АННОТАЦИЯ

Диссертационной работы аспиранта на соискание ученой степени кандидата биологических наук по   на тему: «Особенности транскрипционной активности иммунорегуляторных генов в клетках при активации разных типов рецепторов к ИЛ-1 медиатором в норме и при ревматоидном артрите» 

Актуальность темы

Цитокиновая сеть, как система механизмов регуляции межклеточных взаимодействий, выполняет центральную роль на всех этапах развития иммунных реакций. При этом иммунопатологические состояния, как правило характеризуются набором нарушений в разных звеньях иммунного ответа, и определенные факторы системы регуляции цитокинов могут быть ключевыми точками для запуска иммунопатологических реакций. Одним из современных перспективных подходов в клинической иммунологии является поиск новых молекулярных патогенетических мишеней для изменения функциональной активности субпопуляций иммунокомпетентных клеток, которые можно было бы использовать для диагностики, прогнозирования и терапии иммунопатологических состояний.

Исследования последних лет показывают, что интенсивность и вариабельность эффектов, оказываемых иммуномодуляторными цитокинами, в значительной мере зависят от количества экспрессируемых рецепторов на поверхности клеток. В частности, функциональный ответ клеток на медиатор зависит от уровня экспрессии мембраносвязанных рецепторов. Кроме того, показано, что при ко-экспрессии рецепторов разных типов возможна перекрестная активация их сигнальных путей с модуляцией действия цитокина. Таким образом, уровни экспрессии рецепторов к цитокинам на иммунокомпетентных клетках могут являться важной молекулярной мишенью для терапевтического воздействия, на которые все больше внимания обращают в своих работах ученые. 

Интерлейкин 1 бета (ИЛ-1-бета) это провоспалительный цитокин с широким спектром действия, активно участвует в развитии как местного, так и системного воспалительного процесса. Реализация эффектов цитокина возможна, только при связывании со специфическим рецептором 1 типа, что запускает каскад внутриклеточного сигналинга. Внутриклеточный домен IL-1R1 отвечает за инициацию воспалительных сигнальных процессов в клетках-мишенях. Рецепторы IL-1 типа 2 (IL-1R2) являются рецепторами-ловушками, поскольку у них отсутствует домен, передающий внутриклеточный сигнал для опосредования эффекта ИЛ-1. IL-1R2 может быть связан с плазматической мембраной или находится в растворимой, секретируемой форме [Bebes A, 2014]. Растворимые рецепторы IL-1 представляют собой внеклеточные домены мембраносвязанных рецепторов ИЛ-1, которые образуются либо в результате протеолитического расщепления, катализируемого специфическими металлопротеиназами, либо путем альтернативного сплайсинга (для 2 рецептора). Ключевой функцией растворимых рецепторов IL-1 является ингибирование биологических эффектов цитокинов путем конкуренции с мембраносвязанными рецепторами за связывание с лигандом [Symons JA, 1995]. В исследованиях, проведенных нами ранее, было показано, что уровень экспрессии рецепторов к ИЛ-1-бета отличается на основных субпопуляциях (Т-, В-лимфоциты и моноциты) у здоровых доноров, больных ревматоидным артритом и атопическим дерматитом [Alshevskaya AA, 2015, Alshevskaya AA, 2016]. Однако для полной картины состояния системы ИЛ-1 необходим анализ количества рецепторов на таких субпопуляциях, как хелперы и цитотоксические клетки, Т-регуляторные клетки, активированные клетки, наивные и клетки памяти среди цитотоксических и хелперных клеток, поскольку показано участие отдельных типов иммунокомпетентных клеток на различных этапах патогенеза многих заболеваний. Предполагается, что уровень экспрессии рецепторов к провоспалительному цитокину ИЛ-1-бета на субпопуляциях лимфоцитов будет эффективным маркером для терапевтических мероприятий при иммуноопосредованных заболеваний, и данный подход представляется перспективным, поскольку мембраносвязанные рецепторы данного медиатора обладают прямо противоположными эффектами на биологическую активность цитокина.

Целью исследования являются изучение экспрессии мембраносвязанных рецепторов IL-1 на субпопуляциях иммунокомпетентных клеток в норме и при ревматоидном артрите, и анализ транскриптома отдельных клеток исследуемых субпопуляций в ответ на медиатор с учетом уровня экспрессии специфических рецепторов.
Задачи

1.
Изучение экспрессии и ко-экспрессии рецепторов 1 и 2 типа к IL-1 на субпопуляциях иммунокомпетентных клеток условно-здоровых доноров

2.
Изучение экспрессии и ко-экспрессии рецепторов 1 и 2 типа к IL-1 на отдельных субпопуляциях иммунокомпетентных клеток больных ревматоидным артритом. 

3.
Изучение функционального ответа культуры МНК здоровых доноров и больных РА на медиатор IL-1.

4.
Исследование транскриптома субпопуляций иммунокомпетентных клеток условно-здоровых доноров и больных ревматоидным артритом без и после активации IL-1 с анализом уровня экспрессии мембраносвязанных рецепторов IL-1

Материалы и методы

В научно-исследовательской работе для выполнения задач по решению поставленной научной проблемы нами предлагается использовать комбинацию подходов для получения оптимального результата. Первый подход включает анализ уровней экспрессии и ко-экспрессии мембраносвязанных рецепторов IL-1. Подобранные нами комбинации антител позволят дифференцировать иммунокомпетентные клетки как на основные популяции В-лимфоцитов, Т-лимфоцитов, моноцитов, так и на отдельные субпопуляции, участие которых в патогенезе иммуноопосредованных заболеваний хорошо известно. Это активированные субпопуляции Т-хелперов и цитотоксических лимфоцитов, наивные клетки и клетки памяти, а также Т-регуляторные клетки, как одна из наиболее активно изучаемых минорных субпопуляций. На первом этапе исследования будет проведен набор клинического материала от условно-здоровых доноров для получения нормативных значений по уровням экспрессии рецепторов IL-1 на всех исследуемых субпопуляциях. Данные будут включать, как процент клеток с экспрессией и/или ко-экспрессией рецепторов, так и среднее количество молекул на мембранах. Выполнение этого этапа позволит проводить дальнейшие исследования уже со сравнением с показателями здоровых доноров. В течении следующих этапов научно-исследовательской работы будет собираться и анализироваться клинический материал от пациентов с ревматоидным артритом с использованием протокола оптимизированного на здоровых донорах. Анализ предполагается проводить как в стадии обострения изучаемых заболеваний, так и после коррекции базисной терапии, что позволит существенно увеличить ценность получаемых результатов, поскольку статистическая обработка, возможно, позволит получить новые критерии прогнозирования эффективности проводимой терапии.

Эксперименты с культурой мононуклеарных клеток с анализом функциональных характеристик по пролиферации/апоптозу, продукции иммуномодулирующих цитокинов позволят подобрать оптимальную дозу медиатора IL-1. Статистическая обработка полученных результатов с учетом уровня экспрессии мембраносвязанных рецепторов позволит определить паттерны взаимосвязи между ответом клеток на цитокин в культуре и экспрессией рецепторов.  

Второй подход работы включает изучение мультиома отдельных клеток с помощью технологии BD Rhapsody. Данная технология позволяет одновременное измерение как поверхностных белков, так и полного транскриптома единичных клеток. Такие данные позволяют при помощи программного пакета Seurat 5.0 для языка программирования R снизить размерность и кластерировать несортированный клеточный массив на отдельные субпопуляции. Полученные субпопуляции затем аннотируюся по их каноническим маркерам (как белковым, так и мРНК). Аннотированные субпопуляции будут затем ещё глубже подразделены на суб-субпопуляции с различными уровнями экспрессии белков IL-1R1 и IL-1R2. После чего: 1) будет произведен анализ дифференциальной экспрессии генов и поверхностных белков в каждой из суб-субпопуляций в комплексе с визуализацией при помощи программного пакета Seurat 5.0, 2) определены сигнатуры в дифференциально-экспрессированных генах при помощи программного пакета GSEApy (Gene Set Enrichment Analysis for Python) с целью предположения функциональных изменений в исследованных клетках, 3) исследовано влияние микроокружения и взаимодействие клеток при помощи пакета CellChat для языка программирования R.

Анализ данных транскриптома полученных с использованием такого подхода, позволит потенциально определить порог реагирования клеток на цитокин IL-1, в зависимости от уровня экспрессии рецепторов 1 типа, а также потенциально оценить изменение порогового уровня при одновременной экспрессии рецепторов 1 и 2 типа. 

Комбинация предлагаемых подходов позволит получить высокоинформативные и достоверные результаты для получения как клинических данных по участию мембраносвязанных рецепторов в патогенезе заболеваний и ответе на терапию, так и фундаментальные данные по влиянию уровня экспрессии рецепторов и их ко-экспрессии на формирование функционального ответа клеток на медиатор.

Для выполнения поставленных задач предполагается использовать комплекс современных методов на оборудовании, которым оснащена лаборатория.

1.
Методы проточной цитофлуориметрии для оценки фенотипа иммунокомпетентных клеток и уровня экспрессии рецепторов. Оценка количества экспрессируемых молекул мембраносвязанных рецепторов будет проводиться с использованием специфических калибровочных бус для перевода значений интенсивности флуоресценции в количество молекул на клетках. Также проточная цитометрия будет использоваться для анализа пролиферации и апоптоза в культуре мононуклеарных клеток человека.

2.
Методы культуральной работы по подбору оптимальной дозы медиатора IL-1 для индукции функционального ответа культуры МНК. Культуральная работа с первичными клетками человека будет выполняться в стерильных условиях с соблюдений нормативных правил.

3.
Методы иммуноферментного анализа содержания IL-1, рецепторов IL-1 1 и 2 типов в сыворотке крови, а также для анализа влияния медиатора на культуру МНК.

4.
Оценка профиля экспрессируемых генов и поверхностных белков в клетках спонтанно и после активации специфичных рецепторов будет проводиться с использованием технологии исследования мультиома BD Rhapsody. Анализ и статистическая обработка данных будет проводится с помощью программного обеспечения Seurat 5.0, CellChat, GraphPad  Prism 9.5.

5.
Методы статистической обработки, подходящие для каждого типа исследований
Ожидаемые результаты

Использование современного подхода многоцветного цитометрического анализа позволит впервые получить данные по относительному количеству клеток, экспрессирующих рецепторы ИЛ-1, и среднему числу данных рецепторов на клетках в отдельных субпопуляциях иммунокомпетентных клеток. Анализ в работе большинства субпопуляций с дифференцировкой на клетки памяти, активированные клетки и регуляторные позволит охарактеризовать клеточные популяции с наибольшими изменениями в экспрессии рецепторов ИЛ-1 при иммунопатологических состояниях. Одновременный анализ растворимых медиаторов, участвующих в регуляции системы ИЛ-1 даст возможность провести корреляционный анализ всех компонентов. Поскольку в работе будет использоваться клинический материал от больных ревматоидным артртом как в состоянии обострения, так и после коррекции базисной терапии это обеспечит возможность получения данных для оценки перспективности параметров на основе уровня экспрессии рецепторов в качестве диагностических или прогностических критериев, а также оценить перспективность рецептора к ИЛ-1 как потенциальной мишени для терапевтических воздействий.

Научный руководитель

 д.м.н., профессор                                                С.В. Сенников
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