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ВЛИЯНИЕ СТРЕПТОКИНАЗЫ НА НЕКОТОРЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ 
ФУНКЦИОНАЛЬНО-МЕТАБОЛИЧЕСКОГО СТАТУСА КЛЕТОК С6 

И НЕОКОРТЕКСА КРЫСЫ НА ФОНЕ ТОКСИЧЕСКОЙ 
ГИПЕРГИДРАТАЦИИ, ВЫЗВАННОЙ ИОНАМИ МАРГАНЦА

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь

Характер метаболических процессов в нервной ткани во многом определяет-
ся внутри- и межклеточными взаимодействиями. Существенную роль в их реа-
лизации принадлежит протеолизу. В предыдущих публикациях нами было опи-
сано ранее неизвестное неопосредованное кровотоком воздействие стрептокина-
зы (SK) – сильнейшего активатора плазминогена (Pg) на клетки нервной ткани  
в органотипических, диссоциированных и перевиваемых культурах [3].

Токсическая гипергидратация может развиваться при интоксикации марган-
цем (Mn) у пациентов с хронической почечной недостаточностью, находящихся 
на гемодиализной терапии, в случаях бесконтрольного употребления витаминно-
минеральных комплексов или биологически активных добавок, при острой или 
хронической печеночной недостаточности, при случайном отравлении перманга-
натом калия. При этом в организме развиваются патологические процессы – на-
рушения высшей нервной деятельности, паркинсонизм, различные энцефалопа-
тии. Имеются данные о том, что при марганцевой интоксикации первично пора-
жаются астроциты, затем – нейроны вследствие глиальной дисфункции [1, 2, 5]. 

Целью нашей работы было изучение способности SK влиять на течение ток-
сических повреждений, вызванных ионами марганца, в клетках культуры глиомы 
С6 и коры головного мозга новорожденной крысы. 

Материалы и методы. Исследования проведены на органотипических и дис-
социированных культурах коры головного мозга новорожденных крыс и на клет-
ках крысиной глиомы С6, полученной из коллекции клеточных культур 
Республиканского научно-практического центра эпидемиологии и микробиоло-
гии (Минск, Беларусь).

Органотипические и диссоциированные культуры коры головного мозга но-
ворожденных крыс выращивали на покрытых коллагеном стеклах или пластико-
вых чашках Петри. Иногда в целях лучшей адгезии клеток к субстрату эксплан-
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таты обрабатывали 0,25%-ным раствором трипсина при t = 37 oC в течение  
3–5 мин. Диссоциированную культуру коры головного мозга получали фермента-
тивно-механическим способом с использованием комбинации 0,25%-ного раство-
ра трипсина и 0,1–0,2%-ного коллагеназы. Mn добавлялся в питательную среду, 
содержащую 10 % телячьей эмбриональной сыворотки крови (ТС) в концентра-
ции 10–4 М. Время наблюдения 1–14 сут. in vitro. Количество исследованных куль-
тур в каждой серии составило ≥ 10.

В качестве основной ростовой среды для всех культур применяли ДМЕМ 
(Sigma, США) с добавлением 10 % ТС (Sigma, США, или HYClone) и 50 мкг/мл 
гентамицина (РУП «Белмедпрепараты»). Культуры содержали в СО2-инкубаторе 
Heracell (Швейцария) при 37 ºС. При пересеве клеток глиомы С6 использовали 
0,25%-ный раствор трипсина и 0,02%-ный раствор версена EDTA (Sigma, США).

В экспериментах использовали два типа питательных сред: контрольные сре-
ды, содержащие 1 % ТС, и опытные: а) в среду с 1 % ТС добавляли Mn в конечной 
концентрации 10–4 М; б) в питательную среду с 1 % ТС, содержащую 10–4 М Mn, 
добавляли 2–2000 МЕ/мл SK (РУП «Белмедпрепараты»). 

Для выполнения экспериментальных манипуляций клетки глиомы С6 после 
снятия, ресуспензировали в ростовой среде и пассировали в пластиковые чашки 
Петри с плотностью 50–250 тыс. клеток/мл. На протяжении всего периода куль-
тивирования проводили прижизненное наблюдение состояния клеток на микро-
скопе Leiсa (Германия), оснащенном цифровой фотокамерой. Количество иссле-
дованных культур в каждой серии – пять. 

Активность фермента лактатдегидрогеназы (ЛДГ) определялась кинетиче-
ским методом в мкмоль/мин·мг белка при помощи набора реагентов производ-
ства НТПК «Анализ Х», Беларусь.

Активность внутриклеточных протеиназ определяли спектрофотометриче-
ски по расщеплению казеина по накоплению тирозин- и триптофансодержащих 
кислоторастворимых продуктов, регистрируя величину абсорбции при 280 нм, 
как описано ранее [4].

Статистическую значимость полученных результатов оценивали при помощи 
критерия Манна–Уитни для непараметрических выборок с использованием паке-
та программ Statistica 7.0. Различия считались значимыми при Р < 0,05. 

Результаты и обсуждение. Внесение в состав питательной среды SK (как 20, 
так и 2000 МЕ/мл) способствовало выживанию клеток неокортекса при культиви-
ровании их в питательной среде, содержащей ионы марганца (10–4 М). Спустя 
сутки глиальные клетки сохраняли полигональную или отростчатую форму. 
Лишь небольшое количество клеток (10–15 %) теряли свою форму, округлялись  
и всплывали. Удлинение времени культивирования клеток неокортекса в пита-
тельной среде, содержащей хлористый марганец и стрептокиназу (до 3 сут.), спо-
собствовало сохранению архитектоники культуральной системы, клетки продол-
жали свое развитие – отростки удлинялись и формировали контакты между собой, 
в соме клеток просматривались ядра с ядрышками и цитоплазма. Взятые вместе, 
эти показатели свидетельствовали о жизнеспособности исследуемых культур.

ЛДГ является одним из ключевых ферментов метаболизма и оказывает суще-
ственное влияние на окислительно-восстановительный потенциал клетки. Кроме 
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того, в культурах клеток и тканей она является косвенным маркером увеличения 
или уменьшения гибели клеток in vitro.

Изменение уровня ЛДГ в кондиционированной среде 12-суточной культуры 
коры головного мозга новорожденной крысы при 90-минутной и суточной инку-
бации с ионами марганца и SK подтверждают токсическое влияние марганца (10–4 М) 
на клетки культуры неокортекса, а также положительный эффект SK, добавленной 
с ростовую среду в концентрации 20 и 2000 МЕ/мл совместно с Mn.

Таким образом, показано, что SK в концентрациях 20 и 2000 МЕ/мл оказыва-
ет нейротрофный эффект на фоне действия ионов Mn при концентрациях 10–4 М 
и способствует дальнейшему развитию и росту клеток в органотипической и дис-
социированной культуре неокортекса крысы.

Одновременное внесение в питательную среду 5-суточной культуры клеток 
С6 Mn (10–4 М) и SК в концентрациях 2 и 200 МЕ/мл соответственно повысило 
количество клеток на 17 и на 34 % (Р < 0,05) при сравнении с культурами, обрабо-
танными одним Mn. Предварительное внесение за 2 сут. до начала эксперимента 
в ростовую среду SK в тех же концентрациях увеличило количество клеток на 13 
и 28 % (Р < 0,05). SК в концентрации 200 МЕ/мл обеспечила сохранность много-
отростчатых клеток. 

При влиянии MnCl2 многие клетки теряли прозрачность цитоплазмы, наблю-
далась вакуолизация клеток и изменение объема их: набухание или сморщива-
ние, изменение архитектоники цитоскелета. Описанная патология клеток дозо-
зависимо снижалась в дочерних культурах с добавкой в питательную среду SК. 
Таким образом, SК повышало устойчивость клеток к повреждающему влиянию 
соли марганца.

Изучалась активность некоторых протеиназ при токсической гипергидрата-
ции в клетках С6 и ее коррекции SК. Результаты, полученные в ходе эксперимен-
тов по изучению АТР-, I и II Cа2+-зависимых протеиназ в этих клетках при упо-
мянутых воздействиях, представлены в табл. 1 и 2.

Таблица 1. Изменение активности АТР- и Са2+-зависимых протеиназ в клетках глиомы 
С6 при 20 мин инкубации их с марганцем, и стрептокиназой

Вариант 
эксперимента

Интенсивность протеолиза

АТР-активируемого I Са2+-активируемого II Са2+-активируемого

усл. ед.  % усл. ед.  % усл. ед.  %

Контроль 0,4586 100 0,0191 100 0,0076 100
MnCl2 0,4492 97,9 0,0094 49,2* 0,0028 36,8*
SK, 0,2 МЕ/мл 0,3957 86,3* 0,0161 84,3* 0,0018 23,7*
SK, 200 МЕ/мл 0,4103 89,5* 0,0051 26,7* 0,0007 9,2*
MnCl2 + SK 0,2 МЕ/мл 0,4202 91,6 0,0082 42,9* 0,0047 61,8*
MnCl2 + SK, 200 МЕ/мл 0,4036 88,0* 0,0046 24,1* 0,0068 89,5*

* Р ≤ 0,05.
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Таблица 2. Изменение активности АТР- и Са2+-зависимых протеиназ в клетках глиомы 
С6 при 24-часовой инкубации их с марганцем и стрептокиназой

Вариант 
эксперимента

Интенсивность протеолиза

АТР-активируемого I Са2+-активаруемого II Са2+-активаруемого

усл. ед.  % усл. ед.  % усл. ед.  %

Контроль 0,4145 100,0 0,0033 100,0 0,0033 100,0
MnCl2 0,4634 111,8* 0,0103 312,1* 0,0060 95,2
SK, 0,2 МЕ/мл 0,4961 119,7 0,0178 539,4 0,0241 349,3
SK, 200 МЕ/мл 0,4678 112,9 0,0112 339,4* 0,0131 189,9
MnCl2 + SK, 0,2 МЕ/мл 0,5331 128,6* 0,0108 327,3 0,0194 307,9
MnCl2 + SK, 200 МЕ/мл 0,3881 93,6 0,0154 466,7 0,0137 217,5

* Р ≤ 0,05.

Из табл. 1 видно, что при 20-минутной инкубации клеток глиомы С6 с Mn  
и SK активность как энергозависимых, так и кальцийзависимых протеаз значи-
тельно снижалась по сравнению с контрольными значениями.

При суточной инкубации клеток глиомы С6 с SK на фоне токсической гипер-
гидратации активность всех исследуемых ферментов повышалась. Достоверными 
были повышения активности энергозависимых протеиназ при концентрации SK 
0,2 МЕ/мл. При внесении в культуральную среду SK в концентрации 200 МЕ/мл 
активность данных ферментов повышалась незначительно. Действие SK также 
повышало кальпаиновую активность, однако значения не были достоверными 
(табл. 2).

Полученные результаты показывают, что внесение в культуру клеток С6 
стрептокиназы на фоне токсической гипергидратации вызывало значительные 
сдвиги активности энерго- и кальцийзависимых протеиназ. Одной из основных 
причин нарушения активности энерго- и кальцийзависимых протеиназ клеток С6 
в наших условиях эксперимента является освобождение протеиназ из клеточных 
структур при нарушении мембранной проницаемости последних. 

Таким образом, полученные результаты дают основания считать, что SK спо-SK спо- спо-
собна заметно нивелировать токсический эффект ионов марганца на различные 
типы клеток культур нервной ткани.
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