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ОСОБЕННОСТИ СОСТОЯНИЯ КЛЕТОК ГЛИОМЫ С6 В КУЛЬТУРЕ 
ПРИ СОВМЕСТНОМ ВОЗДЕйСТВИИ ПЛАЗМИНОГЕНА И ГЛИЦИНА

институт физиологии нАн Беларуси, Минск

(поступила в редакцию 17.05.2010)

Введение. Исследования последних 20 лет доказали, что плазминоген (Pg) является нейротро-Pg) является нейротро-) является нейротро-
фическим фактором, регулирующим ряд витальных функций клеток нервной ткани в центральной 
и периферической нервной системе [3–5, 9]. Установлено также, что этот белок синтезируется не-
посредственно в структурах нервной системы микроглией [9] и отдельными субпопуляциями 
нейронов [12]. Однако особенности регуляторного действия Pg раскрыты далеко не полностью, 
учитывая гетерогенность клеток нервной ткани не только в морфологическом, функциональном, 
но и в метаболическом плане.

Ранее нами было показано, что добавление Pg к культуре глиомы С6 на бессывороточной среде 
через 24 ч обеспечивает сохранение жизнеспособности клеток, их пролиферацию, способствует уве-
личению содержания РНК и белка в клетках, а через 72 ч – и повышению уровня ДНК [3–4, 6–7]. 

При изменении состояния клеток эффекты Pg имели существенные отличия. Так, в исходных 
энтерохромаффинных клетках феохромоцитомы PC12 после добавления зимогена в концентра-PC12 после добавления зимогена в концентра-12 после добавления зимогена в концентра-
ции 10–9 М активность лактат- и NADH-дегидрогеназ практически не изменялась, тогда как при 
таком же воздействии на эти клетки, подвергнутые влиянию фактора роста нервов (при этом они 
трансформировались в нейроноподобные и приобретали ацетилхолинэстеразную активность), 
активность этих дегидрогеназ увеличивалась на 37 и 33% соответственно [5].

Судя по источникам мировой литературы, более обстоятельных исследований подобного 
плана ранее не проводилось.

Цель настоящей работы – раскрыть особенности совместного эффекта плазминогена и гли-
цина на морфофункциональное состояние клеток глиомы С6 и содержание в них биополимеров. 

Известно, что функция глицина в нервной ткани двояка. Эта аминокислота используется  
в качестве интермедиата для синтеза практически всех белков (включая нейроспецифические), 
нуклеозидов, ряда пептидов и других соединений. Кроме того, глицин выполняет функцию тор-
мозного нейромедиатора. 

Материалы и методы исследования. Культура крысиной глиомы С6 получена из Российской 
коллекции клеточных культур позвоночных (Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия). 
Культивирование клеток глиомы проводили по отработанной методике [1] в синтетической пита-
тельной среде, содержавшей 10% эмбриональной телячьей сыворотки и 25 мкг/мл гентамицина. 
Для исследования использовали питательную среду, содержавшую 0,5% сыворотки, чтобы исклю-
чить влияние ростовых факторов и питательных веществ, содержащихся в сыворотке. Через 3 сут 
в среду вносили Pg в концентрации 10–7 М и глицин (Applichem, Германия) в концентрациях 0,01; 
0,1; 1,0; 10,0; 25,0; 50,0 мМ. Очищенные образцы Pg получены из фракции β-глобулинов белков 
плазмы крови методом аффинной хроматографии на лизин-сефарозе (Sigma, США); подробно 
суть метода, характеристика чистоты и активности образцов приведены в работе [11]. 

По истечении 72 ч клетки глиомы С6 отделяли от кондиционированной среды путем центри-
фугирования в течение 5 мин при 2000 об/мин. Содержание РНК, ДНК и белка оценивали с помо-
щью двухволновой спектрофотометрии по О. Warburg (1942 г.), описанной Ю. Б. Филипповичем [8]. 
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Определение содержания нуклеиновых кислот проводили в два этапа: путем щелочного и кислот-
ного гидролиза [7]. Для обсчета результатов использовали приложение RNA/DNA к программно-RNA/DNA к программно-/DNA к программно-DNA к программно- к программно-
му обеспечению Cary WinUV (2003 г.). Количество общего белка измеряли по абсорбции при 280 
нм (с поправкой на 260 и 320 нм) на 0,1 М фосфатном буфере, pH 7,5 (Sigma). Содержание нуклеи-pH 7,5 (Sigma). Содержание нуклеи- 7,5 (Sigma). Содержание нуклеи-Sigma). Содержание нуклеи-). Содержание нуклеи-
новых кислот и белка выражали в мкг/мл. Статистическую значимость полученных результатов 
оценивали при помощи теста непараметрического анализа (критерий Манна–Уитни) в программе 
Statistica 6.0. Результаты представлены как среднее арифметическое ± стандартное отклонение.

Прижизненную микроскопию клеток проводили в фазовом контрасте с помощью микроско-
па Opton, Германия (×16). 

Результаты и их обсуждение. Прежде всего следует отметить, что в наших экспериментах 
культура глиомы С6 заметно отличалась от использованной ранее [3–7]. Клетки культивировали 
на дефицитной по белкам сыворотки крови питательной среде не 24, а 72 ч. В этих условиях их 
пролиферативная активность снижалась. Заметно изменялась морфология: вместо ранее исполь-
зуемых в культурах веретенообразных, с небольшой сомой и 2–3 вытянутыми отростками кле-
ток образовывались полигональные клетки с плоскими псевдоподиями и распластанной сомой 
крупных размеров. Принято считать, что отдельные типы клеток таких культур продуцируют 
GFAP (глиальный кислый фибриллярный белок) – главный маркер астроцитов [10], а культиви- (глиальный кислый фибриллярный белок) – главный маркер астроцитов [10], а культиви-
рование клеток культуры С6 в дефицитной по белкам сыворотки крови среде способствует их 
дифференцировке преимущественно в астроцитоподобные [13]. В используемых в настоящей ра-
боте культурах глиомы С6 доля таких клеток составляла 50%.

При добавлении Pg в концентрации 10–7 М к таким клеткам доля погибших клеток снижалась 
лишь на 8% в сравнении с контролем. Это принципиально отличалось от действия зимогена на «не-
зрелые» клетки глиомы С6 – доля погибших клеток снижалась практически в 6 раз [5]. Воздействие 
глицина в концентрации 0,01–50,0 мМ также не приводило к существенному снижению доли погиб-
ших клеток. При воздействии каждого из факторов в культуре наблюдались доминирование гли-
альных клеток округлой формы, потеря адгезивной способности, что выражалось в формировании 
конгломератов (рис. 1). Это позволяет предположить, что метаболические резервы клеток направле-

Рис. 1. Фазово-контрастная микроскопия клеток культуры глиомы С6 через 72 ч после добавления плазминогена  
и глицина: а – контроль (0,5% сыворотки в питательной среде); б – 10 мкг/мл плазминогена; в – 0,01 мМ глицина; г – 0,01 мМ 

глицина + 10 мкг/мл плазминогена; д – 0,1 мМ глицина; е – 0,1 мМ глицина + 10 мкг/мл плазминогена (×16)
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ны скорее на обеспечение выживаемости в неблагоприятных условиях (общее время роста на дефи-
цитной по белкам сыворотки крови среде – 6 сут!), чем на пролиферацию и дифференцировку.

Если же к клеткам культуры, выращенной на питательной среде, одновременно добавляли Pg 
и глицин (0,01 или 0,1 мМ), то доля погибших клеток не превышала 4% при четком проявлении 
пролиферации. Из этого следует, что Pg способен усиливать действие глицина в метаболических 
процессах клеток глиомы С6.

В использованных нами культурах глиомы С6 («дифференцирующихся») добавление зимо-
гена не вызывало существенных изменений уровней общего белка и нуклеиновых кислот в клет-
ках (рис. 2), в то же время в «незрелых» клетках их уровень возрастал в 2,3–4 раза [5]. 

Воздействие глицина в диапазоне концентраций от 0,01 до 25,0 мМ обусловило повышение 
уровня общего белка на 37–69% (рис. 2). Принято считать, что для реализации процесса биосин-
теза белка необходимо присутствие одновременно всех 20 аминокислот [2]. Дополнительное вве-
дение в питательную среду лишь одной из них, видимо, не должно вызывать интенсификации 
биосинтеза. Можно предположить два пути реализации наблюдаемых изменений: либо добавле-
ние глицина вызывает усиление действия других аминокислот, присутствующих в базовой пи-
тательной среде, либо оно сопровождается подавлением реакций внутриклеточного протеолиза. 
Действительно, ранее было показано, что добавление этой аминокислоты к данной культуре со-
провождается угнетением на 17–41% 2-кальпаиновой активности [1]. Отмечаемое же нами отсут-
ствие существенных изменений уровней РНК или ДНК позволяет предположить, что наиболее 
вероятным является именно второй вариант.

Совместное действие зимогена и аминокислоты (в концентрациях 0,01; 0,1; 10,0 и 50,0 мМ) 
сопровождалось снижением уровня внутриклеточного белка на 14–19% по сравнению с кон-
тролем, тогда как после добавления Pg совместно с глицином (в концентрациях 0,01; 0,1; 1,0 
и 25,0 мМ) наблюдалось повышение уровня РНК на 38–78%. Комбинированное влияние Pg  
и глицина (в концентрациях 0,01 и 0,1 мМ) вызывало также повышение уровня ДНК в клет-
ках – на 38–46%.

Рис. 2. Изменение содержания общего белка (а), РНК (б) и ДНК (в) в клетках глиомы С6 через 72 ч после добавления 
в культуру плазминогена и глицина: контроль (К); добавление глицина (А), плазминогена (Б) и плазминогена + гли-
цина (В). Концентрация глицина, мМ: 1 – 0,01; 2 – 0,1; 3 – 1,0; 4 – 10,0; 5 – 25,0; 6 – 50,0. ∗ – различия достоверны по 

отношению к контролю при P ≤ 0,05 (n = 5)



Заключение. Полученные нами данные свидетельствуют о том, что так называемые «диф-
ференцирующиеся» культуры глиомы С6 в сравнении с культурами «незрелых» клеток отлича-
ются довольно слабым изменением уровней белка и нуклеиновых кислот в ответ на воздействие 
Pg. Это еще раз подтверждает факт зависимости эффекта плазминогена (как и других субстан-. Это еще раз подтверждает факт зависимости эффекта плазминогена (как и других субстан-
ций) от состояния клеток нервной ткани. 

Кроме того, представленные результаты позволили заключить, что эффект Pg существенно 
изменяется в присутствии глицина, принципиально отличаясь от эффекта каждого из исследуе-
мых соединений. Причем в зависимости от концентрации изменения носили сложный характер: 
ни в одном случае сдвиги не имели противоположной направленности, но проявлялись при дей-
ствии не всех концентраций аминокислоты. Это диктует необходимость проведения дальней-
ших исследований в данном направлении в целях выяснения механизмов выявленных сдвигов,  
а также для расширения арсенала метаболических эффекторов нейротрофического действия 
плазминогена. 
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PECULIARITIES OF C6 GLIOMA CELLS STATE IN CULTURE UNDER THE JOINT EFFECT OF 
PLASMINOGEN AND GLYCINE
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Summary

The plasminogen influence on cellular DNA, RNA, whole protein level and morpho-functional state of the so-called “dif-
ferentiated” C6 glioma culture cells (6 days exposition in the medium with the deficiency of serum proteins) against underground 
of glycine additions has been investigated. The “differentiated” C6 glioma cells are characterized by quite weak changes of the 
protein and nucleic acids level in response to plasminogen addition as against “immature” cells. In the presence of glycine, the 
zymogene effect was modified essentially – observed picture fundamentally differed from the effects of each of the investigated 
compounds. The joint effect of plasminogen (10–7 М) and glycine (0.01 or 0.1 mМ) during 72 h led to nucleic acids and whole 
protein level increasing and 96%-tage vital activity of C6 glioma cells in the medium with serum deprivation.




