
Министерство здравоохранения Республики Беларусь
Белорусская медицинская академия последипломного образования

ГУМАНИЗАЦИЯ ОБУЧЕНИЯ СПЕЦИАЛИСТОВ
МЕДИКО-БИОЛОГИЧЕСКОГО ПРОФИЛЯ

Материалы научно-практического
семинара с международным участием

Республика Беларусь, Минск
14-15 ноября, 2006

Минск
«Проспектплюс»

2006



Исследования на культурах клеток и тканей:
роль звеньев протеолиза в физиологии и патологии клетки

В .Н . Н и ка н д р о в , Ин~т физиологии Н А Н  Беларуси, МинскВыбор объекта исследования -  вопрос нс только методический, но и идеоло­гический, определяемый тем, какая задача решается в ходе эксперимента. Как быто ни было, основу практически всех организмов составляют клетки. Поэтому,когда во главу угла ставят механизмы регуляции процессов жизнедеятельностина клеточном, межклеточном и субклеточном уровнях, одной из наиболее пред­почтительных моделей является культура ткани или клеток.Разумеется, если преследуются цели изучения патогенеза заболевания,обоснования путей его лечения, то без экспериментов на животных не обойтись.Однако в силу функционально-метаболической специфики биологическихвидов (и даже пород, линий), экстраполяция получешюго экспериментальногоматериала на организм человека или крупных сельскохозяйственных животных,конечно ж е, имеет пределы и должна поводиться с осторожностью.Культуры ткани различают гистотипическис или органные, диссоцииро­ванные и перевиваемые. Каждая из них имеет особенности, преимущества илиограничения [1]. Работа на органотипических и диссоциированных культурахсопряжена с необходимостью использования некоторого числа лабораторныхживотных, боенского или биопсийного материала.Наиболее употребительны культуры тканей при исследовании гистогенеза иего направленной регуляции, что важно при регенерации тканей, их трансплан­тации, особенно когда речь идет о высокодифференцированных тканях, при изу­чении регуляторных механизмов на клеточном уровне (например, рецепторов ци­топлазматической мембраны). Культуры тканей используются при тестировании42



й биологической индикации соединений природных или синтетических (например,
оценка биологической активности фактора роста нервов -  NGF ведется на пере­
виваемой культуре феохромоцитомы крысы PC 12, клетки которой под действием
этого белка трансформируются в нейроноподобные, а токсичность дифтерийно­
го токсина определяют на культуре одной из линий клеток яичника китайского
хомячка). На культурах клеток можно наблюдать пролиферацию опухолевых
клеток и их реірессию, изучать особенности внутриклеточного метаболизма,
трансформацию соединений биологической и химической природы, биологию
внутриклеточного паразитизма, в частности, репродукцию вирусов. Культуры
клеток также достаточно широко используются в биотехнологии. С использова­
нием культур клеток получают вирусные вакцины (противокорсвую, полиоми­
елитную и т.д.), антитела, интерфероны (фибробластный и лимфобластный),
энзимы, гормоны, факторы роста. Одной из примечательных разработок своего
времени была экспериментальная технология получения тканевого активатора
плазминогена из культуры клеток Bowes меланомы человека. В последние годы
прогрессирует генно-инженерная технология получения животных белков путем
микробного синтеза, однако это не всегда возможно, т.к. необходимо воспроизве­
дение систем посттрансляционного процессинга. Наконец, предприняты попытки
использования культуры тканей для трансплантации. Это касается и таких вы-
сокодиффсрснцированных тканей, как нервная или ткань миокарда [2]. Однако в
данном случае имеется ряд сложностей обеспечения специфической трофической
поддержки трансплантата.

Естественно, что масштабное использование культур клеток в биотехноло­
гии и для исследовательских целей требует хорошо организованного процесса
наработки этих культур.

В Беларуси история развития культур ткани затрагивает два научных учреж­
дения. В Институте физиологии НАН Беларуси в конце 60-х-началс 70-х гг. было
начато культивирование нервной ткани (органотипические и диссоциированные)
для изучения молекулярно-клеточных основ патологии и гистогенеза. Организа­
тором этих работ был Б.Я. Вильнер, под непосредственным руководством кото­
рого осуществлено получение органных и диссоциированных культур ганглиев
симпатических, спинальных, тригеминальных ганглиев, гассерова узла, ткани
спинного мозга, надпочечников, сокультивирование нервной и мышечной ткани,
начата работа по получению культуры ткани сердца. Впоследствии сотрудниками
лаборатории регуляторных белков и пептидов велись работы на клетках феохро­
моцитомы PC 12, когда под руководством проф. В.Н. Калюнова изучались свойс­
тва фактора роста нервов (NGF). В последние годы начаты также исследования
на культурах ткани коры головного мозга, перевиваемых клетках крысиной глио­
мы С6 и человеческой нейробластомы IMR-32.

С другой стороны, масштабная наработка культур тканей, главным образом,
перевиваемых, была организована в 60-х-70-х гг. по инициативе академика АМН
СССР В.И. Вотякова на предприятии по производству бакпрспаратов Белорусско­
го НИИ эпидемиологии и микробиологии Минздрава БССР. В отделении культур
клеток, которое на протяжении двух десятилетий возглавляла Засл, врач БССР
Л. И. Никонович, осуществлялась поточная наработка клеток перевиваемых ли-
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ний, а также первичных (ФЭК, почка человека, мышца эмбриона человека). Была
организована также наработка отечественной питательной среды на основе по­
лучаемых гемогидролизатов и сыворотки крови для культур ткани. Хотя все это
производство было ориентировано для нужд, прежде всего, вирусологии, данные
культуры позволяли проводить разнообразные исследования и в других областях
медико-биологических наук. В настоящее время мы нс имеем столь масштабной
наработки культур тканей. Культивирование ряда перевиваемых линий клеток
ведется и в Институте экспериментальной ветеринарии НАН Беларуси. Однако
нынешние масштабы далеки от тех, которые были 20-25 лет назад.

С 1999 г. в лаборатории регуляторных белков и пептидов Института физио­
логии НАН Беларуси, на базе авторской концепции кислородзависимого пути
активации плазминогена [3], начат комплекс исследований роли реакций пери­
целлюлярного протеолиза, в частности, звена «плазминоген-плазмин» в жизнеде­
ятельности клеток нервной ткани и при воздействии повреждающих факторов,
включая нейродегенерацию при дисбалансе звена 1ЧН4-глутамат. Проиллюстри­
руем конкретно возможности культуры ткани в решении такой сложной и много-
гранной проблемы.

За восемь лет сотрудниками лаборатории (О.Н. Ж ук, Г.П. Петрусенко,
Р.И. Гронской, Е.Ф. Полукошко, И .Б. Лукашевич, А.А. Романовской, М.К.
Тумилович) с помощью электронной, световой микроскопии и биохимичес­
ких методов получены следующие пионерские данные, установлены следую­
щие закономерности [4-11 и др.]:

-  показано трофическое действие плазминогена или стрептокиназы на орган­
ные культуры симпатических ганглиев, плазминогена -  на развитие клеток в куль­
туре неокортекса, глиомы С6, а стрептокиназы -  на диссоциированные культуры
спинальных ганглиев (при этом резко возрастало число шванновских клеток на
отростках нервных клеток);

-  установлено защитное действие предобработки плазминогеном и стрептоки­
назой при повреждениях клеток 0,0005 М Н2О2 (культуры симпатических ганглиев,
глиомы С6, феохромоцитомы PC 12), 0,1 М NH4CI (культуры симпатических ган­
глиев, феохромоцитомы PC 12), 0,0001 М глутаматом (неокортекс, симпатические
ганглии, чувствительные спинальные ганглии), 0,001 М АТФ в анионной форме
(неокортекс), при воздействии «холодового стресса» (спинальные ганглии);

-  продемонстрированы заметные, порой очень резкие изменения внутрикле­
точного АТФ-активируемого и Са2+-активируемого протеолиза в клетках феохро­
моцитомы PC 12 при кратковременной экспозиции со стрептокиназой (КУМ-КУ40

М) или плазминогеном (10'7-10 10 М). Сдвиги, вызванные плазминогеном (но не
стрептокиназой), в значительной степени нивелировались при одновременном вне­
сении NGF;

-  показана десгрукция межклеточного матрикса (чувствительные спинальные
ганглии);

-  выявлены существенные изменения уровня ДНК, РНК и белка в клет­
ках глиомы С6 при действии плазминогена или стрептокиназы в концентрации
10 7-1(У9 М.
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Эти материалы иллюстрируют прямое, не опосредованное кровотокомдействие указанных белков на клетки нервной ткани -  вопрос пока мало изу­ченный, однако очень важный, учитывая способность микроглии и некоторыхвидов нейронов синтезировать плазминоген [12], а также наличие рецепторовк нему на поверхности клеток нервной ткани. В этом отношении особо стоитвопрос о действии стрептокиназы -  аллогенного белка для животного организ­ма, которое может проявляться в очень низких концентрациях.В связи с назревшими проблемами трансплантации ткани миокарда в ла­боратории были получены диссоциированные культуры ткани миокарда ново­рожденных крысят, а также первые положительные результаты по возможнос­ти культивирования кардиомиоцитов взрослых животных.Наконец, в нынешнем году осуществлено культивирование ткани соннойартерии и начаты наработка монослойной культуры эндотелиоцитов (Р .И .Гронская, Е .Ф . Полукошко), а также работы по получению первичных культурткани паращитовидной железы.Полученные материалы легли в основу усовершенствований способов куль­тивирования клеток нервной ткани и ткани сердца (подано 5 заявок на изобре­тения, на 3 уже получены положительные решения), они позволяют наметитьнаправления дальнейших многоплановых исследований в этом аспекте, вносятвклад в представления о молекулярных механизмах регуляции процессов жиз­недеятельности клеток нервной ткани. Более того, эти данные могут быть ис­пользованы для расшифровки механизмов патогенеза поражений нервной тка­ни, а в перспективе -  для обоснования подходов и их коррекции, проработкивопросов нейрофармакологии и нейротрансплантации.
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