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Падалко В.І.

ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Дослідження глікокон’югатів набувають особливої актуальності. Тривалі роки вуглеводи (особливо полісахариди) розглядалися здебільшого як джерело енергії та структурні компоненти клітин. Останнім часом усе більше даних указують на обмеженість таких уявлень. Визначені полісахариди, що спроможні вибірково зв'язуватися з білками й ліпідами, такі взаємодії грають важливу роль у передачі інформації у системах “клітина-клітина” й “клітина-матрикс” (Guimond et al., 2001; Yip et al, 2002; Weigel and Yik, 2002).

Як вважають деякі дослідники, глікозилювання є  регуляторний механізм життєдіяльності клітини, й, можливо, більш поширена форма регуляції, ніж фосфорилювання (Flogel, 2001). Зміни взаємодії гліканів із їх лігандами спостерігаються при розвитку багатьох патологічних процесів, наприклад, при запаленні (Ellies et al., 1998), пухлинному рості (Scheidegger et al., 1994), автоімунних захворюваннях (Chui et al., 2001). Навіть патогенні мікроорганізми починають взаємодію із клітиною господарю через взаємодії карбогідрат-лектин (Karlsson, 1998). Глікозаміноглікани беруть участь у багатьох фізіологічних процесах, включаючи контроль клітинного росту, рух клітин та їх адгезію (Martinho et al., 1996). Значна частина процесів, що задіяні у реалізації клітинних функцій, контролюється гепарансульфат-зв’язуючими білками. У цю групу входять фактори росту, молекули клітинної адгезії, різні протеоглікани (Kreis and Vale, 1993).
Найбільш докладно характеризовані глікозаміноглікани й протеоглікани, що присутні у сполучній тканині (Reddy and Dhar, 1991). Однак процеси проліферації, міграції і міжклітинної адгезії не менш актуальні для морфогенезу й функціонування ЦНС. Було показано (Margolis and Margolis, 1979; Yanagishita, 1993; Heufelder, 2000), що кількість глікозаміногліканів і протеогліканів у ЦНС украй мала. Тому протягом тривалого часу дослідники взагалі заперечували наявність даних компонентів у нервовій тканині. Тільки з появою більш чутливих методів імунохімії та молекулярної біології вдалося показати, що глікозаміноглікани, й, зокрема, гепарансульфати та гіалуронова кислота, представляють собою сполуки, котрі характерні для нервової тканини також (Karthikeyan et al., 1994; Hartmann and Maurer, 2001). Однак, природа, механізм й функціональні наслідки взаємодії глікозаміногліканів із специфічними білками у центральній нервовій системі багато в чому залишаються невідомими. На сьогодні є дані лише про структурні особливості окремих протеогліканів, що вже ідентифіковані, функції їх тільки вивчаються (Yanagishita, 1993; Heufelder, 2000; Hartmann and Maurer, 2001). Для визначених глікозаміноглікан-зв’язуючих білків часто встановлюється висока ступінь гомології стосовно структури (особливо вуглевод-зв’язуючих доменів), й можливості  компенсаторного перехрестя контролювання однієї й той самої функції (Kreis and Vale, 1993). Частина глікозаміноглікан-зв’язуючих білків у нервовій тканині ще не визначена. У зв’язку з цим особливу актуальність набуває вивчення спочатку рівня загальної гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої властивості білків у мозку. Для цього потребуються відповідні методи, що характеризуються високим ступенем специфічності та чутливості; необхідні дані стосовно оптимальних умов щодо визначення глікозаміноглікан-зв’язуючої властивості білків нервової тканини як в умовах експерименту in vitro та й в умовах in vivo.
Взаємодії глікозаміногліканів із їх лігандами частіше всього забезпечуються за рахунок електростатичних зв’язків, що є високочутливі до зміни навколишнього середовища, особливо до впливу вільних радикалів, рН й осмолярності (Moseley et al., 1995). Зміна властивостей мембрани цілого нейронального компартменту, що містить десятки й сотні синапсів, неодмінно впливає на вихідний сигнал цього нейрону, визначаючи нейрональну пластичність. Логічно припустити, що вплив кислих метаболітів (наприклад у разі гіперфенілаланінемії), зміна осмолярності під час впливу опромінення низької інтенсивності або під час гіпералгезії у післяопераційний термін можуть призводити до змін у взаємодіях між глікозаміногліканами та їх специфічними рецепторами. Яким чином це впливає на нейрональну пластичність раніше не було встановлено. Альтернативні пошуки корегування ментального порушення в наслідок впливу різних чинників є одна із серйозних проблем сучасності. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами науково-дослідних робіт. Робота виконувалася в рамках договору про спільну наукову діяльність Дніпропетровського національного університету та Міжнародного центру молекулярної фізіології НАН України (№1167, 2001-2003 рр) за темою “Дослідження механізмів формування неоднорідних розподілів мембранних макромолекул та їх ролі у морфо- та електрогенезі нейронів”, міжнародного цільового гранта від уряду Саксонії (Німеччина), 1996-1997 рр., (грант AZ 1-6220.3-02/41) за темою “Вплив материнського гіпотиреозу на ембріональний розвиток мозку та щитовидної залози щурів”, держбюджетної теми інституту біології ДДУ № 02-20-97 “Фундаментальні дослідження впливу синергічної дії екопатогенних чинників та наукове обґрунтування нових комплексних методів діагностики, корекції та профілактики порушень стану здоров’я населення” Міністерства освіти України. 
Мета та задачі дослідження. Метою роботи стало визначення ролі гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючих білків на різних етапах морфогенезу головного мозку за нормальних умов та оцінка внеску глікозаміноглікан-зв’язуючих білків у нейропластичність у разі впливу чинників, що провокують розумові порушення. Для досягнення поставленої мети необхідно було вирішити наступні задачі:

1) розробити методичні заходи визначення загальної гепарансульфат або гіалуронат-зв’язуючої здатності білків мозку, визначити оптимальні умови для їх застосування в умовах in vitro та in situ;

2) визначити рівні загальної гепарансультат й гіалуронат-зв’язуючої здатності білків, їх клітинну й субклітинну локалізацію у мозку під час ембріонального розвитку щурів;

3) оцінити ступень схожості глікозаміноглікан-зв’язуючої властивості білків та їх локалізації в ембріональному мозку людини й щурів;

4) вивчити зміни гепарансультат та гіалуронат-зв’язуючої здатності білків та їх розподілу в мозку щурів під час раннього постнатального розвитку щурів;

5) дослідити глікозаміноглікан-зв’язуючу властивість білків у різних відділах дорослого мозку та її залежність від статі;

6) характеризувати наслідки впливу гепарансульфата та гіалуроната на морфогенез нейронів гіпокампу;

7) виділити та очистити гепарансульфат-зв’язуючі та гіалуронат-зв’язуючі білки з мозку щурів та людини, визначити їх головні характеристики;

8) з’ясувати рівень зміни глікозаміноглікан-зв’язуючої здатності білків у мозку щурів, розвиток котрих проходив в умовах гіперфенілаланінемії;

9) дослідити гепарансультат та гіалуронат-зв’язуючу активність білків у мозку щурів на різних етапах морфогенезу та у дорослих особин під впливом іонізуючих чинників різного походження у малих дозах;

10)  вияснити можливу участь гепарансульфат-зв’язуючих білків мозку щурів у центральних механізмах болю;

11)  визначити динаміку поведінкових реакцій щурів під впливом  указаних шкідливих чинників;

12)  запропонувати гіпотетичну шкалу залежності морфогенезних подій у мозку від загального рівня гепарансультат та гіалуронат-зв’язуючої здатності білків. 

Об'єкт дослідження. Гепарансульфат- та гіалуронат-зв'язуюча властивість білків мозку. 

Предмет дослідження. Динаміка гепарансульфат- та гіалуронат-зв'язуючої властивості білків мозку на різних етапах морфогенезу головного мозку за нормальних умов та при дії чинників, що призводять до ментальних порушень; характеристика нових глікозаміноглікан-зв’язуючих білків мозку.

Методи дослідження. Фізико-хімічні методи очистки й характеристики білків (екстракція, ультрацентрифугування, гель-фільтрація, іонообміна й афіна хроматографії, електрофорез у ПААГ, імуноблотинг, імуноферментний аналіз, твердофазний вуглевод-ферментний аналіз); кількісний аналіз глікозаміногліканів, гісто- та імуноцитохімічні методи; моношарова культура нейронів гіпокампу;експериментальні моделі на щурах; статистичні засоби обробки данних.

Наукова новизна одержаних результатів. Запропоновано концепцію регуляції морфогенезних подій та нейропластичності у головному мозку за рахунок зміни загального рівня гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої властивості білків. 

Уперше визначена динаміка загальної гепарансульфат- й гіалуронат-зв’язуючої здатності білків у мозку щурів під час ембріонального та постнатального розвитку. Отримані нові дані про специфічну субклітинну локалізацію центрів зв’язування гепарансульфату та гіалуронату в мозку щурів на різних етапах морфогенезу. Установлена наявність гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючих компонентів у ядрах проліферуючих та мігруючих нервових клітин, і наведені докази зв’язування названих глікозаміногліканів із білками ядерного скелета. Показано схожість субклітинної локалізації гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючих білків в ембріональному мозку людини. Доведено перерозподіл глікозаміноглікан-зв’язуючої властивості між мембранними та екстрацелюлярними/цитоскелетними білками на ранніх стадіях морфогенезу мозку. Установлений рівень співвідношення загальної гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої властивості екстрацелюлярних/цитоскелетних  білків (1:10) на ранніх стадіях морфогенезу мозку. 

Очищені та охарактеризовані гепарансульфат-зв’язуючі мембраноасоційовані та цитоскелетні білки з неонатального мозку щурів, що представлені двома поліпептидами з молекулярними масами 19 і 28 кДа, та нові мембранні гіалуронат-зв’язуючі білки з ембріонального мозку людини з молекулярними масами 250 і 20 кДа, які не мають імуноперехрестя з відомими білками. 

Представлені докази швидкого збільшення загального рівня глікозаміноглікан-зв’язуючої активності білків мозку на стадіях активної проліферації та міграції клітин в умовах гіперфенілаланінемії, яка супроводжувалася зниженням маси мозку  та  порушеннями локомоторних, емоційних та дослідницьких реакцій щурів. 

Уперше наводяться дані про збільшення загальної гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої активності білків у мозку новонароджених щурів унаслідок впливу 131I у малій дозі, отриманої під час критичних етапів ембріогенезу,  при  одночасній стабільності цих параметрів у мозку дорослих самиць.

Отримані дані про загальну гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючу активність білків із різних відділів мозку дорослих щурів обох статей за нормальних умов та після одноразового й фракціонованого загального рентгенівського опромінення у малій дозі (0,25 Гр). Установлено, що рівень загальної гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої активності білків відрізняється в різних відділах мозку та залежить від статі тварин. За нормальних умов максимальний рівень загальної глікозаміноглікан-зв’язуючої активності білків був виявлений у структурах лімбічної системи. Як при одноразовому, так і при фракціонованому опроміненні динаміка змін загальної глікозаміноглікан-зв’язуючої активності білків у корі великих півкуль й гіпокампі відрізнялася від інших досліджених відділів мозку щурів, що вказує на специфічну пластичну перебудову міжклітинних взаємодій та взаємодії клітина-матрикс у цих структурах мозку під впливом малих доз радіації. Проява  поведінкової активності тварин у  перші дні пострадіаційний термін була пригнічена з найбільшим зменшенням параметрів, які характеризують емоційний та дослідницький стан.

Показана участь гепарансуфат-зв’язуючих білків мозку дорослих щурів у центральних механізмах болю в післяопераційний період.
Практичне значення одержаних результатів. Отримані експериментальні дані й сформульовані на їх підставі висновки мають загальнотеоретичне та практичне значення для загальної біохімії, й особисто для нейрохімії, глікобіології, клінічної біохімії та радіобіології.

На основі отриманих у роботі даних зроблено припущення про важливу роль гепарансульфат та гіалуронат-зв’язуючих білків у контролі проліферації та міграції окремих популяцій нервових клітин за рахунок регуляції генної експресії під час нормального розвитку мозку та в умовах впливу патогенних чинників (радіації у низьких дозах, гіперфенілаланінемії, материнського гіпотиреозу, післяопераційного болю). Дані про статеві розбіжності в рівні глікозаміноглікан-зв’язуючої активності білків свідчать про існування механізму гормональної регуляції експресії даних білків у мозку статевозрілих щурів, або взаємодії цих білків із глікозаміноглікановим лігандом. Установлені закономірності змін рівню загальної гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої активності білків у мозку дорослих щурів за умов розвитку біологічних ефектів, спричинених дією одноразового та фракціонованого опромінення у малій дозі. Очищені мембраноасоційовані гепарин-зв’язуючі білки з мозку новонароджених щурів та мембранні гіалуронат-зв’язуючі білки з ембріонального мозку людини за нормальних умов. Запропоновані в даній роботі підходи до кількісного та якісного виявлення гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючих білків можуть бути використані в лабораторній біохімічній практиці.

Результати досліджень входять до програм курсів лекцій та лабораторних робіт із біохімії, клінічної біохімії для студентів біолого-екологічного факультету та медичного факультету ДНУ. Отримані дані оптимальних умов для проведення твердофазного вуглевод-ферментного мікроаналізу впроваджені до ЦНДЛ Дніпропетровської державної медичної академії.

Особистий внесок здобувача. Основні ідеї роботи висунуті автором самостійно. Дисертантом було самостійно проведений аналіз літературних даних, проведені експериментальні дослідження та статистична обробка результатів, частина експерименту проведена сумісно з аспіранткою Білоусовою Т.В. (гл. 5, 6.2 та 6.3). Обговорення методології та отриманих результатів проведені сумісно з науковим консультантом. У роботах, що опубліковані у співавторстві, відображені результати, що отриманні при особистій участі автора у проведенні експерименту та обговоренні результатів. У дисертації не використовувалися ідеї або розробки, які належать співавторам публікацій.

Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертації були подані особисто на щорічних наукових підсумкових конференціях Дніпропетровського національного університету (Дніпропетровськ, 1994-2003), 15th Meeting of the International Society for Neurochemistry (Кіото, Японія, 1995), 23rd and 24th  Meetings of FEBS (Базель, Швеція, 1995, Барселона, Іспанія, 1996), Second Biennial Research Conference on “Molecular biology of cellular interactions” (Ленгрис, Німеччина, 1995), 8th Sardinian Conference on Neuroscience (Кагліарі, Італія, 1995), 11th and 14th Biennial Meetings of the International Society for Developmental Neuroscience (Тампере, Фінляндія, 1996 та Сідней, Австралія, 2002), IV та V Міжнародних конференціях “Франція й Україна, науково-практичний досвід у контексті діалогу національних культур” (Дніпропетровськ, 1997, 1998), 16th ISN/28th ASN Meeting (Бостон, США, 1997), YII та VIII Українських біохімічних з’їздах (Київ, 1997 та Чернівці, 2002), III та IV з’їздах по радіаційним дослідженням (Москва, Росія, 1997 та 2001), II та III з’їздах Українського біофізичного товариства (Харків, 1998 та Львів, 2002), IV European Research Conference: Neural Mechanisms of Learning and Memory (Аквафреда ді Маратеа, Італія, 1998), Forum of European Neuroscience (Берлін, Німеччина, 1998), Twelfth General Meeting of the European Society for Neurochemistry (Санкт-Петербург, Росія, 1998), Annual Meeting of the Canadian Pain Society (Саскачеван, Канада, 1998), 10th European Congress of Anaesthesiology (Франкфурт на Майні, Німеччина, 1998), 4th International Congress In The Decade of the Brain (Гданськ, Польща, 1999), 15th National Meeting of British Neuroscience (Лондон, Англія, 1999), Fifth IBRO World Congress of Neuroscience (Єрусалим, Ізраїль, 1999), 17th ISN/13th ESN Meeting (Берлін, Німеччина, 1999), Forums of European Neuroscience (Брайтон, Англія, 2000 та Париж, Франція, 2002), Joint Meeting of the ISN/ASN (Буенос Айрес, Аргентина, 2001), International Symposium Intracellular Signaling in Plant and Animal Systems (Київ, 2001), III з’їзді з радіаційних досліджень (Київ, 2003).
Публікації. Результати досліджень подані у 25 статтях (7 із них одноособові) та 35 тезах, які опубліковані у профільних вітчизняних та закордонних журналах та матеріалах з’їздів та конференцій.

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота викладена на 294 сторінках друкованого тексту і складається з вступу, основної частини, що містить огляд літератури, розділ матеріалів та методів досліджень, розділів результатів досліджень та їх обговорення, узагальнення результатів дослідження, висновки, 2 додатки. Робота ілюстрована 12 таблицями та 87 рисунками. Перелік використаної літератури включає 447 найменувань цитованої літератури.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Огляд літератури

Огляд літератури присвячений опису факторів, що забезпечують міжклітинні взаємодії, наведена характеристика сімейства глікозаміногліканів, систематизовані глікозаміноглікан-зв’язуючі білки, що були ідентифіковані у нервовій тканині, представлені докази забезпечення важливих функцій у нервовій системі за рахунок глікозаміноглікан-зв’язуючих білків та можливих порушень за умов впливу шкідливих  чинників.

Матеріали та методи дослідження

Біологічні об’єкти. Модельні експерименти проводились на лабораторних щурах лінії Вістар та білих нелінійних щурах, всього 342 тварини. Тварини знаходилися у стандартних умовах. Головним об’єктом дослідження був головний мозок щурів та людини різного віку. Також для досліджень використовувалися сироватка крові, селезінка, печінка, тканини скелетних та серцевих м’язів щурів та людини. Декапітацію тварин проводили під легким наркозом. Для імунізації та отримання специфічних поліклональних антитіл використовували 4 дорослих кроля Шиншила. Тканини людини (аутопсийний матеріал) від 24 жертв дорожньо-транспортних катастроф були надані обласною лікарнею ім. Мечнікова м. Дніпропетровська. Головний мозок з абортивного матеріалу був  наданий міською лікарнею №9 м. Дніпропетровська. Надання та використання біологічного матеріалу людини проводилось згідно Хельсінкської декларації прав людини. Об’єктом дослідження морфогенезу нейронів була моношарова культура нейронів гіпокампу щура.

Хімічні реагенти. В роботі використовувалися особливо чисті реагенти фірм Sigma (USA), Fluka (Switzerland), Serva (Germany), Medix Biochemica (Finland), Boehringer Mannheim Biochemica (Germany), Medac (Germany), Serotec (Germany), DAKOPATS (Denmark), Affaniti (Nottingham, UK), Реагент (Дніпропетровськ, Україна). Лабораторний пластик та концентруючи патрони були придбані у фірм “Amicon” (USA) та “Nunc” (USA).

Для визначення загальної гепарансульфат- та гіалуронат-зв'язуючої активності білків, що різняться за місцем локалізації були отримані різні фракції, що містили водорозчинні, мембраноасоційовані, мембранні та екстрацелюлярні/цитоскелетні білки за допомогою диференціального центрифугування та застосування солюбілізації білків за участю NaCl, тритона Х-100 та сечовини, відповідно (Березін, 1989). Вихідний буфер містив трис – 0,25 мМ (рН7,4), ЕДТО – 1 мМ, дитіотрейтол – 2 мМ, ФМСФ – 0,2 мМ, NaN3 – 3 мМ. 

Загальна кількість глікозаміногліканів оцінювалася за методом Gold (1981).


Кон’югати гепарансульфату та гіалуронової кислоти з ферментом  пероксидазою хрону готували за методикою перйодатного окислення (Dolzhenko, 1994).  Для визначення загальної гепарин- або гіалуронат-зв'язуючої активності білків у різних біологічних фракціях був використаний твердофазний вуглевод-ферментний аналіз (Dolzhenko, 1994; Ushakova, 1995). Його особливість полягає у використанні кон’югату, що складається з глікозаміноглікану з нашитою на нього ферментною міткою. Аналіз проводили у плоскодонних 96-лункових планшетах. Дані калібрувальних вимірювань використовували для перерахунку екстинції у кількість (нг) зв’язаного з білками відповідного глікозаміноглікана у співвідношенні до 1 мг загальної кількості білка (ЗБ) у пробі. Вимірювання екстинції проводили на спектрофотометрі “Anthos 2010”. 

Загальну кількість  білку визначали за методом Бредфорд (1985). 
Очистку гіалуронат-зв’язуючих білків проводили за допомогою афінної хроматографії на кількох типах носіїв (залежно від активації сефарози та засобу приєднання гіалуроната до неї). Оптимальні умови для зв’язування гіалуронату до специфічних білків були підібрані за допомогою твердофазного вуглевод-ферментного методу. Контроль за ходом хроматографії проводили спектрофотометрично.


Гепарин-зв’язуючі білки з мозку виділяли за допомогою афінної хроматографії, що проводили на гепарин-сефарозі (Sigma). 

Для подальших етапів очистки білків використовували також іонообміну хроматографію на ДЕАЕ-сефадексі А-50 (Pharmacia) та гель-фільтрацію на сефакрилі S-300 (Pharmacia).

Дослідження поліпептидного складу гепарин- та гіалуронат-зв’язуючих білків проводили за методом електрофорезу в ПААГ у присутності додецилсульфату натрію  за Леммлі (1970). 

Серед білків, що були розділені під час електрофорезу, специфічні білки визначали методом імуноблотингу (Stott, 1989) з використанням моноспецифічних антисироваток до N-CAM, фібронектину, вітронектину, тенасцину, антитромбіну III, CD44. Паралельно, гель після електрофорезу фіксували у розчині ТХО – 10%  та фарбували іонами срібла (Merril, 1986).
Поліклональна антисироватка проти N-CAM була отримана шляхом імунізації кролів  чистим білком, що був люб’язно наданий  Елізабет Бок (лабораторія білка Копенгагенського університету). Антисироватка детально охарактеризована (Ushakova, 1995). Інші антисироватки були придбані у Sigma (USA), Serva (Germany), Boehringer (Germany), DAKOPATS (Denmark), Affaniti (Nottingham, UK), 

Непрямий та конкурентний варіанти імуноферментного аналізу використовували для визначення кількості специфічних білків (Фримель, 1987). Кількість гормонів Т-4, ТСГ у сироватці крові визначали з використанням імуноферментних тест-наборів Medix Biochemica (Фінляндія).

Локалізацію гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючих білків у мозку ссавців визначали гістохімічними засобами (Bullock and  Petrusz, 1985) із використанням напівтонких парафінових зрізів мозку та специфічних кон’югатів (Ushakova, 1997).  На паралельних зрізах проводили забарвлення за допомогою антитіл до ЯАКП (ядерного антигену клітинної проліферації) (Sigma), місця специфічного зв’язування антигену на зрізах виявляли за допомогою біотин-стрептовідин-пероксидазного комплексу. Візуальну оцінку гістологічних зрізів проводили при застосуванні світлового мікроскопа Axioplan (Zeiss).
Морфометрію проводили при збільшенні х400 за допомогою вставленого калібрувального окуляра, сполученого зі стандартним мікрометром. 
Дослідження морфогенезу нейронів проводили з використанням культури нейронів гіпокампу (Wilcox et al., 1994) та імуноцитохімічних засобів із використанням антитіл проти N-CAM та  протеїну А, кон’югованого з частками колоїдного золота розміром 20 нм (Sigma). Оцінку проводили за допомогою електронного мікроскопа JEM-100CX (JEOL). Електронні мікрофотографії обробляли за допомогою програми UTHSCSA ImageTool (США). Розподіл молекул на плазматичній мембрані нейронів розраховували за допомогою комп’ютерної моделі Ніконенко  (2000). 

Для статистичної обробки даних використовували t-тест Ст’юдента, U-тест Манн-Уітні, та тест Колмогорова-Смірнова (Лакин, 1990). 

Для дослідження впливу шкідливих чинників різного походження на глікозаміноглікан-зв’язуючу властивість білків мозку були відтворенні декілька експериментальних моделей.

Модель впливу інкорпорованого I-131 на розвиток щурів була відтворена згідно рекомендації Рейллі (Reilly, 1986). Самицям вводився I-131 (Київ) внутрішньом'язово у дозі 5,5 МБк (150 мкКі) в 0,05 мл фізіологічного розчину, що відповідає дозі поглиненої радіації в 0,5 Гр. Самицям контрольної групи вводився фізіологічний розчин 0,05 мл, в аналогічних умовах Терміни введення обирали відповідно до критичних періодів ембріогенезу. 

З метою дослідження впливу тотального іонізуючого опромінення низької інтенсивності на мозок дорослих тварин були створені моделі одноразового й фракціонованого опромінення. Тварини  опромінювали рентгенівськими променями в дозі 0,25 Гр. за допомогою установки РУМ-17 одноразово (напруга 150 кВ, струм 6 мА, фільтри Cu 2,0 мм, фокусна відстань 168 см, потужність дози 0,26 сГр/хв) та фракціоновано по 0,01 Гр/добу протягом 25 діб на установці РУМ-17 (фокусна відстань 181 см, решта параметрів – такі самі). 

Експериментальна модель гіперфенілаланінемії створювалася за  схемою  Matsuo та Hommes (1988). Стан гіперфенілаланінемії отримували за рахунок  ін’єкцій (двічі на добу з інтервалом 12 год.) фізіологічного розчину, що містив L-фенілаланін – 0,13 М та DL--метилфенілаланін – 0,06 М (Research Organics, Cleveland, Ohio, USA) по 0,2 мл/10 г ваги тіла у  перші чотири ін’єкції, та  по 0,4 мл/10 г ваги тіла у решті ін’єкцій. Тваринам контрольної групи вводився еквівалентний об’єм фізіологічного розчину.

Експериментальна модель післяопераційного болю була відтворена згідно Brennan (1996). Поведінкові реакції тварин визначалися за тестом у “відкритому полі” (Буреш, 1991).

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Визначення оптимальних умов зв’язування глікозаміногліканів специфічними білками мозку in vitro

Синтезовані специфічні кон’югати, гепарансульфату (або гіалуронату), зв’язаних із пероксидазою хрону. Установлені оптимальні умови використання цих кон’югатів для кількісного та якісного аналізу загальної гепарансульфат та гіалуронат-зв’язуючої активність компонентів мозку. Для дослідження рівня загальної гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої властивості білків  мозку за допомогою твердофазного вуглевод-ферментного  та гістохімічного аналізу насамперед був визначений характер впливу основних чинників, які застосовуються під час екстракції білків та їх аналізу. А саме, був визначений вплив рН середовища, іонної сили та детергентів, що можуть змінювати афінність білків до глікозаміногліканів in vitro.

Було визначено, що оптимальним показником рН буфера  для сорбції гіалуронат-зв'язуючих білків до полістиролу мікротитрувальних планшетів, є 5,6.  Для гепарансульфат-зв’язуючих білків оптимальним є діапазон рН 5,6-6,8 (рис.1). 

Мембраноасоційовані та сечовинорозчинні білки мозку мають найбільшу активність зв'язування гепарану за умов кислого значення рН 3. Із зростанням водневого показника від 5 до 10 гепарансульфат-зв’язуюча активність мембраноасоційованих білків поступово знижується (рис. 2.А). У фракції сечовинорозчинних білків спостерігається додатковий пік гепаран-зв’язуючої активності в області фізіологічних значень рН (рис. 2.Б). 

Рис. 2. Залежність загальної гепарансульфат-зв’язуючої активності білків мозку новонароджених щурів від рН середовища in vitro: 

А  мембраноасоційовані білки; Б  сечовинорозчинні білки (n=12).
Оптимальним значенням рН середовища для зв’язування гіалуронату специфічними білками з різних білкових фракцій мозку як новонароджених, так і дорослих щурів є область 5,0 (рис. 3). Така сама тенденція спостерігається і для білків виділених із  мозку людини.

Для дослідження глікозаміноглікан-зв’язуючої активності мембранних білків in vitro не можна застосовувати непрямий метод твердофазного вуглевод-ферментного аналізу (ВФА), оскільки присутність тритону Х-100 в концентрації більш ніж 0,05% гальмує сорбцію білків полістиролом більш ніж на 50%. У таких випадках необхідно застосовувати  конкурентний спосіб ВФА. Присутність тритона Х-100 у діапазоні концентрації 0-1% у буфері під час інкубації сорбованих білків із гіалуронат-ферментним кон’югатом не змінює істотно спорідненість цих білків до вуглеводу. Тільки за умов збільшення вмісту детергенту до 2 %  гіалуронат-зв’язуюча активність білків починає  вірогідно знижуватися.

 Для дослідження вуглевод специфічної спорідненості сечовинорозчинних білків можна застосовували непрямий метод ВФА, у разі розведення проб в 20-40 разів. У випадках низької концентрації загального білка у цих зразках необхідно застосовувати також конкурентний варіант ВФА.

Використання додецилсульфата натрію для екстракції мембранних білків із подальшим визначенням глікозаміноглікан-зв’язуючої активності не можливо, тому що даний аніонний детергент навіть у концентрації 0,03% повністю блокує спорідненість білків до відповідних  вуглеводів.

Зв’язування специфічного кон’югату з дослідними компонентами необхідно проводити в умовах низької іонної сили (концентрація як Са2+, так й Mg2+ не повинна перевищувати 4 мМ, оптимальна концентрація Na+ чи К+ 60 мМ  становлять для гепарансульфата та 20 мМ  – для гіалуроната).

Указані вище умови, найсприятливіші й для проведення гістохімічного забарвлення зрізів мозку за допомогою визначених кон’югатів.

Розподіл глікозаміноглікан-зв’язуючих  білків у мозку під час ембріогенезу. На 6-13 добу ембріонального розвитку щура гепарансульфат-,  й гіалуронат-зв’язуючі білки  зосереджені у вентрикулярному шарі нервової трубки. При збільшенні мікроскопічного зображення в області вентрикулярного шару клітин видно, що глікозаміноглікан-зв’язуючі центри в найбільшій кількості присутні в області навколо плазматичної мембрани проліферуючих та мігруючих клітин. Дослідження гістохімічних зрізів голови ембріонів людини  6 - 7  тижнів розвитку показали, що розподіл ГАГ-зв’язуючих компонентів у мозкових міхурах співпадає за  характером із таким у мозку щурів під час ембріогенезу (рис. 4). 

Найбільша кількість центрів зв’язування гепарансульфату та гіалуронату також виявлена у вентрикулярному та субвентрикулярному шарах нервової трубки, де клітини  інтенсивно діляться й мігрують.

Кількісний аналіз підтвердив вуглеводгістохімічні дані про найвищий рівень глікозаміноглікан-зв’язуючої активності білків мозку на самих перших етапах морфогенезу, під час активної проліферації й міграції клітин. Глікозаміноглікан-зв’язуюча здібність білків мозку під час ембріогенезу на три порядки вище за таку у дорослої  людини. Оскільки на гістохімічних зрізах було чітко видно зосередження глікозаміноглікан-зв’язуючих компонентів саме в областях плазматичної мембрани нервових клітин, був проведений диференційований аналіз гепарансульфат та гіалуронат-зв’язуючої здібності білків у мембраноасоційованій, мембранній та екстрацеллюлярній фракціях із мозку ембріонів людини. Як для гепарансульфату, так і для гіалуронату найбільша кількість рецепторів виявлена у мембранній фракції (рис. 5). 

Рис. 5. Гепарансульфат (А)- та гіалуронат (Б)-зв’язуюча активність білків мозку ембріонів та дорослої людини у мембраноасоційованій (1), мембранній (2) та екстрацелюлярній (3) фракціях; n=8-12.

Розподіл глікозаміноглікан-зв’язуючих білків у мозку під час постнатального розвитку. На момент народження щурів у мозку визначається значне зменшення кількості центрів зв’язування для гепарансульфату та гіалуронату. Найбільше  ГАГ-зв’язуюча активність виявляється  тільки в областях  де продовжується проліферація й міграція нервових клітин. Характер локалізації цих сайтів  схожий з таким на 21 добу ембріогенезу щурів .

Найбільша щільність пофарбованих клітин спостерігається в гермінативних зонах, навколо IV шлуночку мозку (вентрикулярний та субвентрикулярний шари). Також висока гепарин/гепарансульфат-зв’язуюча активність білків була виявлена в субвентрикулярній зоні латерального шлуночку мозку й у прилеглих областях кори великих півкуль і гіпокампу.

Головною субклітинною структурою, що мала високу гепарансульфат-зв’язуючу активність, було клітинне ядро, що, можливо, вказує на присутність гепарансульфат- зв’язуючих білків у ядрі й участі у регуляції біосинтезу білків. У молекулярному шарі кори мозочка, що формується, крім клітинних ядер, незначно офарбовувався міжклітинний матрикс (рис. 6). 
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Протягом перших 4 діб спостерігається різке зниження інтенсивності фарбування гепарансульфат-зв’язуючих центрів. У мозку новонароджених щурів область найвищої гіалуронат-зв’язуючої активності білків співпадає з областями високої гепарансульфат-зв’язуючої активності й характерна для періплазматичного та міжклітинного простору та значна менша для ядерних компонентів гранулярних клітин (рис. 7). Зниження гіалуронат-зв’язуючої активності у мозку щура у перші дні постнатального розвитку також відбувається дуже швидко. На 5 добу після народження високий вміст гіалуронат-зв’язуючих центрів  визначається тільки в апікальному конусі росту клітин Пуркін’є під час перших  етапів формування дендритного дерева, а також у навколоклітинному  просторі. 


На 10 добу постнатального розвитку в мозку щура вдається визначити слабке забарвлення місць зв’язування гіалуроната тільки у міжклітинного просторі.

Дані кількісного аналізу свідчать про специфічність субклітинного розподілу гепарансульфат-зв’язуючих білків у мозку ссавців під час постнатального розвитку. 

Твердофазний вуглеводферментний аналіз за чутливістю  перевищує на два порядки вуглеводгістохімічний аналіз. Тому можна визначити ступінь зв’язування вуглеводів у фракції білків із мозку щурів на пізніх етапах постнатального розвитку, тоді як на зрізах мозку тварин цього віку не можна чітко візуалізувати цей параметр. Згідно отриманим результатам у новонароджених щурів загальна гепарансульфат-зв’язуюча активність білків мозочка у середньому на 25%  вища ніж у великих півкулях.

У фракціях мембранних білків із мозочка новонароджених щурів середній рівень загальної гепарансульфат-зв’язуючої активності складає 8 нг зв’язаного гепарансульфату на 1 мг загальної кількості білка, а у гіпокампі – 6 нг зв’яз. ГП/мг ЗБ. У фракціях сечовинорозчинних білків рівень досліджуваного параметра складає десь 500 та 370 нг зв’язаного гепарансульфату/мг загального білка у мозочку та великих півкулях, відповідно (рис. 8). Таким чином, рівень загальної гепарансульфат-зв’язуючої активності сечовинорозчинних білків у мозку новонароджених щурів більш ніж у 60 разів перевищує рівень загальної гепарансульфат-зв’язуючої активності мембранних білків.

Рис. 8. Динаміка загальної гепарансульфат-зв’язуючої активності розчинних (1), мембраноасоційованих (2), мембранних (3)  та сечовинорозчинних екстрацеллюлярних/цитоскелетних (4) білків із мозочка (А) та великих півкуль щурів протягом 30 діб постнатального розвитку (n=12-16).

Термін  активної проліферації клітин та міграції у досліджуваних структурах мозку відрізняється. У великих півкулях активна фаза цих процесів відбувається під час ембріогенезу, на відміну від мозочка, котрий у щурів активно розвивається протягом  2 тижнів після народження.

Кількісний аналіз  указує на різке зниження гепарансульфат-зв’язуючої активності у мозку щурів протягом перших 5 діб до досягнення  на 20 добу найнижчого рівня цього параметра, який підтримується постійним у дорослих тварин за нормальних умов. Порівняльний  аналіз указує на вагомий внесок у загальну гепарансульфат-зв’язуючу активність сечовиннорозчинних білків з екстрацелюлярної/цитоскелетної фракції. За наявністю значного зниження загальної здатності до зв’язування гепарансульфата у мозку щура на 30 добу постнатального розвитку у порівнянні з новонародженими найбільший внесок у загальний показник  надають все одно сечовиннорозчинні білки та білки мембранної фракції (рис. 9).


Оскільки вагомий внесок у рівень загальної гепарансульфат-зв’язуючої активності білків мозку дорослих щурів належить сечовинорозчинним компонентам було досліджено данний параметр у різних відділах мозку  самців та самиць окремо. У всіх відібраних відділах мозку загальна гепарансульфат-зв’язуюча активність сечовинорозчинних білків не перевищувала 25 нг зв’яз. ГП/мг ЗБ (рис. 10).


 Тобто була більш ніж у 40 разів меншою за даний рівень активності сечовинорозчинних білків із мозку новонароджених щурів. 

Як у самців, так і у самиць найбільша активність зв'язування гепарансульфату специфічними білками була виявлена в стріатумі, а найменша - у середньому мозку. У самиць значний рівень даної активності був визначений у гіпокампі, тоді як у самців у гіпокампі, корі великих півкуль, мозочку й у варолієвому мості рівні активності практично збігалися. У всіх відібраних відділах мозку дорослих щурів, за винятком гіпокампу, загальна гепарансульфат-зв’язуюча активність білків була у середньому на 22% вища у самців, ніж у самиць. 

Дослідження загальної гіалуронат-зв’язуючої активності білків в отриманих фракціях із мозочка та великих півкуль мозку щурів показали схожу динаміку здатності білків мозку щодо специфічного зв’язування гіалуронату під час розвитку (рис. 11). 


Рис. 11. Динаміка загальної гіалуронат-зв’язуючої активності розчинних (1), мембраноасоційованих (2), мембранних (3)  та сечовинорозчинних екстрацеллюлярних/цитоскелетних (4) білків із мозочка (А) та великих півкуль (Б)  щурів протягом 30 діб постнатального розвитку (n=12-16).

Найвищий рівень гіалуронат-зв’язуючої активності  зареєстрований у фракції сечовинорозчинних білків із мозочка новонароджених щурів, що складав у середньому 

4 мкг зв’яз. гіалуроната (ГК) / мг ЗБ. Аналіз субклітинного розподілу гіалуронат-зв’язуючої активності у фракціях, отриманих із мозочка та великих півкуль, вказує на вагомий внесок мембранних та мембраноасоційованих білків у загальний показних афінності до гіалуронату на відміну від гепарансульфатспецифічних білків. Ці данні підтверджуються попередньо отриманими гістохімічними даними стосовно розподілу гіалуронат-зв’язуючих сайтів саме у періплазматичних областях мігруючих нервових клітин. Порівняльний аналіз загальної гіалуронат-зв’язуючої активності білків  на 0 та 30 добу постнатального розвитку вказує на перерозподіл даної властивості між мембранними та мембраноасоційованими компонентами  (рис. 12).

Одночасні, незалежні дослідження кількісного субклітинного розподілу гепарансульфат- та гіалуронат специфічних білків у мозочку та великих півкулях мозку щурів й їх гістохімічне підтвердження надають можливість сформувати уявлення про специфіку розподілу цих білків під час раннього постнатального розвитку мозку та визначити їх незмінний рівень у мозку дорослих осіб  за нормальних умов. Отримані дані вказують на те, що в процесах постнатального розвитку мозку у першу чергу значну роль відіграють мембранні й екстрацелюлярні макромолекули, що мають ГАГ-зв’язуючі домени. Накопичення гіалуронату в міжклітинному матриксі збігається зі стадіями клітинної міграції, коли гіалуронат обумовлює високу гідратованість й проникливість матриксу, що сприяє руху клітин. Мігруючі клітини використовують різні специфічні рецептори (наприклад, ламінін/еластинові рецептори, інтегрини і т.д.) для забезпечення свого руху. На додаток до цього експресія незайнятих рецепторів гіалуронової кислоти може дозволяти клітинам взаємодіяти з вільним гіалуронатом і транспортувати сигнал крізь гіалуронат-збагачений екстрацелюлярний матрикс. Іншим важливим аспектом взаємодії гіалуронату з гіаладгеринами, цілком ймовірно, є формування міжклітинного матрикса шляхом іммобілізації гіалуроната специфічними білками. Відношення зв'язаного гіалуроната до його вільної форми збільшується в міру розвитку мозку. Отже, у процесі розвитку під час клітинної міграції у легко проникному матриксі може активуватися мобілізація гіалуроната, що створює стерічні перешкоди для міграційних сигналів до клітини. Крім самого гіалуроната в утворенні конденсованого матрикса беруть участь як мембрані рецептори цього глікозаміноглікана, так і молекули міжклітинного матриксу.

Вплив глікозаміногліканів на морфогенез нейронів у культурі.  Дослідження біохімічних механізмів морфогенезу нервових клітин мають велике значення не тільки в плані розуміння розвитку нервової системи, але й  для розробки ефективних заходів терапії нейродегенеративних випадків, як успадкованих (наприклад, хвороба Альцгеймера), так й вторинне придбаних (травми, пухлини, інфекції). Техніка культури нейронів надає можливість в умовах in vitro змінювати хімічні  складові системи, де нервові клітини проходять головні етапи морфогенезу: диференціацію, ріст аксонів й дендритів, синаптогенез. З метою дослідження впливу гіалуронату та гепарансульфату на морфогенез окремих нейронів була застосована первинна дисоційована культура нейронів гіпокампу низької щільності.

Згідно попередніх результатів найвища кількість гіалуронат-зв’язуючих білків знаходиться у навколомембранній області та у міжклітинному матриксі. Тому подалі ми визначили вплив вільного гіалуроната, присутнього  в субстраті, на морфогенез нейронів гіпокампу (рис. 13). 

Нейрони вирощувалися на субстраті з полі–L-лізином, куди додавали різну кількість гіалуроната (діапазон концентрації від 0 до 20 мкг гіалуроната на 1 мл субстрату). Культури нейронів досліджували за допомогою інвертованого мікроскопа та імуногістохімічного забарвлення фіксованих культур нейронів із використанням антитіл проти нейрофіламенту Н (Affinity Inc., Great Britain). Наявність вільного гіалуроната в міжклітинному матриксі призводило до збільшення спорідненості нейронів до субстрату, що підтверджується збільшенням кількості нейронів, що прикріпилися. 

Згідно отриманим даним адгезивність нейронів гіпокампу до субстрату знаходиться не в прямій залежності від кількості гіалуроната, а має куполоподібний  характер. Проблема полягає у багатоскладовому комплексі, що визначає ступінь адгезії однієї клітини до другої in vivo. Зараз накопичуються експериментальні дані  про вплив окремих складових цього комплексу, що модулюють поведінку клітини під час морфогенезу. Отримані нами дані з експерименту на культурі нейронів гіпокампу дали можливість припустити модуляторну адгезивну властивість гіалуронату, за рахунок чого можна контролювати перші етапи морфогенезу. Пізніше, у 2002 році, експерименти Zimmerman та співавторів підтвердили наші припущення. Авторами був продемонстрований  вплив гіалуроната на процеси адгезії А6 клітин до кальцій-(R,R) та  (S,S)-тартрат тетрагідратних кристалів. Вони показали, що обробка  гіалуронідазою епітеліальних клітин нирок із Xenopus luevis перед посадкою їх на субстрат значно знижує ступень адгезії. Знижену адгезію клітин, що були оброблені гіалуронадазою, можна частково або повністю поновити додаванням екзогенного гіалуроната. Але, надмірне збільшення екзогенного гіалуроната у вільній від сироватки рідині (10-1000 мкг/мл), що використовувалася для попередньої обробки клітин перед посадкою, призводить до гальмування адгезії клітин. 


Гіалуронат є довгий лінейний глікозаміноглікан, який складається тільки з повторів дисахариду, що містить глюкуронову кислоту та N-ацетилглюкозамін. Молекула такої довжини є добрий кандидат для забезпечення взаємодії клітин із поверхнею.  Кожна молекула гіалуронату може мати масу до декілька мільйонів дальтон та довжину десь 10 мкм, але це не характерне для фізіологічних умов у біологічних тканинах. Однак, Laurent (1992) указував на те, що одна молекула гіалуроната може простиратися на декілька мікронів від поверхні, до якої клітина торкається чи сорбується. 


Отримані нами дані свідчать про те, що гіалуронат впливає не тільки на ступінь адгезії нейронів до субстрату, але й на термін морфогенезних подій. Нейрони, що були сорбовані на субстрат в умовах присутності гіалуроната, залишалися значно довгий час в округлій формі (указані стрілками, рис. 14), ріст аксонів та дендритів починався пізніше ніж у нейронів контрольних культур. Затримка початку диференціації спричинила збільшення терміну життя нейронів у культурі. У контрольній культурі на 30 году культивування нейрони  вже диференційовані гинули в умовах низької щільності. За умов присутності у субстраті гіалуроната спостерігалося збільшення кількості недиференційованих нейронів, які були диференційовані пізніше, на 30 годину культури. Детальне дослідження нейронів офарбованих проти нейрофіламенту Н указує на те, що нейрони, котрі сорбовані на субстрат у присутності гіалуроната, мають більш інтенсивне забарвлення на нейрофіламент Н, ніж контрольні нейрони. На основі цих даних можна припустити, що гіалуронат впливає не тільки на адгезивність нейронів за рахунок взаємодії з мембранними рецепторами, але й може передавати сигнал про модифікацію цитоскелету, що також важливо під час морфогенезу нейронів. 

Субстрат-зв’язані та вільні екстрацелюлярні молекули впливають на різні складові регуляторного ланцюга під час контролю розміру та полярності нейронів (Lochter et al., 1991). 
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Рис. 14. Нейрони гіпокампу на 6 та 30 год. культури, офарбовані проти нейрофіламентів Н.      _____    = 100 мкм.

Накопичено багато даних стосовно особливостей структури протеогліканів та глікопротеїнів, які мають у своїй структурі ГАГ-зв’язуючий домен (чи декілька). Найбільше всього характеризовані в цьому плані глікопротеїни міжклітинного матриксу ламінин (Calof et al., 1994; Denzer et al., 1997), колаген (Tillet et al., 2002) та фібронектин (Reichardt et al., 1991), які приймають активну участь у міжклітинних взаємодіях, міграції та диференціюванні периферичних та центральних нейронів. Останні роки більший інтерес привертають молекули, які секретуються у міжклітинний простір й можуть модулювати поведінку нейронів як за рахунок індукції трансмембранних чи мембраноасоційованих складових, так й за рахунок інтерналізації. У попередніх дослідженнях вважалось, що ключову роль у структурі протеогліканів та й глюкопротеїдів відіграє серцевинна, білкова частина. Зараз уже встановлено, що здатність більшості протеогліканів та й  глікозаміногліканів зв’язувати, концентрувати та частково інтерналізувати деякі фактори росту тісно пов’язана як з особливістю конформації карбогідратних ланцюгів, так й з великою кількістю негативних зарядів на цих ланцюгах. Однак досі не вистачає інформації для того, щоб цілком зрозуміти  механізм регуляції морфогенезу нейронів за участю окремих глікозаміногліканів, і особливо за їх сумісною дією in vivo. На сьогодні головна частина експериментів у цьому напрямку проводиться in vitro. Раніше було показано, що ріст аксонів та дендритів може бути під різним контролем за рахунок молекул міжклітинного матриксу, що присутні у культуральній рідині (Chamak and Prochiantz, 1989). Більш того, показано, що вплив різних молекул міжклітинного матриксу на розмір, форму та полярність нейронів значно залежить не тільки від кількості цих молекул, але й від того, де саме вони презентовані у клітині. У роботах Chamak (1989), Rousselet (1990),  Prochiantz (1990) висловлюється припущення, що ріст аксонів краще відбувається в умовах низької адгезивності клітин, тоді як ріст дендритів можливий тільки в умовах високої адгезії.

З метою дослідження впливу гепарансульфату на адгезивні властивості нейронів під час морфогенезу ми вирощували нейрони гіпокампу на субстраті з додатком гепарансульфату. У присутності вільного гепарансульфату більшість нейронів протягом 2 годин  мали округлу форму й не утворювали агрегатів. Ми дослідили, яким саме чином гепарансульфат впливає на адгезивні властивості нейронів гіпокампу. Для цього певні культури нейронів гіпокампу були префіксовані та оброблені антитілами проти нейрональної молекули клітинної адгезії, N-CAM, що є один із добре характеризованих представників родини молекул клітинної адгезії (Martini, 1994; Bock, 2002; Berezin et al., 2003; Schachner, 2003). Взаємодія N-CAM із гепарансульфат-протеогліканом відіграє також важливу роль у регуляції адгезії (Kiselyov et al., 1997). Наші попередні дослідження in vivo показали, що характер загальної гепарансульфат-зв’язуючої активності білків у мозку щурів значно змінюється під час ембріогенезу та раннього постнатального розвитку. Одночасні дослідження вмісту мембранної форми N-CAM у мозку щурів показали дуже схожу тенденцію. Найвищій рівень N-CAM був визначений у новонароджених щурів, котрий значно знижувався протягом перших двадцяти діб постнатального розвитку. Звертає увагу різниця темпу зниження кількості N-CAM у великих півкулях та мозочку, що також характерна для загальної гепарин-зв’язуючої активності білків мозку під час раннього постнатального розвитку.

Вирощування нейронів гіпокампу на субстраті з полі-L-лізину з додатком гепарансульфату призводило до зміни кількості молекул N-CAM на плазматичні мембрані нейронів (рис.15). 

Збільшення кількості гепарану в субстраті до 40 мкг/мл призводило  до статистично вірогідного збільшення відстані між міченими молекулами клітинної адгезії на плазматичній мембрані нейронів. У своїй роботі ми додатково застосували  комп’ютерну модель, що запропонована Nikonenko (2000). Ця модель була застосована з метою отримання параметрів двомірного розташування мічених молекул клітинної адгезії на поверхні соми нейронів шляхом аналізу електронних мікрограм паралельних зрізів нейронів. Індивідуальні модельні  відстані між мітками для контрольних нейронів, коливалися в діапазоні 0-1455,0 нм, але середнє значення добре збігалося з експериментальними даними й складало 175,47,9 нм.

Для двовимірного розташування міченої N-CAM були характерними щільність 88,9 міток/мкм2 та простір, вільний від міток, діаметром 480 нм. Для нейронів, що вирощувалися за присутністю гепарансульфату 10 мкг/мл, середнє значення модельної відстані між мітками складало 179,96,6 нм, щільність – 86,7 міток/мкм2, простір вільний від N-CAM – 480 нм у діаметрі. У разі культивування нейронів гіпокампа на субстраті з додатком гепарану 40 мкг/мл модельна відстань між міченими N-CAM у середньому складала 337,817,0 нм, щільність – 39,8 міток/мкм2, простір, що вільний від N-CAM – 900 нм у діаметрі. Застосована математична модель дозволила створити двовимірне зображення розташування молекул клітинної адгезії на поверхні плазматичної мембрани соми нейронів гіпокампа, що наближене до реальної ситуації за рахунок компіляції паралельних зрізів. Отримані нами результати вказують на те, що гепарансульфат приймає участь у регуляції топографії молекул клітинної адгезії на плазматичній мембрані нейронів гіпокампу. Зв’язок N-CAM із гепарансульфатом може індукувати зміни конформації глікопротеїну, що призводить до зміни його адгезивної афіннoсті. З іншого боку, загальна концентрація гепарану в міжклітинному просторі може бути сигналом для  механізмів адгезії, що ще не розкриті. 


Очищення й фізико-хімічна характеристика гіалуронат- та гепарансульфат-зв’язуючих білків із мозку. На сьогодні в мозку виявлені наступні білки, що зв’язують гіалуронат: протеоглікани міжклітинного матрикса (сполучний білок (link protein) (Asher and Bignami, 1991), версікан (Marret et al., 1994), нейрокан (Rauch et al., 1992), бамакан (Couchman, 1996),  цитозольні, водорозчинні - гіалуронектин (Marret et al., 1994), гліальний гіалуронат-зв’язувальний білок (GHAP) (Toole, 1990) і тільки два мембранних рецептори гіалуроната - CD44 і RНАММ (Turley, 1994). Отримані нами попередні результати  показали, що найбільша кількість гіалуронат-зв’язуючих компонентів  локалізовані в мембранній (чи навколо мембранній) частині клітин. Взаємодія гіалуроната зі специфічними білками клітинної поверхні може бути одним із можливих засобів впливу глікозаміноглікана на поведінку клітин нервової системи. Ця взаємодія стає найбільш актуальною під час критичних етапів розвитку нервової системи, тому метою наступного дослідження було виділення й очищення мембранного гіалуронат-зв’язуючого білка.


Попереду було визначено ступінь екстракції гіалуронат-зв’язуючих білків із мозку дорослих щурів та з ембріонального мозку людини із застосуванням різних детергентів. Найбільший вихід досягається при екстракції даних білків за допомогою тритона Х-100  з ембріонального мозку. Були досліджені різні методу синтезу афінного носія для хроматографії. Зв'язування гіалуронової кислоти (ГК) із сефарозою відбувалося за різними методами активації (рис. 16) . 


Подалі афінна хроматографія проводилася на носії, синтезованому за 4 методом. 

У результаті послідовних хроматографій були очищені гіалуронат-зв’язуючі мембранні білки , що у  не денатурованих умовах мають масу  250 та 20 кДа. 

На рис. 17. приведена електрофореграма розподілення білка 250 кДа на поліпептиди за денатуруючих умов, де  основний поліпептид -  85 кДа та  два мінорні -  68 і 36 кДа. Жодна з раніше ідентифікованих макромолекул як у нервовій, так й  інших тканинах не має схожих параметрів. За результатами імуноблотингу очищений білок не має перехресної імунореактивності проти антитіл до відомих гіалуронат-зв’язуючих білків.

Таблиця 1

	№


	Стадії очистки
	Питома активність 

(нг зв’яз. ГК/мг ЗБ)
	Ступінь очистки

	1
	Екстракція 
	15.5
	1

	2
	Афінна хр-я на гіалуронат-сефарозі
	251.3
	16.2

	3
	Іонообмінна хр-я  на ДЕАЕ-сефарозі

на ДЕАЕ-сефадексі
	1128.7
	72.8

	4
	Гель-фільтрація 

на сефакрилі S-300
	3764.2
	242.9


Ступінь очистки мембранного гіалуронат-зв’язуючого білка з ембріонального мозку людини

       1  

     2

Рис. 17. Електрофореграма очищеного гіалуронат-зв’язуючого білка.



1 – маркерні; 2 – очищенні білки.

Виділення й вивчення фізико-хімічних властивостей гепарансульфат-зв’язуючих білків із різних фракцій мозку має велике значення для розуміння процесів, що відбуваються під час розвитку та функціювання мозку. На теперішній час найбільш докладно вивчені водорозчинні гепаран-зв’язуючі білки, до яких відносяться багато факторів росту та адгезивних білків (Baird, 1994, 2000). Головною проблемою при виділенні гепарансульфат-зв’язуючих білків із мозку є їх мала кількість. Приведені вище результати досліджень загальної гепаран-зв’язуючої активності у відділах мозку нормальних  щурів різного віку вказують на найбільший вміст гепаран-зв’язуючих білків в екстра целюлярній/цитоскелетній та мембраноасоційованій фракціях мозку новонароджених щурів. 

Для виділення гепарансульфат-зв’язуючих мембраноасоційованих та екстрацелюлярних білків мозку новонароджених щурів ми використовували афінну хроматографію на гепарин-сефарозі. Елюцію специфічних білків проводили в градієнті концентрації NaCl (0,1-1,5 М), оскільки саме іонні сили впливають на конформацію залишків ідуронової кислоти в складі гепарину. Конформація цих залишків є вирішальний чинник у специфічному зв'язуванні білків із гепарином. Пік елюції спостерігався при концентрації NaCl 0,5 М і збігався з піком гепарин-зв'язуючої активності білків у фракціях. У результаті афінної хроматографії були очищені у 526,5. раза білки, що специфічні до зв’язування гепарансульфату.

По результатам електрофорезу в ПААГ із ДСН були ідентифіковані два поліпептиди з молекулярними масами 19 і 28 кДа, котрі були присутні як в елюаті білків із мембраноасоційованої, так і екстрацелюлярної/цитоскелетної фракцій. У пробі, що містить гепаран-зв'язуючі білки із сечовинної фракції, була  виявлена ще додаткова зона високомолекулярних білків, що не входили в 5% гель. Молекулярна маса цих білків перевищувала 150 кДа (рис. 18) . 


                                                                           

                                                                                      

Подальше накопичення очищених білків й одержання антитіл до них надасть можливість вивчити детальніше їх фізико-хімічні властивості, клітинний і тканинний розподіл, ступінь гомології з відомими рецепторами ГАГ,  зрозуміти функцію й місце у молекулярному каскаді регуляціїї розвитку й функціонування мозку.

         Зміна загальної глікозаміноглікан-зв’язуючої активності білків у мозку in vivo під впливом різних чинників. Вагомий вклад у регуляцію співвідношення ГАГ та їх специфічних білків вносять фактори середовища. Глікозаміноглікани є поліаніони, що дуже чутливі до зміни іонного складу середовища (особливо до зміни одно- та двовалентних іонів). Водно-електролітний статус середовища визначає  загальний заряд ГАГ та їх фізико-хімічні властивості. Цей аспект викликає інтерес із практичної точки зору. Більшість патологій органів та тканин (а також системних захворювань) супроводжуються зміною рН середовища та електролітного складу. На сьогодні  майже немає  інформації стосовно зміни метаболізму ГАГ та їх специфічних рецепторів  у наслідок  багатьох патологій. У клініці розглядаються лише добре характеризовані лізосомні хвороби – мукополісахаридози, що є наслідком успадкованого дефекту лізосомних ферментів. Нажаль, питання стосовно метаболізму ГАГ та їх специфічних рецепторів у мозку ссавців у наслідок  впливу патогенних чинників, що призводять до порушення водно-електролітного й кислотно-лужного балансу на сьогодні не  вивчені. Особливо це торкається  успадкованих та придбаних  хвороб, що супроводжуються  ацидозом й порушенням  розумових здібностей (наприклад, фенілкетонурія). 

Вплив гіперфенілаланінемії. Для дослідження була обрана експериментальна модель гіперфенілаланінемії, що описана Matsuo та Hommes (1988). Отримані результати свідчать про те, що висока концентрація фенілаланіну спричиняє збільшення глікозаміноглікан-зв’язуючої активності білків майже у 2 рази тільки на етапах активної проліферації й міграції клітин, та росту аксонів й дендритів. Відомо, що фенілаланін значно гальмує дію АТФ-сульфурилази, й це встановлено тільки для даного ферменту, виділеного з мозку (Matsuo, 1987). Печінковий ізофермент не має високої чутливості до фенілаланіну. Можливо,  гальмування синтезу ФАСФ та зниження сульфатації глікозаміногліканів у мозку дійсно призводить до зміни загальної глікозаміноглікан-зв'зуючої активності білків  під час активної міграції клітин та росту аксонів. Такі зміни зазвичай приводить до дефекту формування специфічних шарів та ядер,  й синаптичних контактів між  клітинами. Це може бути однією з  причин зниження синаптичної та нейрональної пластичності мозку на більш пізніх етапах постнатального розвитку тварин в умовах гіперфенілаланінемії, що підтвердилось значним зниженням усіх показників поведінкових реакцій (особливо емоційної та дослідницької сфери).

Вплив материнського гіпотиреозу, спричиненого інкорпорованим 131І. Досліджено активність зв'язування гепарансульфату та гіалуронату специфічними білками й проліферативна активність клітин у мозку новонароджених щурів, розвиток яких проходив під впливом малої дози 131I (одноразове введення самицям до вагітності, або в переддень критичних стадій ембріогенезу). Обрана доза 131I (150 мкКі) відповідає поглиненій дозі радіації в 0,5 Гр. Зміни рівня гепарансульфат- й гіалуронат-зв'язуючою активності білків у мозку новонароджених щурів, внутрішньоутробний розвиток яких відбувався в умовах слабкого материнського гіпотиреозу, спричиненого інкорпорованим радіоактивним ізотопом йоду, співвідносяться зі зміною проліферації нервових клітин. При цьому вказані зміни торкались в більшості мембранних компонентів (рис. 19). У мозку самиць таких змін не було встановлено.

Рис. 19. Вплив 131I-індукованого материнського гіпотиреозу на загальну гіалуронат-зв’язуючу активність мембранних (зліва) та екстрацелюлярних/ цитоскелетних (зправа) білків із мозочка  та великих півкуль   новонароджених щурів (n=12-15).

Можливо, зміна активності зв'язування гепарансульфату (як й гіалуронату), яка була викликана зміною локалізації і/або концентрацією вільних глікозаміногліканів, була компенсаторною і спрямованою на підвищення рівня проліферації нервових клітин в умовах материнського гіпотиреозу. 
Дослідження впливу тотального одноразового та фракціонованого рентгенівського опромінення в дозі 0,25 Гр на загальну гепарансульфат-зв’язуючу активність сечовинорозчинних білків із мозку статевозрілих щурів показало, що дана характеристика має різноспрямовані зміни протягом 168 год після опромінення й характер цих змін залежить від відділу мозку  й статі.
Максимальні коливання ГАГ-зв’язуючої активності білків після однократного радіаційного впливу були виявлені в корі великих півкуль самиць та лімбічній системі самців і самиць. Початок зміни ГАГ-зв’язуючої активності білків у гіпокампі й у корі великих півкуль мозку самиць приходиться на 24 год. після опромінення. На 120 год. після опромінення цей показник у корі великих півкуль самиць і гіпокампі як самців, так й самиць, перевищував контрольний рівень у середньому в 2,2 раза, але не перевищував 40 нг зв’яз. ГАГ/ мг ЗБ. На 7 добу після опромінення в більшості досліджуваних відділах  мозку самиць цей показник наближався до норми. У самців дані зміни були більш виражені й на 7 добу ще не поверталися до норми. Ці дані співвідносяться з динамікою поведінкової активності тварин у пострадіаційний термін (визначалося найбільше пригнічення  емоційного стану й дослідницьких можливостей у перші дні після опромінення).

Наслідки фракціонованого опромінення у кінцевій дозі  0,25 Гр мали більш спрямований характер, не мали залежності від статі й починали виявлятися  пізніше, ніж при одноразовому опроміненні. 

Отримані дані свідчать про активну участь ГАГ-зв’язуючих білків у нейропластичності в перші години після опромінення у малій дозі.

Вплив соматогеного болю на першу добу  після операції у щурів призводить до збільшення гепарансульфат-зв’язуючої активності білків у частині  мозку, що містить ретикулярну формацію, таламус та задню центральну борозну,  в 1,67 раза. На 7 добу данний показник повертається до норми.  У мозочку вірогідних змін не встановлено. Стимул болю одночасно приводить до зниження дегрануляції тканинних базофілів, що сполучено зі зменшенням секреції вільного гепарину в кров. Дефіцит гепарину, у свою чергу, може бути наслідком збільшення вільних місць зв’язування для гепарансульфату серед  білків мозку. На сьогодні не можна точно сказати  чи використовують нервові клітини гепарин, що синтезований у тканинних базофілах, чи вони синтезують власні гепариноїди. Знеболювання за допомогою кетаміна або  морфіна (0,5 мг/кг за 5 хв. до операції) та їх коктейлю запобігає змінам гепарансульфат-зв’язуючої активності білків у мозку в післяопераційний термін. 

ЗАКЛЮЧЕННЯ

Про молекулярні механізми взаємодії гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючих молекул із їх лігандами у співвідношенні з функціональним навантаженням таких взаємодій у мозку відомо зовсім мало. Особливої уваги, на наш погляд, заслуговує феномен функціональної стабільності нервової системи в цілому при тих  змінах, що відбуваються на рівні клітини, й особливо клітинної мембрани, під час впливу шкідливих чинників. В основі даного явища лежить нейрональна пластичність за рахунок великого потенціалу гетерогенних ансамблів нервових клітин у формуванні компенсаторних реакцій і передачі інформації через взаємодії “клітина-матрикс”. Ми вважаємо, що глікозаміноглікан-зв’язуючі білки відіграють ключову роль у відповідному перенастроюванні міжклітинних взаємодій і взаємодій “клітина-матрикс”, регулюючи гомеостатичну пластичність нервової системи. В залежності від загального рівня гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої активності мембранних та екстрацелюлярних/цитоскелетних білків та протеогліканів у мозку ссавців можуть змінюватися морфогенезні події  (рис. 20).

Рис. 20. Залежність морфогенезних подій у мозку щурів від загального рівня гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої активності сечовиннорозчинних білків та протеогліканів. 



Варіація репертуару загального рівня ГАГ-зв’язуючої здатності може корегуватися за рахунок: а) зміни фізико-хімічних властивостей мікрооточення, наприклад, осмолярності та рН; б) активності ферментів, що забезпечують метаболізм визначених глікозаміногліканів та трасфераз, за допомогою котрих відбувається глікозилювання відповідних лігандів; в) співвідношення синтезу та деградації глікозаміногліканів; г) варіацій ступеню спорідненості ГАГ до відповідного ліганду.

У свою чергу рівень загальної гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої властивості компонентів нервової тканини є відображення фізико-хімічних властивостей самого мікрооточення нервових клітин, особливо якості загального заряду та ступені гідратації, що може впливати на: а) структуру, локалізацію, функціональну активність адгезивних молекул та факторів росту; б) структуру, локалізацію, функціональну активність рецепторів, що забезпечують нейротрансмісію; в) екзоцитоз ГАГ або їх трансклітинний транспорт; г) структуру, локалізацію, функціональну активність рецепторів ядерної мембрани та властивість хроматину, й біосинтез білків.




ВИСНОВКИ

1.  Величина рівня загальної здібності гепарансульфат- й гіалуронат-зв’язуючих білків щодо зв’язування відповідних глікозаміногліканів у мозку є одним із регуляторних механізмів контролю проліферації, міграції та диференціації клітин під час морфогенезу та нейрональної пластичності у дорослому мозку, залежна від віку, статі, та функцій  відділів мозку за нормальних умов, є швидким корегуючим фактором   при дії патогенних чинників.

2.  Розроблена система визначення кількісної характеристики загальної здатності компонентів мозку щодо зв’язування гепарансульфата та гіалуроната та їх клітинної й субклітинної  локалізації за допомогою синтезованих кон’югатів (гепарансульфат-ПХ та гіалуронат-ПХ). 

3.  Оптимальними умовами для кількісного аналізу глікозаміноглікан-зв’язуючої здатності білків мозку  in vitro є: 

· сорбція білків до полістеролу в умовах низької іонної сили та рН 5,8;

· блокування вільних місць зв’язування на полістеролі білками, що не  зв’язують  відповідні глікозаміноглікани;

· запобігання наявності в реакційній суміші детергентів, особливо на момент сорбції;

· зв’язування кон’югату з дослідними компонентами в умовах низької іонної сили (концентрація як Са2+, так й Mg2+ не повинна перевищувати 4 мМ, оптимальна концентрація Na+ чи К+ 60 мМ й рН 3 чи рН 6,8 становлять для гепарансульфата, та 20 мМ й рН 5-5,5 – для гіалуроната).

Аналогічні умови найсприятливіші й для проведення вуглеводгістохімічного аналізу за допомогою визначених кон’югатів.

4.   Під час ембріогенезу щурів найвищій рівень гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої активності білків характерний в області вентрикулярного та субвентрикулярного шарів нервової трубки, що формується, особливо для компонентів плазматичної мембрани та ядра.

5.  Характер та динаміка субклітинного розподілу гепарансульфат- й гіалуронат-зв’язуючих  білків у мозку людини схожа з таковою у щурів.

6.  Присутність як гепарансульфата, так й гіалуроната в субстраті моношарової культури нейронів гіпокампу щурів змінює адгезивність нейронів та термін морфогенезних подій. Використання субстрату, що містить більш ніж 20 мкг/мл указаних глікозаміногліканів,  призводить до зменшення сорбції нейронів до субстрату, зменшення кількості нейрональних молекул клітинної адгезії та змін її топографії на  плазматичній мембрані, затримці диференціації нейронів.

7.  У мозку новонароджених щурів високий рівень гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої активності білків залишається тільки у відділах мозку, де  ще відбуваються процеси активної проліферації та міграції нервових клітин. Найвищім є рівень у фракції цитоскелетних/ екстрацелюлярних білків мозочку (45080 нг зв'яз. ГП/мг ЗБ та 4000120 нг зв’яз. ГК/мг ЗБ). Під час ранніх етапів морфогенезу мозку характерне співвідношення гепарансульфат-зв’язуючої та гіалуронат-зв’язуючої активності 1:10. Найбільший внесок у загальний рівень глікозаміноглікан-зв’язуючої активності  білків вносять компоненти ядерного скелета проліферуючих та мігруючих клітин, в меншій кількості  складові міжклітинного матриксу та плазматичної мембрани. 

8.  У мозку дорослих щурів за нормальних умов рівень гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої активності білків значно менший (1-50 нг зв'яз. ГАГ/мг ЗБ),  є постійною величиною для кожного відділу мозку й  залежить від статі. У самців ця активність у середньому на 22% вище ніж у самиць в усіх дослідних відділах мозку, за виключенням гіпокампу. 

9.  Очищені нові мембраноасоційовані гепарансульфат-зв’язуючі білки з мозку новонароджених щурів, що мають молекулярну масу 19 та 28 кДа; та мембранні гіалуронат-зв’язуючі білки з ембріонального мозку людини молекулярною масою 20 й 250 кДа, останній представлений основним поліпептидом  у 85 кДа та двома мінорними -  68 і 36 кДа. 

10.  В умовах експериментальної гіперфенілаланінемії у щурів збільшення гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої активності білків (майже у два рази) має місце тільки на ранніх етапах морфогенезу. Це може спричинити зміни розвитку мозку та подальші ментальні порушення.

11.  Уведення 131I в дозі 150 мкКі щурам самицям на різних стадіях вагітності призводить до посилення гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої активності білків у мозку новонароджених (із максимумом змін при введенні 131I на 16 добу ембріогенезу), що є, можливо, компенсаційною реакцією на зниження кількості проліферуючих клітин в умовах 131I-індукованого материнського гіпотиреозу. 

12.  Мембранні та сечовинорозчинні глікозаміноглікан-зв’язуючі макромолекули приймають активну участь у регуляції нейрональної пластичності у пострадіаційний термін. Вплив тотального рентгенівського опромінення в дозі 0,25 Гр викликає хвилеподібні зміни загальної глікозаміноглікан-зв’язуючої активності білків у мозку дорослих щурів. Одноразове опромінення призводить до швидкої зміни даного показника впродовж 24 год. у стовбурних структурах та поступовому підвищенню його впродовж 120 год. у  корі, із поверненням до  норми на 168 год. після опромінення; максимальні зміни характерні для гіпокампа та стріатума й супроводжуються пригніченням емоційного стану та дослідницьких здібностей тварин, ступінь даних змін залежить від статі. Фракціоноване опромінення призводить до поступового підвищення загальної глікозаміноглікан-зв’язуючої активності білків у стовбурних структурах мозку, та  зниження у корі, із максимальним відхиленням від контролю на 168 год. після опромінення; ці зміни у мозку самців та самиць мають вірогідно однаковий характер.

13.  У першу добу після оперативного втручання гіпералгезія спричиняє незначне підвищення (у 1,3-1,5 раза) гепарансульфат-зв’язуючої активності сечовиннорозчинних білків із задньої частини півкуль мозку щура з поступовим поверненням до норми на 6 добу після операції, що вказує на участь гепарансульфат-зв’язуючих білків у регуляції центральних механізмів ноцицепції. Застосування знеболюючих препаратів (морфіну та кетаміну) за 5 хв. до операції запобігає таким змінам.

14.  Запропонована шкала залежності морфогенезних подій у мозку щурів від загального рівня гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої активності сечовиннорозчинних білків та протеогліканів. 
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АНОТАЦІЯ

Ушакова Г.О. Роль глікозаміноглікан-зв’язуючих білків у морфогенезі та пластичності мозку. – Рукопис.
Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук за спеціальністю 03.00.04–біохімія. – Харківській національній університет ім. В.Н.Каразіна, Харків, 2005 р.

Дисертація присвячена вивченню ролі макромолекул, що специфічно зв’язують гепарансульфат та гіалуронат, на різних етапах морфогенезу мозку щурів за нормальних умов й при моделюванні гіперфенілаланінемії, 131І-індукованого материнського гіпотиреозу, опромінення низької інтенсивності, соматогенного післяопераційного болю. Запропоновані нові методичні підходи до кількісного визначення загального рівня гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої властивості білків in vitro та in situ. Запропонована оригінальна концепція залежності морфогенезних подій у мозку від загального рівня гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючої властивості водорозчинних, мембраноасоційованих, мембранних та екстрацелюлярних/ цитоскелетних компонентів. Показано характерне співвідношення гепарансульфат-зв’язуючої та гіалуронат-зв’язуючої активності 1:10 на ранніх етапах розвитку мозку. Установлено ступінь залежності адгезивності нейронів гіпокампу від кількості гепарансульфату та гіалуронату в субстраті культури. Установлена наявність гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючих компонентів у ядрах проліферуючих та мігруючих нервових клітин. Очищені мембраноасоційовані гепарансульфат-зв’язуючі білки з мозку новонароджених щурів (19 і 28 кДа)  та мембранні гіалуронат-зв’язуючі білки з ембріонального мозку людини (250 і 20 кДа). Наведені докази збільшення загального рівня глікозаміноглікан-зв’язуючої активності білків на етапі активної проліферації й міграції клітин в умовах гіперфенілаланінемії. Представлені докази участі гепарансульфат- та гіалуронат-зв’язуючих рецепторів в адаптаційних процесах в умовах впливу 131І-індукованого материнського гіпотиреозу та опромінення низької інтенсивності (одноразового та фракціонованого в дозі 0,25 Гр). Визначена участь гепарансульфат-зв’язуючих білків  мозку щура в центральних механізмах соматогенного післяопераційного болю.

Ключові слова: ЦНС, гепарансульфат-, гіалуронат-зв’язуючі білки, мозок, морфогенез, нейрональна пластичність, гіперфенілланінемія, опромінення низької інтенсивності, біль.

АННОТАЦИЯ

Ушакова Г.А. Роль гликозаминогликансвязывающих белков в морфогенезе и пластичности мозга. – Рукопись.

Диссертация на соискание научной степени доктора биологических наук по специальности 03.00.04 - биохимия.  Харьковский национальный университет им. В.Н. Каразина, Харьков, 2005 г.

Диссертация посвящена изучению роли гепарансульфат- и гиалуронатсвязывающих макромолекул на разных этапах морфогенеза мозга крыс при нормальных условиях и при моделировании гиперфенилаланинемии, 131I-индуцированного материнского гипотиреоза, облучения низкой интенсивности, соматогенной послеоперационной боли. 

Предложены новые методические подходы для количественному определения общего уровня гепарансульфат- и гиалуронат-связывающих белков (синтезированы специфические коньюгаты, предложены твердофазный углевод-ферментный микрометод и углевод-гистохимический метод с применением этих коньюгатов), определены оптимальные условия для их использования при исследованиях мозга in vitro и in situ. 

Предложена оригинальная концепция зависимости морфогенезных событий (пролиферации, миграции, дифференциации клеток) в мозге от общего уровня гепарансульфат- и гиалуронат-связывающей активности водорастворимых, мембранно-ассоциированных, мембранных и экстрацеллюлярных/цитоскелетных компонентов. Исследована динамика перераспределения гликозаминогликансвязывающей активности между мембранными и экстрацеллюлярными/цитоскелетными компонентами мозга в период эмбриогенеза и раннего постнатального развития. Показано характерное соотношение гепарансульфат- и гиалуронатсвязывающей активности 1:10 на ранних этапах развития мозга. Наивысший уровень гликозаминогликансвязывающей способности белков характерный для ядерного цитоскелета пролиферирующих клеток и мембранных компонентов во время миграции клеток (45080 нг связ. гепарансульфата/мг общего белка и 4000120 нг связ. гиалуроната/мг общего белка). В мозге взрослых крыс гепарансульфат- и гиалуронатсвязывающая активность белков наименьшая (1-50 нг связ. ГАГ/мг ОБ), характеризуется постоянным уровнем для каждой структуры, зависит от пола животного. У самцов гликозаминогликансвязывающая активность белков на 22% выше, чем у самок практически во всех отделах мозга, за исключением гиппокампа. Характер и динамика субклеточного распределения гепарансульфат- и гиалуронатсвязывающих белков в мозге человека похожи с таковыми в мозге крыс. 

Показана степень зависимости адгезивных свойств нейронов гиппокампа в культуре от количества гепарансульфата и гиалуроната в субстрате. Увеличение количества свободных гликозаминогликанов в субстрате приводит к снижению адгезивных контактов и задержке дифференциации нейронов гиппокампа в культуре. 

Выделены новые мембранно-ассоциированные гепарансульфатсвязывающие белки из мозга новорожденных крыс (19 и 28 кДа)  и мембранные гиалуронатсвязывающие белки из эмбрионального мозга человека (250 и 20 кДа), которые не имеют иммуноперекрестной реакции с раннее описанными углеводсвязывающими белками и протеогликанами. 

Получены экспериментальные доказательства активного участия гликозаминогликансвязывающих белков в регуляции морфогенеза мозга в условиях воздействия патогенных факторов. Показано увеличение более чем в два раза общего уровня гликозаминогликансвязывающей активности белков в период активной пролиферации нейронов в условиях гиперфенилаланинемии, что может индуцировать задержку синаптогенеза и в дальнейшем снижение умственных способностей.  

Представлены доказательства участия гепарансульфат- и гиалуронатсвязывающих рецепторов в нейрональной пластичности в условиях влияния 131I-индуцированного материнского гипотиреоза и облучения низкой интенсивности (одноразового и фракционированного в дозе 0,25 Гр). 

Определено участие гепарансульфатсвязывающих белков мозга крыс в центральных механизмах соматогенной послеоперационной боли. Обезболивание с применение кетамина и морфина (0,5 мг/кг за 5 мин до операции) предотвращает увеличение гепарансульфатсвязывающей активности белков в мозге крыс. 

Предложена  шкала изменения морфогенезных процессов в мозге (пролиферации, миграции, дифференциации клеток) в зависимости от уровня общей гепарансульфат и гиалуронатсвязывающей активности экстрацеллюлярных/цитоскелетных белков, с помощью которой можно прогнозировать степень нарушения нейрональной пластичности и наличие  риска неоплазии в условиях действия патогенных факторов.

Ключевые слова: ЦНС, гепарансульфат-, гиалуронатсвязывающие белки, мозг, морфогенез, нейрональная пластичность, гиперфенилаланинемия, облучение низкой интенсивности, боль.

SUMMARY

Ushakova G.A. The role of glycosaminoglycan-binding proteins in morphogenesis and plasticity of the brain – Manuscript.

The thesis for the obtaining of doctor of biological science degree in speciality 03.00.04 – biochemistry. – V.N. Karazin Kharkov national university, Kharkov, 2005. 

The dissertation is devoted to investigation of  the role of macromolecule that specific bind the heparansulfate and hyaluronate during different stages of rat brain morphogenesis   under normal conditions and effect of hyperphenylalanunemia, 131I-inducable maternal hypothyroidism, low dose irradiation, somatogenic  postoperative pain. It was proposed the  new ways to quantitative measure of total level of heparansulfate- and hyaluronate-binding activity of proteins. It was proposed the conception of morphogenic events depends of total level of heparansulfate- and hyaluronate-binding activity of soluble, membrane-associated, membrane and extracellular/cytoskeleton components during brain development. The correlation of heparansulfate-binding to hyaluronate-binding activity at the early stage brain development is 1:10. It was shown the degree of dependence of hippocampus neuron adhesion to free heparansulfate and hyaluronate content in the substrate of cultures. It was indicated the heparansulfate- and hyaluronate-binding components in the nucleus of proliferating and migrating nervous cells. The new membrane-associated heparansulfate-binding proteins from newborn rat brain (19 и 28 кДа) and membrane hyaluronate-binding proteins from embryonic human brain (250 и 20 кДа) were purified. The elevation of the total glycosaminoglycan-binding activity level was shown at the first stage of brain morphogenesis under hyperphenylalaninemia. It was presented the proofs that heparansulfate- and hyaluronate-binding receptors take part in the neural plasticity under 131I-inducable maternal hypothyroidism and low dose irradiation (single and fractionated in the 0,25 Gy dose) conditions. It was established that heparansulfate-binding proteins of  rat brain take part in the central mechanism of somatogenic postoperative pain. 
Key words: CNS, heparan-, hyaluronate-binding proteins, brain, morphogenesis, neural plasticity, hyperphenylalaninemia, low dose irradiation, pain.
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Рис. 1. Залежність сорбції гіалуронат-зв’язуючих білків мозку щурів до полістиролу  планшета від рН середовища, (n=12).		





Рис.3. Залежність гіалуронат- зв’язуючої активності білків мозку щурів  від рН середовища in vitro:


1 – мембранні білки;  


2 – сечовинорозчинні білки, (n=12).








Рис. 4. Сагітальний зріз ембріону людини (6-7 тижнів), офарбований  гепарансульфатним кон’югатом. Стрілками вказана область нервової трубки.  


х 10 (зліва) та х 1000 (зправа).





Рис. 6. Сагітальний зріз мозочка новонародженого щура. 


А – фарбування гепарансульфатним кон’югатом, Б – антитілами проти ядерного антигену  клітинної проліферації, 


ЗГШ – зовнішній гранулярний шар, ВГШ – внутришній гранулярний шар.


х 1000. 
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Рис. 7. Сагітальний зріз мозочка новонародженого щура (А) та на 5 добу постнатального розвитку (Б). Фарбування гіалуронатним кон’югатом, 


ЗГШ – зовнішній гранулярний шар, ВГШ – внутришній гранулярний шар, КП – клітини Пуркін’є. х 1000. 
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Рис. 9. Внесок розчинних (1), мембраноасоційованих (2), мембранних (3) та  екстрацеллюлярних/ цитоскелетних (4) білків з мозочку щурів у загальну гепарансульфат-зв’язуючу активність  на 0 (А) та 30 (Б) добу постнатального розвитку (n=12-16).








Рис. 10. Загальна гепарансульфат-зв’язуюча активність білків сечовинної фракції з мозку дорослих щурів за нормальних умов.


1 – гіпокамп, 2 – кора великих півкуль, 


3 – мозочок, 4 – стріатум, 5 – середній мозок, 6 – варолієв міст. 


- самці,              - самиці (n=6-7). 
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Рис. 12. Внесок розчинних (1), мембраноасоційованих (2), мембранних (3) та  екстрацеллюлярних/ цитоскелетних (4) білків з мозочку щурів у загальну гіалуронат-зв’язуючу активність  на 0 (А) та 30 (Б) добу постнатального розвитку 


(n=12-16).











Рис. 13. Ступінь адгезії нейронів гіпокампа до субстрату на 6 годину культури за присутністю гіалуроната.








Рис. 15. Розташування N-CAM, мічених колоїдним золотом, (чорні гранули) на плазматичній мембрані нейронів гіпокампа, що вирощувалися в культурі. Електрона мікрограма профілю частини нейрону,  калібрувальна риска = 1 мкм. А – нейрони контрольної культури, Б – нейрони, що вирощувалися за присутністю 40 мкг гепарансульфату/мл субстрата.








Рис. 16. Ефективність синтезу афінного носія гіалуронат-сефарози за різними методами:


1 – сефароза + біс-оксиран + ГК, 


2 – сефароза + дивінілсульфон + ГК, 


3 – сефароза + дивінілсульфон + діаміногексан+дивінілсульфон+ ГК, 


4 – сефароза + дивінілсульфон + діаміногексан + карбодіімід + ГК. 








Рис. 18. Електрофореграма  очищенних гепарансульфат-зв'язуючих білків із мозку новонароджених щурів: 1 – елюат екстрацелюлярних/ цитоскелетних білків; 2 – елюат мембраноасоційованих білків; 3 – білки, що не зв'язалися з афінним сорбентом; 4 – маркерні білки.
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