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НІЛЧЕНИЕ КОМПОНЕНТОВ ЗВЕНА «ПЛАЗМИНОГЕН-
ПЛАЗМИН» ДЛЯ ЖИЗНЕОБЕСПЕЧЕНИЯ КЛЕТОК ТКАНИ

ПАРАЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

Н  О-Н. ~ к.б.н„ старший научи, сотр., Никандров В,Н. -  д.б,н.>
профессор, Полукош ко Е.Ф. -  //. с., Мороз Ю.В.,

Тумилович М,К.
I НУ «Институт физиологии НАН Беларуси», Минск, Беларусь,

nikandrov@fizio.bas-net. by

Judge to microscopy methods, the exposition of organotypical culture of
hnvirie parathyroid gland with plasminogen or streptokinase led to preservation
ні < ell structure at blood plasma protein-deficient medium. Moreover, the expo-
Hinin of the culture with plasminogen stimulated secretory ability of parathyro-
* ylrs.

Key words: plasminogen, streptokinase, parathyroid gland, organotypical
• tiltlire

Введение, Важную роль в обеспечение гомеостаза играют паращи-
іпнидньїе железы, участвующие в регуляции уровня ионизированного
кініііция в крови путем образования паратгормона. Недостаточность его
педст к катастрофическим, нередко фатальным последствиями для орга
ни іма. Наиболее частой причиной возникновения такой недостаточности
миляются нарушение целостности паращитовидных желез, удаление их во
время операций, при лучевой терапии, а также деструкция ткани паращи-
нжидных желез аутоиммунного и другого генеза. Иногда причину возник
новения недостаточности уровня паратгормона установить трудно. Это -
идиопатический гипопаратиреоз, вызванный, например, врожденным по
роком развития паращитовидных желез.

Несмотря на изложенное, функционально-метаболическая специфи
ка ткани паращитовидной железы, молекулярные основы регуляции жиз
недеятельности паратироцитов и инициации патологических процессов н
них остаются изученной крайне недостаточно. Это во многом обусловлено
методическими сложностями работы с культурами этой ткани.

Ранее нами была продемонстрирована важная роль компонентов зве
на «плазминоген (Pg)-nnaiMHH» (в частности Pg и его активатора -  стреп
токиназы, SK) для клеток нервной ткани [1,2]. Принимая во внимание спо
собность паратироцитов продуцировать белок-предшественник фактора
роста нервов (npoNGF) [3], логично было предположить, что и для жизне
обеспечения клеток ткани паращитовидной железы, а также инициации в
ней патологических процессов эти протеины имеют большое значение.
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Материалы и методы исследований. Исследования пронощкщ |
паращитовидных железах (ПЩЖ) молодых бычков, которые в фи
ческом растворе доставляли в лабораторию из убойного цеха мясомнмв
ната сразу после извлечения. Железы выделяли из комплекса со щиюцф
ными железами, идентифицируя по форме, топографии, цвету и миіфЯ
структуре [4].

В работе использовали питательную среду DMEM, эмбриона и.и.я
телячью сыворотку крови (ЭТС) и раствор трипсина (Sigma, США)
тальные реактивы были производства стран СНГ.

Для получения органной культуры ткань ПЩЖ разделяли на фрін
менты объемом до 2 мм3 и помещали в чашку Петри на покрытые коллни
ном покровные стекла. Эксплантаты выращивали в питательной іріш
DMEM, содержащей 15% ЭТС и гентамицин, при температуре 37 °С и я|
мосфере, содержащей 5% СО2. Спустя 24 ч питательную среду с нспри
крепившимися эксплантатами удаляли, культуры промывали растворим
Хенкса и приливали свежую ростовую среду. В дальнейшем смену пни
тельной среды проводили через каждые 48 или 72 ч.

Рост и состояние культур контролировали с помощью прижизненно!
микроскопии в проходящем свете или при фазовом контрасте. Для морфі»
логической идентификации зону роста органных культур окрашивали к»
матоксилин-эозином [5.]. Для электронно-микроскопического исследоїш
ния культуры фиксировали в 3%-ном забуференном растворе глутаровою
альдегида, затем измельчали и фиксировали в 1%-ном растворе четырех-
окиси осмия. После дегидратации в спиртах восходящей крепости матери
ал заключали в аралдит [6]. Ультратонкие срезы готовили на микротоме
LKB III (Швеция), контрастировали цитратом свинца и анализировали ни
электронном микроскопе JEM-100 В (Япония).

Результаты и их обсуждение. Наблюдения за развитием органоти
пической культуры ПЩЖ проводили вплоть до 20 сут. В экспериментах
использовали хорошо развитые (14 сут in vitro) культуры со сформирован
ными зонами роста. В культуре после окраски гематоксилин-эозином чет
ко просматривались железистые клетки и клетки стромы. Добавление в
питательную среду Pg (10 7 М) в первые сутки приводило к изменению
размеров клеток (их увеличению), повышению в 1,5 раза количества дву
ядерных клеток, что свидетельствует об активации их пролиферативной
активности. Через 3 сут экспозиции в этих культурах увеличивалась ско
рость формирования монослоя по отношению к контрольным культурам.
На препаратах, окрашенных гематоксилин-эозином, в некоторых главных
клетках ПЩЖ выявлено нарушение целостности плазматической мембра
ны и скопление в этом месте множества зернистого материала, что может
свидетельствовать об усиленном образовании секреторных гранул (рис. 1),
а следовательно, о стимуляции их секреторной активности при действии
Pg-
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Примечание: а -  ДМЕМ + 15% ЭТС; б -  ДМЕМ +15% ЭТС + Pg, 10 7 М; окраска гема-
Hikt илин-эозином. У в. 40.

Рис. 1. Влияние плазминогена ( Ю’7 М) при экспозиции 3 сут на развитие клеток
ирг а і атипической культуры паращитовидной железы бычков (17 сут in vitro).

Электронномикроскопические исследования показали, что при экс
позиция органотипической культуры ПЩЖ в стандартной питательной
греде, содержащей 15 % ЭТС клетки сохраняли свою ультраструктурную
организацию, лишь в ядрах отмечена конденсация хроматина, секреторные
пузырьки немногочисленны (рис.2а). Перевод культур на дефицитную по
белкам крови среду (0,5% ЭТС) приводило к инициации в клетках значи-
ісльньїх деструктивных перестроек. Одновременное внесение в питатель
ную среду 2000 МЕ/мл SK позволило сохранить их структурную организа
цию (рис.26). Главные клетки имели характерный вид -  цитоплазма со
держит митохондрии, умеренно развитый эндоплазматический ретикулум.
Внесение в дефицитную по белкам питательную среду Pg (10 9 М) также
сдерживало разрушение исследуемых клеток (рис.2г). В концентрации 10 7

М Pg вызвал усиление секреторной активности главных клеток. В цито
плазме выявлялись участки с обилием секреторных гранул, причем неко
торые гранулы имели классический вид -  небольшие размеры, ограничены
мембраной, у них хорошо просматривался темный центр, окруженный
светлой каймой, а другие увеличены в размерах и при наличии темного
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центра окружены каймой высокой электронной плотности (рис. 2в).
Кроме этого наблюдалось просветление матрикса митохондрн(Ц

расширение ЭПР, просветление цитоплазмы на одном участке и комшчя
трация поли- и рибосом на другом.

в
Примечание: а — участок цитоплазмы главной (секреторной) клетки, окружающей капилляр, В

цитоплазме выявляются секреторные пузырьки, характерные по структуре для данного типа клеток. Кон
троль Среда ДМЕМ + 15 % ЭТО Ув 10000

б -  прилежащая к широкому капилляру главная клетка с единичными секреторными
гранулами, хорошей сохранностью органелл цитоплазмы Среда ДМЕМ + 0,5 % ЭТС + SK.
2000 МЕ/мл Ув, 10000.

в -  главная клетка с увеличенной секреторной активностью: конденсация ядерною
хроматина, расширение ЭПР, увеличение количества секреторных гранул. Среда ДМЕМ + 0.5
% ЭТС f  Pg, 10’ 7 М. Ув 7200

г -  главная клетка с хорошей сохранностью органелл Среда ДМЕМ + 0,5 % ЭТС + Pg,
10 4 М. Ув. 10000,

Рис. 2. Ультраструктурная организация клеток паращитовидной железы в орга
нотипической культуре бычка при действии стрептокиназы или плазминогена, экспо
зиция 24 ч

Следовательно, компоненты звена «плазминоген-плазмин» оказы
вают сильное воздействие на клетки паращитовидной железы, обеспечивая
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п  11 i i i l k o  структурную целостность их, но и существенно ВЛИЯЯ НИ С( к р с

мную способность. Это позволяет считать, что данное звено значимо н и
«. инна ні и и генезисе патологических изменений паратироцигов. В на-
■іічіцсе время данный вопрос практически не изучен, что диктует в пер-
цныиве проведение нами специальных исследований в данном направле
нні
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