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Р. И. Гронская, Е. Ф. Полукошко, М. К. Тумилович, В. Н. Никандров

ВЛИЯНИЕ МАРГАНЦА И ПЛАЗМИНОГЕНА НА НЕКОТОРЫЕ ПОКАТЕЛИ
ФУНКЦИОНАЛЬНО-МЕТАБОЛИЧЕСКОГО СТАТУСА КЛЕТОК С6

И НЕОКОРТЕКСА КРЫСЫ

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь

Марганец является истинным биоэлементом, необходимым для нормальной
жизнедеятельности организма. Он входит в состав ряда энзимов углеводного обмена,
митохондриальной Мп-супероксиддисмутазы, образует комплексы с нуклеиновыми
кислотами, фосфатами, ускоряет выработку антител и синтез витамина С. Полноценное
функционирование центральной нервной системы без этого элемента невозможно.

Однако при избыточном поступлении в организм (на производстве, в составе питьевой
воды и др.) марганец является оказывает токсическое действие на нервную систему,
выражающееся в ряде функциональных нарушений центральной нервной системы, включая
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чхудшение памяти, депрессию, развитие паркинсонизма и энцефалопатию, а также
нарушение мышечного тонуса, замедленность и скованность движений, расстройство
походки [1-3]. В тяжелых случаях отравление соединениями марганца приводит в развитию
отека мозга.

Ранее [4, 5] нами был показаны нейротрофические свойства плазминогена и его
нейропротекторная способность на фоне повреждающего действия на клетки нервной ткани
факторов различной природы.

Цель настоящей работы -  изучить характер действия плазминогена при повреждающем
действии ионов марганца на клетки культур глиомы С6 и коры головного мозга
новорожденной крысы.

Материалы и методы. Исследования проведены на перевиваемой клеточной линии
крысиной глиомы С6, полученной из Российской коллекции клеточных культур
позвоночных (Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия) и органотинических
культурах коры головного мозга новорожденных крыс, выращенных на покрытых
коллагеном стеклах или в пластиковых чашках Петри.

Клетки культивировали в синтетической питательной среде ДМЕМ (Sigma, США),
содержащей 10% телячьей эмбриональной сыворотки крови (ТС, Sigma, США), в ССЪ-
инкубаторе “Heracell” (Швейцария) при 37°С в атмосфере 5% СО? и 95% воздуха. Каждые 2 -
3 суток питательную среду заменяли свежей.

За 24 ч до эксперимента культуральную жидкость удаляли, клетки заливали свежей
питательной средой, содержащей 0,5% или 1% ТС. Через 24 ч вносили МпСЬ в концентрации
1СГМ и плазминоген в концентрации Ю ^-Ю ^М.

Жизнеспособность культур определяли с помощью прижизненной микроскопии, а
также после окрашивания препаратов трипановым синим.

Морфометрические исследования проводили на микроскопе “Leica DM 1000-3000”
(Германия) с помощью компьютерной программы Image J. (National Institutes of Health,
USA).

Цито- и кариометрия включала в себя определение ядерно-цитоплазматического
отношения (ЯЦО) — отношение между площадью ядра и площадью цитоплазмы живой
клетки, а также коэффициента удлинения (Feret-удлинение или диаметр Фере),
характеризующего удлиненность клетки и оцененного по формуле: Fei= Feret |Пах/ Feret mjn .

Суммарное количество анализируемых клеток составляло 250-300. Количество
исследованных культур в каждой серии -  >10. В каждой серии экспериментов клетки,
имеющие по 0, 1,2, 3, 4 и более отростков, были разделены на 5 групп соответственно.

Активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ, КФ 1.1.1.27) определяли по редукции пирувата
натрия, используя оптический тест Варбурга, в ростовой среде в и клетках культуры нервной
ткани.

Активность внутриклеточных протеиназ определяли спектрофотометрически по
расщеплению казеина по накоплению тирозин- и триптофансодержащих
кислоторастворимых продуктов, регистрируя величину абсорбции при 280 нм, как описано
ранее [6].

Статистическую значимость полученных результатов оценивали при помощи критерия
Манна-Уитни для непараметрических выборок с использованием пакета программ Statistica
7.0. Различия считались значимыми при /?<0,1-0,05.

Результаты и их обсуждение. Проведенные исследования показали, что через 24 ч в
контрольной культуре доля жизнеспособных клеток увеличилась на 87%, тогда как после
внесения в питательную среду хлорида марганца эта доля не превышал 9%.

В клетках контрольных культур площадь клеток и их периметр возросли на 20 и 18%
соответственно (/?<0,05). Наблюдалась тенденция к увеличению коэффициента удлинения
клетки.

Воздействие хлорида марганца не приводило к заметным изменениям этих параметров.
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Совместное добавление в питательную среду соли марганца и плазминогена позволяло
сохранять указанные параметры близко к контролю.

По сравнению с контролем после добавления хлорида марганца в культурах через 24 ч
повышение ЯЦО наблюдалось в клетках, не имеющих отростков, на 26%, а в клетках с
одним и двумя отростками -  на 45% (Р < 0,05). Тенденция к увеличению этого параметра
выявлена и в трехотростчатых клетках. В культурах клеток с четырьмя и более отростками
л  от показатель близок к контрольным значениям.

При внесении в питательную среду одновременно с МпСЬ плазминогена (10 ° М)
величина ядерно-цитоплазматического отношения в клетках, лишенных отростков,
приближалось к таковой контроля, в клетках с одним и двумя отростками этот показатель
снижался на 27% (Р < 0,05) но сравнению с эффектом ионов марганца, а в клетках с тремя и
более отростками достоверных изменений не выявлено.

Процессы, определяющие характер перестроек структуры клетки, регулируются рядом
биохимических механизмов, включая реакции внутриклеточного протеолиза

Нами изучен уровень АТР- и кальций-активируемого протеолиза в клетках культуры
глиомы С6 после экспозиции клеток в течение 24 ч с плазминогеном (в концентрациях 10-6 и
10~7М) на фоне токсического воздействия на культуру хлорида марганца. При указанном
воздействии выявлено увеличение уровня указанных типов протеолиза в клетках глиомы
С6.

Рис. 1. Влияние хлорида марганца в концентрации 1(j  М на клетки глиомы С6 при
культивировании в питательной среде, содержащей 1% ТС.

Прижизненные наблюдения одного участка зоны роста, фазовый контраст, х 12,5.
А и В -  контрольные культуры, Б и Г -  культуры после добавления хлорида марганца.

Время экспозиции -  А и Б -  0 ч, В и Г -  24 ч
Статистически достоверным было повышение уровня ATP-активируемого протеолиза

на фоне воздействия соли марганца при обеих концентрациях плазминогена: 10“7 М -  на
21,8% и 1СГ6 М -  на 18,4%. Действие зимогена в обеих концентрациях обусловило рост
уровня 1Са2+-активируемого протеолиза: при концентрациях 10’7 М -  на 93,9% и 10’° М -  на
85,7%).

Следовательно, в клетках глиомы С6 при данных воздействиях выявлены значительные
изменения уровня АТР- и кальций- активируемого протеолиза, реакции которого участвуют
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в расшеплении молекул короткоживущих и «состарившихся» белков, деструкции
компонентов цитоскелета, ряде других процессов, способны изменять пластичность
мембран.

Методами прижизненной микроскопии установлено, что добавление в ростовую среду
6 - |0-суточных культур неокортекса крыс МпСЬ (Ю^М) вызывало токсический эффект,
который сопровождался появлением зернистости цитоплазмы, вакуолизацией и
повреждениями отростков значительного количество клеток. Спустя 3-5 суток наблюдались
более грубые изменения, приводившие к гибели всего клеточного монослоя.

Добавление в ростовую среду таких культур плазминогена (10 - 10” М) увеличивало
продолжительность жизни клеток на 48-72 ч. Спустя 24 ч отмечалось уменьшение
количества поврежденных клеток на 10-15 % по отношению к контролю.

Активность ЛДГ через 24 ч после добавления в питательную среду хлорида марганца в
ростовой среде и в клетках культуры коры головного мозга (фрагменты коры головного
мозга объемом не более 3-6 мм и весом 3-5 мг) существенно возросла на 96,3 и 74,2%,
сот ветственно (/2<0,1).

Добавление в инкубационную среду одновременно с ионами марганца плазминогена
10 (-  10” М способствовало в сравнении с действием только соли марганца уменьшению
уровня активности внутриклеточной ЛДГ на 8,1 и 31,0 % (р<0,1) и в ростовой среде -  на 34,0
и 41,5% соответственно.

Таким образом, полученные результаты дают основания считать, что плазминоген
способен заметно нивелировать токсический эффект ионов марганца на различные типы
клеток культур нервной ткани.
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