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Введение. На молекулярном и клеточном уровнях функциональное состояние клеток нерв
ной ткани контролируется целым рядом регуляторных механизмов, причем вполне вероятно, что 
регуляторными свойствами в той или иной мере обладает большинство белков. Среди них плаз- 
миноген (Пг) -  неактивный предшественник сериновой протеиназы. Показано, что микроглия из 
мозга крысы продуцирует и секретирует активатор Пг [1] и сам Пг [2]. Пг, его активаторы и ин
гибиторы в ЦНС принимают участие как в патологических, так и в физиологических процессах. 
Они оказывают воздействие на нейритный вырост [3], повышают выживаемость и участвуют 
в развитии культивируемых нейронов среднего мозга [4,5], а посредством модулирования NMDA 
рецепторов в гиппокампе Пг играет важную роль в процессах синаптической передачи [6].

В 1989 г. на поверхности клеток глиомы С6 были обнаружены рецепторы к Пг [7]. Однако 
природа их до сих пор не выяснена. Установлено, что Пг поддерживает жизнеспособность кле
ток глиомы С6 и стимулирует их пролиферацию в бессывороточной среде культивирования [8].

Поскольку Пг присутствует в ткани в пуле других белков, высока вероятность формирова
ния стабильных комплексов Пг-белок. Установлено, что Пг может образовывать такие комплексы 
с оксидоредуктазами и пируваткиназой (ПК) [9]. Эксперименты, проведенные in vitro, показали, 
что ПК сама по себе может модулировать электрофизиологическую активность понтобульбо- 
спинальных нейронов и влиять на характер эффектов, вызываемых в этих нейронах Пг [10]. Кроме 
того, установлено, что ПК ингибирует синтез ДНК и белка в клетках глиомы С6 [11].

Цель работы — исследовать жизнеспособность, содержание нуклеиновых кислот и уровень 
общего клеточного белка, а также морфологию клеток глиомы С6 под воздействием экзогенного 
Пг, ПК и их эквимолярных комплексов.

Материалы и методы исследования. Использованы образцы очищенного Пг, полученные 
из обогащенной р-глобулинами фракции плазмы крови здоровых доноров с помощью аффинной 
хроматографии на лизин-сефарозе, которые были любезно предоставлены Н. С. Пыжовой (НИИ 
эпидемиологии и микробиологии, Минск), а также ПК из мышцы кролика (ЕС 2.7.1.40) производства 
фирмы Reanal (Венгрия), NADH и пируват натрия, приобретенные у Sigma-Aldrich (Sigma, США).

Клетки глиомы С6 получены из Российской коллекции клеточных культур (Институт цито
логии РАН, Санкт-Петербург). В качестве питательной среды использовали DMEM (США) с 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС; HyClone, Бельгия) и 20 мкг/мл гентамицина. Клетки 
культивировали в 5% С 02 при 37 °С и 90% относительной влажности и пересевали по достиже
нии 90% конфлуентности (каждые 4-5 сут). Посевная плотность составляла (6-8)х103 кл/см2.

Почти конфлуентную культуру (>90%) снимали при помощи версена и в 1 мл культуральной 
среды с 10% ЭТС помещали на пластиковые чашки (Sarstedt, США), создавая плотность 25 000 кл/см2. 
Через 1 сут эту среду заменили свежей с 0,5%-ным содержанием ЭТС, чтобы синхронизировать 
клетки в клеточном цикле и исключить влияние сывороточных белков. На 3-и сутки в культу
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ральную среду, не содержавшую сыворотку крови, вносили предварительно стерилизованные Пг, 
ПК или их эквимолярные комплексы в концентрациях 10 n , 10~9, 10-7 М. Результаты экспери
мента учитывали через 1 сут, когда появлялись первые признаки морфофункциональных изме
нений, и через 3 сут, когда они были четко выражены.

Содержание ДНК и РНК определяли, используя принцип фракционирования по Шмидту- 
Тангаузеру с последующей спектрофотометрией, как описано ранее [8]. Параллельно в пробах 
спектрофотометрически определяли концентрацию общего клеточного белка, используя раз
ность величин абсорбции образцов при 280 и 260 нм. После подсчета клеток в камере Горяева 
спустя 1 и 3 сут вычисляли индекс пролиферации (ИП) как отношение конечной концентрации 
клеток к исходной (посевной). Степень клеточной дегенерации количественно оценивали в ходе 
измерения активности лактатдегидрогеназы (ЛДГ, ЕС 1.1.1.27) в кондиционированной среде, как 
описано в [12]. Морфологию культуры клеток изучали при помощи светового инвертированного 
фазово-контрастного микроскопа OPTON (Германия).

Все результаты представлены как среднее арифметическое ± стандартное отклонение не ме
нее трех независимых измерений, выполненных в триплетах. Статистическую значимость по
лученных результатов оценивали при помощи U-теста для непараметрических выборок. Разли
чия считали значимыми при Р<0,05. Статистическую обработку данных проводили с использо
ванием пакета программ Statistica 6,0.

Результаты и их обсуждение. Так как клетки глиомы С6 в эксперименте выращивали в пи
тательной среде без ЭТС, за время культивирования содержание нуклеиновых кислот и белка 
в контроле снизилось (рис. 1, а, б), а активность ЛДГ в среде культивирования увеличилась 
(рис. 2, а, б). Кроме того, при исследовании морфологии клеток в контроле наблюдали дегенера
тивные изменения -  появление в клеточном монослое округлых клеток и снижение их адгезив
ной способности (рис. 3, а).

Через 1 сут культивирования клеток глиомы С6 с различными (10^п-10 7 М) концентрация
ми Пг каких-либо изменений в содержании ДНК не наблюдали (данные не представлены). Куль
тивирование с Пг в концентрации 10_9-10-7М вело к увеличению содержания РНК в 1,5-2,1 раза 
и белка в 1,3-1,5 раза в сравнении с таковыми в контроле, что может свидетельствовать о повы
шении функциональной активности клеток С6 (см. рис. 1, а). ИП при этом не изменялся. Парал
лельно наблюдали снижение активности ЛДГ в культуральной среде (рис. 2, а).

Через 3 сут культивирования клеток С6 с Пг отмечали увеличение содержания ДНК, РНК 
и белка (см. рис. 1, б) в клетках, рост ИП на 120-180% и снижение активности внеклеточной ЛДГ 
(рис. 2, б), в то время как в контрольных культурах вследствие депривации сыворотки наблюдали 
противоположные процессы: уровень клеточных макромолекул снижался, а активность внекле
точной ЛДГ увеличивалась. Так, активность ЛДГ в среде культивирования клеток глиомы С6 
с 10 7 М Пг в этот период была в 10 раз ниже, чем без него (рис. 2, б). Кроме того, Пг препятство
вал развитию морфологических изменений, описанных выше (рис. 3, б). Его низкие концентра
ции (10~п М) не оказывали каких-либо эффектов на содержание макромолекул, выход ЛДГ и кле
точную морфологию.

Через 1 сут культивирования глиомы С6 с ПК не было отмечено изменений в содержании 
нуклеиновых кислот и белка (см. рис. 1, а), а также в величине ИП. Однако наблюдали увеличение 
активности внеклеточной ЛДГ приблизительно в 1,4-3,4 раза в сравнении с контролем (рис. 2, а). 
На 3-и сутки негативное воздействие ПК, особенно в концентрации 10-7 М, выражалось в значи
тельном уменьшении по сравнению контролем содержания ДНК, РНК и белка и снижении ИП 
(рис. 1, б), а также в увеличении активности ЛДГ в кондиционированных средах (рис. 2, б). Кро
ме того, наблюдали значительные морфологические изменения дегенеративного характера, ко
торые выражались в появлении пустот в клеточном монослое, формировании конгломератов 
и наличии большого количества плавающих клеток (рис. 3, в). Меньшие концентрации ПК (10 " -  
10-9 М) не имели такого сильного токсического действия на глиому С6, и все исследуемые пара
метры не отличались от контроля (рис. 2, б).
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Рис. 1. Влияние Пг, ПК и комплекса Пг-ПК на содержа
ние нуклеиновых кислот в клетках глиомы С6 и общего 
клеточного белка через 1 (а) и 3 сут (б) культивирова
ния в бессывороточной среде. Достоверность различий 
при Р < 0.05: * -  по сравнению с контролем; ** -  по 
сравнению с действием индивидуальных белков, вхо

дящих в состав комплекса, и контролем

Через 1 сут эффект комплекса Пг-ПК напоминал действие ПК на этом же временном проме
жутке: уровни макромолекул и ИП не изменялись, но активность внеклеточной ЛДГ была в 1,4— 
3,4 раза выше контрольных показателей.

На 3-и сутки в клетках С6, которые культивировали в присутствии комплекса Пг-ПК в кон
центрациях 10-9—10“7 М, зарегистрирован более высокий уровень нуклеиновых кислот и белка, 
чем в контроле. Однако содержание ДНК в клетках глиомы С6, выращенных с добавлением 
Ю-7 М Пг, было в 1,2 раза выше, чем при воздействии комплекса. Содержание же ДНК в клетках 
глиомы С6 после культивирования в присутствии комплекса в концентрации 10-11 М было сходно 
с контролем, в то время как Пг даже в такой невысокой концентрации вызывал повышение уровня 
ДНК. Воздействие комплекса П г-П К приводило к увеличению содержания РНК и клеточного

30



I

§ 150 
. ю 

Ь. sп;
£ 5 100-

ms S
ЕЕ

< 3
50- Щ 

°™

*
т

р
*  *  * ** * Hi

1— 1У/лШ
Пг ПК Пг-ПК

Рис. 2. Активность ЛДГ в кондиционированной среде клеток глиомы С6 через 1 (а) и 3 сут (б) культивирования с Пг,
ПК и Пг-ПК. Условные обозначения как на рис. 1

Рис. 3. Микрофотографии глиомы С6 через 3 сут культивирования. Фазовый контраст ( х 16). а-  контроль; б -  клет
ки, культивируемые с 10-7 М Пг; в -  с 10 7 М ПК; г -  с 10-7 М комплекса Пг-ПК

белка примерно в той же степени, что и воздействие одного Пг (рис. 1, б). В концентрации 10 7 М 
исследуемый комплекс вызывал увеличение ИП на 120%, а в концентрации 10 9 М -  на 165%. 
Концентрация 10-11 М не оказывала влияния на пролиферацию клеток.

Активность ЛДГ в среде культивирования глиомы С6 с Пг-ПК была выше, если сравнивать 
с таковой под действием Пг, но ниже контрольных показателей (рис. 2, б). Таким образом, дей
ствие комплекса Пг-ПК напоминало действие Пг, но было несколько отдалено по времени.

Известно, что система Пг-плазмин играет роль в регуляции клеточной пролиферации и миг
рации в период эмбрионального развития, а также при метастазировании и инвазии опухолей. 
Ранее показано [13], что Пг участвует в регуляции пролиферации клеток нейробластомы. Наши 
данные указывают на то, что зимоген также стимулирует пролиферацию клеток глиомы С6 
в бессывороточной среде. Уровни ИП, ДНК, РНК и белка возрастали в его присутствии. Мито-
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генный эффект Пг может реализовываться через инсулиновый ростовой фактор (Insulin Growth 
Factor -  IGF), а именно через IGF-1, который продуцируется клетками глиомы С6 [14].

Показано также, что Пг вносит вклад в поддержание жизнеспособности клеток глиомы С6 
в течение 1-3 сут и предотвращает развитие дегенеративных изменений в этих клетках, маркера
ми которых служат увеличение активности внеклеточной ЛДГ и изменение морфологии клеток. 
Ранее установлено, что добавление 10 U-10_6M Пг в бессывороточную среду культивирования 
феохромоцитомы РС12 снижает гибель клеток на 70-95% [15]. Известно, что клеточная гибель 
в среде с депривацией ЭТС детерминирована главным образом развитием окислительного стрес
са, что позволяет предположить наличие у Пг механизмов, предотвращающих формирование 
или проявление действия свободных радикалов. Это предположение подтверждает тот факт, что 
Пг способен нивелировать повреждающий эффект перекиси водорода в отношении клеток сим
патических ганглиев в культуре [16]. Кроме того, на очищенных образцах Пг было показано, что 
зимоген обладает супероксидконвергирующей способностью [17]. Таким образом, предполагается, 
что существует два типа механизмов, благодаря которым Пг способен поддерживать жизнеспо
собность клеток в бессывороточной среде:

1) механизмы, предотвращающие генерирование и накопление активных форм кислорода;
2) рецептор-опосредованные механизмы, ведущие к активации антирадикального ответа 

клеток.
В высокой концентрации (10-7 М) ПК оказывала токсический эффект на клетки глиомы С6, 

на что указывает снижение ИП, содержания ДНК и белка, а также увеличение активности вне
клеточной ЛДГ. И если действие Пг, по-видимому, опосредуется через его специфические рецеп
торы на поверхности клеток, то механизм действия ПК пока неясен. Ранее получены данные, 
которые указывают на прямое действие ПК на элементы бульбарного респираторного центра. 
При суперфузии понтобульбоспинального препарата раствором, содержавшим ПК, наблюдали 
атипичную трансформацию респираторных разрядов, которые принимали форму, напоминавшую 
инспираторную активность нейронов в периоде неонатального развития крыс [10]. Таким обра
зом, нельзя исключить вероятность влияния ПК на некоторые структуры клеточной мембраны 
и опосредованный через них клеточный ответ.

Влияние комплекса Пг-ПК сходно с действием Пг, т. е. ведет к увеличению пролиферации 
клеток и их жизнеспособности в условиях отсутствия ЭТС в среде культивирования. Но разви
тие этого эффекта несколько отдалено по времени, поэтому изменения изучаемых параметров 
наблюдаются только на 3-и сутки.

Как показано в тесте исследования фибринолитической активности, ПК, связываясь с Пг, не 
изменяет его биохимических свойств [9]. Это наводит на мысль о том, что в составе эквимоляр- 
ного комплекса ПК может блокировать взаимодействие Пг с его рецепторами. Следует отметить, 
что длительная перфузия понтобульбоспинального препарата раствором, содержавшим Пг, при
водила к блокаде респираторной активности нейронов, которая отменялась при добавлении 
к раствору ПК [10]. Таким образом, в данном случае также имело место ингибирование действия 
Пг при формировании комплекса с ПК. Тем не менее, вероятно, позднее этот комплекс диссоци
ирует или изменяет свою конформацию, что дает возможность Пг связаться со своим рецепто
ром и реализовать биологический эффект.

Выводы

1. Пг в концентрации 10-11-10-7М способствует поддержанию жизнедеятельности культуры 
глиомы С6 в бессывороточной среде культивирования. Он вызывает стабилизацию цитоплазма
тических мембран клеток. Добавление в питательную среду для клеток глиомы С6 изучаемого 
белка замедляет развитие дегенеративных изменений в клеточном пласте, вызванных деприва
цией сывороточных факторов.

2. Внесение ПК в среду культивирования глиомы С6 оказывает токсическое воздействие на 
клетки.
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3. Пг в комплексе с ПК ослабляет цитотоксическое действие фермента в отношении клеток 
глиомы Сб.

Таким образом, анализ биологического действия комплекса Пг-ПК показал, что ответ кле
ток глиомы С6 на его введение в среду культивирования отличается от эффектов индивидуаль
ных белков, входящих в состав комплекса.
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