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Иммундық онкогендер – ісікке қарсы терапияның жаңа нысанасы.

Кілттік сөздер: онкогены. Табиғи өлтіргіш жасушалар. c-kit-протоонкоген,.c-myc- протоонкоген. Қатерлі ісік (обыр).
Зерттеу объектісі  - қатерлі ісік аурулардың табиғи өлтіргіш жасушаларының бұзылуы механизімі.

Жұмыс мақсаты: c-myc- протеин шығаруын қатерлі ісік ауруға шалдыққан адамдардың шеткі аймақтағы қанынан алынған табиғи өлтіргіш жасушаларда анықтау. Сонымен қоса, c-myc сигналдық молекулалардың (Notch1, Notch2)  сау және қатерлі  ісік ауруға шалдыққан адамдардың шеткі аймақтағы қанынан алынған табиғи өлтіргіш жасушаларда анықтау.
Алынған нәтижелері мен жаңалығы. 

1.Өкпе, шек-ас-қазан қатерлі ісік аурулардың шеткі аймақтағы қаннында табиғи өлтіргіш жасушалардағы (ТӨЖ) c-myc протеин экспрессиясы ағымды цитофлуориметрия әдістемесімен анықталды. Cалыстырмалы талдау c- myc протеин экспрессиясы ауру адамдардың табиғи өлтіргіш жасушаларында едәуір төмен екенін көрсетті.  Бұл төмендеу көрсеткіштері ісіктің орналасқан жеріне, өршу дәрежесіне байланысты еместігі аңғарылды.
2.Өкпе, шек-ас-қазан қатерлі ісік аурулардың шеткі аймақтағы қаннында табиғи өлтіргіш жасушалардағы (ТӨЖ) Notch1 және Notch2 сигналдық молекулалардың  экспрессиясы анықталды. Cалыстырмалы талдау  Notch1 және Notch2 сигналдық молекулалардың  экспрессиясы ауру адамдардың табиғи өлтіргіш жасушаларында едәуір төмен екенін көрсетті. Бұл төмендеу көрсеткіштері ісіктің орналасқан жеріне, өршу дәрежесіне байланысты еместігі аңғарылды.
Бұл жұмыстың жаңалығы – әлем бойынша алғашқы рет иммундық жасушаларда протоонкогендердің экспрессиясы мен қатар олардың сигналдық жолдары зерттелүнуде. Жасушалардың өмірлік қажеттілігі бар функциялары мен метаболизіміне жауап беретін, екі бірдей с- kit пен c-myc протоонкогендердің зақымдалуы, обыр ауруының ортақ механизімімен байланысты екенін көрсетеді.  
Қолданылу аймағы. Бұл инновациялық жобаның, иммундық дәрменсіздігімен байланысты,  қатерлі ісік пайда болуының  патогенез механизімін айқындауға қажеттілігі өте зор. Және де алынған нәтижелерің негізінде нысаналы терапияға арналған вакциналарды дайындауға мүмкіндік ашылады. Жұмыс күнтізбелік жоспарға сәйкес орындалды. 
РЕФЕРАТ

Отчет на  с 38., рис 11 , таблица 0 , источников 49, приложения 3
Иммунные онкогены – новая мишень противораковой терапии.
Ключевые слова: онкогены. естественные киллерные клетки. c-kit-протоонкоген,.c-myc- протоонкоген. Злокачественное новообразование. 
Объектом исследования является механизм нарушения естественных киллерных клеток (ЕК) при онкологическом процессе. 

Цель работы: оценка продукции c-myc- протеина в ЕК периферической крови  онкологических больных и оценка экспрессии c-myc сигнальных молекул (Notch1, Notch2)  в ЕК клетках у здоровых и у онкологических больных с раком легких и желудочно-кишечного тракта.  
Результаты исследования. 

1.Проведен  анализ экспрессии c-myc- протеина в ЕК у онкологических больных с раком легких и желудочно-кишечного тракта с использованием проточной цитометрии. Сравнительный анализ выявил достоверную разницу между продукцией c-myc протеина в EK клетках периферической крови здоровых доноров и онкологических больных. Результаты показали резкое снижение экспресии c-myc протеина в естественных киллерных клетках у онкологических больных, независимо от локализации, степени роста и стадии развития заболевания. 
2.Был проведен сравнительный анализ экспрессии Notch1, Notch2 протеинов в ЕК у онкологических больных. Результаты выявили значительное снижение экспрессии Notch1 и Notch2 в естественных киллерных клетках у онкологических больных, независимо от локализации, степени роста и стадии развития заболевания.
Новизна исследования заключается в том, что роль онкогенов и их сигнальных путей в иммунных клеток при канцерогенезе нигде и никогда не изучалась. Предполагаем, что все полученные данные по нарушению экспрессии одновременно двух прото-онкогенов, c- kit и c-myc, ответственных за регуляцию жизненно-важных функций и клеточный метаболизм ЕК, отражает общий механизм развития онкологического процесса, который связан со снижением уровня жизненной активности ЕК клеток, первой и главной линии защиты в противоопухолевом иммунитете.   
Область применения. Результаты данного инновационного исследования чрезвычайно важны для понимания патогенетических нарушений при онкопроцессе, связанных с иммунологической недостаточностью для последующей коррекции выявленных нарушений для нужд  таргетной терапии. 

Работа выполнена в  полном соответствии с календарным планом.
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АНЫҚТАМА, БЕЛГІЛЕР ЖӘНЕ  ҚЫСҚАРТУЛАР
Қазіргі таңда осындай белгілер қалыптасып қолданылады.

C-r – қатерлі ісік -обыр
ТӨЖ- табиғи өлтіргіш жасушалардағы 
CD - Кластер дифференцировки 
CD117 (с-kit)  –тирозин киназы III типа рецепторі, прото-онкоген 

c-kit - Прото-онкоген
c-Myc - Прото-онкоген
СD56 – сыртқы рецептор ТӨЖ
SCF - Stem cell factor, с-kit-рецептормен байланысады
Dynabeads - парамагниттықе полистиролдық микротүйіршіктер
DynaMag™-5 Magnet - магнит 

Fetal Bovine Serum феталдық бұзаудың қанынан алынған сарысуы
Ficoll-Paque™ PLUS - фиколл. Синтетиқалық  полимер,  сахарозы және  эпихлоргидриннен құралған,  центрифугалауға арналған  тығыздық градиентінде  
ДНК (DNA)  - дезоксирибонуклеиндік қышқылдық
мРНК (mRNA) – қалыптамалық Рибонуклеиндық  қышқылдық
Real-Time PCR (qRTPCR) - ПЦР – сандық полимераздық  тзбектік реакция

MFI – mean fluorescence intensity (орташа интенсивностік флуоресценттік сәулелену)
Кіріспе

Канцерогенездің шешуші тетіктерінің бірі иммундық қорғау әлсіздігі болып табылады. Қатерлі ісік кезіндегі экспрессиясы бұзылған прото-онкоген және онкосупрессорларды зерттеу жұмыстары ұзақ уақыт қарқынды жүргізіліп жатыр. Бірақ, әзірше онкоген экспрессиясы иммундық дәрменсіздігімен байланысы зерттелмеген. Онкоген экспрессиясы ісік жасушаларға нақты қатысты болғанымен, онкогендедер барлық жасушаларда, соның ішінде иммундық жасушаларда да экспрессияланатыны белгілі. 

Химиотерапиялық препараттардың ісікке қарсы тиімділігі иммундық жасушалардың қатысын керек ететіні көрсетілген [1]. Емдеудің тиімділігіне иммунитеттің тікелей байланысы бар екені белгілі. Әдетте обыр кезінде иммунитеттің төмендеуі ісіктің өсүінің салдарынан деген ұғым қалыптасқан. Алайда хирургиялық әдістерімен ісікті алып тастаған жағдайларда, ауру нәтижесін өзгермейді, ісіктің таралуы да тоқтамайды. Ісікке шалдыққан жасушалар иммундық жүйе қалыпты жағдайда функциясын атқарса ғана жойылады. Иммундық жүйені активтендіруге негізделген ісікке қарсы терапия – иммунотерапия деп аталады. Онкологиялық иммунотерапиясы осы кезге дейін көптеген терпиялық әдістемелерді қолданып келген, соның ішінде вакциналар, моноклондық антиденелер, цитокиндер, жасушаларды тасымалдау [2]. Соған қарамастан, кәзіргі кезде иммнотерапияның тийімділігі төмен.

Осындай нәтижесіздіктің себебі қатерлі ісік кезінде иммундық әлсіздігінің нақты себебі анықталмағанында. Ісіктің негізгі қозғаушы күші онкоген екені анықталған. Молекулярлық онкологияның тұжырымдамалық негізі- ісіктің өсуі онкоген активтілігіне тәуелді екендігі [3]. Ал иммундық дәрменсіздігінің онкогендермен байланысы бар ма  деген сурақ әзірше талқылауға түспеген.

Протонкогендер, қалыпты жағдайда, жасушалардың бөлініүне, көбеюіне, пролиферациясына және апаптозына қатысады, бірақта, мутация немесе  гиперэкспрессия болған кезде, әдеттегі жасушалардың ісік жасушаларына айналып кетуіне себепкер бола алады [4]. Ісіктің пайда болуымен дамуы жергілікті және жалпы супрессиямен және де иммундық жүйенің зақымдалуымен байланысты. Ісіктің қоршау ортасын қалыптастыруына, ісіктің өсуіне және ағзамға жайлуына иммундық механизімдердің ықпалы зор [5]. Ісіктің және онымен байланысты стромалдық жасушалардың бөліп шығаратын заттарының әсері иммундық жүйенің зақымдалуына әкеп соғады, солардың салдары деген ұғым қалыптасқан. 

Канцергенез әртүрлі функцияларды атқаратын түрлі онкогендердің мутациясының көбейгенімен және эпигенетикалық ақаулармен дамыйды. Көптеген мутацияларға және эпигенетикалық ақауларға қарамастан, аздаған онкогендер қалпына келген жағдайда ісіктің өсуі бәсендейді. Бұны “oncogene addiction” әғни «онкогенге тәуелдік» деп атайды [6]. Осыдан шығатын тұжырым – ісік жеке-жеке онкогендермен байланысты [7]. Осы уақытқа дейін, онкоген тәуелділігі ісік жасушалардың ішкі ажырамас, апоптоз, жетілу, қартаю сияқты, сипаттамасы делінген. Мысалы, с- Myc транскрипциялық фактор ретінде жасушалардың дамуын, өлуін, метаболизіммен, пролиферациясын реттейтін гендердің экспрессиясын қадағалайды. Соның ішінде бағаналы жасушалардың да дифференциациясына зор ықпал жасайды.  Яғни,  бағаналы жасушалардан бөлініп шығатын иммундық жасушаларда c-Myc-тың қарамағында. Қатерлі ісік аурулардың 80% -да  c-Myc мутацияға ұшырайтыны көпшілікке мәлім. Кейінгі зерттеулердің нәтижелері онкоген тәуелділігі иммундық механизмдермен, соның ішінде, ісік жасушалардың қартаю және ангиогенеін реттейтін,цитокин, эффекторлық жасушалармен, байланысын аңғартады [8]. С-Myc супрессияланған кезде жасушалардың тез қартаюына әкеледі, не апоптозды күшейтетін/басатын гендердің тепетеңдігін бұзылуына әкеледі. Соның салдарынан, апоптоз механизімі бүлініп, жасушалардың қайталалым процессі төқталады. Алдын ала деректер жеке бір онкогенді алдыру ісік жасушасының өліміне әкеп соғатынын көрсеткен. Сол кезде ісікпен байланысты антигендер, ісікке қарсы иммундық жүйені активтедіретін  цитокиндер, иммуномодуляторлар, бөлініп шығады [9]. MYC, BCR-ABL немесе HER2 / neu онкогендлерді мақсатты түрде әсерсіздендіру, ісікте CD4 + T жасушалардың көбеюіне, TGF-β экспрессиясына және ісіктің азаюына әкеледі [10, 11]. Протоонкогендер барлық жасушаларда, соның ішінде иммундық жасушалардада экспрессияланады, әғни, онкогендердің әсерсіздендіру иммундық жасушаларға әртүрлі патофизиологиялық жағдайларда әсер ете алады. Онкогендерге әсер ететін молекулардың жасушалар функциясымен байланысын анықтау клиникалық мағынасы өте зор. Иммундық жасушалардың онкоген тәуелділігі туралы мәліметтер кәзіргі кезде пайдаланып жүрген және жаңа препараттарды дұрыс бағытта пайдалануға жол ашады. Ісікке қарсы иммунитетті зерттейтін жұмыстар ісіктің және онымен байланысты стромалдық жасушалардың бөліп шығаратын заттарының иммуносупрессия әсерін анықтаумен шектеледі. 

Табиғи өлтіргіш (ТӨ) жасушалардың, ісік қоршаған ортада, фенотиптік және цитотоксикалық активтілігі in vitro и in vivo төмендегені бір қатар жұмыстарда көрсетілген [12]. Ісікпен байланысты ТӨжасушалардың NKp30, CD16, DNAM-1 , ILT2 экспрессиялары өзгерілгені сонымен қоса  цитотоксикалық активтілігімен  IFN-γ бөлінуы төмендетілгені көрсетілген [13]. Ісікпен байланысты бездерде меланома ауруларда, активтендіретін рецепторлардың экспрессиясы өзгерген, және перфорин молекуларымен активтілігі жоғары, ерекше CD56brightCD16+ ЕK субпопуляцисы  анықталған [14]. Сол сияқты өзгерістер нық орналасқан қатерлі ісіктерге шалдыққан аурулардың шеткі аймақтағы қандағы ТӨ жасушаларында да байқалады [15]. 
Қалыптасқан ұғым бойынша, қатерлі ісік кезіндегі иммундық ақаулар аурудың сатысына қарай көбейеді. Алайда жаңа зерттеулер бұл пікірді жоққа шығарып отыр. Өкпе аденокарциномасының I сатысын өзінде Тжасушалар және ТӨжасушалардың функциясының елеулі кемістіктері байқалады [16]. Авторлар, ісік аурудың алғашқы (I) клиникалық кезеңдегі және асқынып кеткен (II және III) кезеңдегі иммундық кемістіктерін салыстырып, талдау жүргізген. Олар анықтағандай, ісіктің кейінгі кезеңдерінде табылған барлық иммундық өзгерістер I сатысында да орын алған. Иммундық жасушалардың субпопуляциялық үлестері аурудың сатыларының арасында айтарлықтай өзгермеді. Ісіктің ішіндегі ТӨжасушалардың саны күрт төмендеп, олардың granzyme B және IFN-γ экспрессиясы азайғаны байқалады [16].

Қатерлі ісікті, протоонкогендерді активтендіретін ал ісік гендердің супрессорларын басатын, түрлі генетикалық ақаулар  қоздыру мұмкін. Алайда, бұл процесстердің  иммундық жүйемен байланысын зерттеген өте шектеулі. Жаңа деректер бойынша, онкогендер иммундық реакцияларды тікелей реттей алады және де иммуносупрессияны тұғызады. Туа біткен иммунологиялық қадағалау механизмі ерекше генетикалық зақымданулармен себеп-салдарлық байланыста. Активтендіретін NKG2D рецептор адам және тышқан ТӨжасушалардың сыртында экспрессияланады және көптеген лигандтармен байланыса алады. NKG2D рецептор мен лигандтың байланысы ТӨжасушалардың лигандты экспрессиялаған жасушаларға қарсы цитотоксикалық активтілігін белсендіреді. С-Myc онкоген NKG2D рецептордың лигандтарының экспрессиясын реттей алады, сойтіп ол  жасушалар ТӨжасушалардың нысанасына айналады [17]. NKG2D-лиганд транскрипциясы k-ras, c-Myc және Wnt –мен реттеледі [18]. k-ras пен c-Myc онкогендерді баяулатқан кезде NKG2D-лигандтардың экспрессиясы күшейіп, ондай жасушалар ТӨЖ-дың цитотоксикалық активтілігіне бейім тұрады. Авторлар ТӨЖ-дың цитотоксикалық активтілігі тек NKG2D лигандтардың санына байланысты деп болжады. Басқа жұмыстарда Rb ісік супрессордың делециясы не мутацияға шалдыққан  Ras протоонкогеннің жоғары экспрессиясы, немесе екеүде  MHC-I, Rae1α и Rae1αβγδε сияқты лигандтардың экспрессиясына әсер ете алады деп көрсеткен, соның салдарынан ТӨЖ-дың цитотоксикалық активтілігіне бұндай жасушалар төзімді келеді  [19]. Адам және тышқан ісік жасушаларда Ras онкогеннің активтендірілуі NKG2D және Raet1 тұқымдас  Rae1α мен Rae1β экспрессияларын арттырады [20].  

Myc онкогеннің қатысуымен болған  онкогендік стресс, әртүрлі жолдармен, ДНК зақымдалуына әкеп соғады. ДНК зақымдалуы, ең алдымен, NKG2D-лиганд экспрессиясын өршітеді. Адам және тышқан NKG2D-лигандтарды генотоксикалық стресс және ДНК репликациясын тежеу арқылы активтендіруге болады. АТМ (атаксия телеангиоэктазия, мутацияға шалдыққан) немесе ATR (ATM- және Rad3-ассоцияланған) протеинкиназалар осындай ДНК зақымдалуының себепкері болады [21]. Сонымен, ДНК зақымдалуы ісікке қарсы иммундық жүйенің активациясының себептерінің бірі бола алады. 

C-Myc ТӨЖ-дың жетілу және гомеостаз процесстерінде аса маңызды роль атқаратын IL-15-тің сигналдық жолдарына қатысады [22]. ТӨЖ-дың жетілу кезінде с-Myc экспрессиясының қатты жоғарлау көптеген KIR (өлтіргіш иммуноглобулиндық рецепторлардың гені) рецепторлардың жалпы транскрипциясының күшеюіне септеседі. IL-15 ынталандыруы эндогендік c-Myc-тың KIR рецепторлардың алшақтық промотормен байланысуын нығайтып, KIR транскрипциясының күшеюімен сәйкес келеді. Мұндай KIR рецепторлар және ТӨЖ-дың активтендіруінің тікелей ара-қатынасы ТӨЖ-дың эффекторлық функцияларын игеруіне өте қажет [23]. 

Ісік супрессоры Trp53 геномдық тұрақтылықты, соның ішінде ДНК-ның бұзылуы,  гипоксия, онкогена активтендіруі, қамтамасыз ететін, сол арқылы ісікті болдырмаудың негізгі шешуші факторы [24]. Trp53 ТӨЖ-дың функционалдық жетілуін қадағалайды деген мәліметтер келтіріледі [25].  

c-Myc транскрипционалдық фактор және де онкоген Notch сигнал жолдарына тікелей қатысы бар. Notch сигнал жолдары ТӨЖ-дың жетілуінің маңызды реттеуші. Notch сигнал жолдары ТӨЖ-дың жетілуінің жетілу маркерларының: KIR, CD16 және  CD57 экспрессиясына ықпал етеді. Сонымен қатар, Notch сигнал жолдары ТӨЖ-дың CD16 байланысуының нығаюына, сол арқылы цитотоксикалық активтілігінің әйгілейтін медиаторларының: CD107a, IFNγ және TNFα  экспрессиясын кұшейтеді [26]. 

Ұзақ уақыт қатерлі ісіктің пайда болуы жеке бір жасушалардың мутацияға ұшыраумен байланысатын. Мутацияның негізі нысанасы ДНК болып табылады, сол арқылы зақымдалған протеин пайда болады. Бұл теорияның авторы неміс биологы Teodor Boveri болатын. 1914 жылы ол хромосомалардың зақымдалуының салдарына ісік ауру пайда болатынын болжаған. Кейін қатерлі ісік ауруын мутациямен байланыстыратын болды. Онкогендермен қатар супрессорлық гендердің мутациясы осы мутациялық теорияның негізінде жатыр [27]. Бірақ соматикалық мутациялар иммундық жасушаларға әсер ететіні белгілі. Мысалы, GATA2 транскрипциялық фактордың мутациясы ТӨЖ-дың цитотоксикалық активтілігіннің және санның төмендеүіне әкелетіні көрсетілген [28]. Оның себебі, GATA2 транскрипциялық фактор ТӨЖ-дың дамуын, жетілүін реттейтін фактор. Сүт безінің қатерлі ісігіне шалдыққан 303 әйелдерді тексерген кезде, 1,175 мутацияға ұшыраған гендердің ішінен 385 ген, яғни 33%, иммундық жүйенің реттеүіштері екені анықталды. Соның ішінде цитотоксикалық гранзим А және Н факторларға жауап беретін гендер мутацияға ұшыраған. Сонымен қатар, иммундық реакцияларды активтендіретін не супрессиялайтын гендер де зақымдалған [29-31].   
Иммундық дәрменсіздігі канцерогенездің негізгі механизімі. Бұл салада көптеген жұмыстар атқарылды. Бірақта - Иммундық дәрменсіздігімен онкоген экспрессияының  байланысы әлі де зерттелмеген, ғалымдардың назарынан тыс қалып отыр. Бұл зерттеулердің клиникалық маңызыдылығы аса жоғары. Себебі, кәзіргі кезде таргет-терапияның нысанасы онкоген болып тұр, онкоген тағы да иммунотерапияның нысанасына айналған кезде, ісік аурулардың емдеуі жоғары сатыға көтерілуі күмәнсіз. Сонымен қатар таргетік терапия ісік жасушаларда онкогендердің жоғары активтілігін басуға арналса, кейінгі зерттеулер иммундық жасушаларда бұл онкогендер керісінші өте төмен деңгейде экспрессияланатыны анықталған. Осының салдарынан да  таргет-терапия күткендей нәтиже бермейтұр. Өкпе, асқазан қатерлі ісікке шалдыққан аурулардың шет аймақтағы қандағы ТӨ жасушаларда C-kit және  c-Myc онкогендер күрт төмендейтіні көрсетілген [32, 33]. Мұндай жағдайда, ісік жасушалардағы жоғары экспрессияға ұшыраған онкогендерді басуға арналған таргеттік терапия иммундық жасушаларда онсызда төмендеп тұрған онкогендердің экспрессиясын одна ары төмендетеді. Онкогендер жалпы барлық жасушалардың өміршендігін қадағалайтын факторлар, сондықтан таргеттік терапия ісік жасушаларды өлтіруімен қатар бүкіл иммундық жүйені  тоқыратып жібіретіні түсінікті. Қазірге дейін бірде бір иммундық терапия айтарлықтай нәтиже бермейтінің себебі де сол болуы әбден мүмкін. Қатерлі ісік пайда болуының механизімі тек ісік жасушалардың мутацияға ұшырауымен байланысты емес екені қазіргі кезде толықтай түсінікті болыр тұр. Жақында ғана шыққан мақалада сау адамның тері жасушаларының жанындағы жасушаның ішінде болып жатқан мутацияны сезіп, оны жойып жібере алатын қабілеті бар екені эксперемент арқыла анық көрсетілді [34-38]. Экспериментте жаңа фотосурет техникасы қолданған. Сол жоғары деңгейдегі техника арқылы жасушалардың әрбір сатыдағы қозғалыстарын суретке түсіріп тұрған. Мутацияға ұшыраған жасушаның толық жойылғаны көрсетілді. Жәніндағы жасушаның ішінде болып жатқан мутацияны сезу механизімі түсініксіз болғанменен, адамның көптеген табиғи қорғау жолдары бар екені айқын. Енді осындай мықты қорғау механизімдерінің дәрменсіздігінің себебі неде екені әлі де құпия болып тұр. Бұл құпияның кілті иммундық жүйенің зақымдалуында жатыр, тек әлсіреген  иммундық қорғаныс мутацияға ұшыраған жасушалардың өсүіне жол береді. Мутация ұшарау қалыпты жағдай, бірақ оның ары қарай қатерлі ісікке дамуы иммундық жүйенің бұзылуында жатыр. Оның бір себебі иммундық жасушалардағы онкогендердің жұмысымен байланысты. 
НЕГІЗГІ БӨЛІМ

Әдістемелік және техникалық тәсілдер жобаның міндеттеріне сәйкес және толық орындауға  бағытталған.

1 Материалдар мен әдістелер

1.1 Реагенттер
ТӨ жасушалар жаңа иммунологиялық әдістерді қолданып бөліп шығарылады:

1 Реагент 12303D, Life Technologies (CША) DynaMag™-5 Magnet жасушаларды магниттік әдіспен  бөліп шығаруға арналған
2 Реагент 11349D, Life Technologies (CША) Dynabeads® Untouched™ Human NK Cells ТӨ жасушаларды бөліп шығаруға арналған
3 Реагент 15596026, Life Technologies (CША) TRIzol™ Reagent РНК ні бөліп шығаруға арналған
4 Реагент 17144002, Life Technologies (CША) Ficoll-Paque™ PLUS Recognized standard in laboratories worldwide for isolation of human lymphocytes from peripheral blood  мононуклеарлық фракцияны шеткі аймақтағы қаннан бөліп шығаруға арналған
5 Реагент 26140087, Life Technologies (CША) Fetal Bovine Serum, Qualified, US Origin, Standard (Sterile-Filtered) – феталдық бұзаудың қанынан алынған сарысуы бөліп шығарылған ТӨ жасушаларды өсіруге арналған
6 Набор реагентов для научных исследований № 4351372 (Assay ID Hs01030226_m1), Life Technologies (CША)

7 Набор реагентов для научных исследований № 4351372 (Assay ID Hs01030231_m1), Life Technologies (CША)

8 Набор реагентов для научных исследований № 4331182 (Assay ID  Hs99999909_m1), Life Technologies (CША)
9 Smart Flare c- MYC Human, Cyanine 5, Smart Flare KIT(Merck Millipore, Billerica,MA, USA).
10 Scramble control for specificity; 

11 Housekeeping control—the 18 s gene.
12. Biolegend APC anti-human Notch 1 Antibody, 25 tests № 352107 - Notch 1 экспрессиясын анықтауға арналған. 
13. Biolegend PE Mouse anti-Human Notch2, 50 tests № 563519 - Notch 2 экспрессиясын анықтауға арналған.
1.2 Жабдықтау

Sigma Центрифугасы лабораториялық универсалдық
MiniSpin Центрифугасы лабораториялық
Ламинарлық зарарсыздандырылған бокс 
Ағымды цитофлуориметр 

СО2-инкубатор (Memmert, Германия), 
инверторлық микроскоп, 
су деионизаторы 
перистальтиқалық насос (Millipore, США)

1.3 ЗЕРТТЕУ ӘДІСТЕРІ

1.3.1 Жасушалардың бөліп шығару

Табиғи өлтіргіш жасушалардың анализі гетерогенді субпопуляцияларын ескере отырып жасалады. ТӨ жасушалар жаңа иммунологиялық әдістерді қолданып бөліп шығарылады: жасушалардың сыртқы, өздеріне ғана тән, маркерларға негізделген иммундық магнит әдісі, алынған жасушалардың таза бөліп алынғанын дәлелдейтін ағымды цитофлуориметрия әдістемесі.

1) Жасушаларды бөліп алу сатылары: 
· Шеткі аймақтағы мөлшері 10-20 мл қаннан, тығыздығы 1,077 перкол немесе фиколда градиенттік центрифугалау. 
Фиколл = 1,077 г / см3 тығыздықты мононуклеарлы фракцияны оқшаулау үшін қолданылады. Қан фиколл градиентке үстіне қатпарланады (Сурет1А), центрифугаланады, 45 мин 400 g. Центрифугалаудан кейін мононуклеарлы жасушалардың сақинасы алынады, ал эритроциттер шөгіндіде болады(Сурет1 В).. Алынған мононуклеарлы жасушалар таза түтікке салынып, культура ортасымен жуылады. Жасушалар екі рет жуылады, центрифугалау 10 мин 200 g  кезінде 
[image: image1.jpg]plasma
mononuclearcell

Ficoll paque





Сурет 1- фикол градиентке қатпарланған(А) және центрифугаландырған қан (В)
· негативтік иммундық магнит әдісімен ТӨ барлық  жасушаларды бөліп алу. Ол үшін барлық ТӨЖ емес жасушаларды, олардың ерекше сыртқы маркерлары арқылы,  кетіру: Т жасушаларды (СD3), В жасушаларды (СD19, 20), моноциттерді (СD14), дендриттік жасушаларды (СD11с, CD83, CD1a, CD86, HLA-DR). ТӨЖ тазалығы және мөлшері CD16/56 макркер экспрессиясы арқылы ағымды цитофлуориметрия әдістемесімен анықталды.

Магнитті жасушаның бөлінуі, бұл жағдайда қызығушылық жасушаларына тән беттік антигенге қарсы моноклоналды антиденелермен қапталған парамагниттік моншақтарды (микрофераларды) қолдануға негізделген. Әр түрлі өндірушілердің магниттік моншақтарының диаметрі әртүрлі. Олар микроскоп астында көрінбейді, жасушаларға зақым келтірмейді. Микросфералардың мөлшері өте кішкентай болғандықтан, таңбаланған жасушаларды сақтау үшін күшті магнит өрісі қажет. 

Бұл әдіс бүкіл қаннан немесе мононуклеарлы суспензиядан қажетті жасуша популяциясын таңдауға мүмкіндік береді. Бөлшектер үлгіге тікелей қосылады. Микросфералар инкубациядан кейін жасуша түтігі магниттік сепараторға орналастырылады, онда магниттік бөлшектермен байланысқан жасушалар популяция түтіктің қабырғасына жабысады, ал микросфералармен байланбаған барлық басқа жасушалар супернатанда қалады. Оқшауланған мақсатты жасушалар кейін буферге орналастырылады. Иммуномагниттік микромоншақтар мақсатты жасушаларды (жасуша суспензиясынан да, бүкіл қаннан да) оң немесе теріс таңдауға мүмкіндік береді. Оң таңдалғаннан кейін, секрецияланған жасушалар моноклоналды антиденелермен жабылған моншақтармен байланысады, ал керек емес клеткалар алынып тасталады. Теріс таңдау кезінде моноклоналды антиденелер жойылуы керек жасушалармен байланысады. Сонда жасушаларының бөлінген саны суспензия да қалады.
Магниттік бөлу әдістерінің екі түрі бар: бағаналы және бағанасыз. Мiltenyi компаниясының MACS технологиялары бағаналы бөлудің түрі үшін ең көп қолданылады. MACS арқылы бөлу тиімді және 3 түрлі компонент қажет: MACS MicroBeads, MACS бағандары және MACS сепараторлары (Miltenyi Biotec). MACS MicroBeads биологиялық деградацияға  ұшырайтын, жасушаға зиянсыз, ультрапарамагниттік бөлшектер жасуша бетіндегі ерекше антигенге қарсы антиденелермен байланысқан. Бұл бөлшектер 50- nm тең, олардың жасуша бетіндегі эпитоптармен қанықтырмайтындығының және жасушаларды активтенбеуінің себебі осы азғантай ғана көлеміне байланысты; сонымен қатар биодеградацияға ұшырайтындығынан, оларды кейінгі талдауларға дейін алып тастауды қажет етпейді. MACS бағаналары ферромагнитті қапталған сфералар тұрады. MACS сепараторының магниттік өрісі болған кезде өзінің пайда болатын магнитінің өрісі 10000 есе көбейіп, жоғары градиент түзеді. Магниттік таңбаланған жасушалар бағанда қалатын болғандықтан, олар ешқашан бағанның өзімен байланыстырылмайды; жасушалар суспензияда қалады, осылайша олар үшін туындаған стрессті азайтады. Бағандарда қалған жасушалар сфералар арасында жылжып қимылдауға мүмкіндік бар. 

The basic overall principle of this method is described in 3 simple steps that are represented in Fig.I.3: magnetic labeling, magnetic separation and elution of the labeled cells (Miltenyi Biotec). First of all, a single cell suspension is prepared, magnetically labeled with the intended MACS MicroBeads and applied to an adequate MACS Column, previously set in a MACS separator for the magnetic separation.

Бұл әдістің негізгі жалпы принципі суретте көрсетілгендей 3 қарапайым сатыда тұрады: магниттік таңбалау, магниттік бөлу және белгіленген жасушалардың элюциясы (Miltenyi Biotec) (Сурет2). Алдымен, жекеленген жасушалардың суспензиясы дайындалып, MACS MicroBeads-термен магниттеледі және MACS бағанына құйылады. Магниттік бөлу үшін бұрын бағана MACS сепараторына орнатылады. MicroBeadsпен  байланысып қалған жасушалар бағанада қалады. Байланыспаған жасушаларды бағанадан шығару үшін, магниттің ішінде тұрған бағананы жуады, содан кейін бағананы магниттен шығарып алып, магнитпен байланысқан жасушаларды жуып шығарады. Демек, бұл әдіс екі жасуша фракцияларын жоғары тазалықпен оқшаулауға мүмкіндік береді.  
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Сурет 2 -  Miltenyi технологиясын қолдану арқылы MACS бөлу қадамдары: магнитті таңбалану, магниттік бөліну және белгіленген жасушалардың элюциясы  Қолданған кезде магнит өрісінде магниттік белгілері бар жасушалар бағанада сақталады; бағанды магнит өрісінен алып тастағаннан кейін сол жасушаларды шығаруға болады (Miltenyi Biotec).
Бағаналы әдістен бөлек, Dynal фирманың реагенттері жасушаларды бағанасыз әдіспен бөліп алуға мұмкіндік береді. DynaMag ™ -5 магниті Dynabeads®-пен бірге жасушаларды иммуномагниттік бөлу үшін қолдануға арналған. DynaMag ™ -5 магниті диаметрі 11-16 мм болатын түтіктерді орналастырады (мысалы, ағымдық цитометрия түтіктері және көптеген қан жинайтын түтіктер), оңтайлы жұмыс көлемі 1,5 мл құрайды. Магнит 8 түтікті ұстайды және барлық Dynabeads® (диаметрі 1–4,5 мкм) үйлесімді. DynaMag ™ -5 магниті нарықта қол жетімді ең жоғары магнитті материалды қамтиды және кез-келген Dynabeads® препаратын тез, тиімді және дәйекті түрде бөледі. DynaMag ™ -5 магниті кішкентай, оңай өңделеді және бір уақытта 8-ге дейін жасуша үлгілерін тиімді бөлуді қамтамасыз етеді. Жинақталған SampleRack үлгілерді оңай басқаруға және магнит негізіне орналастырылған кезде үлгіні жақсы көруге мүмкіндік беретін дизайнға арналған (1-ден 8-ге дейін) (Сурет3). 
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Сурет 3 - Dynabeads арқылы алынған жасушалар түтіктін түбінде көруге болады
Құбырларды орнында ұстайтын икемді қыстырғыштар магнитке әртүрлі түтік өлшемдерін орналастыруға мүмкіндік береді. SampleRack - бұл сорғыту, жуу немесе қайта құюды жеңілдету үшін магниттік негізден алуға болатын бөлек құрылғы. Жасушаларды бөлудің соңында магнитті SampleRack-тан оңай алып, жууға мүмкіндік бар. Түтіктерді шығармай ары қарай олармен жұмыс істеуге болады (Сурет 4).
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Сурет 4 - DynaMag-5
ТӨЖ қаннан бөліп шығаруға Dynabeads® Untouched™ Human NK Cells - реагент жиынтығын қолдандық. Жұмыс протоколы:

Dynabeads жуу

1. Шыны сауытта Dynabeads® қалпына келтіріңіз (яғни 30 секунд сілкіңіз немесе еңкейтіп, 5 минутқа бұраңыз).

2. Dynabeads® керек көлемін түтікке жіберіңіз.

3. Оқшаулау буферінің бірдей көлемін қосыңыз немесе кем дегенде 1 мл, араластыру керек.

4. Түтікті магнитке 1 минутқа қойып, супернатантты қуйып тастау керек.

5. Түтікті магниттен шығарып, Dynabeads жуып  шаю керек. Содан кейін 

Dynabeads® буфер, бастапқы көлеміне  дейін қосу керек. 

Жасушаларды дайындау

1. 1 × 108 cells/mL көлемінде жасушаларды дайындайды.

ТӨЖ бөліп алу

Бұл хаттама 5 × 107 PBMC (шеткі аймақтағы жалғыз ядролық жасушалар) арналған , нақты  1 × 107-ден 5 × 108 дейін.

1. PBMC (5 × 107)  500 мкл мөлшерде Сынақ түтігіне құю керек. 

2. 100 мкл активтілігі жойылған FBS / FCS ( бұзау қанның сарысуы) қосу керек.

3. 100 мкл антидене қоспасын қосылады.

4. Жақсылап араластырып, 2-ден 8 ° C температурада 20 минут инкубация.
5. 4 мл оқшаулау буферін қосу арқылы жасушаларды жуу, пробирканы бірнеше рет жақсылап араластырып, 2°C-ден 8 °C-қа дейінгі температурада 8 минут центрифугалайды (350 ×g). Супернатант төгу керек.
6. 500 мкл оқшаулау буферінде жасушаларды қалпына келтіру керек.

7. Алдын ала жуылған Dynabeads® 500 мкл қосылады.

8. 18-25 ° C температурада 15 минут инкубация.

9. 4 мл оқшаулау буферін қосылады. (Жасушаның кіші көлемімен жұмыс жасағанда,

оқшаулау буферінің 1 мл-ден аз қолданылмайды).

10. Тамшуырмен түйіршіктермен байланысқан жасушаларды> 10 рет қалпына келтіру керек. Көбіктенбеу керек.

11. Тұтқа магнитке 2 минутқа қойылады. Жасушаларды жаңа түтікке ауыстыру.

12. Түтікке 4 мл оқшаулау буферін қосып, 10-қадамда көрсетілгендей, тамшуырдың көмегімен Dynabeads® түйіршіктермен байланысқан жасушаларды қалпына келтіру керек.

13. Тұтқаны магнитке 2 минутқа қою керек.

14. Екі супернатанды біріктіру керек.

15. Қосымша: қалдық моншақтарды алып тастау; түтікті магнитке 2 мин салып, содан кейін жасушаларды жаңа түтікке өткізіңіз.

1.3.2  Ағымдық цитофлуориметрия
Ағымдық цитометрия популяциядағы көптеген жасуша түрлерін кескіндеу қажет болған кезде қолданылады. Жасушалар мөлшері мен морфологиясының айырмашылықтары негізінде бөлінеді. Сонымен қатар, флуоресцентті белгіленетін антиденелерді жасуша бетіндегі белгілі бір антигендерге бағытталған, әртүрлі ішкі популяцияларды анықтау және бөлу үшін қолдануға болады.
Негізгі қадамдарға әр жасушаны лазермен бір уақытта жарықтандыратын етіп жасушаларды тар арна арқылы өткізу жатады. Содан кейін бірқатар датчиктер сынған немесе шығарылған жарықты анықтайды, және бұл деректер үлгі туралы ақпарат алу үшін біріктірілген және жинақталған.
Ағым цитометриясы бір уақытта жасушаның бірнеше параметрлерін талдауға көмектеседі. Осы параметрлердің кейбіреулері:

Функционалдық талдау

Бұл әдіс жасушалардың ішіндегі биологиялық белсенділікті анықтай алады, мысалы реактивті оттегі түрлерін қалыптастыру, апоптоз кезіндегі митохондриялық мембрананың өзгеруі, белгіленген бактериялардағы фагоцитоз деңгейі, жергілікті кальций мөлшері және дәрілік заттарға жауап ретінде металдың өзгеруі т.б.
Жасушалық циклді талдау

Ядродағы ДНҚ мөлшері жасуша циклінің әр кезеңінде әр түрлі болады. ДНҚ құрамындағы бұл өзгерісті ДНҚ немесе моноклоналды антиденелермен байланыстыратын флуоресцентті бояғыштардың көмегімен бағалауға болады, бұл антигенді білдіруді анықтауға мүмкіндік береді.
Хлорофилл, ДНҚ көшірме санының өзгеруі, жасуша ішілік антигендер, ферментативті белсенділік, тотығу жарылыстары, глутатион және жасуша жабысқақтары сияқты басқа да факторларды осы әдіспен өлшеуге болады.
Жасушаның өміршеңдігін анықтау

Бұл әдісті патогендік организмдер немесе препараттар қосқаннан кейін жасушаның өміршеңдігін бағалау үшін де қолдануға болады. Жасуша мембранасының тұтастығындағы кез-келген бұзушылықты тесілген жасуша мембранасына түсетін бояғыштардың көмегімен анықтауға болады. Бис-оксонол сияқты флуоресцентті зондтар некроздың әртүрлі сатыларын анықтауға мүмкіндік беретін жасуша мембранасында болатын ақуыздармен байланыса алады.
Апоптозды және некрозды өлшеу

Апоптоз немесе бағдарламаланған жасуша өлімі жасуша пішінінің өзгеруімен, құрылымның жоғалуымен, жасушаның бөлінуімен, цитоплазманың конденсациясымен, жасушалардың шөгуімен, жасуша қалдықтарының фагоцитозымен және ядролық конверттің өзгеруімен бірге жүреді.

Кейбір биохимиялық өзгерістерге протеолиз, ДНҚ денатурациясы, жасушаның сусыздануы, ақуыздың өзара байланысуы және бос кальций иондарының жоғарылауы жатады. Бұл физикалық және биохимиялық өзгерістерді ағын цитометрия көмегімен анықтауға болады.
Онкоз - бұл некротикалық оқиға, онда жасуша кішірейгеннен гөрі ісіне бастайды. Бұл плазмалық мембрананың жарылуына және протеолитикалық ферменттердің шығарылуына әкеледі, бұл қоршаған тіндерге де зиян келтіруі мүмкін. Плазма мембранасы мен жасуша пішінінің өзгеруін ағындық цитометрия көмегімен бағалауға болады.
Лазер сәулесінен өтетін әрбір жасуша жеке оқиға ретінде анықталады. Сондай-ақ, анықталған жарықтың әр түрлі түрлері: алға-шашырау, жан-жаққа шашырау және флуоресценттік сәулеленудің толқын ұзындығына нақты арна бөлінеді. Осы оқиғалардың әрқайсысы үшін деректер дербес құрастырылады және оларды екі әдіспен ұсынуға болады: гистограмма және нүкте-сюжет.
Ағын цитометриясындағы қақпа

Гейтинг - бұл ағындық цитометрияда қолданылатын әдіс, онда жасушалардың белгілі бір кіші популяциясы туралы көбірек ақпарат жиналады. Бұл ағындық цитометрияға қосымша ажыратымдылықты қосады және бірнеше параметрлерді талдауда қолданылады.
Ашық цитометриямен жүргізілген тәжірибеде мәліметтер шашырау учаскесінен бір немесе бірнеше арналар бойынша жиналады. Содан кейін қақпа өрісі жасалып, одан әрі талдау үшін жасушалардың ішкі жауабы таңдалады. Бұл ішкі топ басқа баламалы арналардағы ақпаратты көрсететін басқа графикаларда ерекшеленеді. Бұл әдіс әр арна үшін бір ұяшықтан үлкен икемділік пен ажыратымдылықты қамтамасыз етуге көмектеседі. 
1.3.3  SmartFlare
С-myc - прото-онкоген экспрессия ақаулары ағынды цитометрияны  пайдалана отырып; SmartFlare әдісімен зерттелді. Бұл әдістеме mRNA-ны тірі жасушаларда анықтауға мүмкіндік береді. Real Time әдісі еңбекті көп қажетсінетін жұмыс болғандықтан, екіншеден көзбен шолу мүмкіндігі болмағандықтан пайдаланбады. Онкогендердің таңбаланған зондтар дайын түрде сатылымда бар. Сыртқы ерекше маркерлері негізінде, ТӨЖасушалар иммундық-магниттік әдісімен бөлініп, жасушалардың тазалығын растау үшін ағынды цитофлуориметрия пайдаланады. SmartFlare - бұл ағын цитометриясын қолдана отырып, тірі жасушаларда мРНҚ-ны бейнелейтін жаңа, заманауи әдіс. С- myc прото-онкогендерге арналған зондтар әзірленді. SmartFlare зондтары бар тірі жасушаларда РНҚ-ны анықтау лизаттардың орнына сынама дайындау және құю сатыларын жояды. Инертті нанобөлшек технологиясын қолдана отырып, тірі жасушаларда РНҚ-ны нақты анықтау бір инкубация сатысында мүмкін болады. Зондтар ұяшықтан шығады, бұл сол күйінде жұмыс істеуге мүмкіндік береді. Бұл әдістің артықшылықтары, SmartFlare зондтарымен тірі жасушаларда ген экспрессиясын талдау үшін жұмыс үлгілерді дайындауды, жасуша лизисін және уыттылықты жояды. Тірі жасушаларда анықтау. Нақты уақыттағы ген экспрессиясын бақылау жасушадағы процестерді дәл көрсетеді. Ана РНҚ. Күшейту талап етілмейді, тек күшейтудің дәстүрлі әдістерімен артефактілерді алып тастайтын жергілікті, эндогендік РНҚ анықталады. Үлгіні дайындаудың болмауы. Күрделілікті жоюды жоятын бір бағытты инкубация. Ашық платформаның ашылуы. Платформа көмегімен флуоресценттік сигналдарды анықтау: микроскоп, жеке ядролық анализатор, цитометрдің прототипі, селекторлық ұяшық және т.б. Уыттылық жоқ. Тотықтырғыш емес нанобөлшектер жасушада орналасады және оны белгілі бір ұзақ мерзімді эксперименттерде қолдануға мүмкіндік беретін натуралистік механизмдердің көмегімен қанағаттандырады. Репортер иіріміне алтынмен жабылған бояғыш. Алтын нанобөлшек. SmartFlare зондтары құрамында олибонуклеотидтердің дуплексі бар алтын нанобөлшектері тұрады, олардың біреуі флюорофорды өткізеді. Флюорофор сигналы оның алтын ядросына жақын болуына байланысты басылады. AAAAAAATCAACCATACACCGTGACTTTGCTTGACCC – AGTTGGTATGTGGCACT Capture Strand Reporter Strand Олигодуплекстері «РНҚ түсіру» жіпшесінен (ұзын, алтын нанобөлшекпен байланысты) және қосымша «репортер» қатарынан тұрады (қысқа, флюорофорды өткізеді). SmartFlare РНҚ анықтау заттары Эндоцитоз механизмін қолдана отырып, жасуша сіңіреді. Ұяшықтарды сынау хаттамасы: Жасушалар планшеттың ұяшықтарына  орналастырылады (96 ұяшық  әр қайсысына 200 мкл орта орташа 30 000 жасушалар). Лиофилизат 500 мкл тазартылған суда қалпына келеді. SmartFlare ерітілген реагенті жұмыс ерітіндісін алу үшін стерильді фосфат-тұзды буфермен 1:20 сұйылтылады. Әр ұяшыққа 4 мкл сұйылтылған реагент қосылады. Инкубаторда (37 C), CO 2 (5%) және салыстырмалы ылғалдылықта (80%) 16-20 сағат ішінде инкубацияланады. Нәтижелер ағын цитометрінің көмегімен анықталады.

1.3.4 Статистикалық анализ. 

Екі топты бір-бірімен салыстыру үшін, бағалау жүргізілгеннен кейін Студенттік тест пайдаланылды.
Егер мәліметтерді тарату қалыпты болмаса, Манн-Уитни дәрежесінің қосынды сынағы өткізілді. Бірнеше топтарды салыстыру үшін, дисперсияны талдау қолданылды. SigmaStat бағдарламалық жасақтамасы пайдаланылды. Деректерді талдау үшін SygmaStat Software қолданылды (SygmaStat Software, Inc.). Барлық статистикалық талдаулар үшін p <0.05 маңызды болды. Бәрі эксперименттер кемінде екі рет қайталанды. Деректер орташа ±SEM ретінде ұсынылған. 

1.3.5 Нәтижелер
2. Сау донорлардағы ТӨ-жасушалардағы c-myc онкопротеиннің экспрессия көрсеткіші бағаланды. 
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Алдыңғы зерттеулер c- myc mRNA экспрессиясы ауру адамдардың табиғи өлтіргіш жасушаларында едәуір төмен екенін көрсетілді (сурет 5). Бұл төмендеу көрсеткіштері ісіктің орналасқан жеріне, өршу дәрежесіне байланысты еместігі аңғарылды.
 (A). Орташа флуоресценттік интенсивтілігі (MFI) mean ± SEM (ANOVA) көрсетілген. (B) 10 сау донорлардың біреуінің шеткері қан ТӨ жасушаларында С- myc -мРНҚ MFI  көрсеткіші – (2004 ±394). (C) Өкпенің қатерлі ісігі бар 7 пациенттің біреуінің перифериялық ТӨ жасушаларында С- myc -мРНҚ MFI көрсеткіші - (619 ±724). (D) Асқазан қатерлі ісігі бар 12 пациенттің біреуінің перифериялық ТӨ жасушаларында C- myc -мРНҚ MFI көрсеткіші- (430 ±285). (B–D) Салыстырмалы экспрессиясы ағынды цитометрия арқылы анықталды. (** p < 0.002 және ** p < 0.004).
Сурет 5 -Сау донорлар мен қатерлі ісік аурулардан алынған ТӨ жасушаларында (ТӨЖ) c-myc протеин экспрессиясының айырмашылықтары. ТӨЖ Dynabeads көмегімен теріс іріктеу арқылы перифериялық қан үлгілерінен оқшауланған, 20 сағат бойы толық ортада инкубацияланған және c-myc Smart Flare әдісімен анықталған 
Өкпе және асқазан-ішек қатерлі ісігі ауруымен ауыратын науқастарда ТӨ-де c- myc прото-онкогендік  мРНҚ-ның бұзылуын нақтылау үшін c-myc онко- протеин өндірісі бағаланды.

Донорлар пациенттердің жас санатына сәйкес таңдалды, яғни. 45-тен 70 жасқа дейін. Донорлар Институт зертханаларының сау қызметкерлерінен олардың келісімімен тартылды. ТӨ жасушалары ТӨ жасушасын оқшаулау жиынтығын (NK cell isolation kit) пайдаланып, 1,077 тығыздығы бар фиколге градиент центрифугалау арқылы 10 мл перифериялық қаннан жасушалардың мононуклеарлы бөлігін бөліп алып, теріс иммуномагниттік таңдау арқылы оқшауланды.
Онко-протеннің c-myc өндірісі c-Myc PE-конъюгацияланған антиденелерді қолдана отырып (c-Myc PE-conjugated Antibody R&D Systems), фиксацияланған және пермебиализацияланған ТӨ жасушаларының цитоплазмасында бағаланды. Флуоресценция ағынды цитометрия көмегімен BD FACSCantoTM II – цитофлуориметрмен анықталды. С- myc -онко-протеин өндірісінің нәтижелері флуоресценцияның орташа қарқындылығымен анықталды және MFI құрады: 4574 ± 1446. 

С- myc -прото-онкогеннің протеиндік экспрессиясы өкпенің немесе асқазан-ішек қатерлі ісігінің диагнозы қойылған алғашқы емделушілердің ТӨ жасушаларында бағаланады. Перифериялық қан сынамалары Хельсинки декларациясына және Федералдық ережелердің Нюрнберг стандартына сәйкес аурулардың келісімімен алынды (45 тарау, 46 том).
Донорлар сияқты, пациенттерде ТӨ жасушаларын іріктеу, ТӨ жасушасын оқшаулау жиынтығын пайдаланып (NK cell isolation kit), тығыздығы 1,077 болатын фиколға градиент центрифугалау арқылы жасушалардың мононуклеарлы фракциясын 10 мл перифериялық қаннан бөліп алу арқылы жүзеге асырылды.

С-myc онко-протеин өндірісі c-Myc PE-конъюгацияланған антиденелерді қолдана отырып (Human c-Myc PE-conjugated Antibody R&D Systems), фиксацияланған және пермибализацияланған ТӨ жасушаларының цитоплазмасында бағаланды. Флуоресценция ағынды цитометрия көмегімен BD FACSCantoTM II – цитофлуориметрмен анықталды. 
С-myc онко-протеин өндірісінің нәтижелері флуоресценцияның орташа қарқындылығымен анықталды: өкпе қатерлі ісігімен зақымдалған аурулардың MFI: 375 ± 52, асқазан-ішек қатерлі ісігінің диагнозы қойылған алғашқы емделушілердің MFI: 406 ± 47 құрады. (*** p < 0.001 және *** p < 0.001). (Сурет 6). 
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(A) Орташа флуоресценттік қарқындылық туралы мәліметтер (MFI). (B) 10 сау донорлардың біреуінің шеткері қан ТӨ жасушаларында С- myc -протеин MFI  көрсеткіші. (C) Өкпенің қатерлі ісігі бар 7 пациенттің біреуінің перифериялық ТӨ жасушаларында С- myc протеин MFI көрсеткіші. (D) Асқазан қатерлі ісігі бар 12 пациенттің біреуінің перифериялық ТӨ жасушаларында C- myc протеин MFI көрсеткіші. (B–D) Салыстырмалы экспрессиясы ағынды цитометрия арқылы анықталды.

Сурет 6 - Сау донорлардан және қатерлі ісікпен ауыратын науқастардан алынған ТӨ жасушаларындағы с--myc протеин өндірілген мөлшерлерінің арасындағы айырмашылық. ТӨ жасушалары шеткергі қан үлгілерінен Dynabeads теріс іріктеу әдісімен оқшауланды.
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Сурет 7 - Сау донорлардан және науқастардан алынған ТӨ жасушаларындағы Notch1, 2 протеин өндірілген мөлшерлерінің арасындағы айырмашылық. Обыр аурулардың ТӨ жасущаларының шығаратын Notch1 мен Notch2 MFI көрсеткіштері 717 және 307 құрады. Сау донорлардың MFI көрсеткіштері - 1001 құрады (** p < 0.0024 және * p < 0.0141). 
3. Транскрипциялық фактор - прото-онкоген c-myc Notch-молекулардың сигнал жүретін жолдарының тікелей қатысушы. Notch сигнал беру жолы адамның ТӨ жасушаларының дамуында маңызды рөл атқарады. Notch сигнализациясы ТӨ жасушаларының жетілуіне арналған маркерлердің индукциясын жасайды (KIR, CD16 және CD57). CD16 байланыстыру Notch сигналымен күшейтіліп, ТӨЖ цитотоксикалық функциясының негізгі медиаторлары болып табылатын CD107a, IFNγ және TNFα өрнегінің жоғарылауына әкеледі. 
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Сурет 8 - Сау донорлардан алынған ТӨ жасушаларындағы Notch1, 2 протеин өндірілген мөлшерлері. ТӨ жасушалары шеткергі қан үлгілерінен Dynabeads теріс іріктеу әдісімен оқшауланды. Орташа флуоресценттік қарқындылық туралы мәліметтер (MFI). 24 сау донорлардың біреуінің шеткері қан ТӨ жасушаларында Notch1, 2 -протеиннің MFI  көрсеткіші.
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Сурет 9 - Қатерлі ісікпен ауыратын науқастардан алынған ТӨ жасушаларындағы Notch 1,2 протеин өндірілген мөлшерлері. ТӨ жасушалары шеткергі қан үлгілерінен Dynabeads теріс іріктеу әдісімен оқшауланды. Орташа флуоресценттік қарқындылық туралы мәліметтер (MFI). Өкпенің қатерлі ісігі бар 13 пациенттің біреуінің перифериялық ТӨ жасушаларында Notch 1,2 протеин MFI көрсеткіші.
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Сурет 10- Қатерлі ісікпен ауыратын науқастардан алынған ТӨ жасушаларындағы Notch1, 2 протеин өндірілген мөлшерлері. ТӨ жасушалары шеткергі қан үлгілерінен Dynabeads теріс іріктеу әдісімен оқшауланды. Орташа флуоресценттік қарқындылық туралы мәліметтер (MFI). Асқазан қатерлі ісігі бар 14 пациенттің біреуінің перифериялық ТӨ жасушаларында Notch1, 2 протеин MFI көрсеткіші.
Сау донорлардан және қатерлі ісікпен ауыратын науқастардан алынған ТӨ жасушаларындағы Notch1 және Notch2 протеин өндірілген мөлшерлерінің арасындағы айырмашылық. ТӨ жасушалары шеткергі қан үлгілерінен Dynabeads теріс іріктеу әдісімен оқшауланды. Сау донорлардың шеткері қан ТӨ жасушаларында Notch1 (10 адам) және Notch2 (14адам) MFI көрсеткіштері (көк түсті бағаналар). Өкпенің қатерлі ісігі бар 13 пациенттің және асқазан қатерлі ісігі бар 14 пациенттің перифериялық ТӨ жасушаларында Notch1 және Notch2 протеиннің MFI көрсеткіші. (қызыл түстү бағаналар). Салыстырмалы экспрессиясы ағынды цитометрия арқылы анықталды.
Notch1 және Notch2 үшін SmartFlare жаңа заманауи әдісі бойынша бағалауға жоспарланған таңбаланған зондтар Меrk Millipore фирма жасауын тоқтататуына байланысты, mRNA экспрессиясын анықтау жүргізілмеді. Notch1, Notch2 протеиндердің  өнімі Notch1 және Notch2 флуоресценттік боялған антиденелерді қолдана отырып (APC anti-human Notch 1 Antibody және PE Mouse anti-Human Notch2), ТӨ жасушаларын бояумен жүзеге асырылды. 
Зерттеулердің нәтижесінде Notch1 және Notch2 протеин экспрессиясы айтарлықтай айырмашылық танытты. Өкпе және асқазан-ішек обыр аурулардың ТӨ жасущаларының шығаратын Notch1 мен Notch2 MFI көрсеткіштері 717 және 307 құрады. Сау донорлардың MFI көрсеткіштері - 1001 құрады. Яғни, Notch1 және Notch2 протеин экспрессиясы обыр ауруларда төмендейтінін көрсетті (** p < 0.0024 және * p < 0.0141). (Сурет 7-10). 

Бұл көрсеткіштер өкпе, асқазан-ішек, ағзаның  тағы басқа мүшесінде орналасқан обыр науқастарының ТӨ жасушаларының прото-онкогендер c-kit  және c-myc экспрессияның төмендеумен сәйкес келеді. 

ҚОРЫТЫНДЫЛАР
С-мyc функциясы - жасуша өлімін, көбеюін және зат алмасуын реттеуге арналған көптеген гендерді ынталандыратын транскрипция факторы ретінде жұмыс істейді [39]. Қатерлі ісіктен басқа, с-мyc қалыпты физиологиялық және патофизиологиялық жағдайларда, оның ішінде иммунитетті реттеуде, жасушалық, тіндік және ағзалық деңгейлерде, пролиферацияны, өлімді және метаболизмді синхрондауға  жауапты гендерді басқарады [40]. С-мус – прото-онкоген, 80% ісік ауруларда мутацияға-ген амплификциясына ұшыраған салдарынан, экспрессиясы қатты жоғарлайтыны белгілі [41]. Біздің зерттеулеріміз, алғашқы рет, осы с-мyc прото-онкогеннің экспресиясын иммундық жасушаларда, нақты айтқанда, табиғи өлтіргіш жасушаларда (ТӨЖ) төмендейтіні анықтады. С-мyc мутацияға шалдыққан жасушаларда, с-мyc прото-онкоген онкогенге айналып, экспрессиясы қатты жоғарлаған салдарынан, өзінің атқаратын көбею және зат алмасуын реттейтін функциялары едәүр күшееді. Сол себептен ісік жасушалар метаболизімі жоғары, шексіз пролиферацияға бейімделген жасушаларға айналады. Ал с-мyc прото-онкогеннің экспресиясы төмендеген ТӨЖ барлық, осы с-мyc-ке тиесілі функциясы, төмендейді. ТӨЖ – қатерлі ісікке, обырға, қарсы алғашқы және ең маңызды қорғаныс екені мәлім [42, 43]. ТӨ жасушылардың ісікке шалдыққан ауруларда атқаратын цитотоксиқалық функциясы төмендейтіні, ТӨЖ әлсізденетіні, және бұл көрсеткіштер ісіктің көлемімен, аурудың деңгеімен байланысты емес екені көрсетілген [16]. Яғни, ТӨЖ, жалпы иммундық жүйенің, дәрменсіздігі аурудың салдары емес, керісінше, себебі екені түсінікті. Осы иммундықтың дәрменсіздігінің себебі әлі де белгісіз. Біздің зерттеуіміз осы күрделі сұраққа жауап беруге бағытталған. ТӨЖ әлсіздігі, барлық жасушалардың өсу, өнү, метаболизм функцияларына жауапты, сау жасушалардың ісік жасушаларға айналуына тірек болған, с-мус экспрессиясымен байланысының бар-жоғын зерттедік. Нәтижесінде с-мус төмендейтінін анықтадық. мРНК мен қоса протеиннің де төмендеуі – күмән тұғызбайтын нақты дерек. Алынған нәтижеміс логикаға сай болып келеді. Шынымен метаболизіміне жауапты геннің экспрессиясы төмендеген кезде, жасушаның функцияларының да төмендеуі заңды. Бұдан кейінгі туындайтын мәселе осы с-мус төмендеүінің себебі не? Бұл мәселенің шешуі с-мус-тың өзіне ықпал етіп, реттейтін механизмдерде жатыр. Ондай механизмдер аз еместіктен, с-мус экспрессиясына тікелей байланысты рецепторлардың, обыр ауруға шалдыққан пациенттерде, қаншалықты өзгерістерге ие болғанын тексеруді жөн көрдік. 

Notch тобы төрт Notch протеиннен тұрады (Notch1, 2, 3, 4), олардың өзара айырмашылықтары құрамында эпидермальды өсіру протеинге ұқсас бөлшектерінің санында және трансактивация доменінің болуында. Сүтқоректілерде бес классикалық Notch лигандтары бар: дельта тәрізді (DLL) -1/3/4 және jagged (Jag) -1/2. Бұлардың өзара айырмашылықтары EGF тәрізді қайталанулар саны және цистеинге бай доменнің болуы. Notch рецептор осы лигандтармен байланысудың нәтижесінде жасушаішілік Notch шығаратын g-secretase арқылы жасушаішілік бөлініп, жасушаішілік домен (яғни, NICD) пайда болып,  цитозолға енеді. Транскрипция факторды қолдана отырып, PCR array массивін көмегімен, c-Myc - Notch сигнал жолдарының маңызды жасушаішілік молекуласы екенін көрсетілді (Сурет 11) [44].
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Сурет 11 - Notch-c-Myc- арақатынасының жасушаның өміршендік қабілетін демеуіне арналған модель. Notch лигандының және Notch -рецептор өзара әрекеттесуі ядроға ауысатын транскрипциялық белсенді NICD түзеледі. Ядро ішінде NICD CSL және Mam протеиндермен әрекеттеседі және c-Myc транскрипциясын қоздырады.
Рецепторлардың Notch  (1–4) тұқымдасы жоғары деңгейде сақталған және көптеген даму процестерін реттеуде және тіндердің гомеостазын сақтауда маңызды. Зақымдалған  Notch сигнал жолдары онкогендік маңызы бірнеше қатерлі ісік түрлерінде көрсетілді. Сонымен қатар, Notch ісіктерді, керісінше, басатын құрал ретінде де жұмыс істей алатындығына дәлел бар [45-47]. 
Шеткі аймақтағы қан жасушаларында Notch3 және Notch 4 емес, тек Notch1 мен Notch2 рецепторлар анықталған. Notch сигнал жолдарырының белсенділігі артқанда ТӨ жасушалардың IFNg секрециясының жоғарылауына әкеледі [48]. Notch рецепторлардың ішінде ТӨЖ-ға қатыстысы да осы екеу Notch1 және Notch2. Гендік зерттеулер CD56dim және CD56bright ТӨЖ субпопуляциялары Notch1 және Notch2 екеуін де экспрессиялайтынын көрсеткен. CD56bright жасушаларында 2-3 есе жоғары экспрессиясы. Notch сигнал жолдары NK жасушаларының жетілу үшін маңызды [49]. Жалпы айтқанда, бұл деректер Notch сигнал жолдары ТӨ жасушалардың қалыптасуы кезінде және олардың функциясы үшін маңызды рөл атқаратыны сөзсіз.
Жоғары келтірілген  мәліміттерге сүйеніп, ТӨЖ-дың  Notch1 және Notch2 рецепторларын зерттеуге тоқтадық. Ойлағанымыздай, ТӨ жасушаларда, с-мус төмендеуімен қатар Notch протеиндердің экспрессиясы да бәсендеген. Алынған нәтижеміздің маңыздылығы өте жоғары. Егер бұрын қатерлі ісік ауруына шалдыққан пациенттердің ТӨЖ-дің ісікпен күресу қабілетсіздігі ісік жасушалардың және оларды қоршаған ортаның шығарған заттарының әсері деп танылса, біздің дәйектеріміз ТӨЖ дәрменсіздігінің түп-тамыры сыртқы емес өзінің ішкі зақымдалуының  салдары екенін дәлелдейді. Себебі зерттеген ТӨ жасушаларымыз ісік орналасқан ағзадан емес, ягни ісікті қоршаған ортаның шығарған заттарының әсері жоқ, перифериялық қаннан алынған. Екіншіден ісіктің әсері десек, үлкенген сайын ісік әсері көбею керек еді. Бірақта, біздің көрсеткіштеріміз ісіктің өсу деңгейіне, аурудың сатысына тәуелді болмады. Алынған нәтижеміз ортақ механизімге қатысы бар деп болжауға болады, себебі ісіктің  түрлерінің арасында айырмашылықтар болмады. 
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