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уДК 612.014.3:576.085.23:577.152.3.
ВЛИЯНИЕ ПЛАЗМИНОГЕНА НА ИНТЕНСИВНОСТЬ АТФ-

ЗАВИСИМОГО ПРОТЕОЛИЗА В КЛЕТКАХ
ФЕОХРОМОЦИТОМЫ РС12

В.Н. Никандров, Г.П. Петрусенко, Р.И. Г ронская, М.К. Тумилович,
С.Г. Зуева

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

В последние десятилетия установлена важная роль системы “плазмино
ген-плазмин” в гистогенезе, ремоделировании тканей, миграции, пролифера
ции и онкогенной трансформации ряда клеток [1-3]. Эти аспекты продемон
стрированы и на клеточных элементах нервной ткани. Однако, если взаимо
связь перечисленных процессов с активаторами плазминогена (тканевого
или урокиназного типов), их ингибиторами интенсивно исследуется, то о ро
ли плазминогена данные литературы довольно немногочисленны. Между
гем, на разнообразных клетках выявлено наличие специфических рецепторов
плазминогена [4-5]. Этот гликопротеин молекулярной массой ~ 80 кДа имеет
довольно сложную мультифокальную структуру [6,7]. Для обеспечения же
протеолитической активности достаточна примерно половина молекулы.
Функциональное назначение остальной части остается неясным. Недавно
было показано, что влияние на физиолого-биологические процессы ряда кле
ток активаторов плазминогена реализуется не только за счет их протеолити
ческой активности [8]. В этом отношении примечательно наличие в молеку
ле плазминогена железосодержащего супероксидгенерирующего сайта [9].

Учитывая изложенное, цель настоящей работы состоит в изучении дей
ствия очищенных образцов плазминогена человека на рост культуры клеток
?С 12 и уровень АТФ-зависимого протеолиза в них.
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Клетки линии PC 12 культивировали в чашках Петри Н а
RPMI1640, содержащей 10 % нормальной лошадиной и 5% сы вороц Л ^
брионов коров. Через сутки среду заменяли свежей, содержащей 0,5 Эм'
ротки (это снижало влияние сывороточных факторов роста и синхронизо
вало клетки В прохождении клеточного цикла). Еще через сутки В среду311 0̂ '
сили раствор очищенного плазминогена человека в конечной концентп
0,001; 0,1; 1,0 и 10,0 мкг/мл. Выживаемость клеток учитывали после пе
ва в малые чашки (10'5 клеток/мл) после окрашивания 0,4% растворо^^^'
панового синего визуальным подсчетом в камере Горяева. TPlt-

После ЭКСПОЗИЦИИ в течение суток клетки отделяли центрифугиров
ем от питательной среды, замораживали и хранили при -24°С. Н11'

Электрофоретически гомогенные образцы плазминогена выделяли
обогащенной Р-глобулинами фракции белков донорской плазмы крови ме?3

дом аффинной хроматографии на лизин-сефарозе. Выделение, фИ зи
химические и функциональные свойства этих образцов не отличались
описанных в предыдущей статье [11] 01

Для исследования АТФ-зависимого протеолиза клетки гомогенизирова
ли в стеклянном гомогенизаторе на деионизированной воде (pH 7,0). Об ин
тенсивности протеолиза судили по накоплению неосажденных НС1О4 по/
дуктов гидролиза казеина (по Гаммерстену), учитывая их образование спек
трофотометрически по абсорбции при 280 нм. Предварительными эксдери-
ментами было установлено, что оптимальными для определения АТф
зависимого протеолиза являются pH 9,0 (в 0,1 М  трис-HCl буфере), концен
трация казеина 0,3% ( испытан диапазон 0,005-0,5%), концентрация АТФ -
3 1(У4М. Пробы инкубировали при 37°С в течение 30 мин. Контролем служи,
ла проба, в которую сразу же вслед за исследуемым образцом вносили алик
воту расствора НС1О4 . В каждой исследуемой пробе содержалось 6Т05 кле
ток. Число их подсчитывали в камере Горяева. Результаты обрабатывали
статистически с вычислением t-критерия Стьюдента.

Инкубация клеток феохромоцитомы линии PC 12 с плазминогеном в
указанных концентрациях (соответствуют в молярном выражении ~1,3’ Ю"11
М; 1,3' 10'9М; 1,3 10'8М; 1,3 10'7М) не влияет на выживаемость клеток, не вы
зывает их гибели, каких-либо визуальных изменений морфологии (в т.ч.
дифференциации, трансформации). Следовательно, на данной линии зимоген
не проявляет свойств митогена. Интересно, что дифицит зимогена в среде
при культивировании клеток нейробластомы SK-N-SN не вызывал задержки
их роста, в некоторой мере стимулируя нейритогенез [12]. Известно, что об
работка сериновой протеиназой тромбином нейронов и астроцитов крысы в
первично диссоциированных культурах такой эффект вызывают концентра
ции протеиназы порядка 10’6 М [13].

Лишь при концентрации 10 мкг/мл присутствие плазминогена в наших
опытах вызвало умеренное увеличение АТФ-зависимого протеолиза в клет
ках PC 12 на 20% (Р < 0,05). В остальных случаях изменения данного показа
теля не проявлялись.

Поскольку полученные факты носят характер предварительных, целесо
образно дальнейшее исследование влияния плазминогена, в т.ч. в более вы
соких концентрациях и при воздействии повреждающих (в частности апоп-
тоз-провоцирующих) факторов, На такую мысль наводят сведения о том, что

220



й из основных пусковых внутриклеточных факторов апоптоза -  р53 раз-
^ціаетс я  как раз в ходе АТФ-зависимого протеолиза [14].

Авторы выражают благодарность О.НМурашко и Н.С.Пыжовой за пре-
(«гавленные очищенные образцы плазминогена человека.
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