
Концепция программы развития ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии»

Миссия исследовательской программы

В настоящее время накоплены убедительные теоретические и экспериментальные данные о ведущей роли иммунной системы в патогенезе основных социально значимых заболеваний современного человека.  К последним относятся атеросклероз, являющийся причиной инфаркта миокарда и мозговых инсультов, злокачественные опухоли, аутоиммунные и аллергические заболевания, трансплантационные осложнения при пересадке органов и тканей, а также инфекционные заболевания, при которых выздоровление целиком зависит от способности иммунной системы формировать иммунитет к возбудителю. Существенен вклад иммунной системы в патогенез нейродегенеративных заболеваний (болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера и др.), которые все чаще диагностируются у пациентов старшей возрастной категории. Наряду с этим важнейшей функцией иммунной системы является контроль за процессами восстановления поврежденных органов и тканей.  
Благодаря исследованиям в области иммунологии были созданы противомикробные вакцины, которые спасли и спасают миллионы человеческих жизней. Раскрытия иммунологических механизмов несовместимости позволило открыть группы крови и сделать возможным переливание крови. Благодаря выяснению механизмов трансплантационных реакций (хозяин-против-трансплантата и трансплантат-против-хозяина) стала возможной пересадки органов и тканей, востребованная сотнями тысяч людей с летальными заболеваниями. Использование иммунных клеток и их предшественников нашло применение в развитии технологии стимуляции репаративных процессов в рамках регенеративной медицины.

Очевидно, что современная медицина не будет успешно развиваться без детального изучения механизмов нормального функционирования иммунной системы, выяснения роли иммунных нарушений в развитии того или иного заболевания. Это же касается и проблемы терапии, которая должна основываться на принципах коррекции иммунопатологических процессов. 

Таким образом, миссия исследовательской программы заключается в создании научно-технологического задела в области фундаментальной и клинической иммунологии, направленного на раскрытие иммунных механизмов развития основных патологических процессов и определяющего возможность появления инновационных технологий и средств иммудиагностики, иммунопрофилактики и иммунотерапии наиболее распространенных и социально-значимых заболеваний человека. 


Цели и задачи исследовательской программы

Стратегическая цель:

С целью ускорения темпов развития наших знаний в областях иммунопатогенеза заболеваний и иммунотерапии основных заболеваний современного человека необходима разработка иммунологической доктрины в современной медицине, направленной на решение следующих проблем.

1. Изучение иммунной системы в ее эволюционном и онтогенетическом формировании 

- Морфофункциональные характеристики иммунной системы как 

базовые выражения различий отдельных периодов онтогенеза организма;

-  роль иммунной системы в процессах старения организма;

- иммунная система как фундамент создания стойкого иммунитета против инфекционных патогенов и опухолевых клеток;

- иммунная система в качестве гаранта нормального развития эмбриона в организме матери;

- иммунная система в регуляции регенеративных процессов

2. Исследование взаимоотношений между иммунной и нейро-эндокринной системами как необходимого условия для поддержания иммунного гомеостаза в качестве основной функции иммунной системы 

3. Изучение взаимосвязи между общебиологическими процессами (изменение длины теломер, процессы метилирования и деметилирования ДНК, апоптоз клеток, изменение уровня свободной внеклеточной ДНК, функционирование малых РНК и др.) и базисными характеристиками функционирования иммунной системы в норме и при иммунопатологических состояниях;

4. Изучение нарушений нормального функционирования иммунной системы как патогенетической основы социально-значимых заболевания современного человека (атеросклероз, злокачественные опухоли, аутоиммунные и аллергические заболевания и др.);
- роль нарушений естественной иммунологической толерантности и формирование состояния толерантности в развитии иммунопатологического состояния; 

- характеристика основных заболеваний человека с позиций гипо – и гиперфункций иммунокомпетентных клеток с супрессорной активностью; 

- исследование системы супрессорных клеток в качестве ведущей характеристики иммунопатогенеза различных заболеваний; 

5. Разработка молекулярных и клеточных методов иммунотерапии для лечения основных заболеваний современного человека в комплексной терапии фармацевтическими лекарственными препаратами и другими методами воздействия на организм.

6. Патогенетическое обоснование и разработка новых методов «регенеративной» иммунотерапии на основе изучения роли иммунных клеток и их медиаторов в процессах регенерации и органосклероза.   
Приоритетные исследовательские проекты (направления проведения исследований)

1. Изучение генетических, молекулярных и клеточных механизмов функционирования иммунной системы в ее эволюционно-онтогенетическом развитии, с учетом внутрисистемной и межсистемной регуляции, в норме и при патологии. 

2. Разработка методов иммунодиагностики, иммунопрофилактики и иммунотерапии с использованием генно-инженерных продуктов и клеточных биотехнологий в качестве принципиально нового подхода к лечению основных  заболеваний современного  человека
3. Патогенетическое обоснование и разработка новых методов «регенеративной» иммунотерапии  на основе изучения роли иммунных клеток и их  медиаторов в процессах регенерации и органосклероза.   

Тематическая структура приоритетных исследовательских проектов (перечень тематик внутри исследовательских проектов)

НАПРАВЛЕНИЕ 1 (Приоритетный проект 1).
Изучение генетических, молекулярных и клеточных  механизмов функционирования иммунной системы в ее эволюционно-онтогенетическом развитии, с учетом внутрисистемной и межсистемной регуляции, в норме и при патологии 
Тема 1. Молекулярно-генетические основы функционирования и регуляции дендритных  клеток в формировании иммунного ответа и иммунологической толерантности
Тема 1.1. Изучение функциональных  особенностей дендритных клеток, генерируемых в присутствии интерферона–а, и их значимости в протвоопухолевом/ противоинфекционном иммунном ответе и индукции толерантности. 
Дендритные клетки (ДК) играют ключевое значение в запуске реакций адоптивного иммунитета, обладая спообностью  индуцировать как иммунный ответ  так и состояние толерантности,  а также участвуют в регуляции и опосредовании реакций врожденного иммунитета. Функциональная активность ДК определяется их происхождением и стадией зрелости. Кроме того, большое влияние на дифференцировку и созревание ДК оказывают факторы микроокружения, и в первую очередь цитокины. У человека наиболее хорошо  изучены свойства ДК, генерируемых из моноцитов в присутствии ГМ-КСФ и ИЛ-4. Недавние исследования показали, что важную роль в регуляции дифференцировки и созревании ДК играют также интерфероны I типа. Будучи медиаторами врожденного  иммунитета интерфероны I типа быстро продуцируются в ответ на  стимуляцию инфекционными и опухолевыми антигенами,  являются сигналом опасности для циркулирующих  моноцитов и индуцируютт их дифференцировку в ДК. Учитывая при этьом важную роль интерферонов в патогенезе аутоиммунных  заболеваний и их широкое использование в лечении инфекционных  и онкологических заболеваний,  можно полагать, что генерация ДК под действием интерферонов активно происходит  in vivo и эти клетки могут играть важную патогегентическую роль при иммунопатологии,  а также  представлять  интерес в качестве платформы для разработки лечебных  вакцин. Генерируемые в присутствии ИФН-а ДК (ИФН-ДК) отличаются от ИЛ4-ДК, по ряду параметров, в  частности, несут одновременно свойства миелоидных и плазмоцитоидных ДК, экспрессируют маркеры NK клеток и лизируют НК-чувствтительные и НК-резистеные опухолевые клетки, имеют  более высокую миграционную и кросс-презентирующую активность.  Вместе с тем по многим  аспектам  свойства этих  клеток и механизмы их  регуляции остаются практически не исследованными. 

В рамках выполнения темы будет 1) исследована способность ИФН-ДК к индукции специфического  Т-клеточного  овтета на опухолевые и инфекционные антигены в культуре in vitro 2) изучены свойства ИФН-ДК, определяющие эффективность взаимодействия ДК и Т-клеток и их трафик (миграционная активность, продукция хемокинов, индукция хемокиновых  рецепторов на Т-клетках) в норме и при иммунопатологических  процессах;  3) исследованы молекулярные механизмы  цитотоксической противоопухолевой активности ИФН-ДК,  в том числе против стволовых  опухолевых  клеток 4) оценена чувствтиельность  ИФН-ДК  к толерогенным (глюкокортикоиды) и активирующим (цитокины, ДНК) стимулам. 

Тема 1.2  Исследование функциональной активности субпопуляций дендритных клеток и их роли  в формировании антиген-специфических иммунных реакций. 

В рамках выполнения темы будет исследована функциональная активность субпопуляций дендритных клеток (миелоидные и плазмоцитоидные) и их роль в формировании антиген-специфических иммунных реакций. Будет оценена активность дендритных клеток при различных патологических состояниях (онкология, аутоиммунные и инфекционные заболевания) и их влияние на формирование антиген-специфических реакций в условиях in vitro. Будут разработаны подходы по оценке способности различных факторов (TLR, регуляторные молекулы (цитокины и др.)) стимулировать  дифференцировку и активность дендритных при различных патологических состояниях, будут оценена экспрессия молекул, участвующих в активации или подавлении иммунного ответа. Будут разработаны подходы по оценке формирования антиген-специфических иммунных реакций, в частности, оценка генерации антиген-специфических цитотоксических Т-лимфоцитов при онкологических заболеваниях.
Тема 1.3 Исследование функциональных особенностей антисупрессорных субпопуляций дендритных клеток и их роли в развитии анти-Т-регуляторного иммунного ответа

При разработке методов активной иммунотерапии, помимо влияния на эффекторные функции иммунных клеток, на сегодняшний день активно изучаются подходы для подавления супрессорного микроокружения, которое препятствует развитию эффективных антиген-специфических иммунных реакций. Использование блокирующих моноклональных антител, таких как анти-CTLA-4 или анти-PD-L1, для подавления функции Трег, не показало значимого увеличения антиген-специфических цитотоксических реакций in vivo, но при этом наблюдаются иммуноопосредованные побочные эффекты, связанные с отсутствием избирательности действия моноклональных антител в организме. Опираясь на предпосылку о том, что дендритные клетки способны представлять любые антигенные детерминанты, полученные из любых клеточных компартментов, а CD8+ Т-клетки способны распознавать любые антигены, экспрессирующиеся на поверхности клеток в комплексе с МНС 1 класса, можно индуцировать специфический  иммунный ответ против иммуносупрессорных молекул (FoxP3, IDO, CTLA-4, PD-L1 и др.) на поверхности Трег, который будет приводить к снижению количества и функциональной активности регуляторных клеток, что в свою очередь усилит эффекторный иммунный ответа. Кроме того, индукция антиIDO, антиPD-L1 иммунного ответа будет вызывать развитие цитотоксических реакций и против других клеток, экспрессирующих данные молекулы (например, опухолевые клетки). 

В рамках выполнения темы будет исследована функциональная активность и роль дендритных клеток, праймированных иммуносупрессорными молекулами (FoxP3, IDO, CTLA-4, PD-L1 и др.) в развитии как анти-регуляторных цитотоксических лимфоцитов, так и эффекторных антиген-специфических иммунных реакций. Будет исследовано содержание таких дендритных клеток в периферической крови условно-здоровых доноров и больных онкологическими заболеваниями, а также их влияние на формирование антиген-специфических реакций в условиях in vitro в ответ на вирусный или опухолевый антиген. Будут разработаны протоколы получения антирегуляторных дендритных клеток in vitro, для дальнейшей генерации популяции анти-регуляторных цитотоксических лимфоцитов. Будет проведена фенотипическая и функциональная характеристика полученной популяции анти-Трег, проведено исследование специфических эффекторных свойств данных клеток против популяций клеток, экспрессирующих иммуносупрессорные молекулы (например, Т-регуляторных клеток, дендритных клеток, опухолевых клеток). Кроме того, будет проводиться оценка влияния полученных анти-Т-регуляторных клеток на формирование активного противоопухолевого и противовирусного иммунного ответа in vitro.
Тема 2. Исследование роли клеточных супрессорных субпопуляций в функционировании иммунной системы в норме и при патологических состояниях.

Тема 2.1.  Изучение молекулярно-генетических механизмов индукции гетерогенной популяции клеток супрессоров и их функционирование в кооперативном взаимодействии 

 Гомеостатическая система супрессорных клеток во многом определяет нормальное функционирование иммунной системы, степень и вид её нарушений при иммунопатологических состояниях. Изучение иммуносупрессорных механизмов этих клеток, оценка их миграционной активности и, главное, изучение механизмов их происхождения, их индукции и  кооперативного взаимодействия различных популяций и субпопуляции клеток супрессоров даст возможность более глубокому пониманию иммунопатогенеза многих заболеваний.  Кроме того, на основании этих исследований будут разрабатываться принципиально новые подходы к иммунотерапии заболеваний, основанные как на подавлении, так и на стимуляции их активности в зависимости от вида патологии. Особое внимание будет уделяться комплексному воздействию на различные популяции и субпопуляции клеток супрессоров с целью получения максимальных эффектов как в случае повышения уровня супресорной активности этих клеток (аутоиммунные и аллергические заболевания, атеросклероз и др.), так и при необходимости полного подавления их активности (опухолевый процесс и др.)

     Выделение из кровотока таких клеток супрессоров, как Treg, Tr1, Th3 и др, увеличение их количества в условиях in vitro, позволит разрабатывать новые подходы к лечению, прежде всего, аутоиммунных и аллергических заболеваний на условиях применения методов клеточной иммунотерапии 
Тема 2.2 Изучение роли иммуносупрессорных механизмов (иммуносупрессивные молекулы и популяции клеток)  в иммунопатогенезе описторхозной инвазии. 
Исследования в области взаимоотношений гельминтов и организма-хозяина позволило выявить преобладание регуляторных иммуносупрессивных реакций, которые препятствуют развитию эффекторных механизмов, направленных на элиминацию паразита. Отмечено, что на фоне описторхоза наблюдается более сглаженное течение ряда иммуно-опосредованных заболеваний, таких как рассеянный склероз, ревматоидный артрит, бронхиальная астма и атопический дерматит, что дополнительное указывает на преобладание иммунорегуляторных реакций в патогенезе гельминтной инвазии. В основе этого лежит снижение количества провоспалительных компонентов (CD4+ Т-лимфоцитов, ИЛ-5, ИЛ-12, ИЛ-13 и ИФН-γ), при одновременном преобладании FoxP3+CD4+CD25+Tрег и альтернативно-активируемых макрофагов, которые предотвращают эффекторные реакции иммунокомпетентных клеток через секрецию ИЛ-10 и TGF-β, и прямые межклеточные контакты. Отмечают участие таких регуляторных субпопуляций клеток, как CD8+Tрег и B-рег, в развитии иммуннологической толерантности. Учитывая современные данные о повышении экспрессии TLR при описторхозной инвазии и показанной патоген-опосредованной стимуляции миелоидной дифференцировки клеток-предшественников в костном мозге для быстрого пополнения иммунных клеток в процессе формирования врожденных реакций на инфекцию, представляет интерес исследование эффектов гельминтов на дифференцировку гемопоэтических стволовых клеток в направлении дендритных клеток/нейтрофилов. Кроме того, при сравнительном анализе геномов гельминтов с геномом человека было выявлено ряд гомологий иммунорегуляторных белков человека и компонентов экскреторно-секреторного продукта  o.felineus, например гомология с системой TGF-β, что указывает на возможность активного участия секреторных компонентов гельминтов в развивающихся регуляторных реакциях.

Работа будет ориентирована на: 1) Сравнение генома o.felineus и человека с целью поиска генов-гомологов и оценка роли их продуктов на иммунорегуляторные реакции; 2) исследование влияния метацеркариев O.felineus, эксректорно-секреторных продуктов и отдельных компонентов экскреторно-секреторного продукта на формирование иммунологических механизмов толерантности in vivo и in vitro в условиях нормального состояния иммунной системы и иммунодефицита 3) исследование костномозгового гемопоэза (колониеобразующей активности клеток костного мозга) и мобилизационнах параметров гемопоэтических предшественников в динамике развития описторхозной инфекции у мышей и хомячков 4) исследование возможности коррекции иммунологических изменений, возникающих в ходе гельминтной инвазии 5) возможность применения выделенных компонентов o.felineus для коррекции эффекторных реакций при иммуноопосредованных состояниях, например при трансплантации или аутоиммунных заболеваниях (бронхиальная астма, атопический дерматит, ревматоидный артрит).
Тема 2.3. Антиидиотипические, антиэрготопические и антисупрессорные механизмы регуляции иммунного ответа в норме и при иммунопатологических состояниях. 
Определение содержания у больных клеток с антиидиотипической, антиэрготопической и антисупрессорной активностью, оценка корреляции их количества с выраженностью различных заболеваний явится основой для разработки новых методов диагностики иммунопатологических состояний, прогноза их развития и эффективности проводимого лечения. 

      Использование этих клеточных популяций в чистом виде в качестве методов клеточной иммунотерапии ляжет в основу разработки новых методов клеточной иммунотерапии таких заболеваний, как рак, атеросклероз, аутоиммунные и аллергические заболевания  
Тема 2.4. Клеточные и молекулярно-генетические основы формирования и срыва иммунологической толерантности, в том числе обусловленные функционированием и взаимодействием различных популяций клеток супрессоров, с последующим формированием гипо- и гиперсупрессивных состояний. 
     Будут изучаться механизмы полома иммунологической толерантности в двух аспектах. Будет оцениваться роль различных клеток супрессоров в поддержке толерантности в норме и до проявления патологических изменений, где регуляторную роль выполняют различные цитокины, специфические для клеток супрессоров разного генеза. С другой стороны, будет изучаться роль количественных изменений в содержании в организме отдельных молекулярных структур, которые при определенном их уровне могут выступать в роли индуктора иммунной отвечаемости к ним с одновременной потерей к ним толерантности
. 

Тема 2.5. Влияние супрессорных  клеток на процессы тимус-зависимой и тимуснезависимой  реконституции иммунной системы в условиях глубокой лимфодеплеции 
Восстановление Т-клеточного пула в условиях лимфопении происходит за счет двух механизмов – гомеостатической пролиферации Т-клеток и тимопоэза. Высокодозная химиотерапия с последующей трансплантацией гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК) представляет «модель» глубокой лимфодеплеции, в которой восстановление Т-клеток на ранних этапах осуществляется за счет гомеостатической пролиферации Т-клеток (трансплантируемых в составе продукта сепарации), а на поздних сроках (через 6-12 мес) - за счет активации тимопоэза.  Известно, что эффективность иммунной реконститутции является критичным параметром, определяющим исход ТГСК. С другой стороны, нами показано, что быстрое восстановление регуляторных Т-клеток сопряжено с исходом ТГСК в рецидив, что предполагает влияние Трег на восстановление Т-клеток. Тем не менее, данные о регуляции тимусзависимой и тимуснезависимой реконституции Т-клеток со стороны различных типов супрессорных клеток отсутствуют. Поскольку процессы восстановления Т-клеток за счет гомеостатической пролиферации и тимопоэза разнесены во времени, анализ взаимосвязи между количеством/пролиферацией наивных Т-клеток и Т-клеток памяти и уровнем различных типов супрессорных клеток (регуляторные Т-клетки, миелоидные супрессорные клетки, неклассические моноциты) в динамике  посттрансплантационного периода позволит оценить участие супрессорных  клеток  в регуляции  тимус-зависимой и тимуснезависимой реконститутции Т-клеток у человека in vivo.  

Тема 3. Изучение клеточно-молекулярных механизмов миграции клеток иммунной системы. 

Исследования в рамках темы направлены на выявление и характеристику молекул участвующих в регуляции миграционной активности клеток иммунной системы. Конечной целью исследований является раскрытие ключевых молекул и молекулярных механизмов, обеспечивающих миграцию специфических клеточных субпопуляций в очаги воспалительных или иных иммунологических реакций. Достижение поставленной цели выявит молекулярные мишени, целевое блокирование или активация которых позволит перейти к управлению миграционной активностью иммунокомпетентных клеток с целью репрограммирования иммунных реакций. Это позволит повысить эффективность применения терапевтических подходов на основе клеточных технологий и обеспечит основу для направленного транспорта терапевтических препаратов клеточными системами. В качестве потенциальных объектов исследования выступают цитокины, хемокины, белки клеточной адгезии, а также их рецепторы и изоформы. В отношении перечисленных групп белков имеются значительные сведения об их тесной взаиморегуляции и значимой роли в обеспечении клеточной активации, дифференцировки, миграции и адгезии. Как клетки модели возможно использовать антигенактивированные Тх-лимфоциты, индуцированные Т-регуляторные клетки, а также макрофаги М1 и М2 фенотипа. Генерация специфического фенотипа макрофагов в культуре позволяет получить необходимое количество клеток для дальнейшего исследования особенностей их миграции in vitro и invivo, а также охарактеризовать профиль экспрессии специфических мембранных рецепторов для выяснения их значимости в миграции клеточных субпопуляций.
Тема 4. Исследование молекулярно-клеточных механизмов формирования антиген-специфических клеток памяти в норме и при иммунопатологических состояниях. 

Роль иммунологической памяти при различных заболеваниях далеко не однозначна и может иметь как позитивное, так и негативное значение. На сегодняшний день доказано, что клетки иммунной памяти ответственны за формирование долговременного протективногопротивоинфекционного иммунитета. Опухолеспецифические Т-клетки памяти определяют эффективность противоопухолевого иммунитета.  С другой стороны, Т-клетки памяти, генерированные в результате прерывания иммунологической толерантности к аутоантигенам, играют  основополагающую роль в патогенезе аутоиммунных заболеваний (рассеянный склероз, ревматоидный артрит и др.) Аллергопатология во многом является результатом деятельности аллерген-специфичных Т- и В-клеток памяти. Исследования в области клеточных механизмов реализации иммунологической памяти призваны обосновать новые подходы к лечению иммунологических расстройств. На основании уже имеющихся данных можно предполагать, что значимое усиление противоинфекционного и противоопухолевого иммунитета может быть достигнуто посредством цитокинотерапии, а также применения выверенной адьювантной терапии с использованием лигандов для Toll-подобных рецепторов. Патогенные Т-клетки памяти могут быть использованы в качестве Т-клеточной вакцины при лечении аутоиммунных заболеваний. Все вышесказанное диктует необходимость интенсивного изучения функциональных свойств клеток иммунной памяти и расширения поиска эффективных способов ее модуляции, нацеленных в одних случаях (инфекционные и опухолевые заболевания) на усиление, а в других (аутоиммунные и аллергические  заболевания) -  на подавление (ослабление) иммунных  реакций
4.1. Исследование молекулярно-клеточных механизмов генерации аутоиммунных Т-клеток памяти при аутоиммунных заболеваниях и разработка технологий их истощения.

Феномен генерации и длительного существования клеток памяти в организме, лежит в основе всех известных на сегодняшний день методов эффективной вакцинации. Иммунная память также лежит в основе иммунопатологических состояний, связанных с развитием аллергических реакций и аутоиммунных процессов. Наиболее перспективный на сегодняшний день подход к селективной элиминации аутоиммунных Т-лимфоцитов базируется на реальной возможности генерации антиидиотипического иммунного ответа посредством Т-клеточной вакцинации. Метод Т-клеточной вакцинации (ТКВ) был использован в лечении животных с аутоиммунной патологией, включая экспериментальный аутоиммунный энцефаломиелит и коллаген-индуцированный артрит. Показано увеличение количества клеток памяти у детей с РС, обогащение этими клетками как цереброспинальной жидкости больных РС, так и непосредственно очагов демиелинизации, генетический анализ единичных клеток клонов Т-лимфоцитов из периферической крови или из синовиальной жидкости больных РА показал преимущественное присутствие клеток памяти в этих популяциях. В настоящее время разрабатывается линейка   препаратов, основной мишенью которых являются структурные компоненты клеток памяти или их метаболические пути. Эффективность применения этих соединений ограничена неспецифичностью их действия, поэтому поиск инструментов более избирательного действия в отношении аутоиммунных клеток должен быть продолжен. НИР, нацеленная на создание и разработку вакцины, состоящей из антиген-реактивных Т-клеток памяти лимфоидной популяции животных и человека с аутоиммунными заболеваниями, может привести к появлению совершенно новых методов лечения аутоиммунной патологии.
4.2. Изучение свойств противоопухолевых цитотоксических Т-клеток памяти, возможностей их генерации с целью усиления противоопухолевого иммунного ответа. 

Опухолевая клетка отличается от нормальной клетки своим поверхностным рельефом, который формируется потенциально иммуногенными структурами (антигенами). Общепринято, что индуцируемые этими структурами иммунные реакции способны вызывать деструкцию опухолевых клеток, и что реактивность иммунной системы может определять исход заболевания. Сам факт иммуногенности опухоли подразумевает возможность использования иммунотерапии как в профилактике, так и в лечении злокачественных заболеваний. Исследованиями последних 3 лет показано, что функциональная активность цитотоксических Т-клеток памяти может играть определяющую роль в противоопухолевом иммунитете. В частности, в эксперименте показано, что адоптивный перенос функционально активных опухольспесифичных CD8+ ТП может приводить к регрессии сформировавшейся опухоли. В клинике показано, что соотношение эффекторных Т-клеток к Т-клеткам памяти может иметь прогностическое значение.  Исследование   противоопухолевого потенциала Т-клеток памяти представляется важным как с точки зрения вклада в фундаментальные основы функционирования иммунных противоопухолевых механизмов, так и с точки зрения использования их в клинической онкологической практике.
Тема 5. Роль эпигенетических воздействий в формировании иммунопатологических состояний и поиск новых подходов к иммунокоррекции.

Тема    5.1.   Изменения длины теломер с оценкой участия как теломераза-зависимых, так теломераза-независимых механизмов и выяснения взаимоопределяющей роли этих процессов в механизмах экспрессии генов в субтеломерных областях отдельной взятой хромосоме  с учётом межхромосомальных взаимодействий. 

Тема 5.2. Внутрисистемные и межсистемные эпигенетические механизмы регуляции   экспрессии генов в иммунокомпетентных клетках в процессах нормального онтогенетического развития функций иммунной системы и формирования иммунопатологических состояний. 
Тема 5.3. Разработка экспериментальной модели, позволяющей оценивать межсистемные эпигенетические механизмы регуляции баланса Th1/Th2 субпопуляций лимфоцитов. 

Концепция поляризации иммунного ответа, рассматривающая баланс Т клеток-хелперов (Th1/Th2) в качестве базисного параметра регуляции иммунных процессов, оказалась плодотворной при изучении регуляции иммунитета как в нормальных физиологических условиях, так и при иммунопатологических состояниях (аутоиммунные расстройства, иммунные конфликты при беременности). Накапливается все больше данных о дисбалансе Th1/Th2, обусловленном преимущественной дифференцировкой этих субпопуляций лимфоцитов в том или другом направлении, связанном с нарушениями эпигенетических механизмов при дифференцировке наивных CD4+ Т клеток в Th1 и Th2 при аутоиммунных, аллергических болезнях. Так, например,у больных системной красной волчанкой (СКВ) преимущественная дифференцировка клеток в Th2 коррелирует с глобальным гипометилированием ДНК; при астме сдвиг баланса в сторону Th2 коррелирует с гипометилированием ДНК, увеличением ацетилирования гистонов и повышенной экспрессией генов интерлейкинов (ИЛ) 4, 5 и 13. Mодель поляризации Th1/Th2-иммунного ответа на основе хронической РТПХ в полуаллогенной системе DBA/2 → (C57Bl/6xDBA/2), приводящая к формированию разных клинических исходов, представляет собой чувствительную к воздействиям систему, которая может использоваться для изучения механизмов формирования иммунопатологических состояний, связанных с изменением баланса Th1/Th2 субпопуляций in vivo. Поскольку эпигенетические модификации потенциально обратимы, то модель пригодна для изучения эффектов различных эпигенетических воздействий (физическая активность, питание и др.) на баланс Th1/Th2 — один из ключевых параметров регуляции иммунных процессов — у конкретных особей на уровне целостного организма.
Тема 5.4. Разработка новых эпигенетических модуляторов противоопухолевого и иммунотропного действия, на основе использования природных полифенолов, биофлавоноидов и полисахаридов. 
   В качестве специфических молекулярно-генетических мишеней при фармакологической терапии аутоиммунных, хронических воспалительных и онкологических заболеваний, в последние годы активно рассматриваются   факторы транскрипции NF-kB и Nrf2, провоспалительные цитокины (ИЛ-1, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-17, TNF-α), TGF-β, mTOR,  микроРНК-21, -126 и 146а, ферменты эпигенетической регуляции экспрессии различных генов, в том числе онкогенов и генов-онкосупрессоров (ДНК метилтрасфераза и деацетилаза гистонов).

   Обнаружено, что полифенолы и биофлавоноиды природного происхождения (куркумин, эпигаллокатехин-3-галлат, ресвератрол и др.) способны целенаправленно и эффективно воздействовать на все эти мишени, как в системе in vitro, так и in vivo.

   Кроме того, установлено, что эти полифенолы и биофлавоноиды способны повышать функциональную активность дендритных клеток, что может быть использовано при разработке различных клеточных вакцин противоопухолевого действия.

   Помимо этого, выявлено, что полифенол куркумин способен заметно повышать противоопухолевый эффект различных лекарственных препаратов, широко используемых в клинической онкологии (цисплатин, 5-фторурацил, циклофосфан и др.), а также снижать выраженность проявления их побочных токсических эффектов на различные системы организма.  

   Более того, описано что куркумин и ресвератрол способны цитотоксически воздействовать на раковые стволовые клетки различных видов опухолей, которые устойчивы к химиотерапии и лучевой терапии, что является одной из основных причин агрессивного течения онкологических заболеваний и неэффективности стандартных подходов в их лечении.

   В связи с вышеизложенным, разработка новых эпигенетических модуляторов, на основе использования природных полифенолов и биофлавоноидов, а также экспериментальное изучение молекулярно-генетических механизмов их воздействия на клетки иммунной системы и на клетки различных видов опухолей, представляется перспективным направлением развития фундаментальной иммунологии  и онкологии, которое в дальнейшем может послужить основой для разработки новых лекарственных средств для практического применения в клинической иммунологии и онкологии.

   .
Тема 6. Изучение значимости различных процессов гибели иммунных клеток (апоптоза, некроза, апонекроза и др.) и свободной внеклеточной ДНК в регуляции функций иммунной системы и иммунопатогенезе разных заболеваний 

Тема 6.1.  Изучение роли фагоцитоза апоптотических клеток в регуляции функциональной активности макрофагов и мезенхимальных  стромальных клеток. 

Проект направлен на выяснение механизмов, лежащих в основе индукции М2-фенотипа после фагоцитоза апоптотических клеток макрофагами и изучение влияния апоптотических клеток на иммунорегуляторную активность мезенхимальных стромальных клеток (МСК). Известно, что макрофаги (Мф) являются пластичными клетками и способны проявлять как провоспалительные (М1 фенотип), так и противовоспалительные (М2 фенотип) свойства. Генерация М2 клеток может быть индуцирована различными факторами, в том числе поглощением апоптотических клеток. Недавние исследования также продемонстрировали способность МСК к захвату апоптотических клеток. Однако механизмы, опосредующие влияние апоптотических клеток на функциональные свойства макрофагов, исследованы недостаточно, а сведения об иммунорегуляторной активности МСК после фагоцитоза апоптотических клеток отсутствуют. В настоящей работе будет охарактеризовано влияние фагоцитоза апоптотических клеток на различные функциональные свойства М1 макрофагов и молекулярные механизмы, опосредующие эти эффекты. В частности, планируется оценить влияние фагоцитоза апоптотических нейтрофилов на экспрессию М2-ассоциированных и проапоптогенных молекул, аллостимуляторную, супрессорную и проапоптогенную активность М1 макрофагов. В работе будет исследовано   значение типа апоптотических клеток (нейтрофилы, лимфоциты, МСК) и различных апоптоз-индуцирующих сигналов как факторов, детерминирующих функциональное репрограммироание макрофагов в процессе фагоцитоза погибших клеток.  Кроме того, будет изучено влияние фагоцитоза апототических клеток на супрессорную активность МСК и их способность к индукции М2 макрофагов в условиях контактного и опосредованного растворимыми факторами взаимодействия макрофагов и МСК.
6.2. Изучение концентрации внеклеточной ДНК и ее связь с нетозом нейтрофилов и апоптозом лимфоцитов в эксперименте и клинике.
Целью проекта является изучение механизмов участия свДНК в формировании разных вариантов аутоиммунной патологии в экспериментальной модели системной красной волчанки (СКВ). Феномен повышенной концентрации свободной ДНК (свДНК) в плазме оценивается как отличительный признак не только при патологических состояниях, протекающих с острым воспалением (инсульт, сепсис, травма, инфаркт миокарда), но и при хронических воспалительных процессах, включая, онкологические, аутоиммунные заболевания, напряженные физические нагрузки, и обусловлен  аберрантным образованием и/или ослаблением деградации нетоза – особой формы гибели нейтрофилов, при которой ядерный хроматин, гистоны и гранулярные антимикробные белки выдавливаются из клетки, образуя нейтрофильные внеклеточные ловушки (NETs). Поскольку свДНК является одним из параметров NETs, его наличие принято оценивать по уровню свДНК . Уровень свДНК рассматривается не только в качестве биомаркера клеточной гибели, отображающего общую оценку процессов гибели клеток, но и биомаркера  активности заболевания, формирования нефрита (в случае СКВ у человека) и исхода этих процессов . Известны разные индукторы и соответственно механизмы, регулирующие формирование NETs, разная кинетика их образования . Идентификация механизмов, регулирующих образование NETs, позволяет разрабатывать новые терапевтические стратегии, нацеленные на врожденную иммунную систему при аутоиммунных заболеваниях. У больных СКВ подтверждена критическая роль NETs в индукции аутоиммунитета и развитии почечной патологии, в тоже время патогенетичекая роль NETs в моделях СКВ у мышей еще не ясна. В работе будет изучена кинетика уровня свДНК и ее отдельных характеристик (картина фрагментирования, статус метилирования) в экспериментальной модели СКВ и модели ЛПС- индуцированного воспаления. Планируется изучение механизмов формирования NETs, связанных с NADPH-зависимой оксидазой, индукторами и ингибиторами образования NETs в модели СКВ.
Тема 7. Исследование молекулярно-генетических механизмов формирования полиморфизма иммунной системы как основы для разработки персонифицированных методов оценки здоровья, прогноза развития и лечения иммунопатологических состояний 
Тема 7.1. Роль альтернативного сплайсинга иммунорегуляторных молекул в тканеспецифичекой иммунорегуляции.

Альтернативный сплайсинг пре-мРНК позволяет клеткам продуцировать различные транскрипты от одного единственного гена без изменения его геномной организации. Наборы белков, образующихся вследствие трансляции альтернативно сплайсированных мРНК, значительно расширяют регуляторные функции различных цитокинов, поскольку изоформы обладают отличными от полноразмерных белков свойствами. Таким образом, изоформы иммунорегуляторных белков представляют относительно новое направления как для поиска молекул, определяющих переключение молекулярно-клеточных сигналов и эффектов, так и для разработки молекулярного инструментария, управляющего функциональной активностью клеток иммунной системы. Задачи решаемые в рамках этого направления: Характеристика тканевой или клеточной специфичности экспрессии разных изоформ, отличающихся между собой по своим биологическим эффектам на клетки-мишени. Исследования экспрессии секреторных, мембраносвязанных и внутриклеточных форм медиаторов и их рецепторов для выполнения определенных регуляторных функций внутри и вне клетки. (например IL-1RA, IL-15, IL-6R). Характеристика эффектов клеточного микроокружения на состав экспрессируемых изофрм. Исследование изменений спектра сплайс-вариантов при иммунопатологических состояниях. Поиск новых иммуномодуляторов (изоформ) для разработки методов цитокинотерапии, а также молекулярных мишеней для таргетной терапии.
Тема 7.2. Изучение функциональной значимости аллельного полиморфизма иммунорегуляторных белков, ассоциированных c заболеваниями человека 

Активное развитие полногеномных исследований (GWAS), направленных на поиск новых генетических полиморфных локусов, ассоциированных с развитием основных заболеваний человека, привело к накоплению значительного количества данных о генах, ассоциированых с заболеванием, но не ясным механизмом участия в патогенезе заболевания. Эти данные привели к развитию методов системного и математического анализа результатов исследований для поиска возможных патогенетических путей участия ассоциированных генов в развитии патологии. Однако, не смотря на значительные достижения перечисленных направлений, выявляемые полиморфные варианты с высокой значимостью ассоциации, требуют экспериментального подтверждения патогенетической роли рассчитанных молекулярных механизмов. Исследование функциональности аллельных вариантов иммунорегуляторных белков является важным этапом для подтверждения их патогенетической значимости и отбора в качестве прогностического маркера или потенциальной мишени для разработки таргетной терапии. Участие в решении обозначенных задач возможно по нескольким направлениям: -участие в формировании выборок больных для проведения полногеномных исследований и верификации, выявленных ранее ассоциаций; -исследования функциональной значимости (связь с уровнем экспрессии или активности конечных белков) полиморфизма генов иммунорегуляторных белков, выявленных при полногеномных исследованиях или мета-анализе; -экспериментальное подтверждение функциональной связи продуктов ассоциированных генов с патогенетической значимостью, установленной при  системном анализе; -разработка подходов и методов  модуляции экспрессии верифицированных маркеров с помощью таргетных препаратов.

Тема 7.3. Роль мембраносвязанных рецепторов в формировании иммунного ответа на медиатор, разработка на их основе новых диагностических и прогностических критериев.

Широкий спектр эффектов иммуномодулирующих цитокинов на клетки реализуется после связывания со специфическими рецепторами на мембране, которые обеспечивают проведение сигнала в клетку. В литературе представлены данные, о том, что от уровня экспрессии мембраносвязанных рецепторов к цитокинам может зависеть тип, интенсивность и направленность биологического ответа на соответствующий медиатор. При этом значение имеет не только количество клеток, которые экспрессируют рецепторы, но и количество самих молекул рецепторов на мембране. Несмотря на общее понимание взаимосвязи в системе рецептор-медиатор, многие закономерности остаются неизвестными. Во-первых, для реагирования популяции клеток на медиатор необходим определенный пороговой уровень экспрессии рецепторов для этого медиатора, при этом пороговый уровень для разных субпопуляций и типов клеток может различаться. Во-вторых, непосредственно функциональный ответ клетки на медиатор зависит от уровня экспрессии рецепторов, а именно имеет определенную закономерность по уровню интенсивности реагирования в зависимости от количества рецепторов на мембране клеток, а также возможно и по типу реагирования, который с возрастанием экспрессии рецептора может меняться. Выяснение влияния уровня экспрессии рецепторов на мембране клеток на характер и тип реагирования клеток на лиганд имеет важные фундаментальные и прикладные аспекты.

Фундаментальные исследования в этом направлении будут ориентированы на: 1) анализ количества молекул рецепторов к иммуномодулирующим цитокинам в норме и при иммунопатологических состояниях с активацией различных звеньев иммунной системы, 2) установление закономерностей между уровнем рецепторов на иммунокомпетентных клетках и типом и интенсивностью ответа клеток на медиатор, 3)анализ эффективности подходов по модуляции уровня экспрессии рецепторов в модельных системах и в культурах первичных клеток человека, 4) изучение корреляционных взаимодействий в системе мембраносвязанных рецепторов, растворимых рецепторов и различных форм медиаторов, 5)анализ диагностической значимости критерия – количества рецепторов к иммуномодулирующим цитокинам при различной активности патологических процессов, 6) разработка подходов для модуляции патологического процесса через воздействие на мембраносвязанные формы  рецепторов к цитокинам.

В результате проведения научно-исследовательских работ по данному направлению будут получены новые фундаментальные знания о функционирования цитокиновой сети в норме и при патологических состояниях. Будут разработаны новые подходы для диагностики и терапии.

Тема 7.4. Изучение молекулярно-генетических механизмов регуляции функциональной активности клеток иммунной системы с целью выявления новых молекулярных мишеней для терапевтических воздействий. 

Организация и проведение транскриптомных, протеомных исследований для отдельных популяций иммунокомпетентных клеток в норме и при иммунопатологических состояниях представляется перспективным для выявления нарушений в регуляции функциональной активности клеток на молекулярном уровне. Использование системно-биологических подходов исследования и анализа позволит определить ключевые регуляторные молекулы, приводящие к этим нарушениям и определить новые перспективные молекулярные мишени для таргетной терапии. Неотъемлемой частью исследований является проведение системного анализа и построение математических моделей с привлечением специализированных исследовательских групп/лабораторий. Не вызывает сомнения, что реализация таких масштабных исследований должна проводиться при кооперации различных научно-исследовательских организаций.

Тема 7.5. Аутоантитела к цитокинам как механизм регуляции биологической активности иммуномодулирующих медиаторов  

Исследования будут ориентированы на изучение фундаментальных основ регуляции биологической активности иммуномодулирующих цитокинов с помощью естественных или индуцированных аутоантител. При патологических нарушениях часто отмечается увеличение содержания различных субклассов IgG аутоантител к цитокинам, участвующим в патологических процессах, что свидетельствует об активном участии аутоантител в формировании биологических эффектов цитокинов. При этом различные субклассы могут оказывать различное влияние на биологические эффекты медиатора.

В ходе выполнения проекта будут выполнены следующие задачи: 1) разработаны методические подходы по выделению специфических аутоантител к цитокинам 2) изучено распределение по субклассам аутоантител у больных с различными иммунопатологическими состояниями, 3)исследовано влияние общей фракции аутоантител к цитокинам на биологическую активность цитокинов, 4) изучено влияние отдельных субклассов IgG аутоантител к иммунорегуляторным цитокинам на биологическую активность соответствующих медиаторов, 5) проведен корреляционный анализ по содержанию аутоантител различных субклассов и содержанию растворимых рецепторов и медиаторов участвующих в формировании биологических эффектов цитокинов у здоровых доноров и у больных иммунопатологическими состоянии с различным уровнем воспалительного процесса.

В результат реализации поставленных целей будут получены фундаментальные данные о регуляции биологических эффектов цитокинов с помощью естественных или индуцированных аутоантител, разработаны новые диагностические и прогностические показатели течения патологических процессов у человека. 

Тема 8  Нейроиммунные взаимодействия. 

Развитие  фундаментальных представлений о механизмах интеграции иммунной и нервной  систем в норме и при нейроиммунопатологических состояниях с последующим обоснованием и разработкой новых персонализированных подходов к их  коррекции, в том числе и с использованием клеточных технологий. 

     Иммунная и нейроэндокринная  ситемы играют важнейшую роль в поддержании гомеостаза в норме и при психической дезадаптации; психо- и иммунопатология тесно взаимосвязаны: патологические изменения в функционировании обеих систем происходят одновременно и взаимообусловлены.  Нарушения нейроиммунного взаимодействия являются существенным звеном в патогенезе ряда патологических процессов в ЦНС и иммунной системе, оказывая негативное влияние на их течение, утяжеляя клиническую картину, снижая эффективность терапии;  в силу чего для получения максимального клинического эффекта необходимо достичь устойчивого динамического равновесия  (оптимизации нарушенного нейроиммунного взаимодействия), и, следовательно, лечение патологии  нервной системы  должно  осуществляться  одновременно с проведением иммунотропной терапии, так же как и лечение иммунопатологических состояний должно сочетаться с психотроптной терапией. 

    Однонаправленное влияние большинства психоактивных препаратов на ЦНС и иммунную систему подтверждает межсистемную взаиморегуляцию и позволяет рассматривать иммунные клетки в качестве модельных объектов для воздействия на межсистемную функциональную взаимосвязь. Имеется достаточный массив данных о ведущей роли иммунокомпетентных клеток и их биологически активных продуктов в патогенезе ряда заболеваний нервной системы (поведенческие, аддиктивные расстройства, нейродегенеративные заболевания, органические поражения ЦНС и др.), что обуславливает возможность и перспективность иммунотерапии аутологичными иммунокомпетентными клетками с модулированной экстракорпорально функциональной активностью. В терапии нейроиммунопатологических процессов, как предполагается, клеточная иммунотерапия имеет преимущество  по сравнению с фармакологическими препаратами, поскольку терапевтический эффект будет проявляться без необходимости длительного лечения больных и организм будет “лишён” побочных эффектов препаратов;  вводимые клетки в силу наличия хемотаксических сигналов имеют большую возможность для целевого попадания в очаг повреждения; клетки способны к секреции широкого спектра факторов, продуцируемых в физиологических концентрациях  и оказывающих продолжительный терапевтический эффект на функциональную активность обеих адаптационных систем. Кроме того, клеточная иммунотерапия позволит преодолеть проявляющуюся в настоящее время в результате лекарственного патоморфоза резистентность больных к общепринятым психофармакологическим средствам. Этот подход имеет достаточно высокую экспериментальную доказательную базу; более того, как за рубежом, так и в России, в том числе и в НИИФКИ, в последние годы показана эффективность такого подхода, как на экспериментальных моделях, так и в клинической практике при ряде заболеваний. 

      В результате проведения научно-исследовательских работ по данному направлению будут получены новые фундаментальные знания о механизмах межсистемной функциональной взаимосвязи в норме и при нейроиммунопатологических состояниях; будут разработаны новые подходы  к их терапии.
Тема 8.1.  Изучение роли и механизмов влияния клеток врожденного и адаптивного иммунитета на поведенческие  реакции и  когнитивных  функций. 
Проект направлен на развитие  фундаментальных представлений о роли  клеточных элементов иммунной системы в процессе формирования нейроиммунных регуляторных взаимосвязей в норме и при нейроиммуноратологических состояниях;  изучение роли клеточных и гуморальных факторов иммунной системы  в патогенетических механизмах нарушений функций мозга при формировании агрессивного и депрессивно-подобного типов поведения,  с последующим  экспериментальным обоснованием и разработкой новых подходов к их  иммунокоррекции с использованием  клеточных технологий. 

         Иммунная и нервная системы обладают общим полем гуморальных факторов (включающим интерлейкины, интерфероны, простагландины, нейромедиаторы, нейропептиды и др.) и постоянно контактируют посредством своих клеточных элементов, характеризующихся выраженным фенотипическим и функциональным сходством. В строме и паренхиме лимфоидных органов имеются отростки различных нейронов - сенсорные и вегетативные нервные окончания; продукты иммунокомпетентных клеток обладают психо- и нейротропной активностью; участвуют в регуляции активности гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой системы, реализации стресс-реакции.  Иммунные клетки обладают также  способностью проникать в паренхиму нервной ткани через неповрежденный гематоэнцефалический барьер и непосредственно контактировать с нейронами и глиальными  клетками, модулируя их функциональную активность, что дает основание рассматривать их в качестве модельных объектов для модуляции функциональной активности ЦНС как в нормальных физиологических условиях, так и при различных патологических состояниях, характеризующихся нарушением нейроиммунного взаимодействия.  На сегодняшний день среди пяти имеющихся гипотез депрессии, ведущей признается нейроиммунная гипотеза.  При этом депрессия рассматривается как хронический воспалительный процесс. Иммунологические нарушения при депрессии, можно характеризовать как иммуносупрессию, выражающуюся в ингибировании клеточного иммунитета, снижении отдельных популяций Т-лимфоцитов, натуральных киллеров, клеток памяти, пролиферативной активности иммунокомпетентных клеток; так и как иммуноактивацию, выражающуюся в повышении уровня провоспалительных цитокинов, С-реактивного белка. хемокинов, молекул адгезии.  Периферические цитокины, продуцируемые клетками иммунной системы, проникая через гематоэнцефалический барьер, действуют на цитокиновую сеть мозга, а затем, посредством влияния на нейроэндокринные функции, нейротрансмиттерные функции и нейрональную активность вовлекаются в патофизиологические механизмы депрессии.  Важными  посредниками  в эффектах цитокинов здесь выступают ферменты, которые влияют на синтез и высвобождение моноаминов - 2,3-индоламин-диоксигеназа,  транспортеры  моноаминов (транспортер серотонина, транспортер норадреналина, транспортер дофамина)  и активные формы кислорода и азота.  Цитокины также снижают нейротрофический фактор мозга и посредством связывания с TrkB рецепторами могут неблагоприятно повлиять на нейрогенез и нейропластичность. В связи с вышеизложенным в процессе реализации проекта будут изучены механизмы психонейроиммуномодулирующего влияния трансплантации иммуноцитов, экстракорпорально обработанных психоактивными веществами, у экспериментальных животных в состоянии индуцированных агрессии и депрессии: будут исследованы у реципиентов структурно- функциональные  показатели  нервной системы (поведенческие реакции,   количество нейронов и содержание регуляторных цитокинов в патогенетически значимых структурах головного мозга) и параметры функциональной активности иммунной системы (гуморальный и клеточный иммунный ответ, полиферативная активность иммуноцитов и продукция ими цитокинов); будет исследовано также содержание триптофана в клетках селезенки, метаболиты которого играют существенную роль в патогенезе депрессии. Полученные результаты послужат экспериментальным обоснование эффективности применения клеточных технологий на основе  иммуноцитов, с модулированной ПАВ функциональной активностью, в терапии депрессивных расстройств, с последующим транслированием их  в терапию  указанной  психонейроиммунной патологии у человека.
Тема 8.2 Иммунные механизмы регуляции функционального восстановления при повреждениях  центральной нервной системы.   

  Нервная ткань -  одна из самых специфических тканей организма, ее иммунопривелигированность определяет  сложные взаимоотношения с иммунной системой. С одной стороны - иммунная система является источником формирования пула аутоагрессивных лимфоцитов, но с другой стороны- цитокины, гормоны и медиаторы являются источником нейротрофических факторов, стимулирующих репарацию поврежденной ткани. Экспериментально показано, что у иммунодефицитных мышей процессы восстановления  нервной ткани при  травмах спинного или головного мозга идут значительно медленнее.  Трансплантация  в ликвороток  аутоиммунных к основному белку миелина  Т-клеток  способствует более эффективному  восстановлению поврежденного  n. Optica.  Однако,  выверенной концепции роли клеток иммунной системы в  восстановлении/разрушении  клеток нервной ткани не существует.  Исследование  иммунных механизмов регуляции  репарации нервной ткани позволит внести существенный вклад в разработку эффективных   методов лечения  последствий травм спинного и головного мозга, а также инсульта.
Тема 8.3. Изучение патогенетической роли клеточных и гуморальных факторов иммунной системы  при аддиктивных расстройствах (алкоголизм, наркомания); обоснование и  разработка новых подходов к их коррекции 
Проект направлен на изучение характера  нарушений нейроиммунных интегративных связей  при хроническом алкоголизме и наркомании в связи с  особенностями психоэмоционального статуса индивида, с последующей разработкой новых подходов к коррекции состояний зависимости путем использования клеточных технологий  и создания новых оригинальных лекарственных препаратов,  действующих  на молекулярные мишени этанола и опиоидов в ЦНС и обладающих иммунотропными свойствами.

К настоящему времени сформирована  концепция о принципиальном  единстве стержневых механизмов  формирования зависимости от психоактивных веществ (ПАВ). Эффекты ПАВ проявляются множественными повреждениями тканей и органов, что требует назначения щирокого спектра лекарственных препаратов, оказывающих, с одной стороны, пзитивное симптоматическое действие, с другой,  увеличивающих дополнительную токсическую нагрузгу на организм, равно как и риск побочных эффектов полипрагмазии; что определяет поиск новых подходов к коррекции. Существенным звеном в патогенезе болезней  зависимости является нарушение механизмов нейроиммунного взаимодействия, характеризующееся  дисбалансом нейромедиаторов и нейромодуляторов  в центральной нервной системе,  усиленной продукцией аутоантител к нейромедиаторам, нарушением центральной и периферической продукции цитокинов, эффекты которых опосредуются клеточными элементами нервной и иммунной систем. В проведенных ранее экспериментальных исследованиях установлено, что выраженность эффектов этанола и морфина на поведенческие и иммунологические реакции  у лабораторных животных обусловлена их индивидуально-типологическими  особенностями.   С помощью трансплантации клеток  иммунной системы с определенными функциональными характеристиками показана возможность коррекции определенных иммунологических и поведенческих расстройств, возникающих  при хронической опиоидной зависимости. 

Показана также способность иммуномодуляторов Т-активина и Миелопида задерживать развитие хронической зависимости от морфина у экспериментальных животных;  установлены нейропротекторные свойства указанных иммуномодуляторов в отношении клеток нейронального ряда при токсическом воздействии морфина.    

Одним из иммунологических механизмов алкогольной абстиненции является я приобретение лимфоцитами способности усиливать алкогольную мотивацию. 

Вышеизложенное обуславливает перспективность иммунотерапии  болезней зависимости аутологичными иммуноцитами, экстракорпорально стимули​рованными различными иммуномодуляторами.        Перспективным является также  поиск новых эффективных и безопасных фармакологических средств, действующих  на молекулярные мишени влияния ПАВ в ЦНС и способных корригировать нейроиммунную дисрегуляцию.

      В процессе реализации проекта предполагается разработка методов коррекции опиоидной и алкогольной зависимостей:

- путем трансплантации иммуноцитов с модулированной экстракорпорально функциональной активностью;

- путем создания антиидиотипических вакцин  против лиимфоцитарных клонов-супрессоров,  специфичных к определенному ПАВ;

-  путем участия в создании  новых оригинальных лекарственных препаратов,  оказывающих модулирующее действие на ГАМКА/БДР рецепторную систему головного мозга, стимулирующих ГАМК-медиацию, проявляющих анксиолитические свойства без выраженного седативного эффекта, и одновременно обладающих иммунорегуляторными свойствами.

Тема 8.4. Изучение  особенностей нейроиммунных взаимодействий при психосоматической патологии; разработка персонифицированных программ психонейроиммунокоррекции. 
           Проект направлен на изучение интегративных взаимосвязей факторов иммунопсихологической  защитно-адаптивной системы при психосоматической патологии (ревматоидный артрит, бронхиальная астма и др.) с последующей разработкой персонифицированных программ психонейроиммунокоррекции, с включением в базисные терапевтические программы  психотерапевтических методик,  направленных на  коррекцию психологической составляющей  в патогенезе  заболевания (усиленную тренировку  резервных волевых ресурсов индивида, превращение неадекватной реакции на болезнь в адекватную, продуктивную) и опосредованно влияющих на  функциональную активность иммунной системы. 

Основное внимание будет сосредоточено на исследовании нейроиммунной интеграции при психосоматических патологиях с учетом индивидуально-типологических особенностей личностного реагирования на стресс, являющегося триггерным фактором развития и существенным звеном патогенеза большинства из них, в том числе и ревматоидного артрита. Длительные негативные эмоции, особенно привычка всегда держать свои переживания под контролем и скрывать негативные эмоции, автоматически вызывают ответную реакцию со стороны гормональной системы организма, повышая вероятность возникновения ответной аутоиммунной реакции организма, либо поддерживая ее. При ревматоидном артрите тревожно-депрессивное состояние также поддерживает повышенный тонус мускулатуры и моторную заторможенность, тем самым негативно влияя на течение процесса. Учитывая наличие взаимосвязей между количественными характеристиками психологических защитных механизмов и параметрами иммунитета (Т-лимфоцитами СD2+-фенотипа, натуральными клетками-киллерами СD16+-фенотипа и В-лимфоцитами СD72+-фенотипа), могут быть эффективны различные техники релаксации, гипноз, тренинги, поведенческая и имидж-терапия, телесно-ориентированная терапия, сенсорная стимуляция, рефлексотерапия; использование которых, с учетом индивидуального психологического статуса пациента,  в комплексной терапии психонейроиммунной патологии позволит повысить эффективность терапии путем снижения напряженности функционирования иммунопсихологического защитно-адаптивного комплекса.
НАПРАВЛЕНИЕ 2 (Приоритетный проект 2). 

Разработка методов иммунодиагностики, иммунопрофилактики и иммунотерапии с использованием  генно-инженерных продуктов и  клеточных биотехнологий в качестве принципиально нового подхода к лечению основных  заболеваний современного  человека
Тема 1. Разработка и оптимизация вакцин на основе дендритных  клеток –для лечения онкологических, инфекционных,   аутоиммунных  и аллергических заболеваний

Тема 1.1.  Разработка ДК-вакцин для лечения инфекционных, онкологических  и аутоиммунных заболеваний на основе ИФН-а-индуцированных ДК 
Проект направлен на разработку и клиническую апробацию и оценку эффективности дендритно-клеточных вакцин, полученных  на  основе ИФН-а-индуцированных ДК, в лечении инфекционных (хронические вирусные гепатиты, рецидивуирующая герпесвирусная инфекция) и онкологических заболеваний (злокачественные опухоли головного  мозга) и аутоиммунных  (ревматоидный артрит) заболеваний. Выполнение проекта предусматривает 

- разработку технологии генерации in vitro популяций ИФН-ДК со стимуляторными и толерогенными свойствами 

- разрабока методов направленной коррекции дисфункций ДК у пациентов с онкологическими и инфекционными заболеваниями 

- подбор антигенов для нагрузки ДК и оценка их  иммуносуперссивной активности

- создание лабораторных регламентов получения, оценки качества (функциональной полноценности)  и  иммунокорригирующего эффекта (иммуномониторинг)  ДК-вакцин

- разработка методологии применения и критериев безопасности и эффективности ДК-вакцин в лечении больных  злокачественными глиомами и хроническими вирусными инфекциями 

Тема 1.2. Разработка дендритно-клеточных вакцин для использования в клеточной иммунотерапии инфекционных и онкологических заболеваний. 
Несмотря на активное исследование возможностей клеточной иммунотерапии при инфекционных и онкологических заболеваний, до сих пор не получены значимые результаты. Основными проблемами, которые возникают при разработке подходов активной иммунотерапии являются подбор антигенов, их форма (источник антигенов) для праймирования дендритных клеток, а также местная иммуносупрессия, которая возникает в микроокружении опухоли или инфекционном очаге, и обусловлена популяциями регуляторных клеток, в особенности CD4+CD25+FoxP3+Трег клетками. Трег накапливаются в очаге воспаления за счет хемоаттрактантов и цитокинов, и реализуют свои супрессорные функции, такие как синтез цитокинов ИЛ-10 и TGFb, контакт-зависимая гибель эффекторных клеток (через PD-L1 и CTLA-4), метаболические нарушения (удаление ИЛ-2 и истощение триптофана через увеличение продукции IDO), и модуляцию ДК за счет снижения экспрессии костимуляторных молекул, тем самым блокируя развитие как спонтанного, так и индуцированного в ходе иммунотерапии противовоопухолевого или противоинфекционного иммунного ответа. В связи с этим, удаление Трег может усиливать противоопухолевый иммунный ответ за счет более сильного развития эффекторных иммунных реакций.


В рамках выполнения темы будут разработаны дендритно-клеточные вакцины на основе антиген-активированных дендритных клеток для иммунотерапии инфекционных и онкологических заболеваний. Предполагается проведение полного комплекса исследований и разработка лабораторных регламентов получения дендритно-клеточных вакцин для иммунотерапии онкологических (рак молочной железы, колоректального рака, немелкоклеточный рак легкого) и инфекционных (гепатит В, туберкулез, описторхоз) заболеваний. Работы будут включать: 1) подбор антигенов, специфичных для онкологических заболеваний и инфекционных агентов соответственно, дизайн ДНК-конструкций, кодирующих эпитопы соответствующих антигенов; 2) разработка способов доставки антигенов в дендритные клетки; 3) подбор регуляторов активности клеточных вакцин; 4) разработка клинических протоколов применения дендритно-клеточных вакцин для иммунотерапии инфекционных и онкологических заболеваний.


Кроме того, в рамках работы будет проведено исследование возможности получения популяции функционально-активных анти-Т-регуляторных цитотоксических лимфоцитов с помощью дендритных клеток, праймированных иммунорегуляторными молекулами (IDO, FoxP3, PD-L1) для коррекции иммуносупрессивного состояния. Предполагается, что такие регуляторно-специфические цитотоксические лимфоциты будут реализовывать свою эффекторную функцию против клеток, экспрессирующих данные молекулы. При использовании таких клеток будет происходить снижение количества как регуляторных клеток в микроокружении опухоли и инфекционном очаге, так и стромальных клеток, экспрессирующих данные молекулы. В конечном итоге, это будет приводить к подавлению иммуносупрессивного состояния и усилению опухоль-специфического эффективного иммунного ответа, как уже существующего в организме, так и индуцированного с помощью разработанных дендритно-клеточных вакцин. Предполагается разработка лабораторных регламентов получения in vitro индуцированных из моноцитов периферической крови дендритных клеток, нагрузка их ДНК-конструкциями, кодирующими эпитопы регуляторных белков (FoxP3, IDO, PD-L1), и индукции с их помощью специфических анти-регуляторных цитотоксических Т-лимфоцитов. 


В результате работы будут получены данные, способные к правовой охране, в частности, ДНК-конструкции, кодирующие эпитопы опухоль-ассоциированных антигенов злокачественных новообразований (рак молочной железы, колоректальный рак, немелкоклеточный рак легкого), для индукции мультивалентного противоопухолевого цитотоксического ответа. Будут разработаны лабораторные регламенты по получению активированных мононуклеарных клеток и антиген-специфических цитотоксических Т-лимфоцитов с помощью дендритных клеток, трансфицированных разработанных ДНК-конструкций, для иммунотерапии инфекционных и онкологических заболеваний.
Тема 1.3. Разработка методов клеточной иммунотерапии аутоиммунных  заболеваний и трансплантационных осложнений на основе дендритно-клеточных вакцин.
В ходе выполнения проекта предполагается разработка дендритно-клеточных вакцин с использованием ДНК-конструкции, кодирующие иммуногенные эпитопы, и толерогенных дендритных клеток. Применение этого клеточного продукта должно обеспечивать подавление развития трансплантационных осложнений и аутоиммунных реакций. Для создания персонифицированных ДНК-конструкций для лечения трансплантационных осложнений будет разработан программный продукт для персонализированного подбора эпитопов HLA, выбранных на основе комплексного анализа сиквенса HLA донора и реципиента. Наряду с этим использование рекомбинантных цитокинов (IL-10, TGF-β и др.) и/или генетических конструкций, экспрессирующих цитокины, позволят стабилизировать дендритные клетки в толерогенном состоянии. Для лечения аутоиммунных заболеваний будут разработаны ДНК-конструкции, кодирующие специфический антиген или его эпитопы для конкретной патологии. Будет проведена оценка эффективности модуляции иммунных реакций для подавления развития трансплантационных осложнений и аутоиммунных реакций на мышиных моделях и в клеточных культурах (in vitro).

В результате работы будут получены данные, способные к правовой охране. Будут разработаны клеточные технологии получения персонифицированных клеточных препаратов, содержащие антиген-специфические толерантные дендритные клетки, для подавления иммунных реакции отторжения трансплантируемых тканей и аутоиммунных реакций.
Тема 2. Клеточная иммунотерапия. Разработка новых технологий направленной регуляции  и репрограммироания иммунной системы на основе использования различных  типов  иммунных клеток в качестве активной и адоптивной иммунотерапии  

Тема 2.1. Разработка технологий генерации регуляторных Т-клеток для лечения трансплантационных реакций, аутоиммунных  и аллергических заболеваний. 

В литературе накоплен огромный материал, свидетельствующий о ведущей  роли иммуносупрессорных регуляторный клеток различного генеза в патогенезе основных, социально значимых заболеваний, таких как онкологические, аутоиммунные и аллергические заболевания, атеросклероз. Кроме того, терапевтическая эффективность пересадки органов и тканей целиком и полностью зависит от решения проблемы подавления иммунных реакций, возникающих на алло-антигены как в направлении трансплантат против хозяина, так и хозяин против трансплантата.  Описано более 20 популяций и субпопуляций клеток со способностью подавлять пролиферацию эффекторных лимфоцитов и ингибировать в них синтез  цитокинов. Более 10 из всего количества регуляторных клеток принадлежат к Т-клеточному отделу иммунной системы. Много внимания уделяется в литературе клеткам супрессорам миэлоидного происхождения. С точки зрения значимости клеток супрессоров в патологии человека, все основные заболевания можно разделить на две большие группы: с недостаточной функциональной, супресссорной активностью – это аутоиммунные и аллергические заболевания, атеросклероз, и заболевания с гипер супрессорной функцией клеток регуляторов – это онкологические заболевания, хронические воспалительные заболевания, ВИЧ-инфекция.

     Исходя из сказанного выше, исследования, прежде всего, будут ориентированы на изучение механизмов индукции популяций и субпопуляций регуляторных клеток в ходе иммунного ответа и развития иммунопатологического состояния с особым вниманием на механизмы индукции антиген-специфических клеток супрессоров. Большое внимание будет уделено изучению механизмов взаимодействия по горизонтали между регуляторными клетками различного генеза, механизмов пластичности клеток с разработкой методов влияния на процессы дифференцировки клеточных регуляторов. Будет уделено внимание разработке методов оценки супрессорной активности отдельной субпопуляции клеток супрессоров  и методов воздействия на активность клеток регуляторов.

     Существенные усилия будут направлены   на разработку методов выделения регуляторных клеток из периферической крови, размножения этих клеток в условиях in vitro с последующей коррекцией их активности и возвратом их в организм пациента. Задача возврата регуляторных клеток напрямую будет связана с патогенетической значимостью клеток супрессоров при том, или ином заболевании. В случае аутоиммунных и аллергических заболеваний, атеросклероза, трансплантации клеток костного мозга возврат клеток супрессоров должен будет обеспечить подавление активности ауто-агрессивных эффекторных лимфоцитов, обеспечить ре-восстановление нарушенной толерантности иммунной системы. Предполагается, что такой подход в будущем полностью заменит применений в клинике иммунодепрессантов химического и биологического происхождения. В случае онкологических заболеваний введение клеток супрессоров будет направлено на индукцию специфического иммунного ответа на вводимые клетки с последующим снижением их количества и повышением специфического противоопухолевого иммунного ответа.   

Тема 2.2. Антиспецифические Т-лимфоциты и клетки памяти – платформа для разработки новых инновационных терапевтических подходов
Исследование будет ориентировано на решение следующих научно-прикладных задач: 1) разработка технологии для оценки содержания антигенспецифических клеток в периферической крови пациентов с различными заболеваниями,  2) разработка методических подходов для выделения антигенспецифических Т-лимфоцитов, с использованием современных разработок в области магнитной сепарации и проточной сортировки, 3)оптимизация подходов по стимуляции пролиферации культур антигенспецифических клонов Т клеток с сохранением антигенспецифичности и высокой функциональной активности, 4) изучение механизмов формирования клонов Т-клеток памяти, их субпопуляционного состава, 5) изучение  эффективности подходов к направленному формированию фенотипически и функционально полноценных Т клеток памяти, 6) исследование цитотоксического эффекта культуры антигенспецифических клеток против опухолевых клеточных линий и аутологичных клеток опухоли, 7) исследование эффектов Т клеток памяти на формирование цитотоксического противоопухолевого иммунного ответа в культуре. 

В результате реализации данного исследования будет создано новое направление в иммунотерапии онкологических, инфекционных и аутоиммунных заболеваний человека
Тема 3 Регенеративная медицина. Разработка клеточных технологий стимуляции репаративных  процессов при различных  заболеваниях  и повреждениях  органов и тканей на основе использования стволовых  и иммунных клеток. 

Тема 3.1. Разработка технологии применения мезенхимальных  стромальных  клеток для стимуляции приживления стволовых кроветворных  клеток,  улучшения иммунной реконституции (при аутологичных трансплантациях) и подавлении трансплантационных  реакций (при аллогенных  трансплантациях) периферических  стволовых кроветворных  клеток у больных  гемобластозами  
Проект направлен на разработку, клиническую апробацию и оптимизацию технологии, основанной на одновременном введении аутологичных мезенхимальных стромальных клеток (МСК) при проведении трансплантации стволовых кроветворных клеток (СКК) и базирующейся на способности МСК улучшать приживление СКК и стимулировать иммунную реконституцию и подавлять трансплантационные реакции (при трансплантации аллогенных МСК). Необходимость оптимизация технологии связана с различиями в иммунорегуляторной активности МСК, обусловленными рядом факторов, в том числе  взаимодействием МСК с клетками костномозгового микроокружения, включая различные типы регуляторных клеток, опухолевые клетки и т.д. 

Выполнение проекта предусматривает:

- создание лабораторных регламентов получения и оценки качества/функциональной полноценности клеточных продуктов на основе МСК 

- разработку методов направленной модификации функций МСК, в том числе у пациентов с нарушением функциональной активности МСК

- поиск критериев прогноза эффективности ко-трансплантации МСК и СКК на основе анализа различных субпопуляций супрессорных клеток (миелоидные супрессорные клетки, регуляторные Т клетки, различные популяции клеток моноцитарного ряда) в костном мозге, продукте сепарации, а также периферической крови в период иммунной реконституции.

Тема 3.2. Разработка технологий лечения цирроза печени на основе трансплантации клеток костного  мозга

Проект нацелен на разработку, клиническую апробацию с оценкой эффективности и оптимизацию технологии, основанной на трансплантации аутологичных клеток костного мозга пациентам с циррозом печени, с целью достижения противовоспалительного и антифибротического эффектов, а также для восстановления кроветворения. Выполнение проекта предусматривает:

- создание лабораторных регламентов получения и оценки качества (функциональной полноценности) клеточных продуктов на основе мононуклеарных клеток костного мозга и МСК, а также дериватов стволовых клеток

- разработку технологии краткосрочной генерации in vitro МСК, обладающих выраженной противовоспалительной и антифибротической активностью и способствующих быстрому и эффективному восстановлению кроветворения

- разработку методологии применения и критериев безопасности и эффективности клеточных технологий на основе стволовых клеток в лечении больных с циррозом печени

- разработку методологии применения и критериев эффективности интраназального ингаляционного использования продуктов стволовых клеток.

Оптимизация технологии предполагает усиление «внепеченочных» эффектов трансплантации костномозговых клеток, в частности, направленных на коррекцию печеночной энцефалопатии, что будет достигнуто за счет интраназального использования кондиционных сред мезенхимальных стромальных клеток (МСК). 

Тема 3.3. Разработка клеточных  технологий  лечения заболеваний и повреждений центральной нервной системы на основе стволовых  клеток и макрофагов 2 типа.   
Проект направлен на разработку, клиническую апробацию и оценку эффективности стволовых  клеток и М2 макрофагов в лечении неврологических  и психических расстройств, обусловленных повреждениями спинного и головного  мозга (травматическая болезнь спинного мозга, церебральный инсульт, детский церебральный паралич и др.) 

Выполнение проекта предусматривает 

- разработку технологии генерации in vitro М2 макрофагов с выраженной иммунорегуляторной активностью  и регенераторным потенциалом и оптимизацию  технологии генерации МСК.  

- разработку методов направленной модификации функций МСК, в том числе у пациентов с нарушением функций МСК 

- создание лабораторных регламентов получения и оценки качества (функциональной полноценности)  клеточных  продуктов на основе макрофагов 2 типа и МСК 

- разработку методологии применения и критериев безопасности и эффективности  клеточных  технологи на основе макрофагов 2 типа и стволовых клеток в лечении больных  с патологией спинного  и головного мозга 

Тема 3.4. Разработка клеточных технологий лечения повреждений опорно-двигательного аппарата с использованием мезенхимальных стромальных клеток.  
В многочисленных экспериментальных исследованиях показано, что имплантация мононуклеарных клеток (МНК) костного мозга в область ишемии способна вызывать формирование новых сосудов (ангио- и васкулогенез), а также увеличение тока крови по уже имеющимся коллатералям. При этом ангиогенными свойствами обладают как кроветворные стволовые клетки и клетки-предшественники, так и стромальные клетки костного мозга. Продемонстрирована способность стволовых гемопоэтических и мезенхимальных клеток костного мозга трансдифференцироваться в эндотелиоциты, миоциты и перициты, непосредственно участвуя в процессе образования новых сосудов. Кроме того, в области ишемии, МНК костного мозга вырабатывают комплекс цитокинов, необходимых для образования и роста сосудов из местных тканей. В пилотных клинических исследованиях показана эффективность использования мезенхимальных стромальных клеток в лечении пациентов с облитерирующими заболеваниями нижних конечностей и остеомиелитом. Разработка регламента технологии лечения больных с использованием собственных мезенхимальных стромальных клеток – большая и важная прикладная задача.
Тема 4. Поиск и оценка информативности патогенетически значимых иммунных  параметров (на клеточном, молекулярном и генетическом уровне)  как новых   биомаркеров  предрасположенности, ранней диагностики, мишеней для таргетной терапии и оценки  эффективности лечения  основных иммунопатологических  процессов.

Тема 4.1.  Изучение взаимосвязи между общебиологическими процессами (изменение длины теломер, процессы метилирования и деметилирования ДНК, апоптоз клеток, изменение уровня свободной внеклеточной ДНК, функционирование малых РНК и др.) и базисными характеристиками функционирования иммунной системы в норме и при иммунопатологических состояниях 
Тема 4.2. Исследование эффективности мобилизации костно-мозговых предшественников и количественного содержания клеток с регуляторной активностью в прогнозе функционального  восстановления при острых  сосудистых и травматических повреждениях головного мозга 
Иммунная система играет важную роль в патогенезе инсульта, оказывая двойственное воздействие. С одной стороны, клетки микроглии и рекрутируемые макрофаги участвуют в элиминации клеточного дебриса, ингибиторных и токсических молекул (глютамат, тромбин) и вместе с Т-клетками продуцируют цитокины NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, VEGF, FGF-basic, FGF, TGF-b), стимулирующие нейрогенез,  ангиогенез и нейропластичность, а также модулирующие воспалительный ответ.  С другой, – иммунный ответ инициирует и потенциирует нейровоспаление, которое увеличивает зону ишемического повреждения и обусловливает развитие вторичных повреждений. Различная направленность иммунного ответа (деструктивный или протективный) во многом детерминируется типом вовлекаемых иммунных клеток. В  частности, ограничение избыточного воспалительного ответа и стимулирующие эффекты на репарацию связаны преимущественно с М2 макрофагами и Th2 типа, обладающими иммуномодулирующей активностью и способными в наибольшей степени поддерживать выживаемость нейронов и стимулируют рост аксонов. Проект направлен на исследование прогностической значимости иммунных параметров, характеризующих системное воспаление, гибель иммунных клеток, мобилизацию костномозговых предшественников и изменения в компартменте регуляторных клеток у пациентов с церебральным инсультом. В частности, планируется исследовать значимость медиаторов воспаления (СРБ, IL-6, IL-8, МСP-1, MIP-1b, IL1-Ra), свободной ДНК,  апоптотических телец и микровезикул (лейкоцитарной, эндотелиальной и тромбоцитарной природы),   костно-мозговых  предшественников и регуляторных  клеток (Т-клеток, миелоидных  супрессоров, моноцитов) в прогнозе развитии инфекционных  осложнений, ранней летальности и эффективности неврологического восстановления у пациентов с ишемическим инсультом. 

Тема 4.3. Исследование  информативности иммунных показателей трансплантируемых  клеток и параметров иммунной реконститутции в прогнозе исхода трансплантации периферических  стволовых  кроветворных  клеток у больных  гемобластозами.

Аутологичная трансплантация гемопоэтических стволовых клеток (АТГСК) после высокодозовой химиотерапии является эффективным методом лечения и терапией выбора при многих гематологических заболеваниях. Раннее восстановление лимфоцитов рассматривается в качестве независимого фактора увеличения общей и беспрогрессивной выживаемости после АТГСК. Восстановление пула Т-клеток в ранние сроки происходит за счет гомеостатической пролиферации трансплантируемых в составе продукта сепрации зрелых Т-лимфоцитов. Реинфузируемые клетки являются не только источником экспансии периферических лимфоцитов, но и продуцентами цитокинов, в частности, интерлейкина-7 (ИЛ-7) и ИЛ-15, необходимых для быстрого восстановления лимфоцитов. Соответственно, количественные и функциональные параметры клеток продукта сепарации могут влиять на   эффективность иммунной реконституции и исходы АТГСК. Однако прогностическая значимость количественного содержания и функций отдельных типов иммунных клеток, и в первую очередь клеток с регуляторной активностью, остается неисследованной. Настоящий проект направлен на изучения прогностической значимости количественных и функциональных параметров трансплантируемых клеток на течение посттрансплантационного периода и исходы АТГСК. При этом основное внимание будет сконцентрировано на исследовании информативности количественного содержания в продукте сепарации регуляторных Т-клеток,  миелоидных  супрессорных клеток и различных  типов моноцитов.    

5. Таргетная иммунотерапия. 

Тема 5.1. Изучение эффективности siRNA и аптамеров к иммунорегуляторным молекулам для регуляции функциональной активности клеток иммунной системы 
В регуляции клеточных реакций при иммунном ответе принимает участие большое количество цитокинов, которые определяют, как эффективность презентации, так и направление развития иммунных реакций в сторону усиления гуморальных или клеточных звеньев иммунитета. Одним из подходов изменения функционального состояния клеток является изменение экспрессии генов регуляторных белков. Эффективным методом снижения экспрессии генов или их выключения считается использование малых интерферирующих РНК, поскольку данный тип ингибиторов экспрессии генов обладает достаточно высокой стабильностью и специфичностью. Другим подходом к управлению функциональным состоянием клеток является блокирование белковых форм сигнальных молекул. В данном направлении наиболее активно развивается направление рекомбинантных моноклональных антител. Однако значительными перспективами обладают аптамеры, имеющие определённые преимущества перед блокирующими антителами. Экспериментальные исследования показали, что аптамеры обладают меньшей иммуногенностью, меньшими размерами и более стабильны, кроме того, в ряде публикаций отмечена их более высокая специфичность. 

В качестве модели возможно использование блокаторов для пар цитокинов с оппозитными эффектами. Например, гены ИЛ-10 и ИЛ-12 обладают противоположными эффектами, как на дендритные клетки, так и на наивные Т-хелперы. ИЛ-10 задерживает созревание дендритных клеток (формирует толерогенные ДК)  и оказывает супрессивное воздействие на синтез некоторых провоспалительных цитокинов Тх1 и является антагонистом ИЛ-12. ИЛ-12 напротив является индуктором секреции цитокинов Тх1 и вовлечен в формирование клеточного иммунного ответа. Таким образом, регуляция активности этих двух цитокинов может оказаться действенным механизмом управления иммунными реакциями. Также в качестве таргетных препаратов возможно применение siRNA и аптамеров, блокирующих активацию рецепторов для молекул определяющих дифференцировку или созревание клеток. Например в парах  IL-4/IFN-g для дифференцировки Тх1 и Тх2 лимфоцитов или М1 и М2 макрофагов.

5.2. Исследование прогностической значимости аллельных  вариантов цитокинов и их рецепторов в диагностике, прогнозе течения и эффективности терапии при различных  иммунопатологических  процессах 

Таргетная иммунотерапия, основанная на применении моноклональных антител и иных препаратов биологического происхождения, со свойствами блокирования определенных молекулярных мишеней, является наиболее активно развивающимся направлением современной фармакологии и наиболее перспективным. Успешность развития обусловлена несомненной эффективностью новых подходов терапии, влияющих на значимые участки молекулярных путей патогенеза заболеваний. Тем не менее, эффективность терапии не является абсолютной, что определяется высокой межиндивидуальной вариативностью экспрессии иммунорегуляторных белков, используемых в качестве терапевтических мишеней. С учетом стоимости лечения таргетными препаратами становится актуальной проблема разработки средств и методов прогноза эффективности их применения у больных. Для решения вопросов прогноза эффективности лечения необходимо формирование на базах различных лечебных учреждений репрезентативных выборок больных, получающих лечение таргетными иммунопрепаратами, проведение анализа молекулярных и генетических маркеров, ассоциированных с патологией с целью определения потенциальных эффективных прогностических маркеров. Решение данной задачи позволить повысить эффективность применения таргетных иммунобиологических препаратов у больных и более эффективно применять государственное финансирование высокотехнологичных методов терапии.

Тема 5.3 Изучение фенотипа, иммунопатогенеза социально значимыхкоморбидных заболеваний человека, разработка новых методов их лечения и прогноза на основе выявления новых  молекулярно-клеточных мишеней с плейотропным действием
Профилактика и лечение хронических неинфекционных заболеваний человека обозначены ВОЗ как приоритетный проект второго десятилетия 21 века, направленный на повышение качества и увеличение продолжительности жизни населения мира. Наряду с улучшением ситуации произошло ожидаемое увеличение числа больных с несколькими хроническими заболеваниями – коморбидностью. У коморбидных больных прогрессивно увеличивается трехлетняя смертность, при двух и более заболеваниях она достигает 82%. Сохранение такой тенденции ожидается и в будущем, что обоснованно вызвало всплеск интереса к проблеме полипатий специалистов разного профиля. Наиболее важные фундаментальные и практических аспекты проблемы коморбидности связаны с отсутствием исследований, посвященных изучению факторов риска, причин, механизмов развития коморбидных заболеваний, особенностей их фенотипа и разработкам новых форм оказания медицинской помощи. Особое место среди коморбидных заболеваний принадлежит синтропиям – «семейству» болезней, отличительной чертой которых являются наличие общих генов предрасположенности к заболеваниям, сходство патогенеза. Есть основания считать, что общность звеньев патогенеза, присущая синтропным коморбидным заболеваниям, носит универсальный характер и обусловлена изменениями молекулярно - генетических сетевых взаимодействий. Предполагается, что патогенетической основой полипатий чаще всего является хроническое системное воспаление и нарушение функции иммунной системы. С помощью методов клинической эпидемиологии планируется получить новые данные о факторах риска и прогрессии некоторых синтропных коморбидных заболеваний (остеоартрит в сочетании с остеопорозом, ожирением, ИБС, артериальной гипертензией и др.), разработать новые скрининговые подходы идентификации терапевтических мишеней-кандидатов. Впервые предполагается охарактеризовать клинико-иммунологические фенотипы некоторых распространенных полипатий, изучить особенности их иммунопатогенеза, как результат нарушения генных и молекулярно-клеточных сетей взаимодействия, разработать информативные биомаркеры раннего возникновения, прогрессии и тяжести болезни. Управление сетями возможно посредством применения фармакологических антагонистов и агонистов центральных узлов межмолекулярных взаимодействий. К их числу можно отнести сартаны, ингибиторы АПФ, некоторые агонисты ядерных рецептров и др. Их многоцелевое действие будет способствовать развитию клинического эффекта тех заболеваний, которые входят в состав полипатии. Предполагается получитьновые данныео клинической эффективности, безопасности и плейотропных свойствахнекоторых сартанов - фармакологических антагонистов ангиотензина II, обладающих бифункциональными свойствами агонистов ядерныхрецепторов PPAR у больных коморбидной патологией.  Их применение позволит снизить прямые и косвенные экономические затраты на ведение пациентов. Другая возможность связана с использованием методов реверсивной фармакологии, этнофармакологии, которые позволят изыскать новые эффективные, безопасные и экономичные препараты растительного происхождения с охарактеризованными плейотропными свойствами, направленными на центральные узлы патогенеза коморбидных заболеваний. 
Тема 5.4. Разработка методов доставки ДНК-конструкций иммунорегуляторных молекул в орган-мишень с помощью стволовых клеточных элементов и клеток иммунной системы 
В контексте таргетной терапии определенную перспективу представляют клетки иммунной системы, для которых во многих исследованиях установлены механизмы рекрутирования и активной хемокин-опосредованной миграции в патогенетические очаги и активное участие в качестве эффекторов и регуляторов воспаления на всех этапах его развития. Миграционный потенциал и способность проходить физиологические барьеры делают иммунокомпетентные клетки универсальной системой целевой доставки таргетных препаратов в самые разные органы и ткани организма. Также не вызывает сомнений значительный вклад белков цитокиновой сети, продуцируемых клетками иммунной системы, в развитие и регуляцию локальных клеточных реакций. Таким образом, транспортировка цитокинов и растворимых форм рецепторов к ним, с помощью иммунокомпетентных клеток, представляется вполне реальным подходом их целевой доставки. Развитие биотехнологических методов переноса генов, разработка подходов генотерапии привели к созданию достаточно эффективных способов введения нуклеиновых кислот (генетических векторов, мРНК) экспрессирующих необходимые белки, в клетки млекопитающих и человека. Использование комбинированных решений позволяет проводить синтез биологически-активных (терапевтических) молекул непосредственно в клетках транспортерах и избежать этапов наработки, очистки, стабилизации и нагрузки на транспортные клетки.

В качестве мишени специфической терапии воспалительных и аутоиммунных процессов наиболее активно и эффективно используется провоспалительный цитокин - ФНО-а, который является одним из центральных регуляторов воспаления и обеспечивает активацию эффекторных клеток в очаге воспаления, а также запускает механизмы клеточной гибели, например, апоптозгепатоцитов в моделях острого воспаления печени. В норме передачу основных сигналов ФНО-а в клетки опосредует мембраносвязанный рецептор ФНО 1 типа. Кроме того, известна растворимая форма этого рецептора, которая образуется при «слущивании» мембраносвязанных форм и выполняет функцию связывания свободного ФНО-а. Также растворимый рецептор ФНО 1 типа использован в основе биотерапевтического препарата «Этанарцепт». 

В качестве системы целевой доставки растворимого рецептора ФНО 1 типа в очаги активного и хронического воспаления наиболее оптимальны моноциты/макрофаги, для которых характерна активная миграция в очаги локального воспаления и участие в регуляции воспалительных процессов. Возможность целевой доставки для биологических препаратов с помощью иммунокомпетентных клеток в определенной степени проще, чем для синтетических, благодаря разработке эффективных способов генетической модификации клеток. В частности, методы трансфекции/нуклеофекции позволяют вводить плазмидную ДНК, экспрессирующую растворимый рецептор ФНО 1 типа, в первичные клетки с достаточно высокой эффективностью, и проводить синтез эффекторных биологически-активных молекул самими «транспортными» клетками insitu.Решение задач предлагаемого проекта позволит экспериментально обосновать использование иммуноактивных клеток в целевой доставке векторов, экспрессирующих естественные регуляторные белки и пептиды для дальнейшей разработки новых терапевтических подходов с использованием биологически-активных молекул. 
Тема 5.5. Разработка методов генотерапии при первичном иммунодефиците. 

Диагностика и лечение первичных иммунодефицитов в настоящее время являются одной из актуальных задач. Основные сложности связаны с высоким разнообразием причин развития недостаточности иммунной системы. Несмотря на то, что классификация первичных иммунодефицитов опирается на выраженность поражения отдельных звеньев врожденного или адоптивного иммунитета, фактически для каждого пациента причиной заболевания является нарушение отдельных генов, выполняющих значимую роль в работе иммунной системы. Таким образом, для эффективной терапии первичных иммунодефицитов применимы лишь два подхода направленных на компенсацию недостающих факторов иммунной ситемы - заместительная терапия рекомбинантными препаратами для секретируемых факторов и генотерапия для внутриклеточных и мембраносвязанных факторов. Если в первом случае решение относительно простое, то в случае генотерапии требуется разработка индивидуального подхода с учетом особенностей экспрессии и функционирования пораженных генов. Перечисленные условия определяют необходимость идентификации и проведения исследований иммунопатогенетической роли пораженных генов у больных первичными иммунодефицитами для разработки обоснованных подходов к генотерапии.

НАПРАВЛЕНИЕ 3 (Приоритетный проект 3). 
Патогенетическое обоснование и разработка новых  методов «регенеративной» иммунотерапии  на основе изучения роли иммунных клеток и их медиаторов в процессах регенерации и органосклероза.   
Тема 1. Иммунные механизмы контроля репаративных  процессов, основанные на регуляции функций стволовых  клеток (миграции, выживаемости, пролиферации и дифференцировки   стволовых  клеток) и их роль при иммунопатологических состояниях
Тема 1.1. Изучение влияния макрофагов 1 и 2 типа на процессы миграции, пролиферации, продукции ростовых факторов и иммуносупрессорную активность стволовых клеток 

Макрофаги играют важную роль в опосредовании и регуляции репаративных процессов. Участие макрофагов в процессах репарации обусловлено несколькими механизмами, в том числе 1) способностью элиминировать продукты деградации клеток и внеклеточного матрикса (которые включают молекулами опасности, обладают токсическим эффектом и подавляют репарацию); 2) участием в ремоделировании внеклеточного матрикса, 3) продукцией ростовых и проангиогенных факторов. Кроме того, продуцируемые макрофагами цитокины и хемокины могут оказывать существенное влияние на функции тканеспецифических стволовых клеток. При этом вопрос о характере влияния М1 и М2 клеток на функции стволовых клеток практически не исследованы. Настоящий проект направлен на изучение роли М1 и М2 клеток в регуляции процессов миграции, пролиферации и диффренцировки гемопоэтических и мезенхимальных стволовых клеток, а также их иммуномодулирующей активности.  Полученные данные раскроют новые механизмы регуляции гемопоэтических и мезенхимальных стволовых клеток со стороны макрофагов, входящих в состав костномозгового микроокружения.  С другой стороны, эти данные послужат новым обоснованием применения моноцитов/макрофагов для стимуляции тканевой репарации. 

Тема 2. Клеточные и гуморальные факторы аутоиммунной направленности в качестве ведущих механизмов регуляции процессов регенерации тканей и органов

Тема 2.1. Исследование роли и механизмов взаимодействия Т-клеток памяти с другими популяциями клеток в стимуляции регенерации при тканевом повреждении. 
Генерация аутореактивных Т-клеток памяти, стимулирующих тканевую регенерацию – крайне мало изученный вопрос.  Исследование функциональных свойств таких клеток имеет общебиологическое значение, поскольку затрагивает ключевые механизмы, ответственные за сохранение интегральной целостности многоклеточного организма. С другой стороны, знания, которые будут получены в результате выполнения запланированной работы, откроют новые возможности усиления регенеративной клеточной активности при лечении разных заболеваний, в том числе тех, лечение которых стандартными методами является малоэффективным.
Тема 3. Изучение роли и механизмов иммунорегуляторной активности стволовых клеток в норме и при различных типах иммунопатологических состояний с целью разработки новых методов иммунорегуляции    

Тема 3.1. Изучение механизмов влияния мезенхимальных стромальных клеток на иммунную реконституцию в условиях глубокой лимфодеплеции (при трансплантации гемопоэтичеких стволовых   клеток после высокодозной химиотерапии 
Проведение высокодозной химиотерапии с последующим восстановлением кроветворения и иммунной системы с помощью трансплантации аутологичных ГСК (АТГСК) является ведущим методом лечения многих гематологических заболеваний. При этом исход АТГСК во многом определяется эффективностью приживления ГСК и иммунной реконституцией. Ко-трансплантация низких доз МСК улучшает приживление ГСК и повышает эффективность восстановления иммунной системы. Однако механизмы иммуномодулирующей активности МСК остаются во многом неисследованными. Кроме того, эффект МСК различается в группах пациентов с различными нозологическими формами гемобластозов, что может быть связано с различиями в иммунорегуляторной активности МСК, обусловленной в том числе их взаимодействием с опухолевыми клетками в костном мозге. Настоящий проект нацелен на изучение молекулярных механизмов иммуномодулирующей активности МСК, характеристику иммунорегуляторной активности МСК при гемобластозах  и изучение роли опухолевых  клеток в модуляции функций МСК.
Тема 3.2. Исследование роли и механизмов взаимодействия мезенхимальных стромальных клеток и макрофагов в реализации эффектов терапии стволовыми клетками (изучение влияние интактных и модифицированных МСК на генерацию М2 фенотипа и М1/М2 переключение; модуляция функций МСК со стороны М2 макрофагов)
Исследования последних лет свидетельствуют, что стимулирующий эффект МСК на функциональное восстановление в моделях заболеваний и повреждений центральной нервной системы и др патологий во многом опосредуется М2 макрофагами и что МСК способны индуцировать М2 фенотип макрофагов. Однако остается неясным, связана ли индукция М2 фенотипа с дифференцировкой моноцитов в М2 макрофаги или М1/М2 переключением, имеет ли значение выраженность супрессорной активности МСК для реализации их иммуномодулирующего действия в отношении макрофагов; каковы механизмы МСК-опосредованной индукции М2 фенотипа. Настоящий проект направлен на 1) изучение влияния МСК на дифференцировку моноцитов в макрофаги,  2) исследование влияния  МСК на М1→М2 переключение при воздействии с  М1 макрофагами 3) сравнительный анализ способности интактных и модифицированных МСК (предобработанных IFNγ или индометацином соответственно для усиления или снижения супрессорной активности) МСК к индукции М2 фенотипа и М1/М2 переключения. Полученные данные позволят охарактеризовать влияние МСК на дифференцировку моноцитов и М1/М2 переключение и выяснить роль супрессорной активности МСК (в том числе опосредованной ПГЕ2) в индукции М2 фенотипа макрофагов.
Тема 3.3. Исследование функциональной активности гемопоэтической стволовой клетки в экспериментальных моделях иммунопатологии.

Первые доказательства ответственности гемопоэтической стволовой клетки (ГСК) за гемопоэтический гомеостаз в процессе формирования иммунных ответов были получены в 80-е годы прошлого столетия. В последние годы продемонстрирована способность ГСК прямо и немедленно отвечать на инфекционные сигналы активацией пролиферации и последующей дифференцировки в направлении миелопоэза, что сопровождается мобилизацией более дифференцированных клеток-предшественников из костного мозга в очаг воспаления. Доказано участие в этих событиях взаимодействия PAMPs с TLRs, представленных на ГСК, а также провоспалительных цитокинов (IL-6, IFNs, TNF). Интерес к исследованию роли ГСК/предшественников в воспаления при инициации/формировании возраст-зависимых и аутоиммунных заболеваний обусловлен доказанной возможностью их коррекции с помощью противовоспалительной терапии (рассеянный склероз, ревматоидный артрит). Предполагается, что следствием хронического воспаления могут быть функциональные и количественные нарушения в клеточном составе костного мозга, представленном, в том числе иммунными клетками; среди них более трети Т-клеток имеют фенотип Тreg. Учитывая важность миграционной (мобилизационной) активности гемопоэтических предшественников в условиях воспаления, будут исследоваться популяции костномозговых клеток-супрессоров и оцениваться их роль в  формировании патогенетической картины иммунопатологических состояний. 

Исследование особенностей функционирования ГСК в моделях описторхоза, ревматоидного артрита, меланокортинового ожирения (диабет II типа), рассеянного склероза и др. дополнит патогенетическую картину заболеваний и определит возможности их коррекции путем воздействия на ГСК.

Гомеостатическая система супрессорных клеток во многом определяет нормальное функционирование иммунной системы, определяют степень и вид её нарушений при иммунопатологических состояниях. Изучение иммуносупрессорных механизмов этих клеток, оценка их миграционной активности и, главное, изучение механизмов их происхождения, их индукции и кооперативного взаимодействия различных популяций и субпопуляции клеток супрессоров даст возможность более глубокому пониманию иммунопатогенеза многих заболеваний.  Кроме того, на основании этих исследований будут разрабатываться принципиально новые подходы к иммунотерапии заболеваний, основанные как на подавлении, так и на стимуляции их активности в зависимости от вида патологии. Особое внимание будет уделяться комплексному воздействию на различные популяции и субпопуляции клеток супрессоров с целью получения максимальных эффектов как в случае повышения уровня супресорной активности этих клеток (аутоиммунные и аллергические заболевания, атеросклероз и др.), так и при необходимости полного подавления их активности (опухолевый процесс и др.)

     Выделение из кровотока таких клеток супрессоров, как Treg, Tr1, Th3 и др, увеличение их количества в условиях in vitro, позволит разрабатывать новые подходы к лечению, прежде всего, аутоиммунных и аллергических заболеваний на условиях применения методов клеточной иммунотерапии 

 Модель  меланокортинового ожирения (диабет II типа) В течение более чем 10 лет диабет относят к воспалительным заболеваниям. Первыми доказательствами связи ожирения и воспаления были данные о повышенной экспрессии и продукции TNF-α жировой и мышечной тканью в экспериментальных моделях диабета, а также у тучных и и инсулин-резистентных субъектов; адипоцитами также продуцируется IL-6. В последние годы выявлено участие макрофагов, В-клеток, Th1, Th2, Th17, T reg, цитотоксических T-клеток в инициации и прогрессии как диабета 2 типа, так и его осложнений. Очевидно, что воспалительные реакции, обусловленные гипергликемией, должны формировать запрос на рекрутирование гемопоэтических предшественников из костного мозга. Тем не менее показано, что диабет 2 типа характеризуется снижением циркулирующих CD34+ клеток (а также эндотелиальных CD34+KDR+ клеток) вследствие повышенного апоптоза и дефекта мобилизации гемопоэтических предшественников. Формируется мнение, что диабет сказывается на функциональной активности костного мозга, изменяя структуру гемопоэтической ниши, следствием чего является дефект мобилизации ГСК.  Дисрегуляция функций костного мозга при диабете 2 типа отражается на соотношнении М1/М2: наблюдается значительная редукция противовоспалительного М2  компартмента.
У мышей C57Bl/6J доминантная мутация гена Агути (Aу у мышей) нарушает функцию меланокортиновой системы и приводит к повышению аппетита, развитию ожирения и диабета II типа. Диабет у мышей характеризуется нарушением мобилизации предшественников из костного мозга в ответ на воздействие Г-КСФ, а также при моделировании раны – в результате страдает процесс ранозаживления. Планируется исследование роли костномозговых клеток-супрессоров в формировании патогенетической картины меланокортинового ожирения.

 Модели  рассеянного склероза 
Существует мнение, что нарушение функциональной активности ГСК вносит вклад в патогенез аутоиммунных заболеваний. Ранее нами показано, что спонтанное формирование СКВ-подобного заболевания мышей MRL-lpr/lpr характеризуется нарушением ГСК дифференцировки еще до манифестации заболевания. Данные 2015 года обнаруживают, что дефицит молекулы CD24 (гемопоэтического дифференцировочного антигена) может провоцировать развитие СКВ и рассеянного склероза (РС). Показано, что лечение натализумабом (блокатор миграции лимфоцитов через эндотелий в очаги воспаления в ЦНС) стимулирует мобилизацию ранних предшественников; показатель количества предшественников в крови предполагается использовать как ранний биомаркер отвечаемости на терапию. Планируется исследование иммуно- и гемопоэза (с оценкой мобилизационных потенций ГСК) в моделях экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита (купризон- и MOG-индуцированного). 

Модель  иммунодефицита мышей scid Мыши scid – модель тяжелого комбинированного иммунодефицита с отсутствием функционально полноценных B и T лимфоцитов. Предполагается, что клетки иных типов  данной модели функционируют нормально, тем не менее систематического исследования функциональной активности гемопоэтических клеток до сих пор не проводилось В данной работе планируется исследование костномозгового гемопоэза у мышей  scid с оценкой дифференцировочных и миграционных потенций ГСК; т.к. показано, что арест В- и Т-клеточной дифференцировки не является абсолютным и лимфоциты юных мышей функционируют нормально, необходимы исследования гемопоэза в процессе формирования иммунодефицита. Представляет интерес исследование функциональной активности ГСК/гемопоэтических предшественников в отсутствие лимфоидных популяций.

Модель  повторного низкодозового облучения. Известно, что радиационное воздействие вызывает стимуляцию продукции провоспалительных цитокинов. Исследование поведения гемопоэтических стволовых клеток в условиях низкодозовой радиации (радиационная терапия) является в настоящий момент актуальным; оценки дифференцировочных и миграционных параметров ГСК в данной модели позволит разработать подходы к регуляции функциональной активности ГСК в условиях облучения.
Модели  аутоиммунного заболевания с дислипидемией Данные последних лет свидетельствуют об участии ГСК в патогенезе атеросклероза. Обнаруженные изменения функциональной активности ГСК (усиление миелоидного направления дифференцировки, усиленная мобилизация предшественников с формированием очагов экстрамедуллярного кроветворения и др.) подтверждают патогенетическую значимость нарушений метаболизма (гиперлипидемия) в формировании воспалительных дисфункций при данном заболевании. Известно, что значимым фактором риска преждевременного развития атеросклероза при системной красной волчанке (СКВ) является дислипидемия. В экспериментальной модели СКВ-подобного заболевания  с возраста у 50% мышей с люпусным нефритом (Th2 ответ) выявляется выраженная гиперхолестеринемия, у другой части мышей без нефрита (Th1 ответ) – уровень холестерина в норме. Предполагается, что дислипидемия обусловлена активационным состоянием ядерных рецепторов LXR в макрофагах и других клетках лимфоидных органов. Рецепторы LXR, с одной стороны, являются одним из важнейших регуляторов обмена холестерина, с другой – регулируют Тх1/Тх2 соотношение. Кроме того, LXR являются важными регуляторами гранулопоэза; снижение их активности приводит (через увеличение секреции IL-23) к пролиферации популяции Th17 в костном мозге животных и стимуляции гранулоцитарного ростка. Предполагается, что маркером формирования Тх2 фенотипа (люпусный нефрит) может являться усиленная дифференцировка в направлении гранулопоэза. Динамическое исследование гемопоэза в данной модели дополнит патогенетическую картину АИЗ с дислипидемией, позволит определить сроки  девиации Th1/Th2 ответа, получить более детальное представление о формировании гемолитической анемии у мышей, характеризующихся АИЗ с дислипидемией. 
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The mission of the research program
Nowadays compelling theoretical and experimental data of the leading role of immune system in pathogenesis of basic socially significant diseases of a modern man have been accumulated. These diseases include atherosclerosis, which causes myocardial infarction and cerebral stroke, malignancies, autoimmune and allergic diseases, transplantation complications, and infections in which recovery entirely depend on ability of immune system to form immunity to pathogen. The contribution of immune system in pathogenesis of neurodegenerative diseases (Parkinson's disease, Alzheimer's disease, and others) which are increasingly being diagnosed in older patients is also very significant. At the same time one of the major functions of immune system is to control processes of damaged organs and tissues restoration.  
Through researches in the field of immunology antimicrobial vaccines have been created and saved millions of lives. The study of immunological incompatibility mechanisms led to discovery of blood groups and allowed blood transfusions. Clarifying the mechanisms of transplantation reactions (host-versus-graft and graft-versus-host) made the transplantation of organs and tissues possible, demanded by hundreds of thousands people with fatal diseases. Using of immune cells and their precursors has been used in the development of reparative processes stimulation technology as part of regenerative medicine.

It's clear that modern medicine wouldn't be successfully developed without the detailed study of immune system normal functioning mechanisms and clarifying the role of immune disorders in development of diseaseы. This also applies to the problem of treatment, which should be based on the principles of immunopathological processes correction. 

Thus, the mission of the research program is to create a scientific and technological reserve in the area of basic and clinical immunology. This groundwork is required for disclosure of immune mechanisms for main pathological processes and determine the possibility of innovative technologies in immunodiagnostics, immunotherapy, and immunoprophylaxis for most widespread and socially significant human diseases.
Aims of the research program

The strategic aim:

In order to accelerate the development of our knowledge in areas of immunopathogenesis and immunotherapy of major diseases of a modern man the development of immunological doctrine in modern medicine is necessary to address these problems:

1. The study of immune system in terms of its evolutionary and ontogenetic development:
- the morphological and functional characteristics of immune system as expression of basic individual differences in the certain ontogenesis periods;

-  the role of immune system in aging processes;

- immune system as a foundation for stable immunity against infectious pathogens and tumor cells creation;

- immune system as a guarantor for normal development of an embryo in mother's body;

- immune system in regulation of regenerative processes.
2. The study of the relationship between immune and neuroendocrine systems as requirement for the maintenance of immune homeostasis as the basic function of immune system.
3. The study of the relationships among the general biological processes (changes in telomere length, DNA methylation and demethylation , apoptosis, change in the free extracellular DNA level, functioning of small RNAs, etc.) and the basic characteristics of immune system functioning in health and immunopathological conditions;

4. The study of immune system alteration functioning as the pathogenic bases of socially significant diseases of a modern man (atherosclerosis, malignancies, autoimmune and allergic diseases, and others):
- the role of native immune tolerance disturbances and the formation of immune tolerance in development of immunopathological conditions; 

- characteristic of main human diseases from the points of hypo- and hyper-functions of immunocompetent cells with suppressive activity; 

- the study of suppressor cells system state as leading characteristics in immunopathogenesis of various diseases; 

5. The development of molecular and cellular immunotherapy methods for the treatment of major diseases of modern man as a part of complex treatment with pharmaceuticals and other intervention methods.

6. Pathogenetic rationale and development of new "regenerating" immunotherapy methods based on studying the role of immune cells and their mediators in the processes of regeneration and organo-sclerosis.
Priority research projects (research directions)

1. The study of genetic, molecular and cellular mechanisms of immune system in terms of its evolutionary and ontogenetic development considering intra- and inter-system regulation in health and pathology. 

2. The development of immunodiagnostic, immunoprophylaxis, and immunotherapy methods using genetically engineered products and cellular biotechnology as a new approach for treatment of major diseases of a modern man
3. Pathogenetic rationale and development of new "regenerating" immunotherapy methods based on studying the role of immune cells and their mediators in the processes of regeneration and organo-sclerosis.     
The thematic structure of the priority research projects (the list of subjects in research projects)

Direction 1 (Priority research project 1)

The study of genetic, molecular and cellular mechanisms of immune system in terms of its evolutionary and ontogenetic development considering intra- and inter-system regulation in health and pathology

Theme 1. Molecular genetic bases of dendritic cells functioning and regulation during the formation of immune response and immune tolerance

Topic 1.1. The study of functional characteristics of dendritic cells generated in the presence of interferon-α and their importance in the anti-tumor / anti-infective immune response and in the induction of tolerance.

Topic 1.2 The study of functional activity of dendritic cells subpopulations and their role in antigen-specific immune reactions.

Topic  1.3 The study of the functional characteristics of the dendritic cells anti-suppressive subpopulations and their role in the development of anti-T-regulatory immune response

Theme 2: The study of the role of suppressor cell subpopulations in the functioning of immune system in health and pathological conditions.

Topic 2.1. The study of molecular genetic mechanisms of  suppressor cells heterogeneous population induction and cooperation function
Topic 2.2  Study of the role of immunosuppressive molecules and cell populations mechanisms of action in opisthorchosis immunopathogenesis 

Topic 2.3. Anti-idiotype, anti-ergotype, and anti-suppressive mechanisms of immune response regulation in health and immunopathological conditions
Topic 2.4. Cellular and molecular genetic bases of formation and breakdown of immunological tolerance, including due to the functioning and interaction of the various suppressor cells populations  with subsequent formation of hypo- and hyper-suppressive conditions
Topic 2.5. Influence of suppressor cells on the thymus-dependent and thymus-independent reconstitution processes of the immune system in deep lymphodepletion
Theme 3. The study of the molecular mechanisms of immune cell migration 

Theme 4. The study of the molecular and cellular formation mechanisms of antigen-specific memory cells in health and immunopathological conditions

Topic 4.1. The study of molecular mechanisms of autoimmune memory T cells generation in autoimmune diseases and the exhaustion technology development

Topic 4.2. The study of  antitumor properties of cytotoxic memory T cell and capacity of their generation to enhance the anti-tumor immune response

Topic 5: The role of epigenetic influences in the formation of immunopathological conditions and the search for new approaches to immunomodulation.

Topic 5.1. Changes in the length of telomeres with the participation assessment for both telomerase-dependent and telomerase-independent mechanisms. Clarifying the role of these processes in the gene expression mechanisms in subtelomeric regions in a single chromosome considering inter-chromosome interactions
Topic 5.2. Intra- and inter-system mechanisms of epigenetic regulation of gene expression in immune cells during normal ontogenetic development and  immunopathological conditions formation

Topic 5.3. The development of the experimental model for evaluation of epigenetic mechanisms interconnection for the balance of Th1 / Th2 lymphocyte subsets regulation

Topic 5.4. The development of new anti-tumor epigenetic and immunotropic modulator based on the natural polyphenols, bioflavonoids, and polysaccharides

Theme 6. The study of the significance of different immune cell death processes (apoptosis, necrosis, aponecrosis et al.).  The significance of free extracellular DNA in the regulation of the immune system functions in the immunopathologies
Topic 6.1. The study of the role of apoptotic cells phagocytosis in the regulation of macrophages and mesenchymal stromal cells functional activity.

Topic 6.2. The study of extracellular DNA concentration and its relationship with neutrophil necrosis and lymphocyte apoptosis in experiments and clinic.
Theme 7. The study of the molecular and genetic mechanisms of the immune system polymorphism formation as a basis for the development of personalized health assessment methods, prognosis and treatment of immunopathological conditions
Topic 7.1. The role of immunoregulatory molecules alternative splicing in tissue-specific immune regulation 

Topic 7.2. The study of the functional significance of allele polymorphism of immunoregulatory proteins associated with human disease

Topic 7.3. The role of membrane-bound receptors in the formation of immune response to the mediators and the development of new diagnostic and prognostic criteria with them.

Topic 7.4. The study of molecular genetic mechanisms of regulation of immune system cells functional activity in order to identify the new molecular targets for therapeutic interventions
Topic 7.5. Autoantibodies to cytokines as a mechanism for regulating of immunomodulatory mediators biological activity

Topic 8. Neuroimmune interaction. The development of the fundamental concepts of immune and nervous systems integration mechanisms in health and in neuroimmunopatological conditiond. The rationale and the development of new personalized approaches to their correction, including cellular technologies
Topic 8.1. The study of the role and the influence mechanisms of innate and adaptive immunity cells on the behavioral reactions and cognitive functions
Topic 8.2 The immune mechanisms of functional recovery regulation of central nervous system damage

Topic 8.3. The study of pathogenetic role of the immune system cellular and humoral factors in addictive disorders (alcoholism, drug addiction); the study and the development of new approaches for their correction

Topic 8.4. The study of neuroimmune interactions features  in psychosomatic diseases; the development of personalized psychoneuroimmunocorrection programs

Direction 2 (Priority research project 2)

The development of immunodiagnostic, immunoprophylaxis, and immunotherapy methods using genetically engineered products and cellular biotechnology as a new approach for treatment of major diseases of modern man

Theme 1. The development and optimization of dendritic cell vaccines for treatment of cancer, infections, autoimmune and allergic diseases

Topic 1.1. The development of DC vaccines for treatment of infectious diseases, cancer and autoimmune diseases by IFN-α-induced DC

Topic 1.2. The development of dendritic cell vaccines for use in cellular immunotherapy of infectious diseases and cancer.

Topic 1.3. The development of the cellular immunotherapy methods for autoimmune diseases and transplant complications by dendritic cell vaccines.

Theme 2. Cellular immunotherapy. The development of new technologies of directed regulation and re-programming of immune system through the use of various types of immune cells as active and adoptive immunotherapy 

Topic 2.1. The development of generation technology for regulatory T-cells as treatment of transplantation reactions, autoimmune and allergic diseases.

Topic 2.2. Antispecific T-lymphocytes and memory cells  as a platform for the development of new and innovative therapeutic approaches

Theme 3 Regenerative Medicine. The development of cellular technology of reparative processes stimulation in various diseases and organs and tissues injuries through the use of stem cells and immune cells.

Topic 3.1. The development of the technology for the use of mesenchymal stromal cells to stimulate the engraftment of hematopoietic stem cells, to improve immune reconstitution (for autologous transplantation) and to suppress graft reactions (for allogeneic transplants) of peripheral blood stem cells in patients with hematological malignancies

Topic 3.2. The development of treatment technology for liver cirrhosis based on the bone marrow transplant

Topic 3.3. The development of the cellular technologies of treatment in central nervous system diseases and injuries based on stem cells and macrophage type 2.

Topic 3.4. The development of cellular technologies of treatment of injuries of the musculoskeletal system using mesenchymal stromal cells.

Theme 4. The search and the evaluation of pathogenic significance of immune parameters (at the cellular, molecular and genetic levels) as new biomarkers of susceptibility, early diagnosis, and targets for targeted therapies and the assess of treatment effectiveness in major immunopathological processes.

Topic 4.1. The study of the relationship between the general biological processes (changes in telomere length, the processes of methylation and demethylation of DNA, apoptosis, change in the free extracellular DNA level, the operation of small RNAs, etc..) and the basic characteristics of  immune system in health and immunopathological conditions.

Topic 4.2. The study of effectiveness of bone marrow progenitor cells mobilizing and quantifying the content of regulatory activity in the prediction of functional recovery in acute disease and traumatic brain injury

Topic 4.3. Research informativeness of transplanted cells immune parameters and immune parameters of re- constitution for forecast the outcome of peripheral blood stem cells transplantation in patients with hematological malignancies.

5. Targeted immunotherapy .

Topic 5.1 . The efficiency of siRNA and aptamers to immunoregulatory molecules for regulation of functional activity of immune system cells

Topic 5.2. The investigation of prognostic significance of allelic variants of cytokines and their receptors in diagnosis and prognosis of therapy effectiveness for various immunopathological processes

Topic 5.3 The study of phenotype and immunopathogenesis of socially significant co-morbid diseases in humans, the development of new methods for their treatment and prognosis based on the identification of new molecular and cellular targets with pleiotropic effects

Topic 5.4. The development of the methods for the delivery of DNA constructs of immunoregulatory molecules in the target organ by stem cell elements and cells of immune system 

Topic 5.5. The development of the gene therapy methods in primary immunodeficiency.
Direction 3 (Priority research project 3)

Pathogenetic rationale and development of new "regenerating" immunotherapy methods based on studying the role of immune cells and their mediators in the processes of regeneration and organo-sclerosis.  
Theme 1. Immune mechanisms of reparative processes control based on the regulation of stem cell function (migration, survival, proliferation, and differentiation of stem cells) and their role in immunopathologies
Topic 1.1. The study of the influence of macrophages types 1 and 2 on the migration and proliferation processes, on the production of growth factors, and on the stem cell immunosuppressive activity

Theme 2: Cellular and humoral factors of autoimmune direction as the leading mechanisms of tissue and organ regeneration regulation 

Topic 2.1. Investigation of the roles and mechanisms of interaction between  memory T cells and other cell populations during  the stimulation of tissue regeneration int the injury.

Theme 3. The study of the role and mechanisms of the immunoregulatory activity of stem cells in health and in different immunopathologies with the aim to develop the new methods of immune regulation
Topic 3.1. Studying of the influence mechanisms of mesenchymal stromal cells of the immune reconstitution in deep limphodepletion (in transplantation of hematopoietic stem cells after high-dose chemotherapy)y

Topic 3.2. Investigation of the role and mechanisms of interaction between mesenchymal stromal cells and macrophages in the implementation of stem cell therapy effects (the study of the intact and modified MSCs effects in generation of M2 phenotype and M1 / ​​M2 switching; modulationof MSC functions through M2 macrophages)

Topic 3.3. Investigation of the hematopoietic stem cels functional activity in immunopathology experimental models 
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