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Введение
В настоящее время характер перестроек звень-

ев протеолиза в клетках нервной ткани в зависи-
мости от их функционального и метаболического
состояния остаётся недостаточно изученным. Сре-
ди метаболитов нервной ткани важную роль игра-
ет глицин, являющийся не только интермедиатом
азотистого и энергетического обмена, но и тормоз-
ным медиатором спинного и нижних отделов го-
ловного мозга. Между тем, данные литературы о
влиянии глицина на состояние клеток глии мало-
численны и фрагментарны.

Уровень протеолитических реакций в клетках
нейроглии при её различных метаболических со-
стояниях играет важную роль в регуляции нейро-
физиологических процессов. Без участия протео-
литических реакций невозможна реализация боль-
шинства процессов жизнедеятельности нервной
ткани, а также инициация и генезис основных ней-
ропатологических процессов [4, 5]. Важными зве-
ньями протеолиза являются Са2+-зависимые про-
теиназы I и II (или кальпаин-1 и -2, соответствен-
но), которые обнаружены практически во всех изу-
ченных тканях позвоночных [1], в том числе не-
рвной [10, 15, 26]. Ряд многочисленных исследо-
ваний показал, что Са2+-зависимые протеиназы
участвуют в процессах пролиферации [16, 30], диф-
ференцировки клеток [19], передачи импульсов
[17], перестройки цитоскелет-мембранных комп-
лексов [9], а также в апоптозе и генезисе нейропа-
тологических состояний [1]. Так, при Болезни Аль-
цгеймера, инсульте, болезни Паркинсона, множе-
ственном склерозе, травматическом повреждении
спинного мозга отмечен рост активности кальпаи-
на-2 и -1, высокая концентрация кальция в нервной
ткани [27, 29, 25, 20, 23]. Нельзя забывать об учас-
тии кальпаинов в процессах метастазирования и
инвазии опухолей [12, 18]. Результаты показыва-
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ют, что для инвазии опухолей человека важна ак-
тивация кальпаинов, а для снижения метастазиро-
вания опухоли необходимо подавление их актив-
ности. Не менее важную роль в регуляции неопла-
стических заболеваний играет АТФ-активируемый
протеолиз. Известно, что в ходе этого протеолиза
АТФ-зависимая протеиназа подвергает расщепле-
нию белок p53, вызывающий апоптоз клеток [21].

Цель исследования – провести анализ измене-
ния активности АТФ- и Са2+-зависимых протеиназ
перевиваемой культуры глиомы С6 под влиянием
глицина.

Материалы и методы
Культура крысиной глиомы С6 получена из Рос-

сийской коллекции клеточных культур позвоноч-
ных (Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург,
Россия). Суспензию клеток глиомы С6 плотностью
10-4 – 10-5 на 1-10 мл высевали на пластиковые или
стеклянные, со специальным покрытием, чашки
Петри в синтетическую питательную среду DMEM,
содержащую 10% телячьей сыворотки крови, и
культивировали в СО2-инкубаторе при 370С в ат-
мосфере 5% СО2  и 95% воздуха. Через 3 суток ко-
личество клеток возрастало в 3-5 раз. Культивиро-
вание со сменой среды 1 раз в 3 суток продолжали
до получения необходимого количества клеток (ма-
точная культура). Для проведения исследований по
изучению влияния глицина на клетки глиомы куль-
туральную среду заменяли на такую же, но содер-
жащую 0,5% сыворотки (дефицитная по белкам
крови питательная среда) и использовали для экс-
периментов. Через сутки в среду вносили глицин в
концентрациях 0,1; 1; 10; 25 мМ. По истечении 20
минут, 1 и 3 суток клетки отделяли от кондициони-
рованной среды центрифугированием в течение 5
минут при 2000 об/мин. Активность протеолити-
ческих ферментов определяли в пробе клеток по
расщеплению казеина, регистрируя накопление
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тирозин- и триптофансодержащих кислотораство-
римых продуктов [3. Величину абсорбции опреде-
ляли при 280 нм с помощью спектрофотометра
Cary 100 Bio.

Определение активности ферментов при каж-
дой из концентраций глицина (0,1; 1; 10; 25 мМ)
выполняли не менее трёх раз в пяти параллельных
образцах. Статистическая значимость полученных
результатов была оценена при помощи теста непа-
раметрического анализа (критерий Манна-Уитни)
в программе Statistica 6.

Результаты и обсуждение
По истечении 20 минут (рисунок 1) внесение

глицина во всех испытуемых концентрациях в сре-
ду культуры С6 на уровень протеолиза оказало од-
нонаправленное действие: наблюдалось сильное
угнетение активности кальпаина-1. При этом мак-
симальное падение активности фермента отмече-
но при максимальной концентрации глицина. Ак-
тивируемые 14 мМ концентрацией Са2+ (кальпаин-
2) реакции протеолиза при экспозиции клеток с
глицином также угнетались, за исключением ми-
нимальной концентрации глицина. Однако наибо-
лее сильное ингибирование кальпаина-2 отмечено
при концентрации глицина 1 мМ в питательной
среде. Вместе с тем, кратковременная экспозиция
клеток культуры С6 с глицином вела к незначитель-
ным изменениям интенсивности АТФ-активируе-
мого протеолиза.

При увеличении времени экспозиции до 24 ч
изменения активности кальпаина-1 носили иной
характер (рисунок 2). Какие-либо существенные
изменения в его активности отсутствовали, но мож-
но заметить тенденцию к росту данной протеоли-
тической активности. Во всём диапазоне концент-
раций глицина наблюдалось сильное угнетение ак-
тивности кальпаина-2. Однако резкое падение ак-
тивности отмечено уже при концентрации 0,1 мМ.
Оно усиливалось при росте концентрации амино-
кислоты и достигало 97%.

Что касается интенсивности АТФ-активируемо-
го протеолиза, то суточное влияние глицина в кон-
центрациях 1, 10, 25 мМ вызывало статистически
значимое угнетение этого типа протеолиза (рису-
нок 2). Что позволяет предположить, что 20 минут
недостаточно для проявления существенных изме-
нений в активности данного протеолитического
фермента под действием исследуемых концентра-
ций глицина. Следует также отметить, что мини-
мальная активность фермента при суточной экс-

позиции проявляется при 25 мМ глицина, а макси-
мальная – при 10 мМ.

Трёхсуточная экспозиция с глицином на уровень
АТФ- и Са2+-активируемого протеолиза клеток гли-
омы С6 оказала разноплановое действие (рисунок
3). При концентрациях 0,1; 10; 25 мМ глицин выз-
вал сильное увеличение активности кальпаина-1
(96; 69; 59%, соответственно). На активируемые 14
мМ концентрацией Са2+ реакции протеолиза гли-
цин оказал противоположный эффект. А что каса-
ется АТФ-зависимой протеиназы, то её активность
существенно увеличена только при 25 мМ глици-
на.

Выявленные изменения уровня АТФ- и Са2+-ак-
тивируемого протеолиза клеток глиомы С6 под
влиянием глицина позволяют сделать следующие
выводы:

1. Добавление глицина в питательную среду
культуры глиомы С6 в зависимости от периода эк-
спозиции оказывает разноплановое действие на
уровень АТФ- и Са2+-активируемого протеолиза.

2. Активность кальпаина-2 снижается при 20
минутном, 1- и 3-суточном влиянии глицина на пе-
ревиваемую культуру С6.

3. 20-минутное влияние глицина в концентра-
циях 0,1-25 мМ не оказывает существенных изме-
нений в активности АТФ-зависимой протеиназы.

Заключение
Добавление глицина в питательную среду замет-

но влияет на АТФ- и Са2+-активируемый протео-
лиз клеток глиомы С6, что, несомненно, связанно
с изменениями функционально-метаболического
статуса этих клеток под действием глицин-опос-
редованных механизмов. Механизмы такого типа
могут быть сопряжены с нарушением функциони-
рования широко представленных у клеток С6
NMDA- и GABA-рецепторов [11], главным коаго-
нистом которых выступает глицин [8, 2]. Не исклю-
чена возможность участия в данных протеолити-
ческих процессах и собственных глициновых ре-
цепторов, о существовании которых на глиоме С6

Рисунок 1 - Уровень АТФ- и Са2+-активируемого
протеолиза при 20-минутном влиянии глицина

П р и м е ч а н и е: здесь и далее *- достоверность различий
определяли по отношению к контролю (P< 0,05)

Рисунок 2 - Уровень АТФ- и Са2+-активируемого
протеолиза при 1-суточном влиянии глицина

Рисунок 3 - Уровень АТФ- и Са2+-активируемого
протеолиза при 3-суточном влиянии глицина
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данные литературы отсутствуют. Однако в единич-
ных работах упоминается о наличии собственной
глицин-расщепляющей системы в глиальных клет-
ках [28, 24].

В зависимости от времени экспозиции культу-
ры глиомы С6 глицин оказывал разноплановое дей-
ствие на уровень АТФ- и Са2+-активируемого про-
теолиза. Возможно, это отражает то обстоятель-
ство, что глицин выступает метаболитом очень
широкого спектра действия. Именно благодаря
способности защищать клетки от действия избыт-
ка катехоламинов, глутамата, аспартата и участию
в синтезе глутатиона данная аминокислота актив-
но используется при лечении различных нейропа-
тологических состояний.

Известно, что на ряду с дефектными или вовле-
чёнными во многие внутриклеточные процессы
(регуляция метаболизма, дифференцировка клеток,
контроль клеточного цикла, ответ на стресс и др.)
белками [6] мишенью энергозависимого протеоли-
за в эукариотических клетках является белок p53
[21]. Пониженная активность данного фермента
может способствовать развитию апоптоза опухо-
левых клеток, учитывая наличие у глиомы С6 бел-
ка р53 дикого типа. Однако не исключена возмож-
ность появления мутированной формы белка p53,
способной вызывать противоположный эффект [7].

Нами установлено, что активность кальпаина-2
снижалась при добавлении глицина во всех случа-
ях. Такое выраженное ингибирование активности
может приводить к нарушению перестроек цитос-
келет-мембранных комплексов [9], процессинга
протеинкиназы С и белков рецепторов глутамата
[3], изменению клеточного цикла и регуляции ме-
таболических процессов глиомы С6 [1]. Нельзя
забывать и о существовании корреляции между ак-
тивностью кальпаинов и развитием опухоли, её
инвазивностью [18]. Исследование этих парамет-
ров, несомненно, раскроет ряд неясных сторон в
регуляции жизнедеятельности клеток глиомы С6,
что, возможно, позволит обосновать подходы к
лечению больных при глиозах и глиальных опухо-
лях.

Отличия в поведении двух кальпаинов под дей-
ствием 20-минутного, 1- и 3-суточного влияния гли-
цина вполне могут быть обусловлены разными
физико-химическими свойствами данных протео-
литических ферментов (например, кальпаин-1,
имея малую молекулярную массу и высокую чув-
ствительность к низким концентрациям Са2+, яв-
ляется более устойчивым к изменению pH и тем-
пературы, в отличие от кальпаина-2) [22, 14, 13].

Полученные результаты исследования могут
быть использованы в экспериментальной медици-
не, нейрофизиологии, нейроонкологии, нейрофар-
макологии, биотехнологии и биологии клетки.
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