АННОТАЦИЯ

Пул растворимых дифференцировочных молекул и молекул главного комплекса гистосовместимости клеток иммунной системы является одним из компонентов глобальной иммунологической сети, обеспечивающей реализацию иммунного ответа. Этот пул характеризуется чрезвычайным разнообразием. Кроме того, многообразие путей образования растворимых форм мембранных антигенов клеток иммунной системы приводит к существованию их множественных структурных форм, обладающих разными функциональными свойствами. Механизмы их регулирующего действия также довольно разнообразны. Растворимые формы мембранных белков клеток иммунной системы рассматривают в качестве эндогенных иммунорегуляторных факторов, тесно связанных с работой всех звеньев иммунного ответа. Показано, что растворимые дифференцировочные молекулы могут присутствовать в крови в различных структурных состояниях, формируя белковые наноструктуры в виде олигомеров, состоящих из нескольких идентичных единиц и ассоциатов, построенных на принципах лиганд-рецепторного взаимодействия. Следовательно, эффекторное действие растворимых форм мембранных белков клеток иммунной системы зависит от особенностей их структурной организации. Нарушение их равновесного содержания в межклеточном пространстве и биологических жидкостях приводит к модуляции межклеточных мембранных взаимодействий. Разнообразие пула растворимых дифференцировочных молекул дополняется тем, что они могут образовываться, наряду с мембранными, в результате альтернативного сплайсинга пре-мРНК. Однако, в большинстве случаев, в том числе при вирусных заболеваниях, отсутствует информация о взаимоотношениях между отдельными составляющими пула растворимых молекул, особенностях его организации при нарушениях гомеостаза разного происхождения, связи пула растворимых молекул с генотипическими особенностями организма.
Целью проекта является структурно-функциональное состояние пула растворимых дифференцировочных молекул и молекул гистосовместимости при вирусных инфекциях.
Основными задачами в соответствии с поставленной целью являются: 
Оценить характер изменения сывороточного содержания суммарных и олигомерных фракций растворимых CD8, CD16, СD18, CD25, CD38, CD50, CD54, CD95 молекул при герпетических инфекциях (простом герпесе, цитомегаловирусной инфекции, ВЭБ-инфекции).

Исследовать сывороточное содержание растворимых комплексов CD18-CD50, CD18-CD54, растворимых гетеродимеров Мас-1, CD11b-CD50, CD11b-CD54 и HLA I-CD8 при герпесвирусных инфекциях и вирусных гепатитах В и С.

Провести анализ изменений в спектре альтернативных форм матричной РНК CD95 молекул в клетках крови больных герпесом в сопоставлении с сывороточным уровнем суммарной и олигомерной фракций растворимых молекул CD95.

Определить возможность создания новых методов иммуномониторинга актуальных вирусных инфекций на основе оценки структурно-функционального состояния сывороточного пула растворимых дифференцировочных молекул и молекул гистосовместимости.

На первом этапе работы были проведены исследования, направленные на оценку сывороточного содержания суммарной и олигомерной фракций растворимых молекул CD95 (Fas) при герпесвирусных инфекциях. С помощью иммуноферментного анализа с применением моноклональных антител против молекул CD95 в сыворотке крови больных герпесом были сопоставлены изменения в содержании суммарной и олигомерной фракций растворимых молекул CD95 и получена информация о функциональной значимости обнаруженных изменений.
При опоясывающем герпесе сывороточное содержание суммарных и олигомерных фракций растворимых молекул CD95 не отличалось от показателей здоровых волонтеров. Мы полагаем, это может быть обусловлено тем, что при опоясывающем герпесе ответ на вирус, связанный с реализацией апоптоза, отсутствует. Следовательно, отсутствие апоптоза может стать одной из причин тяжелого течения повторного заболевания, вызванного вирусом Varicella zoster.
При инфекционном мононуклеозе и при цитомегаловирусной инфекции показано статистически значимое увеличение сывороточной концентрации суммарной и олигомерной фракций растворимой молекулы CD95 с преобладанием последней. Регистрируемые изменения направлены на ограничение противовирусного иммунного ответа и сохранение клеток лимфоидной ткани, что может быть звеном патогенеза, которое обеспечивает пожизненное сохранение герпесвирусов.
В ходе выполнения данного этапа нами проведена раздельная детекция мРНК мембранной и растворимых форм дифференцировочной молекулы CD95 при герпесвирусных инфекциях с помощью ОТ-ПЦР. С использованием полимеразной цепной реакции, сопряженной с обратной транскрипцией изучены особенности спектров альтернативных форм мРНК CD95, характерные для клеток периферической крови больных герпесом.
В клетках крови лиц, инфицированных герпесвирусами, обнаружено 27 спектров форм, характеризующихся различным числом и составом альтернативных вариантов мРНК CD95/Fas. «Полный» спектр форм, включающий 6 вариантов мРНК CD95/Fas, выявлялся в 27 % образцов крови при инфицировании ВВО, в 24 % образцов крови при ВЭБ-инфекции, в 50 % образцов при инфицировании ЦМВ и в 38 % образцов при микст-инфекции.

В норме наличие всех 6 альтернативных вариантов мРНК CD95/Fas отражает отсутствие функциональных нарушений иммунокомпетентных клеток и обусловливает сбалансированную регуляцию начальных этапов сигнального каскада апоптоза. Вместе с тем, наличие «полного» спектра форм мРНК CD95/Fas у пациентов с герпесвирусной инфекцией может свидетельствовать о наличии патофизиологических изменений функционального статуса иммунокомпетентных клеток организма-хозяина, препятствующих инициации сигнальных событий апоптоза и как следствие, не приводящих к элиминации вирусного потомства.
Анализ встречаемости отдельных вариантов мРНК CD95/Fas при герпесвирусной инфекции показал, что мРНК mFas выявлялась в 100 % исследованных образцов крови, а мРНК FasTMDel в 88 % исследованных образцов. В отсутствии экспрессии в 12 % образцов мРНК FasTMDel в клетках крови обнаруживалась мРНК FasExo3,4,6Del. В рамках гипотезы о регуляции экспрессии мажорных (доминирующих) вариантов молекул с помощью минорных форм можно предположить, что минорная форма FasExo3,4,6Del оказывает негативное влияние на уровень экспрессии мРНК FasTMDel, вызывая деградацию последней. Частота встречаемости минорных альтернативных форм мРНК CD95/Fas варьировала. Показано, что при инфицировании ВВО и ВЭБ-инфекции мРНК FasExo4Del и FasExo3,4,6Del форм, соответственно, статистически значимо встречались чаще других минорных вариантов. Инфицирование ЦМВ, а также смешанная инфекция не приводили к статистически значимым различиям в частоте встречаемости минорных форм мРНК CD95/Fas. Мы полагаем, что наличие или отсутствие различий в частоте встречаемости мРНК минорных форм CD95/Fas вносит вклад в модуляцию сигнальных событий апоптоза и является отражением функционального статуса иммунокомпетентных клеток в ответ на инфицирование герпесвирусами определенной этиологической группы.

Полученные результаты были сопоставлены с данными о сывороточном содержании различных наноструктурных форм молекул Fas. Не выявлено корреляционной взаимосвязи между сывороточным уровнем суммарного и олигомерного растворимого CD95/Fas у пациентов с герпесвирусной инфекцией и составом спектров форм мРНК CD95/Fas, выявляемых в иммунокомпетентных клетках крови.
В целом, полученные данные позволяют сформировать представления о структурно-фунциональном состоянии пула растворимых CD95/Fas молекул в норме и при герпесвирусных заболеваниях. Информация о наличии в сыворотке крови олигомерных форм молекул внесет вклад в развитие протеомики взаимодействий. Результаты работы явятся базой для разработки новых молекулярно-иммунологических и молекулярно-биологических подходов к мониторингу вирусных заболеваний.
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