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ВЛИЯНИЕ СТРЕПТОКИНАЗЫ И ЕЕ ЭКВИМОЛЯРНЫХ КОМПЛЕКСОВ
С ПИРУВАТКИНАЗОЙ НА КЛЕТКИ ГЛИОМЫ С6

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

(Поступила в редакцию 18.09.2006)

Введение. Стрептокиназа (СК) является белком, который продуцируется некоторыми штам­
мами Р-гемолитических стрептококков. Благодаря способности активировать фибринолиз СК
широко применяется в клинической практике для лечения тромбозов, эмболий, острого инфарк­
та миокарда, ишемических инсультов [1, 2]. Это ее фибринолитическое действие реализуется че­
рез активацию плазминогена (Пг) -  зимогена сериновой протеиназы [3]. Тот факт, что при тром­
ботическом инсульте происходит нарушение целостности гематоэнцефалического барьера (ГЭБ)
[4], свидетельствует о том, что при последующем проведении тромболитической терапии не ис­
ключена вероятность попадания СК в ЦНС. Это дает основание предположить, что СК оказыва­
ет непосредственное влияние на структурные элементы нервной ткани. Кроме того, описаны
случаи интратекального введения СК при туберкулезном менингите [5]. Несмотря на появивши­
еся в последнее время сообщения о регуляторном действии СК в отношении клеток ЦНС [6, 7],
роль ее в модулировании функций клеток нервной ткани далека от исчерпывающей ясности.
Поскольку белки в ткани существуют в пуле других белков и пептидов, велика вероятность фор­
мирования межмолекулярных белковых комплексов и ассоциатов. Так, было показано образова­
ние стабильных эквимолярных комплексов СК с некоторыми ферментами углеводного обмена,
в том числе с пируваткиназой (ПК) [8].

Цель работы -  проанализировать влияние СК и ПК на некоторые основные показатели функ­
ционально-метаболического состояния клеток глиомы С6 и проверить, изменяются ли биологи­
ческие эффекты исследуемых белков при их интеграции в эквимолярные комплексы.

Материалы и методы исследования. В качестве материала исследования была выбрана ли­
ния клеток крысиной глиомы С6, которая обычно используется для изучения ответа астроглии
на какие-либо воздействия. Данная линия была получена из российской коллекции клеточ­
ных культур (Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург). Клетки культивировали по стандар­
тному протоколу на чашках Петри на питательной среде DMEM (Sigma, США), содержащей 10%
эмбриональной телячьей сыворотки крови (Hyclone, Бельгия) и 25 мкг/мл гентамицина. В день
эксперимента клетки рассевали на чашки Петри (Sarstedt, США) диаметром 35 мм (плотность
посева составляла 25 000 клеток/см2 в 1 мл питательной среды). Через 24 ч питательную среду
сменяли на обедненную сывороточными белками (DMEM с 0.5%-ным содержанием эмбрио­
нальной телячьей сыворотки). На 3-й день в опытных чашках питательную среду сменяли на
бессывороточную (в контроле) либо на среду с содержанием пируваткиназы (Reanal, Венгрия),
стрептокиназы (ОАО «Белмедпрепараты», Беларусь) либо эквимолярных комплексов (ПК-СК).
В работе использовали следующие разведения исследуемых препаратов -  10"7, 10”9, 10-11 М. Пе­
ред внесением в культуру рабочие растворы стерилизовали фильтрацией через мембраны
(Millipore, США) с диаметром пор 0.22 мкм.

Определение содержания нуклеиновых кислот проводили по методу двухволновой спектро­
фотометрии, подробно описанному нами ранее [9].

Концентрацию клеток глиомы С6 считали при помощи камеры Горяева. Индекс пролиферации
рассчитывали как отношение конечной концентрации клеток к исходной (посевной) концентрации.
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Активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ, КФ 1.1.1.27) в среде инкубации клеток измеряли спект­
рофотометрически по методу [10]. Ферментативную активность выражали в нмолях NADH/мин
и рассчитывали на 1 мг белка.

Плазминоген-активаторную способность клеток анализировали при помощи метода лизиса
фибринового геля, как описано ранее [11]. Для постановки реакции клетки, проинкубированные
1 и 3 сут в бессывороточной среде DMEM с исследуемыми белками и их комплексами в концен­
трации 10"7 М, центрифугировали при 150 g в течение 5 мин, пипетировали в свежей среде
DMEM и доводили объем питательной среды таким образом, чтобы концентрация клеток соста­
вила 2 млн/мл. Из полученной взвеси брали по 30 мкл суспензии и наносили на чашки Петри,
покрытые слоем фибрина. Через 20 ч инкубации с клетками при 37 °С производили измерение
площади зон лизиса.

Все результаты представлены как среднее арифметическое ± стандартное отклонение не ме­
нее трех независимых измерений, выполненных в триплетах. Статистическая значимость полу­
ченных результатов была оценена при помощи U-теста для непараметрических выборок. Разли­
чия считали значимыми при Р<0.05. Статистическую обработку данных проводили с использо­
ванием пакета программ Statistica 6.0.

Результаты и их обсуждение. Для успешного решения вопросов по изучению биологическо­
го действия регуляторных белков и пептидов необходимо детальное изучение всех звеньев
и участников метаболических процессов в клетке, но главным образом -  биополимеров сложно­
го строения, выполняющих кодирующие и регулирующие функции (нуклеиновых кислот). Нук­
леиновые кислоты чрезвычайно важны с точки зрения их роли в жизнедеятельности и развитии
клеток, поэтому в данной работе приоритетным было исследование содержания нуклеиновых
кислот и белка в клетках, подвергшихся экспозиции СК, ПК и их комплекса в различных вре­
менных интервалах и концентрациях.

Через 24 ч инкубации клеток глиомы С6 с добавлением СК было отмечено увеличение содер­
жания РНК и ДНК в 1.5-2.0 раза в зависимости от концентрации агента. Параллельно было за­
фиксировано повышение уровня клеточного белка. Каких-либо изменений в содержании нукле­
иновых кислот и белка при добавлении в среду культивирования ПК не наблюдали. Под влияни­
ем комплекса СК-ПК содержание РНК в клетках возрастало в 2.0-2.4 раза, ДНК -  в 1.7-2.0 раза
и белка -  в 1.3-1.8 раза (табл. 1). По этому эффекту данный комплекс не отличался от СК. Таким
образом, в течение 24 ч СК способствовала пролиферации клеток глиомы С6, что подтвержда­
лось увеличением показателя индекса пролиферации (ИП) в сравнении с контролем. Стимули­
рующий эффект СК сохранялся также при образовании ею эквимолярного комплекса с ПК.

Т а б л и ц а  1. Содержание нуклеиновых кислот и общего белка в клетках глиомы С6
после первых суток культивирования в присутствии СК, ПК и СК-ПК

Концентрация исследуемого белка ДНК, мкг/мл РНК, мкг/мл Общий белок, мкг/мл ип
Контроль 1.83±0.40 3.29±0.88 53.51±4.84 2.1

Стрептокиназа
10~7 М 3.88±0.17* 6.62±0.50* 89.79i6.08* 3.6
10’ 9 М 2.94±0.47* 5.02±0.63* 71.19i0.30* 2.8
10-п М 2.79±0.73 4.85±0.71 68.53il0.42 2.7

Пируваткиназа
10~7 М 1.97±0.54 3.02±0.30 48.67i6.05 1.9
10"9 М 1.79±0.08 3.34±0.13 54.98i4.32 2.2
10-"M 1.81±0.34 3.08±0.23 52.64i6.89 2.1

Стрептокиназа-пируваткиназа
10“7 М 3.82±0.67* 7.09±0.75* 95.63i8.44* 3.8
1 0 9 М 3.08±0.11* 6.76±0.92* 75.43i9.02* 3.0
10-п М З.ОІіО.19* 5.11±0.12* 70.86i2.79* 2.8

* Достоверность различий по сравнению с контролем при Р<0.05.
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Через трое суток инкубации в контроле отмечено падение содержания РНК и белка при неиз­
менном по сравнению с первыми сутками уровне ДНК, что свидетельствует о затухании метабо­
лических процессов в клетках С6. В то же время в клетках, которые инкубировали в при­
сутствии СК, наблюдали дальнейшее увеличение ДНК (в 3 раза), РНК (в 2.0-2.5 раза) и белка
(в 3 раза) в сравнении с данными первых суток инкубации. Значение ИП также значительно
возросло (табл. 2).

Т а б л и ц а ? .  Содержание нуклеиновых кислот и белка в клетках глиомы С6
после трех суток культивирования в присутствии СК, ПК и СК-ПК

Концентрация исследуемого белка ДНК. мкг/мл РНК, мкг/мл Общий белок, мкг/мл ИП

Контроль 2.96±1.50 2.60±0.40 36.26i6.80 1.4

Стрептокиназа
10-7 М 11.77±3.55* 15.42i3.17* 282.85i68.64* 11.3
10~9 М 10.86i2.17* 12.62±1.62* 238.98i53.83* 9.5
10-” М 8.57±0.59* 9.82±0.74* 202.82i28.40* 8.1

Пируваткиназа
10-7 М 1.90±0.90* 2.30±0.40 28.30i0.50* 1.1
10’9 М 1.80±0.14* 2.60±0.30 32.20i5.90 1.2
10-, ] М 2.30±1.01 3.40±1.30 39.30il0.30 1.6

Стрептокиназа-пируваткиназа
10~7 М 6.09±1.89** 7.05±0.45** 102.99i3.74** 4.1
10’ 9 М 7.75І1.82# 10.44±3.21# 161.98i48.36# 6.5
10-’’ м 6.93±1.64# 9.13±1.22# 129.84І19.89# 5.2

П р и м е ч а н и е .*  -  отличия в сравнении с контролем; ** -  в сравнении с контролем и действием СК; # -  в срав­
нении с контролем и влиянием ПК (достоверны при Р<0.05).

ПК в концентрации 10-7  М оказывала токсический эффект на клетки. В сравнении с первыми
сутками инкубации уровень РНК снизился в 1.3 раза, белка -  в 1.7, а уровень ДНК не изменился.
ИП был меньше в сравнении с контрольными значениями и значениями после первых суток ин­
кубации. Следует отметить, что в присутствии ПК биосинтетические процессы в клетках угне­
тались даже в большей степени, чем в условиях дефицита сывороточных белков. В сравнении с
действием СК комплекс СК-ПК оказывал менее благоприятное влияние на пролиферацию кле­
ток. Так, при действии комплекса СК-ПК в концентрации 10~7 М уровень ДНК был выше в 3
раза, а вот уровень РНК и белка не отличался от значений после 24 ч влияния. Значение ИП так­
же практически не изменялось, если сравнивать со значением, полученным после 24 ч инкуба­
ции. Этот факт свидетельствует о том, что на третьи сутки комплекс в данной концентрации
перестает оказывать благоприятное влияние на рост клеток, что в первую очередь сказывается
на синтезе РНК и белка. В концентрации 10“9 М и даже 10-11 М комплекс СК-ПК продолжал под­
держивать пролиферацию клеток, но его стимулирующее действие было выражено слабее, не­
жели действие одной СК (табл. 2).

Параллельно регистрировали активность экстраклеточной ЛДГ (как маркера, который сви­
детельствует о нарушении целостности клеточной мембраны) и смотрели, как влияет экспози­
ция с исследуемыми белками на развитие дегенеративных изменений в культуре и, следователь­
но, на жизнеспособность клеток глиомы С6 (данные представлены на рисунке). Надо отметить,
что в инкубационной среде всегда регистрируется некая базовая активность ЛДГ, что связано
с возможными механическими повреждениями клеток при пересеве либо смене среды. Кроме
того, протокол опыта подразумевает культивирование клеток в среде, не содержащей эмбрио­
нальную телячью сыворотку, так как именно при таком способе культивирования эффекты ис­
следуемых агентов выявляются наиболее четко. Однако культивирование на бессывороточной
среде само по себе является мощным стрессовым фактором для клеток и ведет к полной гибели
культуры уже после четырех суток инкубации. Именно этим объясняется почти 9-кратное уве-
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Выход ЛДГ в среду культивирования после 1 (А) и 3 сут (Б) инкубации клеток глиомы С6 с различными концентра­
циями ПК, СК и эквимолярного комплекса ПК-СК. Достоверность различий: * -  по сравнению с контролем; ** -  с конт­

ролем и действием ПК и СК; # -  с контролем и действием ПК (Р<0.05)

личение активности ЛДГ в контроле через трое суток культивирования клеток в таких условиях.
На третьи сутки увеличивается также выход ЛДГ из клеток, которые инкубировали в присут­
ствии СК, но он меньше контрольных показателей. Воздействие же ПК приводит к значительно­
му (в 3.4 раза по сравнению с контролем) увеличению выхода ЛДГ из клеток уже через сутки
инкубации. И эта тенденция сохраняется на протяжении всего времени наблюдения. Через 24 ч
инкубации культуры глиомы С6 с комплексом СК-ПК в концентрации 10"7-10 -9  М было выявле­
но увеличение активности экстраклеточной ЛДГ в 1.6-1.8 раза. Однако на третьи сутки инкуба­
ции выход ЛДГ при воздействии комплекса в концентрации 10-7  М был сравним с контролем,
а в концентрации 10-9 - 10“11 М влияние комплекса на выход ЛДГ из клеток не отличалось от воз­
действия одной СК.

Поскольку установлено, что клетки глиомы С6 могут синтезировать активаторы плазминоге­
на [12], было решено проверить, как изменяется их Пг-активаторная способность. Результаты
исследований показали, что культивирование глиомы С6 с добавкой СК увеличивает способ­
ность клеток активировать Пг, а добавление в среду инкубации ПК никак не влияет на Пг-акти-
ваторную функцию клеток. Однако после трех суток инкубации с комплексом СК-ПК клетки
демонстрировали более высокую Пг-активаторную способность в сравнении с контролем и даже
в сравнении с действием одной СК (табл. 3).

Т а б л и ц а  3. Плазминоген-активаторпая функция клеток глиомы С6
после их культивирования с ПК, СК и комплексом (СК-ПК) в концентрации 10-7  М

Образец Фибриполизис через I сут, мм2 Фибриполизис через 3 сут, мм2

Клетки 18.7±2.3 25.3±9.2
Клетки+ПК 17.3±2.3 13.7±4.0
Клетки+СК 40.0±9.2* 54.0±7.8*
Клетки+(СК-ПК) 46.7±4.0* 72.3±11.0**

* Достоверность различий по сравнению с контролем при Р<0.05.
** Достоверность различий по сравнению с контролем и первыми сутками культивирования при Р<0.05.

Таким образом, результаты нашей работы свидетельствуют о том, что добавка СК в бессыво-
роточную среду культивирования способна определенное время не только поддерживать жизне­
способность клеток глиомы С6 в культуре, но и стимулировать их рост. СК также препятствует
развертыванию дегенеративных морфологических проявлений в культуре, выращиваемой в ус­
ловиях депривации белков сыворотки, а ее добавка в среду культивирования клеток способству­
ет увеличению Пг-активаторной функции клеток С6. Кроме того, ПК, как выяснилось, обладает
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токсическим эффектом, а СК, образуя комплекс с ПК, препятствует реализации неблагоприят­
ных эффектов последней в отношении клеток глиомы С6.

На основании выш еизложенного возникает вопрос о механизмах действия СК. М ожно
предположить, что стимулирующ ее влияние СК кроется в ее белковой природе. Ведь, как извес­
тно, клетки плохо растут в среде, в которой полностью отсутствую т белки или полипептиды. И
хотя ряд белков входит в состав такого необходимого компонента культуральных сред, как сы­
воротка, их влияние на рост и развитие клеток в культуре в основном не идентифицировано [13].
Для нормального роста культуры С6 необходима питательная среда с 10%-ным содержанием
эмбриональной телячьей сыворотки, что, по расчетам, составляет 3900 мкг белка/мл среды,
в то время как с внесением самой высокой (10‘7 М) из использовавшихся концентраций СК (М=50 кДа)
в питательной среде оказывается всего 5 мкг белка/мл культуральной среды. При этом для осу­
щ ествления реакций синтеза необходимы лишь одна или две молекулы белка [13]. Но если ре­
зультаты экспериментов объясняются только лиш ь добавкой в среду культивирования несколь­
ких молекул белка, то закономерно встает вопрос, почему ПК не оказывает подобного стимули­
рующего действия, а, напротив, угнетаю щ е действует на метаболизм клеток. Действие СК не
ограничивается стимуляцией роста культуры, в то же время она оказывает влияние на электро­
физиологические параметры нейронов понтобульбоспинального препарата [14].

Кроме того, есть данные, свидетельствующ ие о наличии у СК регуляторны х свойств [6, 7].
В этом смысле представляет интерес трактовка результатов эксперимента по определению Пг-
активаторной способности клеток. По наш им наблюдениям, клетки, которые инкубировали
с добавлением СК, демонстрирую т более высокую способность к активации Пг. Известно, что
СК -  мощнейший активатор Пг. Несмотря на то что клетки перед экспериментом по лизису фиб­
риновых пластин отмывали в растворе Хенкса, возможно, какая-то часть молекул СК оказалась
достаточно прочно связана с цитоплазматической мембраной клетки. Полученный результат
в таком случае объясняется не увеличением  собственной П г-активаторной функции клеток,
а достаточно прочным связыванием молекул СК с некими структурами на их поверхности. Это
предположение отчасти подтверж дается тем, что, как показано ранее, фибринолитическая ак­
тивность СК увеличивается в комплексе с ПК [8]. Таким образом, встает вопрос о проведении
исследований на предмет установления природы сайтов связывания СК на поверхности клеток.
Но это лиш ь одно из возможных объяснений полученных данных, которое, однако, не исключа­
ет и иной природы увеличения Пг-активаторной функции клеток после воздействия СК. Здесь
требуются дальнейшие исследования. Не менее важен вопрос о природе цитотоксического дей­
ствия ПК и о причине уменьш ения последствий воздействия ПК на клетки при включении ее
в комплекс с СК.

Заключение. Как следует из полученных данных, СК и ПК в состоянии оказывать разнона­
правленное воздействие на протекание физиологических процессов в клетках. Причем в комп­
лексе с ПК стрептокиназа способна снижать ее токсичность в отношении клеток С6.

Работа выполнена при поддержке гранта Президиума НАН Беларуси (№ 2006324).
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AND ITS EQUIMOLAR COMPLEXES

WITH PYRUVATE KINASE ON GLIOMA C6 CELLS
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Summary

It was established that streptokinase after forming an equimolar complex with pyruvate kinase can significantly reduce
toxic effects of pyruvate kinase on glioma cells. Possible mechanisms of pyruvate kinase and streptokinase action on glioma
C6 cells are discussed.


