керована калієва провідність клітин PC-12 є домінуючою, що дозволяє використовувати ці клітини як адекватну модель для дослідження впливу корового олігоаденілату 2,5-АрАрА на потенціал-залежність і кінетичні характеристики калієвих струмів.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Робота виконана в рамках наукової програми відділу загальної фізіології нервової системи Інституту фізіології ім. О.О. Богомольця НАН України: “Молекулярні механізми інтегративної функції нервових клітин в нормі та при мозковій патології”, а також за підтримки Державного Фонду Фундаментальних Досліджень України (грант 5.4/321).

Мета і задачі дослідження. Мета роботи полягала в з’ясуванні впливу рекомбінантного людського ІФН-(2b на потенціал-керовані натрієву та калієву провідності, що відіграють вирішальну роль в електричній збудливості нервових клітин. Головними задачами було:

1. З’ясувати вплив ІФН-(2b на потенціал-керовані натрієву та калієву провідності.

2. З’ясувати дію одного з головних внутрішньоклітинних посередників дії інтерферонів - “корового” олігоаденілату 2’,5’-ApApA на потенціал-керовані натрієву та калієву провідності.

Об’єкт дослідження – нервово-імунні взаємодії.

Предмет дослідження - механізми дії інтерферону на іонні провідності, що забезпечують електричну збудливість клітин нервового походження.

Методи дослідження. Була застосована фіксація потенціалу на цілій клітині та внутрішньоклітинний діаліз з використанням позаклітинних та внутрішньоклітинних впливів.

Наукова новизна одержаних результатів. Отримані дані про дію ІФН-(2b та “корового” олігоаденілату 2’,5’-ApApA на фізико-хімічні характеристики функціонування потенціал-керованих натрієвих каналів.

Вперше продемонстровано модулюючий вплив “корового” олігоаденілату 2’,5’-ApApA на потенціал-чутливість та кінетичні характеристики калієвих струмів.

Продемонстровано вплив 2’,5’-олігоаденілату і зовнішньо-клітинної концентрації іонів калію на механізми інактивації калієвої провідності.

Практичне значення одержаних результатів. Отримані результати розширюють існуючі уявлення про нейротропну дію інтерферонів

Особистий внесок здобувача. Всі експерименти, описані в роботі, обробка та інтерпретація результатів були виконані автором особисто.

Апробація результатів дисертації. Основні положення роботи доповідалися і обговорювалися на міжнародній конференції “Роль нейромедиаторов и регуляторных пептидов в процессах жизнедеятельности” (Мінськ, 1999), міжнародній конференції "ИНФОРМОТЕРАПИЯ: теоретические аспекты и практическое применение" (Київ, 1999), III Національному Конгресі патофізіологів України з міжнародною участю, присвяченому 100-річчю від дня народження академіка АМН СРСР М.М. Горева (Одеса, 2000), міжгалузевій конференції молодих вчених-2000 (Київ 2000), міжнародній конференції молодих вчених “ MEMBRANES AND SIGNALING” (Київ, 2000), 3rd Parnas Conference “Mechanisms of cellular signal transduction and communication” (Львів, 2000), міжнародній конференції «Биологически активные соединения в регуляции метаболического гомеостаза» (Гродно, 2000).

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 11 робіт, з яких 4 - статті у наукових фахових журналах, 7 - є тезами доповідей з’їздів та конференцій.

ВИСНОВКИ

За допомогою методу фіксації потенціалу і в умовах внутрішньоклітинного діалізу проведено дослідження впливу інтерферону-(2b (лаферону) та “корового” олігоаденілату (2’,5’-ApApA) на механізми електричної збудливості клітин нервового походження.

1. Чутливість клонованих клітин людської нейробластоми IMR-32 до рекомбінантного людського інтерферону-(2b (лаферону) доводить наявність в цих клітинах рецепторів для інтерферону-( та робить ці клітини зручним об’єктом для вивчення дії людського інтерферону-( на нейрональну збудливість.

2. Суттєве зменшення потенціал-залежності стаціонарної активації натрієвих каналів, що забезпечують натрієву провідність при дії лаферона вказує на їх певну модифікацію, яка пов’язана з конформаційними змінами в сенсорі напруги каналу.

3. Відсутність впливу лаферону на потенціал-залежність стаціонарної активації калієвих каналів та різниця в дії “корових” 2’,5’-олігоаденілатів та лаферону, на потенціал-чутливість активації потенціал-керованих натрієвих каналів свідчить про різні механізми дії лаферону та “корових” 2’,5’-олігоаденілатів на натрієві канали.

4. Внутрішньоклітинна дія 2’,5’-ApApA призводила до збільшення потенціал-залежності К+-каналів і більш чіткого прояву їх інактивації, що обумовлено конформаційними змінами не тільки в сенсорі напруги, а також в порі каналу та в структурах, що забезпечують С-тип інактивації калієвого каналу. Це доводить подальше прискорення процесу інактивації калієвих каналів при дії “корових” 2’,5’-олігоаденілатів на фоні модулюючого впливу зміни позаклітинної концентрації іонів калію.

5. Зростання позаклітинної концентрації іонів калію прискорює вихід калієвих каналів з інактивації та прискорює повільну інактивацію. Така поведінка притаманна калієвим каналам, що мають Р/С-тип інактивації.

6. Приведені результати демонструють, що лаферон та 2’,5’-ApApA призводять до значних змін електричної збудливості клітин нервового походження, модулюючи потенціал-чутливість та кінетичні характеристики натрієвих та калієвих каналів, котрі забезпечують електричну збудливість клітин.
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