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Вивчення молекулярних механізмів, що лежать в основі регуляції функціонування клітин, тканин і органів людини є актуальною проблемою сучасної біології. Функціонування  клітин імунної системи є запорукою не лише нормального розвитку і життєдіяльності організму, але й забезпечення збереження його цілісності у випадку розвитку  різних патологічних процесів, зокрема при подоланні таких небезпечних хвороб людства як рак, СНІД, аутоімунні та інфекційні захворювання.  Ці хвороби сучасності у значній мірі пов'язані із зниженням опірності імунної системи, клітини якої повинні знешкоджувати інфекційні агенти, токсичні субстанції, змінене своє, злоякісні і пошкоджені клітини, які з'являються в організмі. Тому дуже перспективними є методи профілактики та  корекції імунного статусу і лікування, що спрямовані на посилення ролі 
захисної дії клітин імунної системи.  Важливою є взаємодія окремих молекулярних структур клітин і мікроорганізмів та антигенів різного походження під час формування імунорезистентності організму в нормі та при патологічних станах. На особливу увагу тут заслуговує вивчення регуляції ключових сигнальних молекул, наслідком порушення якої є розвиток цілої низки патологій. 
У даному циклі робіт розроблено оригінальну і зручну модель для вивченню молекулярно-біологічних регуляторних механізмів  мембрани лімфоцитів в індукції  протективного імунітету, проведено сучасні дослідження сигналінгу та активації лімфоцитів із застосуванням флуоресцентних протеїнів, моноклональних антитіл, посекундного фото документування процесів у клітинах,  отримано нові дані та систематизовано сучасні уявлення про сигнальні шляхи активації лімфоцитів. Автори зосереджуються на сигнальних механізмах активації лімфоцитів, так як саме лімфоцити, будучи центральними клітинами в регуляції імунної системи вищих хребетних, є основними об’єктами для тестування in vitro. У  детально документованій роботі  отримані нові дані,   проаналізовано окремі сигнальні механізми лімфоцитів і обґрунтовується необхідність системного підходу та молекулярно-генетичних методів у дослідженнях механізмів активації лімфоцитів. визначенні регуляторних молекул. 
        Ряд антропогенних і техногенних  чинників довкілля призводять до  порушень імунорегуляції, розвитку вторинних імунодефіцитних  станів, зростання частоти інфекційних захворювань і пов’язаних з ними ускладнень. Серед різноманітних збудників інфекцій значну патологічну роль відіграють стафілококи Staphylococcus aureus, які є широко розповсюдженими і характеризуються значною мінливістю, що призводить до появи штамів, резистентних до антибіотиків.  Стафілокок продукує цілий арсенал факторів патогенності (токсини, екзоферменти, протеїни, поверхневі адгезини та ін.). Біохімічна структура, імунобіологічна активність і молекулярні механізми взаємодії цих факторів залишаються погано вивченими. Особливо актуальною з точки зору  формуванні імунітету є дослідження його поверхневих структур - небезпечних факторів патогенності, що призводять до колонізації, проникненні та адгезії і розповсюдження в організмі. Тому  приділено увагу досліджено і детально охарактеризовано роль основних факторів патогенності стафілококів - білка А (БА) та екстрацелюлярного адгезивного протеїну (ЕАР). 
Отже, перша наукова проблема даного циклу робіт полягає у визначенні молекулярних механізмів імунного розпізнавання чужорідного та зміненого свого у прояві його антигенних та імунобіологічних властивостей. Вирішення даної проблеми необхідне для розуміння ролі досліджуваних біополімерів клітинної стінки мікроорганізмів при взаємодії з молекулярними структурами клітин в імуногенезі в нормі та при патологічних станах. Визначення молекулярних механізмів розпізнавання антигенних структур імунною системою є важливим не лише для поглиблення фундаментальних знань стосовно патогенезу небезпечних інфекцій, але й для розробки новітніх діагностикумів, засобів профілактики  та лікування. 
Оскільки під час імунних реакцій в організмі активно відбуваються процеси апоптозу (запрограмованої загибелі) клітин різного походження, у тому числі імунокомпетентних, у циклі робіт також важливо було з’ясувати, які зміни відбуваються у різних компартментах клітин, приречених на відмирання. У літературі досить детально описані такі явища, що супроводжують апоптоз, як екстерналізація фосфатидилсерину на плазматичній мембрані, розщеплення сфінгомієліну, суттєве зниження рівня мітохондріального потенціалу, вивільнення цитохрому с з мітохондрій у цитозоль, каріопікноз, фрагментація ДНК Gobe, G. et al., 2005()
. Проте особливо важливими є зміни, що відбуваються на плазматичній мембрані, оскільки вони є визначальними під час розпізнавання клітин, що відмирають, з метою їхнього усунення імунною системою (процес еффероцитозу, від латинського efferre - хоронити). У даному циклі робіт вперше вивчені нові мембранні маркери апоптозу і при цьому виявлено зміни у сіалуванні глікокаліксу. Процес апоптичного десіалування був основним об’єктом дослідження в рамках другої частини подання. Зокрема, були вивчені нові ланки міжмолекулярних взаємодій, які пов’язані із загибеллю клітини, а саме детально досліджено активацію десіалуючих ензимів, які вперше описані авторами подання в аспекті їхньої участі в процесах апоптозу.

Сіалові кислоти, яких на сьогодні налічується понад 40, часто виступають як термінальні залишки олігосахаридів у глікопротеїдах і гліколіпідах. Відомо, що відмінності у складі й будові сіалових компонентів можуть визначати, наприклад, міграцію лімфоцитів до місць запалення, чи схильність до захворювання, викликаного тим чи іншим штамом вірусу грипу (специфічність до α2-6 – сіалових залишків) чи вірусу грипу в птахів (специфічного до α2-3 – сіалових залишків). Автори подання звернули головну увагу на біологічні наслідки втрати сіалових залишків клітиною, що гине шляхом апоптозу.

На початку цієї роботи молекулярні механізми, що призводять до появи десіалованих глікоепітопів, залишалися нез’ясованими. Невідомо було, чи стосується процесс апоптичного відщеплення сіалових кислот також гліколіпідної складової плазматичної мембрани. Адже сфінголіпіди часто беруть участь у міжклітинному сигналюванні, і серед них є сіаловані гліколіпіди – гангліозиди. 
Отже друга наукова проблема даного циклу робіт полягає у вивченні ролі і з’ясуванні молекулярних механізмів апоптичного десіалування клітини. Необхідно також встановити значення цього процесу для подальшого знешкодження відмираючих клітин в організмі. Розв’язання цієї проблеми дозволило вирішити важливе фундаментальне завдання - охарактеризувати процес активації сіалідаз, що призводить до перерозподілу гліканових детермінант на поверхні помираючої клітини і є відповідальним за розпізнавання десіалованих глікоепітопів на поверхні апоптозних клітин. Прикладною складовою даного циклу робіт є розробка зручного флуоресцентно-мікроскопічного методу виявлення сіалідазної активності. Цей метод був запатентований і він вперше дозволив виявляти локалізацію сіалідаз за їхньою активністю. Крім того, за результатами подання вперше стверджується наявність у сироватці крові хворих на множинну мієлому і системний червоний вовчак каталітично активних антитіл (абзимів), що володіють сіалідазною активністю. 
Метою циклу робіт було вивчення молекулярних механізмів взаємодії біополімерів і факторів патогенності мікроорганізмів з клітинами імунної системи, визначення  сигнальних шляхів активації лімфоцитів, регуляторних молекул на  початкових етапах ініціації імунної відповіді з метою створення протективного імунітету. Також метою було з’ясувати роль десіалування гліколіпідів і глікопротеїнів клітин за активації нейрамінідаз під час апоптозу, а також за дії каталітично активних антитіл (абзимів) із нейрамінідазною активністю, виявлених у пацієнтів із деякими аутоімунними та онкологічними захворюваннями. 

Для досягнення цієї мети було вирішено наступні завдання:

· встановлено  молекулярні механізми сигналінгу та  активації субпопуляцій лімфоцитів, регуляторні молекули  за дії біополімерів і факторів патогенності мікроорганізмів; досліджено початкові етапи впливу виділених, очищених та охарактеризованих біополімерів стафілокока на процеси взаємодії з мембранними структурами B-лімфоцитів з використанням відео-конфокальної мікроскопії та посекундної фіксації процесів, що відбуваються у мембрані ;  встановлено  молекулярні механізми взаємодії лімфоцитів та рецепторні структури, що задіяні  у відповіді на фактори патогенності Staphylococcus aureus:  білок А та поверхневий протеїн р70 (ЕАР) ; у модельній системі з мікросферами, покритими ЕАР, що імітують корпускули стафілокока,  визначено  утворення кластерингу Са2+  каналів на мембрані В клітин; визначено здатність субпопуляцій B-лімфоцитів відповідати на різні антигени стафілокока; встановлено сигнальні механізми активації лімфоцитів під впливом білка адгезину р70; на моделі експериментальної стафілококової інфекції у мишей встановлено динаміку її протікання та протекторну роль ЕАР. 
· також вивчено молекулярні механізми активації нейрамінідаз при апоптозі; виділено глікосфінголіпіди з клітин периферичної крові людини та вивчено зміни їхнього складу під час апоптозу; виділено й очищено абзими із сіалідазною активністю із сироватки крові пацієнтів із деякими аутоімунними (системний червоний вовчак, ревматоїдний артрит, множинний розсіяний склероз) та онкологічними (множинна мієлома) захворюваннями; проведено пошук рецептора еффероцитозу для гліканів, десіалованих під час   апоптозу.
Наукова новизна одержаних результатів. Проведеними досліджень  отримано ряд принципово нових даних про молекулярні механізми взаємодії біополімерів і факторів патогенності мікроорганізмів з клітинами імунної системи, визначено  сигнальні шляхи активації лімфоцитів, ключові молекули регуляції початкових етапів ініціації імунної відповіді. На розробленій оригінальній живій моделі лімфоцитів вперше проведено дослідження молекулярних механізмів ініціації імунної відповіді та активації субпопуляцій лімфоцитів при взаємодії з одним з основних факторів патогенності стафілококів поверхневим білком адгезином р70 (ЕАР), а також визначено імунобіологічну активність та імуномодулюючі впливи, доведено його протекторну дію. 
          Встановлено, що Eap стимулює утворення кластерів каналів Ca2+ на мембрані В-лімфоцитів у місці контакту з частинками, покритими EАР (у модельній системі з імітуючими антиген частинками). Вперше дослідженнями молекулярних механізмів визначено стимуляцію фосфорилювання/активацію головних внутрішньоклітинних сигнальних молекул CD19, Lyn, Erk, FcgRIIb, Zap70, pSHIP1, pSHP2.  Доведено, що Еap індукує Ca2+-відповіді в інтактних В- лімфоцитах. Показано, що білок-адгезин стимулює локалізовану концентрацію адгезивних молекул  ICAM1  при контакті з мікрочастинками, вкритими  EАР. Білок адгезин стимулює різні рівні активації, що визначаються мобілізацією внутрішньоклітинного Ca2+. Рівень активації В-клітин за дії білка безпосередньо корелює з експресією В-клітинного антигенного рецептора (BCR), що  є однією  ключових регуляторних молекул.  EAP стимулював фагоцитарну активність як in vitro, так in vivo. Імунізація тварин супроводжувалась зростанням метаболічної і функціональної активності клітин фагоцитарної системи та ПКК. Спостерігали значну активацію киснево- залежної бактерицидної активності нейтрофілів, стимуляцію синтезу ІФН, ФНП, ІЛ-ів та захист тварин при експериментальній стафілококовій інфекції.   
Крім того, у циклі робіт вперше детально описано процес активації сіалідаз, що призводить до перерозподілу гліканових детермінант на поверхні помираючої клітини. Встановлено можливість десіалування гангліозидів під час апоптозу. Виявлено один із потенційних рецепторів еффероцитозу, що є відповідальним за розпізнавання десіалованих глікоепітопів на поверхні апоптичних клітин. У сироватці крові хворих на множинну мієлому та системний червоний вовчак знайдено каталітично активні антитіла (абзими), що володіють сіалідазною активністю. 
Практичне значення одержаних результатів. У циклі робіт вперше проведенo комплекснe дослідження початкових етапів  ініціації імунної відповіді i встановлено  молекулярні механізми сигналінгу та  активації субпопуляцій лімфоцитів за дії біополімерів та факторів патогенності мікроорганізмів, поверхневих білкових антигенів стафілокока. Визначено їх імунобіологічну активність, імунорегуляторні та імуномодулюючі впливи. Показано роль досліджуваного білкa-адгезину Еap в імунопатогенезі стафілококової інфекції та доведено його протекторну дію.      Отримані нові результати розкривають молекулярно-регуляторні та імунологічні механізми, що задіяні у розвитку та регуляції інфекційно-запальних процесів і можуть бути використані для створення протективного імунітету та  нових підходів у діагностиці, розробці методів профілактики і лікування інфекційно-запальних процесів,  імунодефіцитних станів, аутоімунних захворювань.      
Крім того, у циклі робіт розроблено новий метод виявлення сіалідазної активності, який базується на використанні флуоресцентної мікроскопії і є зручним для встановлення локалізації сіалідаз (Патент України на винахід №93816 від 2011 р.). Шляхом імунізації вперше одержано новий абзим (каталітично активний імуноглобулін класу G), який здатний десіалувати як природні, так і синтетичні субстрати. Продемонстровано можливість використання цього абзиму для підвищення ефективності еффероцитозу in vitro.  
ВИСНОВКИ
За результатами проведеного комплексу експериментальних досліджень вперше отримано ряд принципово нових даних про молекулярні механізми взаємодії біополімерів і факторів патогенності мікроорганізмів з клітинами імунної системи, визначено  сигнальні шляхи активації субпопуляцій лімфоцитів, ключові молекули регуляції  початкових етапів ініціації імунної відповіді з метою створення протективного імунітету. 

           Одержані результати також дозволили розшифрувати послідовність подій, що призводить до появи на плазматичній мембрані клітин десіалованих галактозовмісних глікоепітопів. Встановлно, що десіалувння зазнають не лише глікопротеїни, але й гліколіпіди. Виявлено, що при деяких патологіях у сироватці крові хворих з’являються антитіла із сіалідазною активністю, і їх можна використати для десіалування природніх субстратів у фізіологічних умовах.    

         1. Проведеними  оригінальними дослідженнями  мембрани лімфоцитів з допомогою конфокальної мікроскопії та одночасного цифрового мікрофільмування посекундно відображено етапність  процесів  сигналінгу та активації клітин,   визначено задіяні  регуляторні молекули за індукції імунної відповіді до антигенних субстанцій.  

        2. На розробленій живій моделі лімфоцитів вперше проведено дослідження молекулярних механізмів ініціації імунної відповіді та активації субпопуляцій лімфоцитів при взаємодії з одним з основних факторів патогенності стафілококів поверхневим білком адгезином р70 (ЕАР) , а також визначено імунобіологічну активність та імуномодулюючі впливи, доведено його протекторну дію. 

        3. Встановлено, що Eap стимулює утворення кластерів каналів Ca2+ на мембрані В-лімфоцитів у місці контакту з частинками, покритими EАР (у модельній системі з імітуючими антиген частинками). Вперше дослідженнями молекулярних механізмів визначено стимуляцію фосфорилювання/активацію головних внутрішньоклітинних сигнальних молекул CD19, Lyn, Erk, FcgRIIb, Zap70, pSHIP1, pSHP2.  

4. Доведено, що Еap індукує Ca2+-відповіді в інтактних В- лімфоцитах. 
Показано, що білок-адгезин стимулює локалізовану концентрацію адгезивних молекул  ICAM1  при контакті з мікрочастинками, вкритими  EАР. Білок адгезин стимулює різні рівні активації, що визначаються мобілізацією внутрішньоклітинного Ca2+. Рівень активації В-клітин за дії білка безпосередньо корелює з експресією В-клітинного антигенного рецептора (BCR), що  є однією з ключових регуляторних молекул. 

        5. На моделі експериментальної стафілококової інфекції  доведено протекторну дію та встановлено, що EAP стимулював фагоцитарну активність як in vitro, так in vivo. Імунізація тварин супроводжувалась зростанням метаболічної і функціональної активності клітин фагоцитарної системи та ПКК. Спостерігали значну активацію киснево- залежної бактерицидної активності нейтрофілів, стимуляцію синтезу ІФН, ФНП, ІЛ-ів та захист тварин. 
           6. Під час апоптозу зростає сіалідазна активність на поверхні клітини. Ця активність пов’язана із трансмембранними білками плазмалеми і виявляється як у нормальних, так і трансформованих клітин. Розроблено новий метод флуоресцентно-мікроскопічного детекції такої активності.
            7.Зростання активності сіалідаз на поверхні клітин є каспазозалежним процесом. Цей феномен не залежить від типу індуктора апоптозу, однак він не проявляється у клітин із дефіцитом експресії каспаз. 

            8. Встановлено, що десіалування гліканів під час апоптозу залежить від функціонування ензиму Neu1, який активується шляхом обмеженого протеолізу під дією каспази 3. 

           9. Десіаловані глікоепітопи на поверхні клітин розпізнаються білком галектином 3, який експресується макрофагами. Це є важливим елементом механізму видалення апоптичних клітин (еффероцитоз) макрофагами.

            10. Не лише глікопротеїни, але й сіалоглікосфінголіпіди поверхні клітини зазнають дії сіалідаз, активованих під час апоптозу. У відмираючих гранулоцитів людини відбувається зниження вмісту полісіалового гангліозида GT3 і зростання вмісту моносіалових GM1 та GM2.

             11. У сироватці крові хворих на системний червоний вовчак і на множинну мієлому містяться каталітично активні антитіла (абзими), які володіють сіалідазною активністю. Остання співмірна із активністю сіалідаз прокаріотичних організмів і скерована на флуорогенний субстра 4MU-NA. Однак, оптимум рН сіалідазної активності цих абзимів є ширшим і це дозволяє їм зберігати понад 50% своєї активності за фізіологічних умов.
            12.Виявлені абзими проявляють активність стосовно природніх сіаловмісних сполук, десіалуючи еритроцити, гангліозиди і лейкоцити. В останньому випадку, десіалування спричиняє покращення розпізнавання цих клітин макрофагами.
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