Исследование влияния фитомикросфер комплекса ВИТАВИН ПЛЮС
на секрецию монооксида азота нормальными 

клетками эндотелия человека

Цель исследования
Оценить эффект воздействия полифенолов красного вина в фитомикросферическом комплексе ВИТАВИН ПЛЮС на секрецию монооксида азота клетками эндотелия. На исследование были переданы: коробка с 600 капсулами, содержащими микросферы полифенолов красного вина (PPVR), и флакон со 125 мл раствора полифенолов, использованных при изготовлении фитомикросфер. AGROBIO-Nutrinov предложила проведение исследования ex vivo - в живой культуре клеток эндотелия человека. Первая стадия заключалась в моделировании переваривания микросфер in vitro в целях выяснения того, высвобождаются ли фактически полифенолы в процессе переваривания у человека и в каком количестве.

Использованные методы

a. Переваривание in vitro
Выбранный метод переваривания был проведен согласно методике Р. Глана (1)

Переваривание in vitro включает в себя три стадии согласно физиологии человека:

- переваривание в ротовой полости: пережевывание, ферменты слюны

- переваривание в полости желудка: пепсин и соляная кислота (pH 2)

- переваривание в полости кишечника: кишечные ферменты, желчные кислоты … (pH выравнивается бикарбонатом натрия близко к нейтральному).

Мы полагали, что капсулы легко раскрываются в желудке, потому проводили только переваривание самих микросфер. Вкратце, 1 г микросфер помещали в буферный солевой раствор (переваривание в ротовой полости), доводили pH до 2 и добавляли раствор пепсина (переваривание в полости желудка). После инкубации при помешивании в течение 1 ч при 37°C pH доводили до 7 и к каждой смеси добавляли раствор, содержащий панкреатин, экстракт желчи и липазу (переваривание в полости кишечника). Все образцы инкубировали при помешивании в течение 2 ч при 37°C. Состав продуктов переваривания был проанализирован с точки зрения полного содержания полифенолов по методу Фолина. Результаты до и после переваривания сравнивались для оценки скорости высвобождения действующих веществ в ЖКТ и определения концентраций, анализируемых в остальной части исследования.
b. Культура клеток

Клетки эндотелия пупочной вены человека латино-американо-кавказского типа в смеси мужских и женских клеток (смесь 2 серий) культивировались на среде, оптимизированной для клеток эндотелия, затем высевались на планшеты с 6 лунками для экспериментов, в которых использовались клетки из посевов 5-9.

c. Тестирование цитотоксичности

В целях доказательства безвредности препарата для клеток эндотелия в культуре были проведены два тестирования цитотоксичности в диапазоне концентраций полифенолов красного вина (PPVR) 6,66-600 мкг/мл. Каждое тестирование было проведено трижды. 

- Первым был тест с нейтральным красным. Метод основан на способности жизнеспособных клеток поглощать и накапливать суправитальный краситель нейтральный красный в лизосомах, благодаря электростатическому притяжению. Вызванное ксенобиотиками повреждение лизосомальных мембран приводит к снижению накопления красителя, потому окрашивание пропорционально количеству жизнеспособных клеток. По показаниям спектрофотометра строят график влияния.

- Вторым был так называемый тест МТТ (ДиМетилТиазолил дифенилТетразолия бромид). Этот тест основан на восстановлении солей тетразолия (МТТ) метаболически активными клетками в нерастворимые в воде кристаллы формазана. В митохондриальной дыхательной цепи жизнеспособных клеток содержатся ферменты, способные расщеплять МТТ. После растворения кристаллы формазана дают окрашивание, определяемое спектрофотометром. Этот тест позволяет обнаруживать исключительно жизнеспособные клетки.

Оба теста позволяют лишь выявить жизнеспособные клетки и сравнить клетки до и после воздействия препарата. Необработанная контрольная культура клеток будет давать базовый сигнал 100% жизнеспособности. Показания поглощения позволяют сравнить рассчитанный процент жизнеспособности с контрольной культурой.

Также были сделаны фотографии культур, чтобы исследовать и показать морфологию клеток после обработки.

d. Оценка секреции монооксида азота

Для изучения эффекта полифенолов, содержавшихся в микросферах клетки контактировали с раствором полифенолов красного вина, который использовался при производстве микросфер, в различных концентрациях (6,66 и 12,5 мкг/мл в конце) за 20 ч перед измерением секреции NO. Также, параллельно с необработанными контрольными клетками использовался положительный контроль (молекула A23183, 1 мкM в конце), чтобы подтвердить эксперимент.

Для обнаружения секреции монооксида азота во внеклеточную среду использовалась флуоресцентная проба с флуоресцеином. Результаты сравнивали друг с другом (контроль с A23, контроль с исследуемым препаратом, A23 с исследуемым препаратом).

Результаты

a. Переваривание in vitro
Одна капсула содержит 350 мг изготовленных из полифенолов микросфер.

После переваривания in vitro общая доза полифенолов по методу Фолина составила 40 мг катехинового эквивалента при расчете на одну капсулу.

Если рекомендованная ежедневная доза - 1 капсула в день и все высвободившиеся активные компоненты абсорбируются клетками кишечника, это значит, что на клетки эндотелия будут воздействовать 40 мг высвободившихся полифенолов, разведенных в жидкости ЖКТ, или 6,66 мкг/мл общих полифенолов. Если рекомендованная ежедневная доза - 2 капсулы в день, клетки эндотелия проконтактируют с 80 мг высвободившихся полифенолов, или с 12,5 мкг/мл общих полифенолов. Если in vivo высвобождение действующих веществ при переваривании равно 100% со 100% всасыванием в кишечнике, при ежедневной дозе 1 капсула в день клетки контактируют  с 12,5 мкг/мл общих полифенолов. По этим причинам в ходе остального исследования использовались дозы общих полифенолов 6,66  и 12,5 мкг/мл. По практическим причинам эксперименты на клетках проводились с помощью раствора полифенолов, использованного при производстве микросфер.

b. Культура клеток и тестирование

Тесты цитотоксичности показали, что полифенолы красного вина (PPVR) влияют на клетки. 

Цитотоксичность PPVR


                                Цитотоксичность PPVR 

         (метод с нейтральным красным)


                                  (метод МТТ)
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В малых концентрациях полифенолы красного вина, видимо, стимулируют пролиферацию и/или рост клеток (увеличение активности митохондрий (тест МТТ) до 30 % при 50 мкг/мл и жизнеспособность клеток - до 43 % жизнеспособности клетки (тест с нейтральным красным, p<0,01) при 12,5 мкг/мл). Полифенолы красного вина начинают проявлять слабую цитотоксичность, начиная с концентрации  400 мкг/мл (10% снижение жизнеспособности), не выявляемую тестом с нейтральным красным. Морфология клеток также изменяется при обработке:  на поверхности клеток образуются выпячивания,  число которых возрастает при увеличении концентрации, пока клетки не становятся округлыми и теряют содержимое их цитоплазмы (слишком высокая секреция NO, вызывающая окислительный лизис клеточного содержимого)
Ниже представлены фотографии, относящиеся к этим наблюдениям:
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Клетки эндотелия пупочной вены человека в культуре  Gx100    Клетки эндотелия пупочной вены человека в культуре  Gx200
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Клетки эндотелия пупочной вены человека в культуре, 
обработанные в течение 20 ч PPVR при 6,66 мкг/мл (Gx200)




Клетки эндотелия пупочной вены человека  в культуре, 
обработанные в течение 20 ч PPVR при 12,5 мкг/мл (Gx200)
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Клетки эндотелия пупочной вены человека в культуре, 
обработанные в течение 20 ч PPVR при 25 мкг/мл (Gx200)     Клетки эндотелия, обработанные в течение 20 ч PPVR при 50 кг/мл 
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Клетки эндотелия пупочной вены человека в культуре, 
обработанные в течение 20 ч PPVR при 100  мкг/мл (Gx200)

                                                                                              Клетки эндотелия пупочной вены человека в культуре, обработанные в течение 20 ч PPVR при 200  мкг/мл (Gx200)

Все эти результаты подтверждают, что мы можем использовать исследуемые полифенолы, в предусмотренных предварительно концентрациях, а именно 6,66 и 12,5 мкг/мл.

c. Оценка секреции NO
Эксперимент для исследования секреции NO клетками эндотелия состоял из двух частей, каждый был повторен трижды.

В первой части исследовалась только концентрация 12,5 мкг/мл полифенолов красного вина параллельно с необработанными контрольными клетками и положительным контролем A23187.

Молекула A23187 – ионофор кальция. Она проделывает отверстия в клеточных мембранах, позволяющие содержащемуся в экспериментальной среде кальцию входить в клетку и активировать различные ферменты, включая синтетазу оксида азота, фермента, высвобождающего NO из аргинина (биологического исходного продукта, присутствующего в экспериментальной среде). Знание этого позволило получить максимальную секрецию.

Во время второго эксперимента тестировались концентрации 6,66 и 12,5 мкг/мл полифенолов красного вина параллельно с необработанными контрольными клетками и положительным контролем A23187.

Результаты приведены ниже в таблице:

	Процент воздействия полифенолов красного вина (PPRV) в сравнении с контрольной культурой



	
	Эксперимент 1
	Эксперимент 2



	Положительный контроль (A23187,

ионофор кальция)
	101,1 36
	211,9 14,7

	PPVR, конц. 6,66 мкг/мл
	-
	67,7 1,4

	PPVR, конц. 12,5 мкг/мл
	69,8 4
	188,2 38,4

	Процент воздействия PPRV в сравнении с положительным контролем

A23187

	PPVR, конц. 6,66 мкг/мл
	-
	54 0,4

	PPVR, конц. 12,5 мкг/мл
	86 2
	92 14


Положительный контроль A23187 дал максимальный ответ, контрольная культура клеток – минимальный. Ответ полифенолов располагается между этими двумя экстремумами. 

В таблице приведены только результаты процентных расчетов по полученным данным.

В ходе первого эксперимента со стороны A23187 было получено увеличение более чем на 100%, по сравнению с контрольной культурой, со стороны полифенолов красного вина – почти на 70%.

В ходе первого эксперимента со стороны A23187 было получено увеличение более чем на 100%, по сравнению с контрольной культурой, со стороны полифенолов красного вина – почти на 70% и более 188% для концентраций 6,66 и 12,5 мкг/мл.

Возможно, два эксперимента не строго идентичны в культурах клеток (из-за различий при посеве, росте клеток и др.), но процентный ответ полифенолов красного вина при концентрации в 12,5 мкг/мл по сравнению с положительным контролем A23187 фактически одинаков для двух экспериментов (приблизительно 90 %). Потому метод может использоваться  для сравнения результатов обработанных клеток с положительным контролем A23187.

Очевидно, что в этом исследовании полифенолов красного вина при концентрации в 12,5 мкг/мл дает ответ в 90 % максимального ответа. При концентрации в 6,66 мкг/мл клетки синтезируют и выделяют 50% от максимума. Очевидна дозозависимость.

В конечном счете, очевидно, что исследованные полифенолы красного вина являются хорошими стимуляторами секреции монооксида азота.

Заключение
- Исследование проводилось в живой культуре клеток эндотелия пупочной вены человека. Для каждой из двух различных концентраций эксперимент проводился трижды.

- Исследованные концентрации 6,66  и 12,5 мкг/мл соответствуют приему 1-2 капсул в день из предположения, что все высвобожденное поглощается клетками кишечника.

- Оба эксперимента показали, что при концентрации полифенолов красного вина в 12,5 мкг/мл клетки синтезируют и выделяют 90% возможного монооксида азота (100% соответствует положительному контролю A23187) в экспериментальных условиях. При концентрации в 6,66 мкг/мл клетки  синтезируют и выделяют 50% от максимума.

   Микросферы, содержащие полифенолы красного вина, способны стимулировать секрецию NO клетками эндотелия и потому участвовать в вазодилатации.
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