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	Разработан комплексный   анализ  влияния экогенетических факторов на популяционную заболеваемость социально значимых форм патологии с учетом этнической принадлежности, возраста, пола, условий проживания, питания и полиморфизма генов человека;  проведен популяционный скрининг зависимости онкологических заболеваний человека (25 видов) от экологических факторов: широтный градиент, доход на душу населения, суточный уровень потребления продуктов и нутриентов (40 видов);  
 Разработаны конкретные предложения по профилактике и снижению онкологической заболеваемости разными типами рака в России; Определены факторы риска онкозаболеваний;
Раскрыты физиологические, биохимические и молекулярные механизмы индивидуальной чувствительности и устойчивости организма человека к физическим, химическим и биологическим воздействиям внешней среды с разработкой тестов их экспресс-диагностики;
Разработан Митоферрофлюор – новый метод определения ионов свободного железа в митохондриях
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ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
	1.Генетический полиморфизм как основа прогнозирования развития различных заболеваний

1.1. Молекулярный полиморфизм основных белковых и других биоструктур, принимающих участие в процессах патогенеза множественного склероза.

1.2. Молекулярный полиморфизм участия фактора некроза опухолей (TNF-β) в процессах сепсиса. Могут ли отдельные изоформы  TNF-β использоваться в качестве биомаркёров иммунологических заболеваний?

1.3. Изучение связи полиморфизма 8-оксогуанин гликозидазы 1 человека с риском развития рака кишечника.

1.4. Полиморфизм плеиотропного цитокина -  интерлейкина-6  (Ile-6). Связь с хроническими  болезнями печени и риском развития гепатоклеточной карциномы.

1.5. Полиморфизм Fe-регуляторных белков 1 и 2, связь с дегенерацией макулы.  

Бюджет - 2014г.

1Множественный (рассеянный) склероз (МС, болезнь/хорея Хантингтона) заключается, по сути, в ускоренном старении,  и представляет собой прогрессирующее, хроническое ауто-иммунное заболевание нервной системы. При этом наблюдается утрата миелина, который создает оболочку нерва. МС считается неизлечимым, комплексным , системным  заболеванием. Диагностика затруднена. Хорея Хантингтона характеризуется гиперкинезом. К настоящему времени определён  ген, кодирующий  белок с  молек. массой 348 кDa, названный Хантингтон(Х). Точные функции белка не определены, однако белок Х  может быть вовлечен       в сигнальные и транспортные пути передачи нервного сигнала. Х требуется для нормального развития плода до рождения ребенка. Идентификация различных фенотипов (генотипов)  при изучении процессов воспаления  является серьёзной  задачей. На сегодняшний день наиболее общепринятым является мнение, что рассеянный склероз может возникнуть в результате взаимодействия ряда неблагоприятных внешних и внутренних факторов.

К неблагоприятным внешним факторам относят

вирусные и/или бактериальные инфекции;

влияние токсических веществ и радиация (в том числе солнечная);

особенности питания;

геоэкологическое место проживания, особенно велико его влияние на организм детей;

травмы;

частые стрессовые ситуации.

Генетическая предрасположенность  к рассеянному склерозу, вероятно, связана с сочетанием у данного индивидуума нескольких генов, обусловливающих нарушения прежде всего в системе иммунорегуляции.  Благодаря развитию молекулярно-генетических методов исследования, особенно ПЦР, удается определить генетический полиморфизм индивидуума, который определяется по наличию однонуклеотидных полиморфизмов (SNP).  SNP-полиморфизмы составляют более 90% от всех случаев геномного полиморфизма. Нами накоплена большая база данных по SNP МС человека, позволяющая связывать полигенный, клинический  фенотип с наличием молекулярного полиморфизма. Следует ещё отметить, что огромное число генов, которые необходимо идентифицировать, имеют потенциально важные полиморфные сайты.

1.2. Молекулярный полиморфизм участия фактора некроза опухолей (TNF-alpha, beta) в процессах сепсиса. TNF-alpha  является цитокином, входящим в суперсемью, обьединяющую ещё 19 различных лигандных  протеинов. TNF-alpha является провоспалительным цитокином с множественными функциями при иммунном ответе. Изучение полиморфизма TNF-alpha выявило, в оновном, 3 точечные мутации TNF-alpha-1031 T>C, TNF-857 C>T,  TNF -308 G>A, позволяющих оценивать риск развития таких заболеваний, как гепатоклеточная карцинома и глаукома.

   TNF-beta – цитокин, продуцируемый Т-лимфоцитами, подобно TNF-alpha. Связывается с рецепторами TNF. Экспрессируется как  мембранный белок  под названием лимфотоксин-beta(LT-beta). LT активирует эндотелиальные клетки и нейтрофилы, медитируя острый воспалительный отклик, и связывая активацию Т-клеток с воспалением. Эти биологические эффекты TNF-beta те же, что и TNF-alpha,за исключением  связывания со специфическими рецепторами. Однако, в этом случае количество TNF-beta намного меньше, чем TNF-alpha. TNF-beta, обычно, проявляет свойства локального цитокина и не является медиатором системных заболеваний.

Сепсис представляет собой комплексное заболевание, характеризующееся общим заражением крови. Среди пациентов с сепсисом частоты встречаемости аллелей, обозначенных как TNFB1 и  TNFB2, были 0.2833 и 0.7166, соответственно, и отличаются от тех, которые наблюдались в крови здоровых доноров (р= 0. 0282). Частота  встречаемости аллеля TNFB2 была выше у  пациентов с сепсисом {odds ratio=1.65(CI 95% 1.02-2.69), p=0.0315}. 

1.3. Изучение связи полиморфизма 8-оксогуанин гликозидазы 1 человека с риском развития рака кишечника.

   По этому направлению  подготовлена литература.

   1.4. Полиморфизм плеиотропного цитокина -  интерлейкина-6  (Ile-6). Связь с хроническими  болезнями печени и риском развития гепатоклеточной карциномы.

   Интерлейкин-6 (Ile-6) явпяется  плеиотропным цитокином, экспрессирующего  воспалительные клетки в ответ на стимулы разного рода, регулирующих  многие биологические процессы. Ген Ile-6 полиморфен. Известно более 150 SNP. Генетический полиморфизм Ile-6 может воздействовать на некоторые болезни , при  которых наблюдается высокий уровень циркулирующего Ile-6. Данные литературы показали, что наиболее важным является генетическая ассоциация между мутацией -174G/C и риском проявления  болезней печени (хронические  гепатиты, цирроз, гепатоклеточная карцинома).

1.5. Полиморфизм  Fe-регуляторных белков 1 и 2, связь с дегенерацией макулы.  

   Известно, что ионы железа (Fe+2-3) играют важную роль во многих биологических  процессах. Например, Fe участвует в процессах кроветворения, в окислительном стрессе, в  реакциях окисления, в  Fe-регуляторных белках и других. Fe может включаться в патогенез возрастной макулярной дистрофии (ВМД) – прогрессирующей потере зрения, которое наблюдается  к 60-75 годам почти у каждого жителя. Основными причинами развития болезни являются, кроме возраста, курение, секс, ожирение, атеросклероз, принадлежность  к белой расе,  солнечное излучение, несбалансированная диета. Белое население более чувствительно к развитию ВМД по сравнению с другими популяциями. В 2012г.была высказана гипотеза о том , что генетический полиморфизм  генов, связанных с метаболизмом Fe может «облекчать» развитие ВМД ,что патогенез ВМД проходит через стадию окислительного стресса при котором  Fe катализирует  реакцию конвертации перекиси водорода в свободные радикалы, что может индуцировать  разрушение и гибель клеток.

 Предполагают, что  полиморфизм генов IRP1 и IRP2  определяет возрастание риска развития ВМД.

Изучение молекулярного полиморфизма основных структур позволит более точно определить возможности фено- и генотипирования населения с целью выявления предрасположенности к отдельным  заболеваниям социальной значимости, в зависимости от их генотипа.

Зав. лаб. теоретических проблем метаболической паспортизации и управления, д.б.н. В.А.Суханов


2. Влияние лазерного излучения на изменение экспрессии гена FRA-1 в клетках линии HaCaT
Корсунская И.М. Зав.лаб. Д.м.н., проф.
Проведен количественный анализ экспрессии генов матриксных металлопротеаз (ММП) ММР-1, ММР-2, ММР-9, ММР-12 и гена FRA-1 в клетках линии HaCaT до и после обработки низкоинтенсивным лазерным излучением с длиной волны 1,27 мкм, с экспозицией обработки 1 и 5 минут. В результате проведенного исследования было выявлено, что экспрессия всех исследуемых генов через 2 часа после обработки низкоинтенсивным лазерным излучением с длиной волны 1,27 мкм, с экспозицией обработки в 1 минуту – значительно снижена по отношению к контролю. Через 6 часов после обработки лазерным излучением, с экспозицией обработки в 1 минуту, экспрессия генов ММР-1, ММР-2, ММР-12 повышалась. Через 24 часа экспрессия всех генов была разнонаправлена. Экспериментально показано, что экспрессия гена FRA-1 через 2 часа после обработки низкоинтенсивным лазерным излучением с длиной волны 1,27 мкм, с экспозицией обработки в 1 минуту – значительно снижена по отношению к контролю, а с экспозицией обработки в 5 минут экспрессия гена FRA-1 повышена. 

Таким образом, полученные результаты показывают, что время экспозиции лазерного излучения существенно влияет на изменение экспрессии гена FRA-1 в клетках линии HaCaT после обработки низкоинтенсивным лазерным излучением с длиной волны 1,27 мкм. Поскольку ген FRA-1 отличается повышенной экспрессией при псориазе и играет важную роль в формировании псориатического процесса, и снижение его экспрессии после облучения клеток, является важным показателем эффективности использования низкоинтенсивного лазерного излучения в терапии псориаза, то можно предположить, что экспозиция в 1 минуту будет наиболее эффективной.

3. Исследование нутриентных факторов в возникновении онкологических заболеваний    2014г.

В лаборатории с помощью биоинформационных технологий проводятся исследования по выявлению генетических и экологических факторов (географическая широта и долгота, продукты питания и нутриенты) «риска» и «резистентности» к мультифакторным заболеваниям в различных этнических популяциях мира и в России для индивидуальной профилактики этих заболеваний.

  
В 2014 г. с помощью математического моделирования, используя модели Множественного регрессионного анализа, определены нутриентные факторы риска для каждого типа опухоли, а также спрогнозированы безопасные суточные уровни факторов риска, т.е. безопасные уровни  потребления  продуктов и нутриентов, максимально влияющих на дисперсию КЗ каждого типа рака. Кроме того, проведен анализ количественной зависимости КЗ каждого типа ГЗО от величины изменения уровня потребления каждого из выделенных нутриентных факторов риска. Проведен прогноз, т.е. определены уровни потребления факторов риска, которые статистически значимо снижают КЗ каждым типом ГЗО. Критический уровень значимости (p) при проверке статистических гипотез в исследовании принимался равным или менее 0,05. В результате исследований определены конкретные характеристики безопасных суточных уровней потребления исследуемых продуктов для каждого типа ГЗО (факторы риска) в разных странах, в том числе, для России.
Для 25 видов рака и 184 популяций, распределенных между тремя группами, проведен качественный анализ связи между заболеваемостью раком и географической широтой обитания популяции. Показано, что для рассмотренных видов рака (21 из 25) средний уровень заболеваемости, а также усредненная по всем видам рака суммарная заболеваемость возрастают с увеличением географической широты обитания популяции. Обсуждена роль инсоляции, синтеза витамина D3 и синтеза мелатонина в развитии онкологических заболеваний. Исследованы связи популяционного суточного потребления (СП) 40 видов пищевых продуктов с коэффициентами заболеваемости (КЗ) раком разных локализаций (25 видов) для мужчин и женщин в 162 этнических популяциях. Выявлены положительные корреляционные связи СП большинства продуктов (90 %) с КЗ 84 % исследованных видов рака. Установлено, что КЗ для всех видов рака, за исключением рака печени, носоглотки, шейки матки и саркомы Капоши, имеют значимую положительную корреляционную связь с географической широтой и суточным доходом на душу населения.

Все результаты исследований оригинальны, высоко социально значимы, приоритетны и не имеют отечественных и зарубежных и аналогов.
4. Исследование  регуляции производства и потребления сероводорода в клетках млекопитающих.
С.н.с. К.б.н. Витвицкий Виктор Марьянович.

Отчет о проделанной работе, список публикаций за 2014 г. и индекс цитирования.


В 2014 г.  Исследование  регуляции производства и потребления сероводорода в клетках млекопитающих. В течение последних 15-20 лет появилось много данных, указывающих на важную роль сероводорода в регуляции физиологических процессов в центральной нервной системе, и в системе кровообращения. Довольно хорошо изучены механизмы производства сероводорода в тканях млекопитающих. В то же время механизмы его окисления изучены гораздо хуже. Совместно с М.В. Мартыновым (ГНЦ Минздрав РФ) и сотрудниками университета Мичигана (США) мы разработали модель функционирования одного из основных ферментов окисления сероводорода в митохондриях (сульфид-хинон редуктазы) и показали, что вопреки общепринятому мнению, основным акцептором персульфида для этого фермента является не сульфид, а восстановленный глютатион. Результаты этого исследования опубликованы в Journal of Biological Chemistry (2014).

Также, мной написана методическая статья, посвященная анализу сероводорода и других летучих соединений серы с помощью газовой хроматографии. Сейчас статья находится в печати в периодическом издании Methods in Enzymology.

Кроме того, значительное время я потратил на подготовку моей диссертационной работы к защите. 
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5. Поиск и анализ соединений, способных повышать устойчивость островковых бета-клеток к токсическому действию про-воспалительных цитокинов. 

К.Т. Турпаев

Отчет по работе, проведенной в ЦТП ФХФ в 2014 г.

Основной задачей, проведенной исследовательской работы, был поиск и анализ соединений способных повышать устойчивость островковых бета-клеток к токсическому действию про-воспалительных цитокинов. Экспериментальная часть была проведена в сотрудничестве с Биомедицинским центром Упсальского ун-та. 

При развитии аутоиммунного диабета гибель инсулин-производящих островковых бета-клеток происходит на фоне острого воспалительного процесса. Одними из основных факторов, поражающих бета-клетки, служат про-воспалительные цитокины (IL-1β, IFNγ TNFα и др.). Эти факторы вырабатывают цитотоксические Т-лимфоциты и макрофаги. 

Мы провели поиск новых фармакологических подходов применимых для защиты бета-клеток от гибели вызванной про-воспалительными цитокинами. Мы исследовали ряд синтетических ароматических метиленмалононитрильных (АМН) соединений, которые, как нами было ранее установлено, активируют в клетках-мишенях сигнальную систему Keap1/Nrf2 и стимулируют экспрессию широкого спектра защитных генов. Мы показали, что соединения АМН подавляют в культурах островковых бета-клетках активацию экспрессии индуцибельной синтазы окиси азота (iNOS), окислительный стресс и гибель клеток, вызванные действием про-воспалительных цитокинов. Проведенный структурно-функциональный анализ выявил соединения АМН (EMK 31, EMK 1071), которые избирательно действуют на островковые бета-клетки. Эти два соединения также наиболее эффективны как ингибиторы индукции гена iNOS, по сравнению с другими АМН и уже известными активаторами защитных систем. 

Также мы обнаружили, что ряд природных соединений, относящихся к терпеноидам и входящих в группу квассиноидов (quassinoids), полностью блокирует цитотоксическое действие про-воспалительных цитокинов. Также квассиноиды подавляют в бета-клетках генерацию АФК и АФА и активацию экспрессии iNOS под действием про-воспалительных цитокинов. При этом подавление экспрессии iNOS основано на посттранскрипционном механизме, молекулярный механизм которого неизвестен. Мы обнаружили, что квассиноиды представляют собой еще более сильные ингибиторы действия про-воспалительных цитокинов, чем АМН и какие-либо известные ранее соединения. Эти свойства квассиноидов ранее не были известны. В традиционной медицине эти соединения использовались для лечения протозойных инфекций. 

Полученный экспериментальный материал оформлен в виде двух статей и направлен для публикации. 

Turpaev K., Welsh N. Brusatol inhibits the response of cultured beta-cells to pro-inflammatory cytokines in vitro. Biochem. Biophys. Res. Comm. 2014. 

Turpaev K., Welsh N. Aromatic malononitriles stimulate the resistance of insulin-producing βTC6 cells to oxidants and inflammatory cytokines via activation of the Nrf2 pathway. Eur J Pharm. 2014.  

Рукописи статей были рассмотрены редакциями и будут приняты при условии внесения ряда исправлений. 

Участие в конференции: 

9-th FENS Forum, 5-9 July 2014, Milan
A. Ngamjariyawat, S. Vasylovska, K. Turpaev, N. Welsh, E. Kozlova, Boundary cap neural crest stem cells as a choise for better islet transplantation. 

