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Р-селектин, тканинний фактор та ендотелін-1 є надзвичайно важливими факторами, що визначають функцію ендотеліальних клітин та системи гемостазу. Р-селектин синтезується переважно в ендотеліальних клітинах та тромбоцитах і зберігається у тільцях Weibel-Palade в ендотеліальних клітинах, а в тромбоцитах - в а-гранулах. Він є мембранним глікопротеїном, але експресується на поверхні клітини лише під впливом ряду чинників (запалення, спазм артерії, гіперглікемія) і опосередковує взаємодію моноцитів та нейтрофілів з цими клітинами шляхом зв'язування з специфічним глікопротеїдним лігандом (рецептором) Р-селектину (SELPLG або PSGL-1). Р-селектин ініціює прокатку (ролінг) лейкоцитів по ендотелію. їх адгезію та інфільтрацію в тканини [1 - 4]. Р-селектин та SELPLG відіграють важливу роль у процесах взаємодії ендотеліальних клітин з клітинами крові, коагуляції та тромбоутворення, в тому числі і в атеросклеротичних бляшках, а порушення їх експресії може бути одним із факторів розвитку патологічних станів [5 - 10].

Тканинний фактор є також мембранним глікопротеїном. який має три домени (цитоплазматичний, трансмембранний та позаклітинний), взаємодіє з фактором згортання крові VIIa, що приводить до активації факторів X і IX та ініціації згортання крові [11]. В нормальних умовах тканинний фактор не експресується в ендотеліальних клітинах і моноцитах, але під впливом бактеріальних ендотоксинів, фактора некрозу пухлин та ряду інших чинників ініціюється його експресія на рівні транскрипції гена. Експресія тканинного фактора є залежною і від Р-селектину. а його активність контролюється двома інгібіторами - інгібітор шляху тканинного фактора (TFPI) та інгібітор шляху тканинного фактора-2 (TFPI-2), причому було встановлено, що активність TFPI залежить від протеїну S і що TFPI з протеїном S є головними регуляторами утворення тромбіну [12 - 14]. TFPI є глікозильованим протеїном і переважно знаходиться в клітинах ендотелію та у плазмі крові у вільній або зв'язаній з ліпопротеїдами формі. Було показано, що травматичний шок призводить до вираженого посилення експресії тканинного фактора і що низькомолекулярний рекомбінантний ліганд Р-селектину rsPSGL.lg суттєво зменшує його експресію [4, 14, 15].

Ендотелін-1 є потужним регулятором тонусу судин, він утворюється і секретується ендотеліальними клітинами судин, його експресія суттєво змінюється в умовах травматичного шоку, його регуляторний вплив реалізується через два типи рецепторів, причому ендотелін-1 відіграє певну роль також і у функціонуванні нервової системи [16 -18].

Пропофол (propofol, diprivan) знайшов широке використання в анестезіології, але застосовується і у якості седативного препарату, хоча є випадки ряду ускладнень [19]. Разом з тим, детального дослідження його можливого впливу на ендотелій судинної системи на рівні експресії ендотеліну та ключових факторів згортання крові до цього часу не було проведено.

Метою даного дослідження було вивчення експресії мРНК Р-селектину. тканинного фактора та ендотеліну-1 у культурі ендотеліальних клітин повздовжньої артерії при дії на них різних доз пропофолу протягом перших шести годин та у більш віддалені строки (16 та 24 години).

Культура клітин. Досліди проводили на культурі ендотеліальних клітин повздовжньої артерії, які отримували і ростили як було описано раніше [20]. Клітини ростили в присутності різних доз пропофолу (30 або 300 мкМ) протягом 3. 6. 16 та 24 годин і виділяли з них РНК.

Виділення РНК. Тотальні РНК виділяли із культури ендотеліальних клітин з допомогою реагенту Трізол (Trizol; Invitrogen, USA) згідно протоколу виробника, як описано раніше [21]. Осаджували РНК рівним об'ємом 2-пропанолу. Осади РНК промивали двічі 75 % етанолом і розчиняли у воді, що не містила домішок рибонуклеаз.

Аналіз експресії мРНК Р-селектину, тканинного фактора та еидотеліну-1. Експресію мРНК Р-селектину та ендотеліну-1 досліджували методом молекулярної РНК-РНК гібридизації, як описано раніше [14. 16]. Крім того, експресію мРНК Р-селектину. тканинного фактора та ендотеліну-1 досліджували також методом кількісної полімеразної ланцюгової реакції (у реальному часі). Для цього тотальну РНК із ендотеліальних клітин використовували як матрицю для синтезу комплементарної ДНК (кДНК). яку проводили на апараті "Stratagene Міх 3000Р cycler" (США), використовуючи SYBRGreen Міх (АВ gene, Epson, Великобританія). Для цього тотальну РНК із артеріальних ендотеліальних клітин використовували як матрицю для синтезу комплементарної ДНК (кДНК) з допомогою набору "QuaniTect Reverse Transcription" (Q1AGEN, Німеччина), який забезпечував елімінацію можливих залишків геномної ДНК. Для цього 1 мкг РНК спочатку короткочасно (протягом 2 хвилин) інкубували з буфером gDNA Wipeout, а потім з Quantiscript зворотною транскриптазою в присутності суміші праймерів (Primers mix) та буферу, що уже містив інгібітор рибонуклеаз і набір чотирьох дезоксирибонуклеотидів. при 42°С протягом 15 хвилин. Реакцію зупиняли прогріванням реакційної суміші при 95°С протягом 3 хвилин і отриману кДНК використовували для проведення кількісної полімеразної ланцюгової реакції.

Для проведення полімеразної ланцюгової реакції були використані такі пари праймерів: для Р-селектину 5'- CACCAATGTGTGAAGCCATC -3' і 3'-ACATTGCACCCCTGGAGTAG -5', які відповідали нуклеотидним послідовностям 1756-1775 та 1991-1972 кДНК Р-селектину (SELP) людини (GenBank номер NM_003005) та для тканинного фактора 5'- GACCTCACCGACGAGATTGT -3' і 3'-CCGAGGTTTGTCTCCAGGTA -5', які відповідали нуклеотидним послідовностям 447-466 та 601-582 кДНК тканинного фактора (coagulation factor III) людини (GenBank номер NM_001993); для ендотеліну-1 5'- CCAAGGAGCTCCAGAAACAG -З' і 5'-GATGTCCAGGTGGCAGAAGT -3'. які відповідали нуклеотидним послідовностям 379-398 та 547-528 опублікованої кДНК ендотеліну-1 (EDN1) людини (GenBank номер
NM 001955). Відносну кількість транскриптів Р-селектину, тканинного фактора та ендотеліну-1 розраховували по кількості транскриптів в-актину. Для ампліфікації [3-актину використовували наступні праймери: прямий - 5'- GGACTTCGAGCAAGAGATGG -3' та зворотний - 5'- AGCACTGTGTTGGCGTACAG -З'.

Для проведення кількісної полімеразної ланцюгової реакції використовували по три незалежно виділених препарати РНК. Аналіз результатів виконували з допомогою спеціальної комп'ютерної програми "Differential expression calculator" а статистичний аналіз - в Excel програмі.

Результати дослідження та їх обговорення
Експресія мРНК ендотеліну-1 та Р-селектину у культурі артеріальних ендотеліальних клітин по даним молекулярної РНК-РНК гібридизації суттєво не змінюється через 3 та 6 годин дії пропофолу у концентрації як ЗО. так і 300 мкМ у порівнянні з контрольними клітинами, але різко підвищується при більш тривалій дії пропофолу (через 16 та 24 години).
Із даних кількісної полімеразної ланцюгової реакції видно, що експресія мРНК ендотеліну-1 в артеріальних ендотеліальних клітинах різко посилюється під впливом пропофолу в концентрації 30 мкМ (в 3.6 та 2,9 раз через 16 та 24 години, відповідно), порівняно з контрольними клітинами. Пропофол у концентрації 300 мкМ посилював експресію мРНК ендотеліну-1 в ендотеліальних клітинах повздовжньої артерії приблизно в такій же мірі, як і менша його концентрація: в 2,9 та 3,2 рази через 16 та 24 години, відповідно. Експресія мРНК Р-селектину в артеріальних ендотеліальних клітинах також різко збільшувалась під впливом пропофолу як у концентрації 30 мкМ, так і в концентрації 300 мкМ: в 3,5 та майже у 2,5 рази через 16 та 24 години дії пропофолу в концентрації 30 мкМ, відповідно, та в 2.7 і 3.1 рази через 16 та 24 години дії пропофолу в концентрації 300 мкМ. відповідно, при порівнянні з контрольними ендотеліальними клітинами.

Подібні, хоча і в меншій мірі виражені, зміни були виявлені в експресії мРНК тканинного фактора при дії різних концентрацій пропофолу на ендотеліальні клітини повздовжньої артерії. Експресія мРНК тканинного фактора збільшувалась під впливом пропофолу (30 мкМ) в 3,0 та 2,2 рази через 16 та 24 години дії, відповідно, а під впливом більшої концентрації пропофолу (300 мкМ) у 2,6 та майже у 2.5 рази через 16 та 24 години, відповідно, порівняно з контрольними клітинами.

Таким чином, в культурі ендотеліальних клітин повздовжньої артерії під впливом пропофолу змінюється експресія надзвичайно важливих регуляторних факторів, що контролюють функцію ендотеліальних клітин та системи гемостазу, в цілому: Р-селектину. тканинного фактора та ендотеліну-1 на рівні експресії їх мРНК. але не в перші шість годин дії пропофолу. а у більш віддалені періоди часу. Відсутність видимої різниці в ефекті меншої та більшої концентрації пропофолу на експресію всіх досліджуваних генів у культурі артеріальних ендотеліальних клітин можливо пояснюється тим, що максимальний ефект пропофолу досягається уже при концентрації у ЗО мкМ із-за високої чутливості генів Р-селектину, тканинного фактора та ендотеліну-1 його дії. Віддалена у часі реакція генів на дію того, чи іншого чинника широко відома, є гено-специфічною і залежить також від природи чинника. Оскільки є випадки і довготривалого використання пропофолу (до 48 годин) [19]. то значне посилення експресії ендотеліну-1. Р-селектину та тканинного фактора в артеріальних ендотеліальних клітинах, що спостерігається при дії пропофолу. може приводити до порушення системи гомеостазу і ініціації тромбоутворення.

Результати даної роботи свідчать про суттєві зміни в експресії ряду генів, що контролюють функцію ендотелію судин (Р-селектину. ендотеліну-1 та тканинного фактора) і що вони є віддаленими у часі. Разом з тим. можна припустити, що віддалені у часі зміни в експресії ендотеліну-1, Р-селектину та тканинного фактора можуть бути і у випадку короткотривалої дії пропофолу, але відповідь на це припущення можуть дати лише подальші детальні дослідження. Посилення експресії ендотеліну-1, Р-селектину та тканинного фактора під впливом пропофолу необхідно враховувати при виникненні різного роду ускладнень внаслідок його використання [19]. Ці принципово нові дані щодо впливу пропофолу на експресію генів Р-селектину. тканинного фактора та ендотеліну-1 заслуговують на подальше поглиблене дослідження з метою пошуку можливих способів протидії підвищенню експресії протромботичних факторів.

Висновки.

Показано, що експресія мРНК Р-селектину. тканинного фактора та ендотеліну-1 у культурі артеріальних ендотеліальних клітин суттєво не змінюється протягом перших шести годин дії пропофолу у різних дозах.

Встановлено, що при тривалій дії пропофолу (16 та 24 години) експресія мРНК Р-селектину. тканинного фактора та ендотеліну-1 у культурі артеріальних ендотеліальних клітин спостерігається значне посилення експресії мРНК як ендотеліну-1, так і Р-селектину та тканинного фактора під впливом як меншої, так і більшої дози пропофолу, що може приводити до порушення системи гомеостазу і ініціації тромбоутворення, зокрема.

Результати даної роботи свідчать про виражену дію пропофолу на експресію мРНК Р-селектину, ендотеліну-1 та тканинного фактора при тривалій його дії на ендотеліальні клітини артерій.
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