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Введение. Являясь одним из значимых метаболитов организма, глицин в ЦНС млекопитающих вы­

полняет главным образом функцию ингибиторного нейротрансмиттера. Благодаря способности защи­

щать клетки от избыточного действия катехоламинов, глутамата, аспартата и участию в синтезе глутатиона

данная аминокислота активно используется при лечении инфаркта мозга, нейропатии, эпилепсии, судо­

рожных состояний, различных нейродегенеративных заболеваний и деменций. Результаты ауторадиогра­

фического и иммунореактивного анализа показали, что стрихнин- и глицин-связывающие участки в ЦНС
крысы широко распространены в спинном мозге, мозжечке, обонятельной луковице, таламусе, гипотала­

мусе, в дискретных ядрах мозгового ствола (в ядрах тройничного нерва, клиновидном ядре, ретикуляр­

ном ядре и др.), сетчатке [1]. Установлено также, что спинной мозг имеет как высокоаффинную, так и низ­

коаффинную систему захвата глицина (Кт< 0,05 мМ и Кт > 0.1 мМ соответственно), а кора головного

мозга -  только низкоаффинную [2].

Несмотря на применение глицина в нейрофармакологии, мало изучены его внутриклеточные эффек­

ты в нормальной ткани, еще меньше -  в неопластической. Среди новообразований ЦНС человека наибо­

лее часто (62%) встречаются опухоли нейроэктодермального происхождения, в частности глиомы. Харак­

терным показателем функционально-метаболического состояния клетки является активность цитоплаз­

матического фермента -  лактатдегидрогеназы (ЛДГ; КФ 1.1.1.27), катализирующей конечную реакцию

гликолиза [3]. В единичных работах упоминается о наличии у нормальных глиальных клеток собствен­

ной глицин-расщепляющей системы [4, 5]. О данной системе в клетках культуры С6 почти ничего не из­

вестно, несмотря на значительное сходство неопластической культуры (рецепторного аппарата, процес­

сов катаболизма) с нормальной [6].

Цель исследования -  провести анализ изменения активности лактатдегидрогеназы на перевиваемой

крысиной культуре глиомы С6 на фоне действия глицина в широком диапазоне концентраций.

Материалы и методы исследования. Суспензию культуры глиомы С6 плотностью 104-105 клеток

на 1-10 мл высевали на пластиковые или стеклянные чашки Петри размером 94x16 мм в синтетическую

питательную среду DMEM (Sigma, Германия), содержавшую 10% телячьей сыворотки крови (Sigma, Гер­

мания), и культивировали в СО2-инкубаторе при 37 °С в атмосфере 5% СО2 и 90% влажности. Культиви­

рование со сменой среды 1 раз в течение 3 сут продолжали до получения необходимого количества кле­

ток (маточная культура), после чего клетки пересевали на чашки Петри в количестве 106/чашку. Через

сутки культуральную среду заменяли на такую же, но содержавшую 0,5% сыворотки (дефицитная

по белкам крови питательная среда). Через 72 ч в среду вносили глицин (Applichem, Германия) в концен­

трациях 0,01; 0,1; 1,0; 10,0; 25,0 мМ. По истечении 24 ч клетки отделяли от кондиционированной среды

путем центрифугирования в течение 5 мин при частоте 2000 об/мин и гомогенизировали на льду в деиони­

зированной воде при разведении на 1 млн клеток 1 мл бидистиллированной воды.

Активность лактатдегидрогеназы определяли в гомогенате и кондиционированной среде с помощью

спектрофотометра Сагу 100 Bio, регистрируя снижение концентрации NADH (Sigma, США) в ходе ката­

лизируемого ЛДГ превращения пирувата в лактат [7]. Величину абсорбции NADH определяли при 340 нм.

Ферментативную активность выражали в мкМ NADH в минуту на 1 мг белка.

В гомогенате клеток спектрофотометрически измеряли количество белка, используя программное

обеспечение, основанное на методе Варбурга-Христиана. Количество белка (мкг/мл) измеряли по абсорб­

ции при 280 нм (с поправкой на 260 и 320 нм) на 0,1 М фосфатном буфере, pH 7,5 (Sigma, США).

Воздействие глицина при каждой из концентраций осуществляли в 5 повторах. Статистическую зна­

чимость полученных результатов оценивали при помощи теста непараметрического анализа (критерии

Манна-Уитни) в программе Statistica 6.0.

Результаты и их обсуждение. Значения активности ЛДГ в клетках культуры глиомы С6 и кондицио­

нированной среде (см. рисунок) представлены в виде отклонения (в %) от значений контроля (клетки без

влияний глицина).

Значительные изменения в культуре С6 наблюдались при введении глицина в питательную среду

в концентрациях 0,1; 10,0; 25,0 мМ, что может свидетельствовать о способности клеток глиомы С6 к низко-
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Характер изменения активности ЛДГ в клетках культуры глиомы С6 и кондиционированной среде под действием

различных концентраций глицина. * -  достоверность различий (Р < 0,05) по отношению к контролю

аффинному захвату аминокислоты, свойственному коре головного мозга и спинному мозгу [2]. Однако

это предположение требует более тщательного изучения систем захвата глицина в культуре С6.

Инкубация клеток культуры С6 в течение 24 ч с глицином в концентрации 0,01-25,0 мМ показала од­

нонаправленное действие на активность ЛДГ в кондиционированной среде: наблюдалось падение актив­

ности данного гликолитического фермента на 3-42%. Интересно отметить, что в диапазоне концентра­

ций 0,1-25,0 мМ глицина наблюдалась, в целом, обратно пропорциональная зависимость активности ЛДГ

в кондиционированной среде от концентрации аминокислоты (см. рисунок).

Что касается изменений активности ЛДГ в гомогенате клеток глиомы С6, то через 24 ч зависимость

ферментативной активности от исследуемого агента носила сложный характер. При минимальной дозе

глицина (0,01 мМ) в питательной среде наблюдалось 20%-ное увеличение активности ЛДГ в клетках.

В остальных случаях активность дегидрогеназы только снижалась. Интенсивность энзиматической

трансформации пирувата в лактат при концентрации глицина 0,01 мМ частично обусловлена усилением

пролиферации и, вероятно, связана с изменением метаболических процессов. Такие метаболические из­

менения могут быть вызваны активацией широко представленных у С6 клеток NMDA- и GABA-рецеп­

торов, главным коагонистом которых выступает глицин [8], или активацией глицином протеолитической

системы. Накопление молочной кислоты в нервных клетках зачастую принимается за отрицательный

прогноз жизнедеятельности клетки с ожидаемой последующей гибелью.

Значения количества внутриклеточного белка приведены в таблице. Все результаты представлены

как среднее арифметическое ± стандартное отклонение.

Количество внутриклеточного белка в глиоме С6 под действием различных концентраций глицина

Показатель
Концентрация глицина, мМ

0,01 0,1 1,0 10,0 25,0

Белок, мкг/мл 24,76 ± 3,55 32.80 ±6,95* 36,98 ± 5,97* 29,26 ± 2,73 28,0 ±4,26

* Различия достоверны по отношению к контролю (Р < 0,05).

При введении в питательную среду глицина отмечали увеличение количества белка в клетках глиомы

С6 во всем диапазоне концентраций. При концентрациях глицина 0,1 и 1,0 мМ наблюдали значительное

увеличение количества белка в клетках -  на 37 и 55% соответственно. Наблюдаемый эффект, вероятно,

вызван повышением функциональной активности клеток глиомы С6, так как известно, что глицин акти­

вирует многие биоэнергетические процессы в клетке, оказывая влияние на транспорт ионов (СГ, КГ, Са2+),

обмен нуклеиновых кислот, углеводов и белков [9].

Заключение. Анализ полученных данных позволяет заключить следующее: а) глицин в концентра­

циях от 0,1 до 25,0 мМ способствует сохранению целостности цитоплазматических мембран клеток кры­

синой культуры глиомы С6, на что указывает снижение активности лактатдегидрогеназы в кондициони­

рованной среде и клетках; б) при 24 ч инкубации клеток с глицином в концентрациях 0,1 и 1,0 мМ коли­

чество белка в клетках культуры С6 увеличивается на 37 и 55% соответственно. Полученные результаты

исследования могут иметь большое значение для культивирования нервной ткани, а также в современной

нейрофармакологии при лечении нейродегенеративных заболеваний.
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Т V. KEPUSHEVSKAYA, И N  NIKANDROV, R. I. GRONSKAYA

ALTERATIONS OF С6 GLIOMA CULTURE LACTATE DEHYDROGENASE
ACTIVITY UNDER UNDER THE INFLUENCE OF GLYCINE

Summary

Rat C6 glioma cell culture has been investigated. The C6 glioma lactate dehydrogenase activity analysis under the effect

of glycine in broad diapason of concentrations has been performed.

With the help of C6 glioma cultivation method, biochemical technique of lactatedehydrogenase activity evaluation in

cells and medium and spectrophotometric protein revelation the presence of low-affinity glycine uptake system in C6 glioma

was revel. The essential decrease of glioma cell LDG activity was with 0.1; 10.0 and 25.0 mM glycine concentrations. The

results of current research may make a valuable contribution to neural tissue cultivation and up-to-date neuropharmacology.

УДК 5773

E. В. КОВШ1, E. И  КОВАЛЕНКО2, Г. H  СЕМЕНКОВА2, И. Э. АДЗЕРИХО1

КИСЛОРОД АКТИВИРУЮЩАЯ СПОСОБНОСТЬ ФАГОЦИТОВ КРОВИ
БОЛЬНЫХ ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА

С ВЫСОКИМ РИСКОМ РАЗВИТИЯ ИНФАРКТА МИОКАРДА
И/ИЛИ НЕСТАБИЛЬНОЙ СТЕНОКАРДИЕЙ

’Республиканский научно-практический центр «Кардиология», Минск, Беларусь,
2Белорусский государственный университет, Минск

Введение. К настоящему времени доказано, что интенсификация свободнорадикальных процессов,

накопление липогидропероксидов и активных карбонильных соединений играют ключевую роль в раз­

витии атеросклероза и сердечно-сосудистых патологий [1,2]. Однако факторы, ответственные за окисли­

тельный стресс при ряде заболеваний, все еще не раскрыты. Естественными источниками активных кис­

лородных и карбонильных соединений в организме являются фагоциты крови. Нейтрофилы и моноциты

содержат ряд редокс-ферментов, которые при активации клеток под действием воспалительных интерме­

диатов генерируют активные формы кислорода, галогенов, азота, секретируют ферменты и другие веще­

ства, участвующие в воспалительном ответе [3, 4]. Среди кислородактивирующих ферментов наиболее

важными являются НАДФН-оксидаза и миелопероксидаза (МПО). Последняя может секретироваться

в экстрацеллюлярное пространство и осуществлять окисление субстратов не только в клетке, но и на уда­

лении от нее [4]. Нами было предположено, что у лиц, страдающих ишемической болезнью сердца (ИБС),

особенно с высоким риском инфаркта миокарда и/или нестабильной стенокардией, имеются нарушения

кислород активирующей и секреторной способности фагоцитов крови.

Цель работы -  выявить различия функциональных характеристик фагоцитов крови у больных ИБС

с высоким риском инфаркта миокарда и у здоровых лиц.

Материалы и методы исследования. В работе использованы декстран-500, фиколл-400, люминол,

люцигенин, fMLP (Sigma, США); урографин (Schering AG, Германия); остальные реагенты производства

«Анализ-Х», Беларусь.
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