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РЕФЕРАТ

Есеп  36 б., 8 сурет, 0 таблица, 40 қолданған әдебиеттер, қосымша 2
Кілттік сөздер: онкогены. Табиғи өлтіргіш жасушалар. c-kit-протоонкоген,.c-myc- протоонкоген. NOTCH1/2 сигнал молекулалар.  Қатерлі ісік (обыр).
Зерттеу объектісі  - қатерлі ісік аурулардың табиғи өлтіргіш жасушаларының бұзылуы механизімі.

Жұмыс мақсаты: қатерлі ісік кезіндегі табиғи өлтірушілік жасушалардағы (NK) жасушалардағы прото-онкогеннің экспрессиясын және функциясын және олардың транскрипциялық сигнал жолдарын анықтау.
Алынған нәтижелері мен жаңалығы. 

1. 
C-kit прото-онкогеннің шеткі аймақтағы қаннында табиғи өлтіргіш жасушалардағы (ТӨЖ) сау донорлардағы және онкологиялық науқастарда экспрессиясына талдау жасалды. Салыстырмалы талдау сау донорлар мен онкологиялық науқастардың шеткі қанының ТӨЖ жасушаларында mRNA c-kit proto-oncogene экспрессиясының күрт төмендеуін көрсетті. 
2.
Өкпе, шек-ас-қазан қатерлі ісік аурулардың шеткі аймақтағы қаннында табиғи өлтіргіш жасушалардағы (ТӨЖ) c-myc протеин экспрессиясы едәуір төмен екенін көрсетті.  
3.
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 барлық төмендеу көрсеткіштері ісіктің орналасқан жеріне, өршу дәрежесіне байланысты еместігі аңғарылды.
Бұл жұмыстың жаңалығы - әлемде алғаш рет екі бірдей с- kit пен c-myc прото-онкогендердің иммундық жасушалардағы экспрессиясын, сондай-ақ олардың сигнал беру жолдарын зерттеу. 
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. 
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Ключевые слова: онкогены. ЕСТЕСТВЕННЫЕ КЛЕТКИ-КИЛЛЕРЫ. C-KIT-ПРОТООНКОГЕН, .C-MYC- ПРОТООНКОГЕН. СИГНАЛЬНАЯ МОЛЕКУЛА NOTCH1 / 2. РАКОВАЯ ОПУХОЛЬ.
Объектом исследования является механизм нарушения естественных клеток-киллеров при раке.

Цель: определить экспрессию и функцию протоонкогенов в естественных клетках-киллерах (NK) при раке и их транскрипционные сигнальные пути.
Полученные результаты и новизна.

1. Анализ экспрессии протоонкогена C-kit в естественных клетках-киллерах (ЕК) периферической крови у здоровых доноров и больных раком. Сравнительный анализ показал резкое снижение экспрессии мРНК протоонкогена c-kit в ЕК периферической крови онкологических больных.
2.
Было показано, что экспрессия c-myc белка в естественных клетках-киллерах периферической крови пациентов с раком легкого и желудочно-кишечного тракта значительно ниже, чем у здоровых.

3. Исследована экспрессия сигнальных молекул Notch1 и Notch2 в естественных клетках-киллерах  периферической крови у больных с раком легких и желудочно-кишечного тракта. Сравнительный анализ показал, что экспрессия сигнальных молекул Notch1 и Notch2 значительно ниже в естественных клетках-киллерах больных людей.
Оказалось, что все эти нарушения не зависят от локализации опухоли, степени заболевания.

Новизна данной работы -это первое в мире исследование экспрессии двух протоонкогенов c-kit и c-myc в иммунных клетках, а также их сигнальных путей.
Область применения. Это инновационный проект, направленный на определение механизма патогенеза рака, связанного с иммунодефицитом. На основе полученных результатов можно будет разработать вакцины для таргетной терапии.
Работы выполнены согласно графику.
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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 

c-kit - Прото-онкоген

c-Myc - Прото-онкоген

СD56 – сыртқы рецептор ТӨЖ
SCF - Stem cell factor, с-kit-рецептормен байланысады

Notch1/2 – сигналдық молекулалар

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
Иммундық жүйе қатерлі ісіктердің пайда болуын, дамуын және дамуын қадағалайтын қорғаныс механизмдерінің зор қабілетіне ие. Ісіктермен күресудің осындай алғашқы механизмдерінің белсенділігі жақында интравитальды бейнелеуді қолданып, әр түрлі сандағы Wnt / бета-катенин бағаналы жасушалар жүктелген тышқан терісінің эпителийінің тағдырын бақылау үшін қолданылды [1]. Нәтижелер мутациялық және мутациялық емес қорлауға тап болған кезде ересек адамның тері эпителийінің күтпеген пластикасын анықтады: онкогендік тіндердің ауытқулары мутантты жасушалардың белсенді элиминациясымен түзетілді [1]. Алайда, клиникалық және эксперименттік мәліметтер қатерлі ісікке қарсы иммунитетті блоктайтын, ажырататын немесе поляризациялайтын әртүрлі патофизиологиялық механизмдерді дамыту арқылы иммундық қадағалау мен иммунитетті жоюдан құтыла алатындығын көрсетеді. Ісіктердің кеңеюін, өсуін және прогрессиясын қолдайтын ісік иммундық ортасын дамыту (метастаздың түзілуі) канцерогенездің негізгі механизмі болып табылады; осылайша оны блоктау немесе бұзу қазіргі заманғы биологиялық терапевттің негізгі мақсаты болып табылады. 
Бір қызығы, өкпенің қатерлі ісігі материалын, біртектес емес өкпе тінін және қан жасушаларын бір уақытта жасушалық талдау аурудың «бастапқы» және «терминальды» клиникалық сатылары иммунологиялық сипаттамалары бойынша шынымен айтарлықтай айырмашылығы жоқ екенін көрсетті [2]. Ісік ісіктерінің соңғы сатысында анықталған көптеген иммундық ақаулар алғашқы сатыларда да анықталды. Байқалған патоиммунологиялық өзгерістер ісік тінінде де, перифериялық қанда да байқалғанын атап өту маңызды [2]. Осылайша, онкологиялық науқастардың иммундық ақауларының кем дегенде бір бөлігі ісік сатысына тәуелсіз дами алады және бұл ақаулар ісік өсуінің нәтижесі емес деген болжам жасау мүмкін. Қалыпты донорлардан және кейіннен қатерлі ісікке шалдыққан немесе қатерлі ісіксіз қалған сүт безі қатерлі ісігі бар әйелдерден емшек тіндерінің арасындағы иммундық жасуша түрлерінің сандық айырмашылықтарын талдау, иммундық жүйенің сүт бездерінің канцерогенезінің алғашқы кезеңдеріндегі ұқсас өзгерістерін анықтады [3]. Сол сияқты, ұйқы безінің түтікшелі аденокарциномасының генетикалық анықталған тышқан үлгісіндегі спонтанды ісікті зерттеу, иммуносупрессивті жасушалармен ең төменгі деңгейдегі преинвазивті зақымданулар төңірегінде де лейкоциттік инфильтрацияны көрсетті, бұл ерте жауапта басым болды және инвазивті қатерлі ісік арқылы жалғасты. [4]. Сонымен қатар, эффекторлы Т-жасушалары преинвазивті зақымдануларда аз болды, олар тек дамыған қатерлі ісіктердің бір бөлігінде ғана көрінді және активтенудің дәлелі жоқ. Осылайша, қатерлі ісікке қарсы иммундық қадағалаудың ерте «жою кезеңі» ақырында өсіп келе жатқан ісікпен басталады деген гипотезадан айырмашылығы, осы және басқа деректер ісікке қарсы тиімді иммунитеттің басынан бастап бұзылуы мүмкін екенін болжауға болады. Иммундық жүйенің бұл әдеттен тыс пластикасы иммундық жасушалар мен иммундық факторлардың алдын-ала қатпарлы жасушаларды қалыптастырудағы рөлін және жаңа жерлерде пайда болған неопластикалық жасушалардың белгілі бір жерлерде сәтті өмір сүруін сипаттау және түсіну үшін жаңа құралдар мен жаңа жол ашуы мүмкін. Қатерлі ісікке қарсы иммундық қадағалаудың толық емес динамикасы қатерлі ісіктің жоғары тиімді иммунотерапиясын дамытуға кедергі келтіреді.
Иммундық жүйенің ақаулары, ең болмағанда, кейбір жағдайларда қатерлі ісік пайда болғаннан бұрын болуы мүмкін деген болжам жасай отырып, біз иммундық жасушалардағы прото-онкогендер рактың иммундық ақауларымен де байланысты болуы мүмкін деген болжам жасадық.
Прото-онкогендер - бұл жасушалардың дифференциациясына, өсуіне, көбеюіне және апоптозға қатысатын қалыпты гендер, ал мутацияға ұшыраған немесе шамадан тыс әсер еткенде қалыпты жасушалар қатерлі ісікке айналуы мүмкін. [5] Ісіктің дамуы мен прогрессиясы жергілікті және жүйелік иммундық супрессиямен және дисрегуляциямен байланысты. Иммундық механизмдер ісік микроортасын қалыптастыруда, ісіктің өсуінде және метастаздардың орнығуында ажырамас рөл атқарады. [6] Қатерлі ісік кезіндегі иммундық ауытқулардың негізгі себебі көбінесе ісік жасушалары немесе ісік поляризациясы бар иммундық және стромальды жасушалар өндіретін супрессивті факторларға жатады. Онкогендер мен онко-супрессорлардың рөлі ісік дамуында жақсы бағаланады және зерттеледі; дегенмен, олардың канцерогенез кезіндегі иммундық жасуша ақауларындағы рөлі зерттелмеген. Прото-онкогендер, негізінен, барлық жасуша типтерінде, соның ішінде иммундық жүйенің жасушаларында көрсетілгеніне қарамастан, негізі қатерлі ісік жасушаларда зерттелген. Қатерлі ісік жасушаларында, иммундық жасушаларда немесе ісік микроортасында көрсетілген онкогендердің иммундық модуляциялау механизмдеріне бағытталған аз ғана мақалалар бар. 
NK жасушалары қатерлі жасушаларды тікелей өлтіру және туа біткен және бейімделгіш иммундық жауаптарды реттейтін бірқатар цитокиндерді шығару арқылы ісікке қарсы иммунитетте маңызды рөл атқарады. Қалыпты NK жасушаларында күшті цитотоксикалық белсенділік байқалады, ол ісіктің дамуы кезінде азаюы мүмкін. Іс жүзінде қатерлі ісік науқастарында NK жасушаларының белсенділігінің төмендеуі байқалды, оның ішінде цитотоксиканың төмендеуі, активтендіретін рецепторлардың немесе жасушаішілік сигнал молекулаларының экспрессиясының бұзылуы, ингибиторлық рецепторлардың шамадан тыс экспрессиясы, пролиферация ақаулары, ісік инфильтрациясының төмендеуі және цитокин өндірісі төмендегені [7, 8]. Ісік бар тышқандар моделіндегі қатерлі ісікке шалдыққан науқастардың перифериялық қанындағы және сүйек кемігіндегі адамның NK жасушаларының жетілу ақаулары да көрсетілген [9, 10]. Алайда қатерлі ісік кезінде NK жасушаларының қалыпты жұмыс істеуімен байланысты жасушаішілік механизмдер сипатталмаған.
C-Kit сигналдары NK жасушаларының өмір сүруі, дифференциациясы және жетілуі үшін маңызды болып табылады. C-kit сигнал беру жолының ақаулығы көптеген ісіктерде сипатталған. Тирозинкиназа тұқымдасының мүшесі ретінде с- kit рецепторларының сигналы белгілі бір гендердің экспрессиясын реттейді, көптеген жасушалар популяцияларының тіршілік әрекетін модуляциялайды және ісіктің пайда болуында, дамуында және таралуында маңызды рөл атқарады. Алайда, NК- жасушаларының қызметі үшін c-kit сигналының маңыздылығы және ісік дамуы кезінде осы сигналдық жолдың жиі жұмыс істемеуі туралы хабарланғанына қарамастан, қатерлі ісік кезіндегі NK жасушаларында с-kit экспрессиясының талдауы әлі жүргізілген жоқ.

Ретровирустық онкогенмен гомология негізінде c-myc гені анықталды және c-myc прото-онкогені жануарлар мен адамның көптеген ісіктерінде белсенді болатындығы көрсетілген [11]. C-myc генінің өнімі, транскрипция факторы, жасушалардың өсуіне, көбеюіне, апоптозға, сондай-ақ жасушалық метаболизмге қатысатын әртүрлі жасушалық процестерді реттейді [12]. C-myc NК- жасушалардың жетілуі және гомеостаз үшін өте маңызды IL-15 сигнал беру жолына қатысады [13]. Шындығында, NK жасушасының дамуы кезінде с-Myc-нің шамадан тыс экспрессиясы көптеген KIR (өлтіретін жасуша иммуноглобулин тәрізді рецепторлары) гендерінің жалпы транскрипциясына ықпал етеді деп хабарланған. Эндогендік с-Myc-тің дистальды промотор элементімен байланысы шеткі қан NK жасушаларында IL-15 стимуляциясы кезінде едәуір күшейетіндігімен және KIR транскрипциясының артуымен байланысты, бұл NK жасушаларының активтену сигналдары мен KIR арасындағы тікелей байланысты қамтамасыз етеді [14]. Сонымен қатар, NK жасуша белсенділігінің маңызды реттеушісі IL-2 көмегімен ынталандыру табиғи өлтіруші жасуша желісіндегі c-myc экспрессиясын күшейтетіні дәлелденді [15]. Алайда, онкологиялық науқастарда NK жасушаларында c-myc экспрессиясы ешқашан бағаланбаған. 
C-Myc функциясы бірнеше сигнал беру жолдарымен реттеледі. Мысалы, c-Myc - бұл Notch сигналын жіберудің төменгі бағыттағы мақсаттарының бірі [16]. Notch1 c-Myc промоторымен тікелей байланысуы мүмкін және Notch рецепторларынан келетін сигналдар c-Myc-жасушалық өсу мен метаболизмді қоздырады. Маңыздысы, Notch1 және Notch2, бірақ Notch3 және Notch 4 емес, адамның шеткі қанындағы NK жасушаларында көрінеді [17], ал Notch сигнал беру жолы адамның NK жасушаларының дамуы мен қызметінде маңызды рөл атқарады [18]. Мысалы, Notch лигандтары жетілмеген, бірақ функционалды, CD34 + адамның қан түзетін жасушаларынан шыққан NK жасушаларын индукциялау және кеңейту үшін дифференциалды қабілеті бар екендігі дәлелденді, бұл дифференциалдау сатысында NK жасушаларының физиологиялық дамуы үшін маңызды [19]. Notch1-ді NK жасушаларында активтендіру IFN-гамма өндірісінің секрециясының жоғарылауына әкелуі мүмкін [17], бұл NK жасушаларының жұмысындағы сигналдың маңыздылығын көрсетеді.
Сонымен, осы зерттеулердің мақсаты әртүрлі рак ауруымен ауыратын науқастардан жиналған адамның NK жасушаларында прото-онкогендердің экспрессиясы мен қызметін зерттеу болды. Notch сигналы NK жасушасының дамуына қатысатындығына сүйене отырып, біз c-Myc өрнегінің өзгерүі сол жасушаларындағы өзгерген Notch сигналдармен байланысты болуы мүмкін деген болжам жасадық. Бұл гипотеза сонымен қатар Notch индукцияланған сигнал жолының қалыпты және қатерлі Т жасушаларында c-Myc экспрессиясын құрайтындығын көрсететін клиникалық деректермен қолдау тапты [20].
3 жылдық жұмыс барысында екі жылдық есеп өткізілді: 2018 жылы инв номер – 0218РК00664 және 2019 жылы инв номер- 0219РК01102 
ҒЫЛЫМИ-ЗЕРТТЕУДІҢ ҚОРЫТЫНДЫ ЕСЕПТІҢ -НЕГІЗГІ БӨЛІМІ 
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.Жасушаларды бөліп алу сатылары: 1) 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, центрифугаланады, 45 мин 400 g. Центрифугалаудан кейін мононуклеарлы жасушалардың сақинасы алынады, Алынған мононуклеарлы жасушалар таза түтікке салынып, культура ортасымен жуылады. Жасушалар екі рет жуылады, центрифугалау 10 мин 200 g  кезінде 2) Теріс иммуномагниттік таңдау әдісімен жасушалардың жалпы популяциясын бөлу. содан кейін магнит өрісіндегі жасушалардың бөлінуі. 3) c-kit (+) субпопуляциясын оқшаулау.
1. 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.
2. C-kit proto-oncogene (CD117) - жетілмегендік белгісі, ол негізінен сүйек кемігінің жасушаларында экспрессияланады. Ол жасушалар жетілген кезде жоғалады. Жетілген лимфоидты жасушалардың ішінде CD56bright NK - бірегей с- kit позитивтік-субпопуляциясы. C- kit CD56bright-популяцмядан CD56dim NK-ға субпопуляцияға одан әрі саралау кезінде жоғалады. C-kit NK жасушаларында маңызды рөлі жақсы зерттелген. Ол NК-нің көбеюіне, жетілуіне жауап береді. CD56bright c-kit (+) субпопуляциясы өте аз және барлық CD56bright-тың 45% құрайды, бұл өз кезегінде барлық NK-нің тек 10% құрайды. C-kit (+) жасушаларының субпопуляциясы CD117 антиденелерін қолдана отырып, оң иммуномагниттік таңдау арқылы жалпы жасуша популяциясынан алынады. Жасушаның фенотипі арнайы жасушалық маркерлердің экспрессиясымен расталады. Барлық процедуралар сынақ үлгісі үшін оңтайландырылған.
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. Ағым цитометриясы бір уақытта жасушаның бірнеше параметрлерін талдауға көмектеседі. 
1.3.3  SmartFlare
С-kit және 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. SmartFlare - бұл ағын цитометриясын қолдана отырып, тірі жасушаларда мРНҚ-ны бейнелейтін жаңа, заманауи әдіс. SmartFlare РНҚ анықтау заттары Эндоцитоз механизмін қолдана отырып, жасуша сіңіреді. 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

1. Қатерлі ісік науқастарынан алынған NK жасушаларындағы С kit экспрессиясы ісіктің орналасуына тәуелсіз айтарлықтай төмендеді

Онкологиялық науқастар мен донорлардан CD117 (c-kit) NK жасушасының оң және теріс фракцияларындағы c-kit экспрессиясын анықтау екі әдіспен жүзеге асырылды: qRT-PCR және Smart Flare. QRT-PCR арқылы алынған мәліметтер толығымен Smart Flare әдісімен расталды. Smart Flare әдісі тірі жасушалардағы мРНҚ-ны анықтауға және визуализациялауға мүмкіндік береді. NK жасушаларының CD56bright популяциясы -  перифериялық қандағы c-kit рецепторының қалыпты экспрессиясы бар жалғыз лимфоциттік популяция, c-kit экспрессиясы  CD56bright-тан CD56dim жасушаларына дейін дифференциалдау кезінде біртіндеп жоғалады және с- kit NK жасушаларының көбеюіне және жетілуіне жауапты. Біз NK жасушаларының жетілуіндегі ісікке байланысты ықтимал ақаулар тек c-kit-позитивті жиынтықта ғана емес, сонымен қатар c-kit-негативінде c-kit эктопиялық экспрессиясымен байланысты болуы мүмкін деп болжадық. Сондықтан c-kit транскрипттерінің түзілуі барлық NK жасушаларында немесе тек c-kit-оң NK жасушаларының ішкі тобында қатерлі ісік науқастарында жүретінін анықтау үшін жалпы NK жасушалары c-kit-позитив және с- kit-негатив бойынша сұрыпталды. 
14 сау донордағы c-kit proto-oncogene-нің экспрессиясы екі әдіспен зерттелді: Smart Flare ағындық цитометрия көмегімен және нақты уақыттағы ПЦР-мен. NК жасушаларын оқшаулау тығыздығы 1,077 және теріс иммуномагниттік селекциясы бар фиколлге градиентті центрифугалау арқылы 20 мл перифериялық қаннан жасушалардың мононуклеарлық фракциясын бөліп алу кезеңін қамтыды. NК жасушаларының оқшаулануы мен фенотипінің тазалығы CD16 / 56 маркерлерінің экспрессиясымен ағындық цитометриямен расталды. C-kit-позитивті және c-kit-теріс NK субпопуляциялары CD117 антиденелерін қолдана отырып, оң иммуномагниттік таңдау арқылы жасушалардың жалпы популяциясынан оқшауланған.
Нақты уақыттағы ПЦР (qRTPCR) үшін жалпы РНҚ нұсқауларға сәйкес оқшауланған. Содан кейін cDNA жоғары сыйымдылықты РНҚ-дан cDNATM жиынтығының көмегімен синтезделді. qRTPCR күшейту келесідей жүргізілді: 1 cycle at 95°C for 3 min; 45 cycles at 95oС for 10 sec, 55oС for 40 sec.. Праймерлер: c-kit, Fw (5-GTCCTACGCTTCCAA-3) және Rev (5-ACTTCAATTATGAACGTC-3). 
Нәтижелер c-kit-позитивті мен c-kit-негатив NK жасушаларының саны онкологиялық науқастар мен сау донорларда бірдей болғанын көрсетті, дегенмен онкологиялық науқастардың шеткі қанынан жиналған NK жасушаларының жалпы саны сау донор бірдей көлеміндегі қанының NK жасушасынан екі есе көп болды. Мысалы, 10 мл донорлардың перифериялық қанынан біз стандартты түрде 1х106 NK жасушаларын жинадық, ал науқастардың қанының сол мөлшерінен қатерлі ісік типі мен локализациясы бойынша біз әдетте 2x106 NK жасушаларын алдық. Бұл бізге онкологиялық науқастарда NK жасушаларының көбеюі CD117-позитивті NK жасушаларында с- kit экспрессиясының өзгеруімен байланысты болуы мүмкін деген болжам жасауға мүмкіндік берді. Іс жүзінде біз ісік локализациясына тәуелсіз онкологиялық науқастарда NK жасушаларында c-kit экспрессиясының айтарлықтай төмендегенін анықтадық. Өкпенің ұсақ емес қатерлі ісігі, өт қабының қатерлі ісігі (орташа дифференциалданған), өңештің қатерлі ісігі (эпидермоидты тип), колоректальды қатерлі ісік (инфильтратты және қабыршақ тәрізді қатерлі ісік, барлығы лимфа түйіндерінде метастазбен жүретін) немесе өкпеге немесе бауырға), сигмоидты қатерлі ісік дифференциалдау сатысына және аурудың ауырлығына қарамастан өте төмендеді: сау донорларда 47,5 ± 23,7 (n = 10), қатерлі ісікпен ауыратын науқастарда (n = 12) 1,57 ± 0,67 (p <0,001), Cурет 1.
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Сурет1-Донорлар мен қатерлі ісікке шалдыққан науқастардың NK жасушаларында C- kit экспрессиясы. QRT-PCR деректері. Пациенттерде орташа 1,57 ± 0,67 (n = 12) сау донорлардағы 47,5 ± 23,7 (n = 9) (P = <0,001).
Барлық науқастарда c-kit экспрессиясы айтарлықтай төмендеді. QRT-PCR анықтамасының барлық деректері Smart Flare әдісінің нәтижелерімен расталды. Екі топтың орташа мәндерінің айырмашылығы статистикалық маңызды айырмашылық болды. MFI: -267 ± 128 (n = 12) пациенттерде сау донорлардағы 3427 ± 1510-ға қарсы (n = 9) (P <0,001) (сурет 2).
[image: image4.emf]patients donors 

c-Kit expression

-4000

-2000

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000


Сурет2. - Донорлар мен онкологиялық науқастардан алынған NK жасушаларында C- kit экспрессиясы. Smart Flare MFI деректері: -267 ± 128 (n = 12) пациенттерде сау донорлардағы 3427 ± 1510 (n = 9) (P = <0,001).
Сонымен, барлық онкологиялық науқастардан алынған NK жасушаларының CD117 (c-kit)-негативті фракцияларындағы c-kit экспрессиясы донорлардағыға ұқсас болды және техникалық тұрғыдан анықталмады.

Сонымен, c-kit-тің эктопиялық экспрессиясы туралы біздің ұсынысымыз тек c-kit- позитивті емес, сонымен қатар NK-жасушаларының c-kit-теріс ішкі жиынтығында да қате болып шықты.
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Сурет 3.-12 өкілді донордың біреуінен алынған CD117 позитивті NK жасушаларындағы C- kit  экспрессиясы (Smart Flare деректері).
[image: image6.png]Count

02071153





Сурет 4.- 9 өкілді пациенттің бірінің CD117 позитивті NK жасушаларындағы C--kit  экспрессиясы (Smart Flare деректері).
2. Онкологиялық науқастарда NK жасушаларында c-myc mRNA экспрессиясының төмендеуі

Өкпенің және асқазанның қатерлі ісігі бар науқастардан оқшауланған шеткі қанның NK жасушаларында c-myc mRNA экспрессиясын бағалау Smart Flare әдісімен жүргізілді (сурет 5). Өкпенің немесе асқазанның қатерлі ісігі бар науқастар арасында айтарлықтай айырмашылықтар анықталған жоқ. Алайда, өкпенің қатерлі ісігі (-619 ± 724) және асқазан рагы (430 ± 285) бар науқастардың NK жасушаларында c-myc mRNA экспрессиясы сау донорлардың NK жасушаларында c-myc экспрессиясымен салыстырғанда айтарлықтай төмендеді (2004 ± 394) ( p <0.002 және p <0.004, сәйкесінше, сурет 5).
Біз c-myc mRNA экспрессиясы мен аурудың клиникалық сатысы немесе метастаздардың болуы арасында аса маңызды байланыс байқамадық. Алайда, NK жасушаларында c-myc mRNA-ның жақсы сараланған (G1) және орташа дифференциалданған (G2) карцинома типтері бар пациенттерден экспрессиясы нашар дифференциалданған (G3) аденокарциномасы бар пациенттерден NK жасушаларында жоғары болды. NK жасушасының c-myc mRNA экспрессиясының ең төменгі мәндері, әдетте, нашар сараланған (G3) қатерлі ісігі бар науқастарда анықталды.
C-myc экспрессиясындағы ұқсас айырмашылықтар элективті операциядан кейін пациенттерден оқшауланған NK жасушаларында анықталды. Мысалы, ісік массасының резекциясы нашар дифференциалданған (G3) карциномасы бар пациенттің NK жасушаларында c-myc mRNA экспрессиясының деңгейін төмендеткен (MFI: операцияға дейін 1020 және одан кейін 417). Алайда, ісіктің жақсы дифференциалданған (G1) типі бар науқаста ісік массасын хирургиялық жолмен алып тастағаннан кейін бір аптадан кейін NK жасушаларында c-myc mRNA экспрессиясы екі есеге артты (MFI: операцияға дейін 1114 және 3291 кейін).
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Сурет 5. Сау донорлар мен онкологиялық науқастардан жиналған NK жасушаларында c-myc mRNA экспрессиясының айырмашылықтары. NK жасушалары Dynabeads көмегімен теріс іріктеу арқылы шеткі қан сынамаларынан оқшауланды, толық ортада 20 сағат бойы инкубацияланды және M&M сипатталғандай c-myc өрнегі Smart Flare әдісімен анықталды. (A) Орташа люминесценттік интенсивтіліктің (MFI) деректері орташа ± SEM (ANOVA) түрінде көрсетілген. (B) NK жасушаларында C-myc-mRNA экспрессиясы, сау 10 донордың бір өкілі. (C) өкпенің қатерлі ісігі бар 7 өкілді науқастың бірінің шеткі NK жасушаларында C-myc-mRNA экспрессиясы. (D) перифериялық NK жасушаларында C-myc-mRNA экспрессиясы асқазан ісікпен ауыратын 12 өкілдің бірінен. (B-D) Салыстырмалы экспрессиясы NK жасушаларында ағын цитометриясымен анықталды.
3. NК жасушаларында онкологиялық науқастардан алынған c-Myc протеин өндірісінің төмендеуі

NK жасушаларын оқшаулау тығыздығы 1,077 фиколлға градиентті центрифугалау және теріс иммуномагниттік таңдауымен арқылы 20 мл перифериялық қаннан жасушалардың мононуклеарлық фракциясын оқшаулау кезеңін қамтыды. NK жасушаларының оқшаулануы мен фенотипінің тазалығы CD16 / 56 маркерлерінің экспрессиясымен ағындық цитометриямен расталды. C-kit-позитивті және c-kit-теріс NK субпопуляциялары CD117 антиденелерін қолдана отырып, оң иммуномагниттік таңдау арқылы жасушалардың жалпы популяциясынан оқшауланған. C-myc өрнегін бағалау Smart Flare әдісі арқылы жүргізілді. CD117 (c-kit) - NK жасушаларының негатив  фракциясындағы C-myc өрнегі CD117 (c-kit) -оң фракциясындағы c-myc экспрессиясыеа  ұқсас болды; осылайша, c-myc экспрессиясы NK жасушаларының жалпы популяциясында бағаланды.
Донорлар пациенттердің жас санатына сәйкес таңдалды, яғни 45-тен 70 жасқа дейін. Донорлар Институт зертханаларының сау қызметкерлерінен олардың келісімімен тартылды. NK - жасушалары NK 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.
Перифериялық қан іріктемесі пациенттерден олардың келісілген келісімімен Хельсинки декларациясына және Федералдық ережелердің Нюрнберг стандартына сәйкес жүргізілді (45 тарау, 46 том).

Барлық науқастар бастапқы, яғни аурудың 3-4 кезеңінде бұрын осы ауруға жүгінбегендер. Қан үлгілері хирургиялық операциядан бұрын алынған. Зерттелген 14 пациенттің 7-сіне өкпенің, 2-іне проксимальды асқазанның, 1-іне асқазанның кардиозофагеальды, 1 - өңештің, 1 - тік ішектің, 1 - анальды каналдың диагнозы қойылды, 1 өт қабының ісігі. Диагноздар гистологиялық мәліметтермен расталды. 

С-Myc протеиннің өндірісі өкпенің және асқазанның қатерлі ісігі бар науқастардан оқшауланған NK жасушаларында мРНҚ өлшеуімен бір уақытта бағаланды (сурет 6). C-myc mRNA мәліметтерінен айырмашылығы, барлық науқастарда c-Myc ақуызының өндірісі қатерлі ісік жасушаларының саралану сатысына, аурудың клиникалық сатысына немесе метастаздардың болуына қарамастан айтарлықтай төмендеді (сурет 6). Мысалы, өкпенің қатерлі ісігі (n = 7) (MFI: 375 ± 52) және асқазан рагы (n = 12) (MFI: 406 ± 47) бар науқастардың шеткі қанындағы NK жасушаларында c-Myc ақуыз экспрессиясы ұқсас және айтарлықтай болды. (сәйкесінше p <0.001 және p <0.001) сау донорлардан алынған NK жасушаларындағы c-Myc ақуызының экспрессиясымен салыстырғанда азайды (n = 10) (MFI: 4574 ± 1446).
Бір қызығы, ісіктің резекциясы NK - жасушаларындағы c-Myc протеин өндірісін қалпына келтіре алмады: с-Myc протеинның деңгейі өте төмен болды және барлық тексерілген топтарда төмен болып қалды. Жақсы жетілген (G1) ісік сатысы бар науқасқа операциядан кейін c-myc-тің mRNA экспрессиясы жоғарылағанымен, NK жасушаларында протеин экспрессиясында айтарлықтай өзгерістер анықталған жоқ. Мысалы, хирургиялық операциядан бұрын с-myc протеинінің MFI 396 ± 45 құрады, ал операциядан кейін MFI 573 ± 78 дейін өсті. МРНҚ мен протеин деректері арасындағы статистикалық маңызды корреляцияның болмауы түсініктеме беруді және қосымша механикалық зерттеулерді қажет етеді біздің зертханаларымызда.
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Сурет 6. Сау донорлар мен онкологиялық науқастардан жиналған NK жасушаларында c-Myc ақуыз экспрессиясының айырмашылықтары. Перифериялық қан сынамаларынан NK жасушалары Dynabeads көмегімен теріс таңдау арқылы оқшауланған. С- myc-protein экспрессиясы M&M сипатталғандай анықталды. (A) Орташа люминесценттік интенсивтіліктің (MFI) деректері орташа ± SEM (ANOVA) түрінде көрсетілген. (B) NK жасушаларында С- myc-protein экспрессиясы, 10 өкілді сау донордың бірінен. (C) өкпенің қатерлі ісігі бар 7 өкілді науқастың бірінің шеткі NK жасушаларында С- myc-protein экспрессиясы. (D) перифериялық NK жасушаларында C-myc-протеин экспрессиясы, асқазан ісігімен ауыратын 12 өкілдің бірінен.
4 Қатерлі ісік ауруындағы NK жасушаларында Notch1 экспрессиясының төмендеуі

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. 
C-myc реттеледі және көптеген факторлармен байланысты. Олардың бірі - рецепторлардың Notch отбасы. Төрт Notch рецепторлары (Notch1-4) және оның бес Notch лигандары бар (Delta тәрізді 1, 3, 4 және Jagged 1, 2.) Notch рецепторының лигандалармен өзара әрекеттесуі нәтижесінде Notch жасушаішілік домені босатылады. және оның ядроға транслокациясы. Бұл Notch мақсатты гендерінің транскрипциясын іске қосады. C-myc - бұл Notch сигналының мақсаттарының бірі. Notch1 c-MYC промоторымен тікелей байланысуы мүмкін және Notch рецепторларынан келетін сигналдар c-MYC арқылы жасушалардың өсуі мен метаболизмін басқарады. Біз c-myc экспрессиясының төмендеуі Notch 1 рецепторының экспрессиясының бұзылуынан болуы мүмкін деп жорамалдадық, өйткені NK жасушалары Notch 1 және Notch2 рецепторларын экспрессиялайды, бірақ Notch 3 және Notch 4 емес. Сонымен қатар, Notch1 NK жасушаларының секреторлық қызметін реттейді. Notch1-ді NK жасушаларында активтендіру IFNg түзілуінің жоғарылауына әкелуі мүмкін.
Сау донорлар (n = 17, жеті еркек және он әйел, орташа жасы 55 (46-67)) зертхана қызметкерлерінен іргелі және қолданбалы медицина ғылыми-зерттеу институтының негізделген келісіміне қол қойылғаннан кейін қабылданды.
NК жасушаларын оқшаулау тығыздығы 1,077 бар фиколлге градиентті центрифугалау арқылы 20 мл перифериялық қаннан жасушалардың мононуклеарлық фракциясын бөліп алу және теріс иммуномагниттік селекциясы кезеңін қамтыды.

NК жасушаларының оқшаулануы мен фенотипінің тазалығы CD16 / 56 маркерлерінің экспрессиясымен ағындық цитометриямен расталды.
Notch1 трансмембраналық протеині оқшауланған NK жасушаларының бетінде APC таңбаланған адамға қарсы анти-human антиденелердің (Biolegend, San Diego, CA) көмегімен бағаланды. Флуоресценция BD FACSCantoTM II ағыны цитометриясымен анықталды.
Өкпе және асқазан-ішек қатерлі ісігі бар барлық онкологиялық науқастарда NK бойынша Notch 1 рецепторының экспрессиясының айтарлықтай төмендеуі анықталды.

Перифериялық қан сынамалары 35 пациенттен алынды: 25 ерлер мен 10 әйелдер, орташа жасы 68 (36-79), ісіктің екі негізгі түрі - өкпенің қатерлі ісігі (20 науқас) және асқазан-ішек қатерлі ісігі бар 15 науқас, оның ішінде асқазан қатерлі ісігі (9) және өңеш қатерлі ісігі (6).

Зерттеулер Хельсинки декларациясына сәйкес жүргізілді, Институционалдық шолу кеңесінде (IRB) мақұлданды және науқастар зерттеу мақсатында үлгі алуға жазбаша келісім берді. Қан хирургиялық және химиотерапия процедураларына дейін жиналды.

Зерттеу үшін ЭК жасушалары тығыздығы 1,077 фиколлге градиентті центрифугалау арқылы және теріс иммуномагниттік селекцияны қолдану арқылы 20 мл перифериялық қаннан жасушалардың мононуклеарлық фракциясынан бөлінді.

NК жасушаларының оқшаулануы мен фенотипінің тазалығы CD16 / 56 маркерлерінің экспрессиясымен ағындық цитометриямен расталды.
Notch1 трансмембраналық протеині оқшауланған NK жасушаларының бетінде APC таңбаланған адамға қарсы антический антиденелердің (Biolegend, San Diego, CA) көмегімен бағаланды. Флуоресценция BD FACSCantoTM II ағыны цитометриясымен анықталды.
Notch1 трансмембраналық рецепторының экспрессиясы өкпе және GI қатерлі ісігі бар науқастардан және сау донорлардан оқшауланған шеткі қанның NK жасушаларының бетінде анықталды (7-сурет).
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Сурет 7. Сау донорлар мен қатерлі ісік ауруынан жиналған NK жасушаларындағы Notch1 экспрессиясының айырмашылықтары. Перифериялық қан сынамаларынан NK жасушалары Dynabeads көмегімен теріс таңдау арқылы оқшауланған. Салыстырмалы Notch1 өрнегі сау донорлардың, өкпе мен асқазан рагымен ауыратын науқастардың боялған NK жасушаларына ағындық цитометрия арқылы анықталды. (A). Репрезентативті эксперименттің ағындық цитометрия мәліметтерінің нәтижелері көрсетілген. (B). Орташа люминесценттік интенсивтіліктің (MFI) деректері орташа ± SEM (N = 11-20) түрінде көрсетілген. *, p <0,05; **, p <0,01; бір жақты АНОВА.
MFI деректері өкпенің қатерлі ісігі (803 ± 29) және асқазан рагы (631 ± 65) бар науқастарда NK жасушаларында Notch1 ақуызының көрінісі сау еріктілерден алынған NK жасушаларында Notch1 ақуызының экспрессиясымен салыстырғанда едәуір төмендегенін анықтады. (1001 ± 75) (сәйкесінше p <0.03 және p <0.002). Бұл нәтижелер өкпенің және асқазанның қатерлі ісігі бар науқастардағы NK жасушаларында с-Myc экспрессиясының төмендеуін көрсететін мәліметтермен бірге қатерлі ісік кезінде Notch жасушаларында реттелмеген Notch1 және NK-жасушаларында с-Myc экспрессиясының арасындағы функционалды байланыс туралы болжам жасауға мүмкіндік береді. Шындығында, жақында алынған мәліметтер c-Myc-ті лимфоциттердегі Notch1 сигнализациясының маңызды медиаторы және c-Myc ағынының онкогендік сигнал жолдарымен интегралды Notch1 активациясы ретінде анықтады [21,22].

7-суреттің нәтижелері NK жасушаларында Notch2 өрнегі туралы сұрақ туғызды.
5 .
Өкпенің және асқазанның қатерлі ісігі бар науқастарда NK жасушаларында Notch2 дифференциалды көрінісі

Дені сау донорлар (n = 17, жеті ер адам және он әйел, жасы 55-тен 55 жасқа дейін (46-67)) іргелі және қолданбалы медицина ғылыми-зерттеу институтының зертханалық құрамынан негізделген келісімге қол қойылғаннан кейін қабылданды. NK жасушаларын оқшаулау тығыздығы 1,077 және теріс иммуномагниттік таңдауымен фиколлға градиентті центрифугалау арқылы 20 мл перифериялық қаннан жасушалардың мононуклеарлық фракциясын оқшаулау кезеңін қамтыды.

NK жасушаларының оқшаулануы мен фенотипінің тазалығы CD16 / 56 маркерлерінің экспрессиясымен ағындық цитометриямен расталды.
Сигнал беретін молекуланың ақуыздық экспрессиясы: PE-конъюгацияланған анти-адамға арналған Notch2 моноклоналды антиденелерін қолданатын NK жасушаларында Notch2 (Biolegend, San Diego, CA). Флуоресценция BD FACSCantoTM II ағыны цитометриясымен анықталды.

Сигналды молекуланың протеиндік экспрессиясы: дені сау адамдардағы NK жасушасындағы сызық (389 ± 28) болды
Зерттеулер көрсеткендей, NK жасушаларында Notch2 сигналдық молекуланың белоктық экспрессиясының айтарлықтай бұзылулары жоқ: өкпе және асқазан-ішек жолдары қатерлі ісігі бар науқастарда. Перифериялық қан сынамалары 35 пациенттен алынды: 25 ерлер мен 10 әйелдер, орташа жасы 68 (36-79), ісіктің екі негізгі түрі - өкпенің қатерлі ісігі (20 науқас) және асқазан-ішек қатерлі ісігі бар 15 науқас, оның ішінде асқазан қатерлі ісігі (9) және өңеш қатерлі ісігі (6). Зерттеулер Хельсинки декларациясына сәйкес жүргізілді, Институционалдық шолу кеңесінде (IRB) мақұлданды және науқастар зерттеу мақсатында үлгі алуға жазбаша келісім берді. Қан хирургиялық және химиотерапия процедураларына дейін жиналды. Зерттеу үшін NK жасушалары тығыздығы 1,077 фиколлге градиентті центрифугалау арқылы және теріс иммуномагниттік таңдауды қолдану арқылы 20 мл перифериялық қандағы жасушалардың мононуклеарлық фракциясынан оқшауланды. NK жасушаларының оқшаулануы мен фенотипінің тазалығы CD16 / 56 маркерлерінің экспрессиясымен ағындық цитометриямен расталды.
Сигнал беретін молекуланың ақуыздық экспрессиясы: NK жасушаларында Notch2 PE-коньюгацияланған анти-адамға арналған Notch2 моноклоналды антиденелерін (Biolegend, Сан-Диего, Калифорния) қолдану арқылы жүзеге асырылды. Флуоресценция BD FACSCantoTM II ағыны цитометриясымен анықталды.

Notch2 трансмембраналық рецепторының экспрессиясын сау донорлармен салыстырғанда өкпенің және асқазанның қатерлі ісігі бар науқастардан оқшауланған сол перифериялық қанның NK жасушаларының бетінде бағаланды (8-сурет).
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Сурет 8. Салауатты донорлар мен онкологиялық науқастардан жиналған NK жасушаларындағы Notch2 экспрессиясының айырмашылықтары. Перифериялық қан сынамаларынан NK жасушалары Dynabeads көмегімен теріс таңдау арқылы оқшауланған. Notch2 экспрессиясы сау донорлардан, өкпе және асқазан рагымен ауыратын науқастардан боялған оқшауланған перифериялық NK жасушаларында ағындық цитометриямен анықталды. (A). Репрезентативті эксперименттің ағындық цитометрия мәліметтерінің нәтижелері көрсетілген. (B). Орташа люминесценттік интенсивтіліктің деректері (MFI) орташа ± SEM ретінде көрсетілген (бір жақты ANOVA, N = 15-29). **, p <0,01.
Notch1 экспрессиясынан айырмашылығы, Notch2 экспрессиясының өзгеруі қатерлі ісікке шалдыққан барлық науқастарда байқалмады. Өкпенің қатерлі ісігі бар науқастардан алынған NK жасушалары Notch2 деңгейлерін (341 ± 33) сау донорлардан алынған NK жасушалары сияқты көрсетті (389 ± 28) (p = 0,285). Алайда асқазан ісігі бар науқастарда NK жасушаларында Notch2 экспрессиясы сау донорлардың NK жасушаларында Notch2 экспрессиясымен салыстырғанда айтарлықтай төмендеді (276 ± 23) (p <0.005). Бұл NK жасушаларында пайда болатын қатерлі ісікке байланысты Notch2 экспрессиясының реттелуі Notch жұмысына әртүрлі жолдардың қатысуын болжауы мүмкін және NK жасушаларында басқа сигналдық молекулалардың экспрессиясымен немесе активациясымен байланысты қажет етеді.
6.
 Прото-онкогендер мен сигнал беретін молекулалардың дисфункциясын түзету немесе бейтараптандыру үшін молекулалық-генетикалық әдістемелерді әзірлеу және нысаналы қатерлі ісік терапиясының жаңа тәсілдерін жобалау.
Прото-онкогендер мен олармен байланысты сигналдық  молекулалардың дисфункциясын түзету осы жобаның соңғы сатысы. Ісік жасушалардың прото-онкогендердің мутацияға ұшырау салдарынан, онкогенге айналып, шамадан тыс экспрессияланатыны, және сонымен бірге сол онкогендердің сигналдық жолдарының  да активтілігі жоғарлайтыны белгілі жағыдай. Біздің алғашқы пайымдауымызша, иммундық жасушаларда да дәл осындай процесс күтілген еді. Бірақта, зерттеулеріміздің нәтижелері бұл гипотезамызды жоққа шығарды. Протоонкогендер мен олардың сигналдық жолдары табиғи өлтіргіш жасушаларда –ТӨЖ-(NK) керісінше қатты төмендүін байқатты. Яғни, ісік жасушалардың белсенділігін азайту үшін, мутацияға қарсы терапия қолданылса, ТӨЖ-(NK) жасушалардың, керісінше, протоонкогендердің және олардың сигналдық жолдарының активтілігін күшейту керек. Мәселе онкоаурулардың табиғи өлтіргіш жасушалардың протоонкогендердің және олардың сигналдық жолдарының экспрессиясы не себепті төмендейтінінде? Ісік жасушалармен тағы да салыстырып көрсек, онкогендердің гиперэкспрессиясы оларды қалыпты жағдайда реттеп, басып тұратын супрессорлық гендермен байланысты. Біздің бұрыңғы зерттеулерімізде, ТӨЖ-(NK) жасушалардағы сол ген супрессорлар (p53) айтарлықтай өзгерістерге шалдықпайды. Туындайтын сұрақ – онда протоонкогендерді  ТӨЖ-(NK) жасушаларда басып тұратын механизм немен байланысты? Осы сұраққа жауап іздей отырып, зерттелген с-kit, с- Myc және Notch1 экспрессиясын нысанаға алып, олардың активтілігін жоғарлататын молекулалық-генетикалық әдістемелерді әзірлеу қажет. Қазіргі негізгі ісікке қарсы терапия, керісінше, осы онкогендердің экспрессиясын басуды көздейді [23, 24]. Ісікке қарсы терапияға кереғар әсерін болдыртпау үшін, иммундық терапия нысаналы болу керек, тікелей иммундық жасушаларға, мысалы табиғи өлтіргіш жасушаларға дәл тиетін дәрі-заттар қолданған жөн. Бірақта, онкогендердің ісік жасушаларда гиперэкспрессиясының себебі мутация болса, әғни онкогендерді басу терапиясы  этиологиялық терапия болып табылса, иммундық жасушаларда айқындалған ақаулардың себебі әлі де белгісіз. С- Myc  экспрессиясы төмендеүі оның тікелей рецепторы Notch да төмендеүімен қосақтасады, әғни біреүінң төмендеүі екіншісінің артық экспрессиясымен түсіндіруге келмейді. С-kit /SCF (SCF – stem cell factor) аутокриндық байланыс механизімі жұмыс істейді, с- kit – рецептор, ал SCF- оның лиганды. С- Myc – ядролық фактор, Notch сигнал жолдары с-Myc-тың промоторымен тікелей байланысып, активтендіреді [25], бірақта, Notch- жасушалардың сыртқы рецепторлары, олардың лигандтары дельта тәрізді (DLL) -1/3/4 және jagged (Jag) -1/2 іргелес жасушаларда экспрессияланады. Имммундық жасушаларда Notch рецепторлар, әсіресе Notch 1 экспрессиясы айтарлықтай төмендесе, ісік жасушаларда керісінше жоғарлайды, сонымен қатар лигандтардың деңгейі де жоғары [26]. Notch 1 рецептордың иммундық жасушаларда, нақты  табиғи өлтіргіш жасушаларда жоғарлататын молекулалық-генетикалық әдістемелер тек осы жасушаларға ғана әсер ететіндей жасалуы тиіс. Қорыта келгенде, қазіргі кезде қолданыста бар не жоспарланған ісікке қарсы иммундық терапиядан үлкен нәтиже күту ерте. 
ҚОРЫТЫНДЫ
Осы есепте келтірілген мәліметтер алғаш рет онкологиялық науқастардың NK жасушаларында c-kit және c-myc экспрессиясының ақауларын көрсетеді. C-kit / SCF осі және c-myc NK жасушаларының функционалды белсенділігінде шешуші рөл атқарады. C- kit және оның лиганды, SCF, тіршілік ету, көбею, миграция және NK жасушаларының цитотоксичность үшін маңызды сигналдар береді. C-kit сигналы болмаған кезде NK жасушаларының гемопоэтический прекурсорлардан түзілуі азаятындығы көрсетілген [27]. Myc, әдетте, жасушалардың өсуі мен көбеюімен байланысты болды [28]. Керісінше, c-myc экспрессиясының төмендеуі жасушалардың өсуі мен көбею ақауларымен байланысты болды [29, 30]. C-myc жасуша циклі арқылы жасушалардың көбеюіне ықпал етеді және с- myc төмен реттелуі жасушалар циклінің G0 / G1 фазасында өсудің тоқтап, жинақталуына әкеледі [31]. Осылайша, c-kit пен c-myc рөлі жасушалардың өсуі мен NK жасушаларының функционалды белсенділігін қолдау сияқты болып көрінеді. Біздің зерттеуіміз онкогендердің экспрессиясының онкологиялық науқастарда NK жасушаларында бұзылуын анықтады. Осы зерттеуде анықталған NK жасушаларында c-kit және c-myc экспрессиясының бұзылыстары NK жасушаларының өміршеңдігін төмендету үшін индикативті болуы мүмкін, бұл NK ісікке қарсы цитотоксикалық төмендеуінің себеп факторларының бірі болуы мүмкін. C-myc әдетте қалыпты көбейетін жасушаларда төмен деңгейде көрінеді [32]. C-myc-тің жасушаның өсуін бақылаудағы орталық рөліне сүйене отырып, оның мРНҚ мөлшеріндегі азғантай  ғана өзгертулер де жасуша тағдырына айтарлықтай салдары болуы мүмкін [33-37]. C-myc экспрессиясы өсу факторларының болуына байланысты және өсу факторы рецепторларынан сигналдардың алынып тасталуы c-myc-тің дереу реттелуіне әкеледі [38, 39]. Біздің ойымызша, барлық онкологиялық науқастардағы NK жасушаларындағы c-kit және c-myc экспрессиясының ұқсастығы ісік өсуіне байланысты NK жасушаларының жалпы сипатталмаған өзгерістерін көрсетеді, қатерлі ісіктердің орналасуына қарамастан.
Біз c-Myc экспрессиясының төмендеуі сол жасушаларының Notch сигналының өзгеруімен байланысты болуы мүмкін деп ойладық. Біздің нәтижелеріміз NК жасушаларында Notch1 рецепторының экспрессиясы аурудың сатысына және метастаздардың болуына қарамастан барлық тексерілген онкологиялық науқастарда айтарлықтай төмен реттелгенін көрсетті. Бір қызығы, Notch2 рецепторларының экспрессиясы асқазан ісік науқастарда сау еріктілермен салыстырғанда айтарлықтай төмендеді. Осылайша, Notch1 экспрессиясының, сондай-ақ c-Myc экспрессиясының төмендеуі қатерлі ісік ауруларында байқалатын NK жасушаларында иммундық аномалиялардың жалпы ерекшелігі болуы мүмкін, ал NK жасушаларындағы Notch2 өзгерістерінің нақты тін-органдарға  тән спецификалық сипаты болуы мүмкін, Notch ligands арқылы NK жасушаларының реттелуінің механизімімен байланысты. Мысалы, тұрақты Notch сигналдары NK жасушаларының дифференциациясына жалпы лимфоидтық бастамашылықты тудырса, ал бұл NK жасушаларының өздерінің цитокин өндірісінің профилінде жетілмей, гиперпрессивті және өзін-өзі толеранттылық пен эффекторлық функцияға қатысатын NK жасушаларының рецепторларының экспрессиясы төмен болуы мүмкін [40].
Қалыптасқан пікірге сәйкес, онкологиялық науқастарда NK жасушаларының жұмысының төмендеуі ісік дамуының нәтижесі болып табылады. Алайда, ісікті алыптастаған кезде немесе иммунотерапияны жүргізгеннен кейін де  клиникалық нәтижені өзгермейді. Біз қатерлі ісік пен иммундық жасушалардың қатар жүретін ақаулары туралы гипотеза ұсынамыз. Бұл зерттеу иммундық жүйенің бір бөлігі ретінде NK жасушаларында, ісік жасушаларындағыдай,  онкогендік ақаулар бар екенін көрсететін алғашқы есеп болып табылады. Бірақ ісік жасушаларында, әдетте, активация c-kit және c-myc онкогендері жүрсе, NK жасушаларында, керісінше, бұл онкогендер басылады. Нәтижесінде қатерлі ісік жасушаларының өміршеңдігі жоғары, ал NK жасушаларының өміршеңдігі төмендейді, сонымен қатар цитотоксикалық функциясы да. Бұл өзгерістердің себебі белгісіз. Бұл ақаулар қатерлі ісіктердің нақты бір түрімен байланысты емес болғандықтан, біз оларды NK жасушаларында сипатталмаған жалпы бұзылулар деп санаймыз, олар ісіктің өршуіне әкелуі мүмкін.
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	Жобаны іске асыру жылдары, жобаны іске асырудағы күтілетін нәтижелер (міндеттер мен іс-шаралар аясында)

	
	
	
	
	2018 жыл
	2019 жыл
	2020 жыл

	1.
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісігі бар науқастарда және сау донорларда c-myc және c-kit proto-oncogenes экспрессиясының ауытқуларын анықтау..
	12
	03.01.2018-31.12.2018
	Өкпе және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісігі бар  аурулардың  және  сау донорлардың NK жасушаларында c-myc және c-kit протоонкогендердің  экспрессиясының салыстырмалы түрде  талдауы жасалады.
	
	

	1.1
	Сау донорлардың  NK жасушаларында c-kit proto-oncogene-нің экспрессиясын анықтау
	3
	03.01.2018-04.04.2018
	NK жасушаларында c-kit proto-oncogene-нің сау донорлардағы экспрессиясы анықталады
	
	

	1.2.
	Сау донорлардың  NK жасушаларында c-myc протоонкогеннің  экспрессиясын зерттеу
	3
	05.04.2018-05.07.2018
	C-myc прото-онкогеннің сау донорлардағы NK жасушаларында -экспрессиясы зерттеледі.
	
	

	1.3.
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісік онкологиялық науқастарда NK- жасушаларында c-kit прото-онкогеннің экспрессиясының ауытқуларын анықтау.
	3
	06.07.2018-04.10.2018
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісік онкологиялық науқастарда NK- жасушаларында c-kit proto-oncogene экспрессиясының ауытқулары анықталады.
	
	

	1.4
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісік онкологиялық науқастарда NK- жасушаларында c-myc  прото-онкогеннің экспрессиясының ауытқуларын анықтау.
	3
	05.10.2018-

31.12.2018
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісік онкологиялық науқастарда NK- жасушаларында c-myc  proto-oncogene экспрессиясының ауытқулары анықталады
	
	

	2.
	Өкпе және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісік науқастарда және  сау донорлардың   NK жасушаларында C-myc прото-онкогеннің экспрессиясының және оның Notch сигналдық молекуласының экспрессиясының ауытқуларын анықтау 
	12
	03.01.2019-31.12.2019
	
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісік науқастардың NK жасушасындағы c-myc прото-онкогеннің және оның Notch сигналдық молекуласының экспрессиясы сау донорлармен салыстырмалы түрде бағаланады.
	

	2.1
	Сау донорлардың  NK жасушаларында c-myc протеин экспрессиясын зерттеу
	3
	03.01.2019-03.04.2019
	
	C-myc протеіннің сау донорлардағы NK жасушаларында -экспрессиясы зерттеледі
	

	2.2
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісік онкологиялық науқастарда NK- жасушаларында c-myc  протеин экспрессиясының ауытқуларын анықтау
	3
	04.04.2019- 04.07.2019
	
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісік онкологиялық науқастарда NK- жасушаларында c-myc  протеиe экспрессиясының ауытқулары анықталады
	

	2.3
	Сау донорлардың  NK жасушаларында Notch1  экспрессиясын зерттеу
	3
	05.04.2019-07.10.2019
	
	NK жасушаларында Notch1 экспрессиясы сау донорларда - зерттеледі
	

	2.4
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісік онкологиялық науқастарда NK- жасушаларында Notch1  экспрессиясының ауытқуларын анықтау
	3
	08.10.2019-31.12.2019
	
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісік онкологиялық науқастарда NK- жасушаларында Notch1  экспрессиясының ауытқулары анықталады
	

	3
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісіk науқастарда NK жасушаларында Notch 2 сигналдық молекуланың белоктық экспрессиясын бағалау. Oнкогендер  және олардың сигналдық жолдарының айқындалған ақауларын түзететін немесе бейтараптандыратын, нысаналы терапияға арналған, молекулярлық жне генетикалық  әдістемелерін өндеу
	12
	03,01,2020- 31.12.2020
	
	
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісіk науқастарда NK жасушаларында Notch 2 сигналдық молекуланың белоктық экспрессиясының ақауларын анықтау. Онкогендер  және олардың сигналдық жолдарының айқындалған ақауларын түзететін немесе бейтараптандыратын, нысаналы терапияға арналған, молекулярлық жне генетикалық  әдістемелерн өнделеді

	3.1
	Сау донорлардың  NK жасушаларында Notch2  экспрессиясын зерттеу
	3
	03.01.2020-

06.04.2020
	
	
	Notch2  экспрессиясы сау донорлардағы NK жасушаларында - зерттеледі

	3.2
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісік онкологиялық науқастарда NK- жасушаларында Notch2  экспрессиясының ауытқуларын анықтау
	3
	07.04.2020-

07.07.2020
	
	
	Өкпенің және асқазан-ішек жолдарының қатерлі ісік онкологиялық науқастарда NK- жасушаларында Notch2  экспрессиясының ауытқулары анықталады

	3.3
	Oнкогендерде   айқындалған ақауларын түзететін немесе бейтараптандыратын, нысаналы терапияға арналған, молекулярлық жне генетикалық  әдістемелерін өндеу
	3
	08.07.2020-

07.10.2020
	
	
	Oнкогендерде   айқындалған ақауларын түзететін немесе бейтараптандыратын, нысаналы терапияға арналған, молекулярлық жне генетикалық  әдістемелері өнделеді

	3.4
	Oнкогендердің   сигналдық жолдарының айқындалған ақауларын түзететін немесе бейтараптандыратын, нысаналы терапияға арналған, молекулярлық жне генетикалық  әдістемелерін өндеу
	3
	08.10.2020-

31.12.2020
	
	
	Oнкогендердің   сигналдық жолдарының айқындалған ақауларын түзететін немесе бейтараптандыратын, нысаналы терапияға арналған, молекулярлық жне генетикалық  әдістемелері өнделеді
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