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УДК 577.152.34:611.018.8:612.014.3
Действие компонентов 

перицеллюлярного протеолиза 
на клетки нервной ткани

В.Н. Никандров, Г.П. Петрусенко, О.Н. Жук, 
ЕФ . Полукошко, О. И. Володкович, И. Б. Лукашевич,

Р.И. Гронская, Г.А. Шпак, М.К. Тумилович, 
Н.С Пыжова

Рубрика: 76.03.41
Тема НИР: «Роль взаимодействия звеньев протео­

лиза и белковых факторов роста в регуляции функцио­
нальных свойств нервной ткани».

Сроки выполнения НИР: 1999-2001 гг.
Н аучный руководит ель: д-р биол. наук, проф. 

В.Н. Никандров.
Источник финансирования: госбюджет.
Предварительная обработка плазминогеном (Pg) 

человека в концентрации 10 "' и 10 * моль симпатобла- 
стов диссоциированной культуры краниального шей­
ного ганглия новорожденных крыс резко снижала ги­
бель клеток, вызванную добавкой NH4CI (0,01 моль): че­
рез 24 ч доля погибших клеток сос тавляла 20-30% (про­
тив 70% в контроле) и деструкцию клеток Н2О2 (0,0005 
моль) в 2 раза.

Обработка Pg (10" моль) клеток краниального шей­
ного ганглия в органной культуре способствовала 
уменьшению явлений некроза нейрональных и глиаль­
ных элементов, вызванного Н2О 2 (0,0001 моль), а также 
предотвращала некротические изменения клеток, ин­
дуцированные глутаматом (0,0001 моль), но не явления 
апоптоза.

Воздействие Pg (10 ч— 10 '7 моль) на клетки спиналь­
ных ганглиев новорожденной крысы в органной куль­
туре вело к увеличению зоны роста из ненейрональных 
элементов в 1,6-1,8 раза в сравнении с контролем (срок 
наблюдения 7 сут).

Вместе с тем. Pg (10 8 моль) способствовал усиле­
нию хроматолиза нейронов, вызванного Н2О 2 (0,0001 
моль), обусловливая при этом разрушение митохонд-
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рий и активацию лизосом. Кроме того, зимоген усугуб­
лял явления апоптоза клеток спинальных ганглиев, ин­
дуцированного глутаматом.

Обработка Pg культуры глиомы С6 не изменяла мор­
фологию и пролиферацию клеток на протяжении 5 сут. 
Совместное действие зимогена (10 10 моль) с фактором 
роста нервов (NGF, 10 нг/мл) уже через 24 ч вело к по­
давлению синтеза ДНК и РНК в глиоцитах на 60%, а че­
рез 5 сут — только ДНК на 45%. Увеличение концентра­
ции Pg до 1 0 х моль + NGF через 24 ч вызвало подавле­
ние синтеза ДНК и РНК на 60 и 79% соответственно. На 
5-е сутки отличия не были достоверны в сравнении с 
контролем. Воздействие 10 '10 моль зимогена вело к по­
давлению I-кальпаиновой активности на 90%. Добавле­
ние к культуре глиомы активатора Pg стрептокиназы 
(SK) в концентрации 10 МЕ/мл вызвало через 5 сут угне­
тение синтеза ДНК и РНК на 46 и 34% соответственно, а 
в концентрации 1000 МЕ/мл — только ДНК на 45%. Из­
менения в первые 24 ч, а также под действием 100 или 
500 МЕ/мл SK были недостоверны.

Добавление Pg (10“"—10 й моль) к культуре феохро­
моцитомы PC 12 способствовало снижению гибели кле­
ток, вызванной депривацией эмбриональной сыворот­
ки: гибель уменьшалась на 70-95%. Даже через 7 сут 
сохранялось более 40% жизнеспособных клеток при пол­
ной гибели их в контроле. Pg в сочетании с NGF способ­
ствовал подготовке клеток к дифференцировке. Предва­
рительно праймированные NGF клетки PC 12 (трансфор­
мирующиеся в нейтрональные) после обработки Pg (10 
6 моль) отличались увеличением активности ацсгилхоли- 
нэстеразы на 25%, лактат- и NADPH-дегидрогеназ — на 
38-49%, а также более интенсивным формированием 
отростков. Обработка Pg клеток PC 12 также сопровожда­
лась угнетением синтеза ДНК лишь в первые 24 ч на 14- 
35% (в зависимости от концентрации Pg). При этом крат­
кая экспозиция (1 ч) клеток с NGF с последующей сме­
ной питательной среды и добавкой Pg (10 11 моль) вела к 
восстановлению синтеза ДНК, подавленного в присут ст­
вии NGF на 36%. Если NGF в указанных клетках снижал 
только синтез ДНК, то Pg (с NGF или без него) угнетал 
синтез ДНК, РНК и белка на 12-34%, 18 40% и 19 46%» 
соответственно в зависимости от концентрации зимоге­
на. Внесение Pg через 24 ч сопровождалось, как правило, 
ростом кальпаиновой I и 11 активности в 2,2-6,5 раз и 1,5- 
2,5 раз соответственно в зависимости от концентрации 
зимогена. Воздействие на клетки феохромоцитомы SK 
(20 мин) вело во всех случаях к угнетению АТР-активи- 
руемого протеолиза на 30-80%, а при концентрации SK. 
2000 МЕ/мл —  к полному подавлению. Через 3 сут уро­
вень этого показателя не отличался от контроля. NGF в 
концентрации 10 нг/мл нс влиял на этот показатель, тогда 
как совместно с 10 МЕ/мл SK вызвал повышение его на 
20%. Краткая экспозиция (20 мин) клеток с Pg лишь при 
его концентрации 10 8 моль вела к повышению кальпаи­
новой 1 активности на 40% (эффект равен действию 100 
нг/мл NGF), а при меньших концентрациях —  к угнете­
нию на 80%. В этих же условиях воздействие 100 нг/мл 
NGF + Pg вело практически к полному подавлению каль­
паиновой II активности.

Методом лизиса фибриновых пластин показано, что 
клетки PC 12 обладали высокой Pg-акгиваторной способ­

ностью и экскретировали активатор в культуральную 
жидкость. Однако при добавках экзогенного Pg в по­
следней не обнаруживалась активная протеиназа — 
плазмин. Сходные результаты получены и в экспери­
ментах с клетками спинальных ганглиев.

Установленная впервые сложная неоднозначная кар­
тина структурно-функционально-метаболических пере­
строек исследованных клеток нервной ткани при воз­
действии SK и Pg создает предпосылки для глубокого 
исследования роли звеньев перицеллюлярного проте­
олиза в жизнедеятельности клеток этой ткани, разли­
чающихся не только морфологически, но и функцио­
нально.

Область применения: физиология клетки, экспери­
ментальная нейробиология, нейрофармакология, ней­
ротрансплантология .

Рекомендации по использованию: при обосновании 
применения компонентов протеолиза в терапевтических 
целях при патологии головного мозга, культивирования 
нервной ткани и ее пересадках.

Предложения по сотрудничеству: совместные ис­
следования биологического действия компонентов пе­
рицеллюлярного протеолиза на функцию клеток нерв­
ной ткани и структур мозга с различными научными 
коллективами по нормальной и патологической физио­
логии, нейробиологии и физиологии клетки, со специа­
листами в области нейрофармакологии, клиницистами.

The action of pericellular proteolysis 
components on nervous tissue cells

V.N. Nikandrov, G.P. Petrusenko, O.N. Zhuk,
E.F. Po/ukoshko, O.I. Voiodkovich, LB. Lukashevich, 

R.I. Gronskaya, G.A. Shpak, M.K. Tumilovich,
N.S. Pyzhova

The changes of morphology, proliferation, differentia­
tion and some biochemical processes in the ceils of ner­
vous tissue were demonstrated under the action of plasmi­
nogen, streptokinase and their combination with nervous 
growth factor. The effect o f these proteins on the dama­
ging action of H2O2 or glutamate was studied in nervous 
tissue cells.

Field o f  application: cellular physiology, experimental 
neurobiology, neuropharmacology and neurotransplantology.

Proposals for co-operation: joint study of biological 
effects o f pericellular proteolysis on the components func­
tion of nervous tissue cells or brain structure (normal and 
pathologic physiology, neurobiology, cellular physiology, 
neuropharmacology, transplantology).
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