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ВЛИЯНИЕ ПЛАЗМИНОГЕНА НА РОСТ И РАЗВИТИЕ КУЛЬТУР КЛЕТОК
ФЕОХРОМОЦИТОМЫ РС12 И СИМПАТОБЛАСТОВ КРАНИАЛЬНОГО

ШЕЙНОГО ГАНГЛИЯ КРЫС

Гронская Р.И., Полукошко Е.Ф., Шпак Г.А., Никандров В.Н.

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

В последние десятилетия установлена важная роль системы “плазминоген-плазмин” в
гистогенезе, межклеточных контактах, миграции клеток, эмбриогенезе. Протеазы этой сис-
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темы участвуют в обеспечении жизнедеятельности клеток нервной ткани (миграции, проли­
ферации, роста нейритов, синаптической передачи), а также в патологи' ских процессах, на­
пример, онкогенезе [1]. Установлена взаимосвязь данных энзимов и полипептидных факто­
ров роста, необходимых для развития, функционирования нервной ткани, защиты ее от по­
вреждающих воздействий [1-3]. Несмотря на интенсивные исследования связи указанных
процессов с активаторами плазминогена (Pg) тканевого и урокиназного типов, их ингибито­
рами [1, 4, 5], роль одного из ключевых компонентов системы - самого Pg - остается недоста­
точно ясной.

Целью данной работы было исследование влияния Pg на рост и развитие культур ме­
дуллярной феохромоцитомы PC 12, чьи клетки имеют морфологию хромаффинных, и диссо­
циированных симпатических нейронов (симпатобластов) краниального шейного ганглия
(КШГ) новорожденных крыс.

Указанная клеточная линия является удобным и часто используемым объектом при ис­
следовании механизмов нейронального роста, созревания, пролиферации и фенотопической
дифференцировки. Фактор роста нервов (NGF) инициирует дифференцировку клеток в ней-
роциты.

Культуры выращивали в СОг-инкубаторе, при температуре 37°С, пластиковых чашках
Петри (“Sarstedt) или на покровных стеклах 18x18 мм, покрытых коллагеном [6], в среде
ДМЕМ (“Flow labs, Великобритания) с 15% инактивированной сывороткой (pH 7,4) и анти­
биотиками. За сутки до эксперимента питательную среду замещали на свежую со сниженным
(0,5%) содержанием сыворотки. Pg вносился однократно в концентрациях 10‘"-10 '6 М при
низком содержани сыворотки в среде или без нее.

Жизнеспособность клеток PC 12 оценивали визуально методом световой микроскопии
(TELEVAL, Германия) после окрашивания 0,4 % раствором трипанового синего [7].

При изучении синтеза ДНК клетки помещали в 24-луночные планшеты (Sarstedt) при
плотности посева 105 клеток на лунку. 3Н-тимидин (37 Кбк/мл) вносили в среду на 24 ч. За­
тем культуры подвергали стандартной обработке [8] и радиоактивность образцов измеряли
на Р-счетчике Mark-Ill, а белок определяли по Lowry [9].

Диссоциация нейронов КШГ проводилась по ранее описанному методу [10], симпатоб-
ласты одного ганглия помещали на покровное стекло. В питательную среду вносили фактор
роста нервов (100 нг/мл), являющийся в данном случае не только дифференцирующим, но и
эндогенным трофическим регулятором, обеспечивающим выживаемость симпатических
нейронов в культуре.

Каждая серия экспериментов включала 3-4 опыта. Достоверность данных определяли
по t-критерию Стьюдента.

При суточной экспозиции округлых безотростчатых, небольшого размера (10-12 мкм)
клеток РС12 в среде, содержащей 0,5 % сыворотки и Pg (10'6-10"9М), визуально не выявлено
каких-либо изменений. Повышение концентрации зимогена до 10'6 М вызывало увеличение
количества веретенообразных клеток, выпускающих небольшие отростки, которые вскоре
исчезали. После инкубации с NGF в течение 3 суток добавление Pg на 24 ч способствовало
нарастанию числа клеток с отростками, длина которых была больше, чем в присутствие од­
ного нейроростового фактора. Для этих изменений было характерно снижение образования
ДНК и повышение активности ацетил^олинэстеразы.

Более продолжительная инкубация (72 ч) с Pg в концентрации 10и 1  М при сниженном
содержании сыворотки вызывала гибель 29,4 % клеток. Увеличение его концентрации до 10'
0 М способствовало снижению доли окрашенных клеток до 4,5 %.

При изъятии из питательной среды сыворотки гибель клеток в контрольных культурах
через 24 ч достигала 13 %. Внесение Pg в концентрациях 1О'1о-1О"7 М обнаружило тенденцию
к дозозависимому уменьшению числа окрашенных клеток (до 4 %).

Диссоциированные симпатические нейроны (контрольные культуры) в первые сутки,
прикрепляясь к подложке, начинали выпускать нейритные выросты и из округлых постепен-
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но трансформировались в биполярные или мультиполярные. На 4-6 день клетки увеличива­
лись в размерах и образовывали сеть из переплетающихся отростков. Последующее внесение
Pg в концентрациях 10’7 и 10'8 М спустя 3 суток не выявило различий в развитии культур.
После 5-8 суток содержания симпатобластов в питательной среде, включающей 10 М зимо­
гена, наблюдалось повреждение некоторых отростков (до 40 %) и сомы нейронов (до 30 %),
которое выражалось во фрагментации нейритов, зернистости цитоплазмы и отсутствием чет­
кой границы ядра.

Через 1 сутки праймирования культур NGF с заменой его на Pg в концентрации 10’7 М
выявлена способность последнего поддерживать дальнейшее развитие симпатобластов в
течение 3-5 суток, однако уменьшение его содержания до 10'8 и 10’9 М такого действия не
оказывало.

Отмечена возможность сохранения жизнеспособности некоторой части нейронов спус­
тя 30 суток после начала роста вне организма в 0,5 % ростовой среде после изъятия NGF в
7-дневном возрасте и замене его на Pg 10‘7 М, который вносился 1 раз в неделю.

Таким образом, нами показана способность плазминогена поддерживать выживаемость
клеток РС12 и симпатобластов КШГ при изъятии трофических агентов из питательной сре­
ды, а также совместно с фактором роста нервов ускорять нейритогенез в культуре феохромо­
цитомы. Кроме того, при более длительном культивировании с зимогеном в популяциях
обоих видов отмечается гибель клеточных элементов. Полученные факты указывают на воз­
можность прямого участия плазминогена в регуляции метаболизма развивающихся нейро­
нов.
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