АННОТАЦИЯ

Одним из механизмов реализации иммунного ответа на вирусную инфекцию и опухолевый процесс является генетически программируемая гибель клетки (апоптоз). В регуляции иммунного ответа и апоптоза принимают участие представители белкового семейства «рецепторов смерти». У человека идентифицировано 6 «рецепторов смерти», характеризующихся разными уровнями экспрессии в зависимости от типа клеток. Одним из таких рецепторов является DR3/LARD, который экспрессируется в основном в лимфоидных клетках и лимфоцит-обогащенных тканях (тимус, селезенка). На низком уровне рецептор DR3/LARD представлен на поверхности эпителиальных клеток, остеобластов, а также некоторых линиях клеток лимфом. В зависимости от типа клеток стимуляция DR3/LARD приводит или к активации сигнальных событий апоптоза, или к пролиферации клеток.
Существует множество вариантов мРНК «рецепторов смерти», образующихся в результате альтернативного сплайсинга. Пул пре-мРНК DR3/LARD, подвергшийся альтернативному сплайсингу, приводит к образованию, по крайней мере, 14 различных вариантов зрелых мРНК. Из них 4 мРНК кодируют мембранные формы DR3/LARD, а 10 мРНК соответствуют растворимым вариантам рецептора Для DR3/LARD обнаружено изменение профиля экспрессии вариантов мРНК, кодирующих мембранные и растворимые формы рецептора, в зависимости от функционального статуса клеток. Показано, что нестимулированные клетки линии 239Т экспрессируют преимущественно растворимые формы, которые, как полагают, препятствуют передаче сигналов смерти внутрь клетки и блокируют апоптоз. Активация клеток сопровождается повышением уровня экспрессии мембранных вариантов DR3/LARD, участвующих в передаче цитотоксического сигнала внутрь клеток, инициируя апоптоз. Данные о встречаемости и функциональной роли сплайсинговых вариантов мРНК DR3/LARD в образцах периферической крови в норме и при герпесвирусной инфекции, а также в образцах крови и опухолевого очага при раке толстого кишечника (РТК) в литературе отсутствуют.
 Учитывая вышеизложенное, целью 4 этапа НИР явился сравнительный анализ спектров форм мРНК DR3/LARD в клетках крови в норме, при раке толстого кишечника и герпесвирусной инфекции.

В связи с поставленной целью были сформулированы следующие задачи:

проанализировать встречаемость сплайсинговых вариантов мРНК DR3/LARD в клетках крови здоровых волонтеров в зависимости от пола и возраста;
охарактеризовать спектры форм мРНК DR3/LARD, выявляемые в крови пациентов с герпесвирусной инфекцией в зависимости от пола и возраста инфицированных лиц, а также этиологии и особенностей течения инфекционного процесса;

оценить частоту выявления и качественный состав форм мРНК DR3/LARD  в образцах крови и опухолевого очага больных раком толстого кишечника в зависимости от пола, возраста, стадии и клинико-морфологических особенностей течения заболевания.
Материалом исследования явились образцы периферической крови здоровых волонтеров, пациентов с герпесвирусной инфекцией разной этиологии, образцы опухолевого очага и образцы крови больных РТК, а также 13 опухолевых клеточных линий человека различного происхождения.
Для дифференциальной детекции мРНК мембранных и растворимых форм DR3/LARD в пределах одной пробирки нами разработан метод, в основе которого лежит «гнездовой» вариант ОТ-ПЦР.
С помощью разработанного нами метода обнаружено, что в образцах крови здоровых волонтеров, пациентов с герпесвирусной инфекцией и больных РТК, а также образцах опухолевого очага и линиях злокачественно трансформированных клеток человека с различной частотой и в разных сочетаниях детектировались 4 варианта мРНК DR3/LARD (мРНК LARD 1a и мРНК DR3β кодируют мембранные белки, а мРНК LARD 3 и мРНК soluble DR3β кодируют растворимые белки).

У здоровых мужчин и женщин выявлялся сходный набор мРНК DR3/LARD. При этом мРНК LARD 1a и мРНК LARD3 детектировались чаще, чем мРНК DR3β. В разных возрастных группах исследуемый показатель многообразия форм мРНК DR3/LARD также менялся незначительно. Только в средней возрастной группе мРНК LARD 1a выявлялась чаще, чем мРНК DR3β и мРНК soluble DR3β.

При РТК в образцах крови наметилась выраженная тенденция к снижению встречаемости отдельных сплайсинговых вариантов мРНК, не наблюдаемая в образцах крови здоровых волонтеров (мРНК LARD 1a>мРНК LARD 3>мРНК DR3β>мРНК soluble DR3β). По сравнению с нормой в образцах крови больных РТК снижалась частота выявления мРНК soluble DR3β. В образцах опухолевых очагов статистически значимо преобладала частота выявления трех вариантов мРНК DR3/LARD по сравнению с мРНК soluble DR3β (мРНК LARD 1a> мРНК DR3β>мРНК LARD 3>мРНК soluble DR3β). В 60% (18/30) образцов опухолевых очагов у больных РТК выявлялся именно такой спектр мРНК DR3/LARD. Точно такой же набор мРНК DR3/LARD был обнаружен нами и в опухолевых клетках аденокарциномы толстого кишечника линии SW-60 по сравнению с другими опухолевыми линиями клеток человека, экспрессирующими «полный набор» мРНК DR3/LARD. Проведенный анализ не выявил статистически значимой ассоциации между составом и частотой выявления сплайсинговых вариантов мРНК DR3/LARD и стадией РТК, а также степенью агрессивности опухоли, показателем которой является ее гистологический тип. Вместе с тем показано, что в образцах крови на второй стадии РТК мРНК LARD 1a выявлялась с большей частотой, чем мРНК soluble DR3β. На третьей стадии заболевания такая закономерность сохранялась, а также проявлялась и в отношении мРНК LARD 3, встречаемость которой также преобладала над встречаемостью мРНК soluble DR3β. Такая же картина наблюдалась в образцах крови больных РТК при умереннодифференцированной гистологической форме опухоли. В клетках опухолевого очага статистически значимые различия во встречаемости разных вариантов мРНК DR3/LARD по сравнению с мРНК soluble DR3β наблюдались на первых трех стадиях РТК, а также при умереннодифференцированной гистологической форме опухоли, достигая максимальных величин при высокой степени дифференцировки раковых клеток.
При герпесвирусной инфекции частота выявления отдельных сплайсинговых вариантов мРНК DR3/LARD в образцах крови пациентов была сходной с той, которая наблюдалась в образцах крови и образцах опухолевых очагов больных РТК. Т.е. мРНК LARD 1a, мРНК DR3β и мРНК LARD 3 детектировались чаще, чем мРНК soluble DR3β. В зависимости от этиологии герпесвирусной инфекции (вирус ветряной оспы, цитомегаловирус, вирус Эпштейна-Барр) в образцах крови пациентов спектр форм мРНК DR3/LARD варьировал. По сравнению со здоровыми волонтерами снижение частоты выявления мРНК soluble DR3β наблюдалось только при инфицировании вирусом ветряной оспы. В зависимости от тяжести течения инфекционного процесса различия в частоте выявления сплайсинговых вариантов мРНК DR3/LARD наблюдались только в группе пациентов со среднетяжелой формой течения заболевания. Они касались мРНК LARD 1а, мРНК LARD 3 и мРНК DR3β, встречаемость которых была выше встречаемости мРНК soluble DR3β.
Таким образом, исследование особенностей транскриптома клеток крови и клеток опухолевого очага, связанных с изменениями в спектрах форм мРНК DR3/LARD дополнило существующую информацию о состоянии системы «рецептор смерти/лиганд» и молекулярных механизмах иммунного ответа в норме, при раке толстого кишечника и герпесвирусной инфекции. 
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