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МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ОРГАННОЙ КУЛЬТУРЫ
ЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ ГАНГЛИЕВ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ПЛАЗМИНОГЕНА И

ФАКТОРА РОСТА НЕРВОВ

Володкович О.И., Никандров В.Н.

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

Процессы, которым необходимы клеточная миграция или тканевое ремоделирование,
включая нейритный вырост, неоваскуляризацию и опухолевую инвазию, зависят от активно­
сти протеаз. Эти протеазы взаимодействуют на клеточной поверхности и в перицеллюляр­
ном пространстве, способствуя разрушению экстрацеллюлярного матрикса. Различные про­
теазы могут инициировать протеазный каскад реакций при определенных обстоятельствах.

Плазминоген (Pig), неактивный предшественник, под действием активаторов, превра­
щается в короткоживущую сериновую протеазу плазмин. Имеются данные об участии Pig и
его активаторов в процессах провреждения и регенерации нервной системы вследствие ак-
сотомии [1]. В спинномозговых ганглиях крыс секретируются два различных активатора
плазминогена: урокиназного (иРА) и тканевого (tPA) типа. Первый выделяется нейронами,
второй - шванновскими клетками [2].

tPA действует как митоген, или как ростовой фактор и вовлекается в клеточную реор­
ганизацию [2,3,4,6]. иРА ассоциированная плазминовая система инициирует клеточную
пролиферацию, миграцию, рост клеток, тканевое ремоделирование, опухолевую инвазию и
воспаление [3,5,6,7]. Оба активатора синтезируются как одиночные цепи. Одноцепочечный
tPA уже активен, иРА может активироваться плазмином, калликреином или катепсином В.
Активные иРА и tPA генерируют плазмин в растворе или на специфическом рецепторе. По­
лученный плазмин может разрушать компоненты экстрацеллюлярного матрикса, а также ак­
тивировать зимогены протеаз, цитокинов и гормонов.

Показана Plg-активаторная способность фактора роста нервов (NGF) , а также его р и у
субъединиц [8,9]. NGF секретируется в кровь из подчелюстных слюнных желез и принадле­
жит к группе ростовых агентов, стимулирующих рост, развитие, дифференциацию и выжи­
ваемость периферических симпатических и чувствительных нейронов [10].

Цель настоящей работы была двоякой: во-первых, рассмотреть, эффекты Pig на чувст­
вительные нейроны и глиальные клетки культивируемых спинномозговых ганглиев на ульт-
раструктурном уровне; во-вторых, изучить совместное его действие с NGF.

Ганглии, взятые от 14-суточных крыс инкубировались в течение 24 часов при темпера­
туре 37°С в среде RPMI с добавлением 10% телячьей сыворотки - контроль I, либо бессыво-
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роточной среде МЕМ - контроль II. В экспериментальных сериях в культуральную среду
МЕМ дополнительно вносили:

1. Plg (Ij l̂g/ml);
2. Plg (lOjig/ml);
3. NGF (100ng/ml);
4. Plg (Ijig/ml) + NGF (lOOng/ml);
5. Plg (Ipg/ml) + NGF (lOOng/ml).
После этого ганглии фиксировали глутаровым альдегидом, дегидратировали в спиртах

восходящей концентрации и заливали в смесь эпон-аралдит.
При электронномикроскопическом исследовании контрольных ганглиев, через 24 часа

инкубации в среде с 10% содержанием телячьей сыворотки выделено два типа нейронов.
Нервные клетки первого типа характеризуются округлым ядром с одним, реже двумя яд­
рышками, равномерной ядерной мембраной. Цитоплазма светлая, шероховатый эндоплазма­
тический ретикулум умеренно развит и располагается как перинуклеарно так и по периферии
клеток. Гладкие каналы комплекса Гольджи располагаются параллельными рядами и связа­
ны с небольшими цистернами и покрытыми пузырьками с темным гомогенным содержи­
мым. Митохондрии рассеяны по всей цитоплазме. Мелкие темные нейроны имеют более
электронноплотную цитоплазму, более компактное расположение органелл. Перинейрональ-
ные глиоциты, окружая нейроны, отделяют их от межклеточного пространства. Проходящие
между компактными группами нейронов нервные отростки покрыты миелиновыми оболоч­
ками.

Инкубирование ганглиев в бессывороточной среде приводило к появлению, наряду с
нормальными, значительного числа нейронов с дегенеративными изменениями на субкле­
точном уровне. Центральная часть их кариоплазмы просветляется, глыбки хроматина агре­
гируются у внутреннего листка ядерной мембраны, контуры которой становятся неровными,
извитыми. В цитоплазме наблюдаются набухшие, с просветленным матриксом и неравно­
мерными кристами митохондрии, многие из них приобретают вид пузырьков с тонкой обо­
лочкой. Каналы эндоплазматического ретикулума расширены, вакуолизированы, на мембра­
нах практически не определяются рибосомы. Подобную же вакуолизацию претерпевают ка­
нальцы и цистерны аппарата Гольджи. Эти структуры, функционально связанные с внутри­
клеточным синтезом белка и ферментными системами, являются особенно лабильными и
чувствительными к малейшим изменениям среды. Глиальные сателлиты на значительном
протяжении плотно прилегают к мембране нейроцитов. Отмечаются многочисленные деге­
нерирующие нервные отростки.

В органной культуре спинномозговых ганглиев при инкубации с Pig (10 |lg/ml) нейро­
ны сохраняют свою структуру. Тем не менее, присутствует незначительное количество кле­
ток с деструктивными признаками, что объясняется посттравматической реакцией, однако,
менее выраженной чем в среде без Pig и сыворотки. Хотя часто наблюдалась эктопия ядра,
цитоплазма нейронов, богато снабженная митохондриями, каналами шероховатого эндо­
плазматического ретикулума, нейрофибриллами, свидетельствовала об активном функцио­
нальном состоянии клеток. Характерным при данном воздействии было расширение меж­
клеточных пространств между нейронами и мантийными глиоцитами и просветление экст­
рацеллюлярного матрикса. Глиальные клетки под влиянием Pig вырабатывали большое ко­
личество лизосом крупных размеров и морфологически различных форм. Одни из них, ок­
руглой эллипсоидной формы, имели электронноплотную гомогенную сердцевину оканто­
ванную более светлым ободком. Другие содержали темные гранулярные включения окру­
женные извитой мембраной. В концентрации 1 pg/ml Pig не окзывал эффекта и картина была
такой же, как в бессывороточной среде.

Введение в культуральную среду Pig (10 pg/ml) приводило к деструкции миелиновых
оболочек, окружающих нервные отростки. Часть миелиновых мембран становилась неров­
ной, прерывистой, появлялись вздутия, расслоение и фрагментация миелиновых оболочек.
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При этом аксоплазма выглядела неизмененной, содержала митохондрии, нейрофибриллы,
аксолемма сохраняла свою непрерывность. Применение Pig в ме шей концентрации
(1 pg/ml) вызывало лишь фрагментарное расслоение миелиновых ламелл.

Добавление NGF (100 ng/ml) в бессывороточную среду оказывало выраженный трофи­
ческий эффект. Нейроны с центрально расположенными ядрами отличались гипертрофиро­
ванным развитием шероховатой эндоплазматической сети со связанными рибосомами, мно­
гочисленными митохондриями с параллельно организованными кристами и выраженностью
нейрофибриллярного компонента. Нейрофибриллы располагались как перинуклеарно так и
на периферических участках цитоплазмы, что как правило, сопряжено с восстановлением
отростков. Наблюдались миелинизированные отростки без признаков деструкции. Мантий­
ные глиоциты выглядели несколько гипертрофированными и плотно прилегали к плазмати­
ческой мембране нейрона.

Совместное включение в среду Pig и NGF позволило наблюдать трипсиноподобный
эффект плазминогена [11] при обеих его концентрациях (lpg/ml и 10 pg/rnl). В обеих сериях
отмечены дезинтеграция миелиновых оболочек, расширение экстрацеллюлярных просранств
между нейрональными и глиальными клетками, просветление межклеточного матрикса.

Таким образом, показано участие Pig в процессе демиелинизации и деструкции экстра­
целлюлярного матрикса, а также синергическое его взаимодействие с NGF, который усили­
вал его протеолитическое влияние, и к тому же оказывал трофическую поддержку нейронам
и их отросткам. В отсутствие Pig литического эффекта NGF не проявлял. Наши данные под­
тверждают, что эти агенты могут быть вовлечены в процессы роста, развития и регенерации
нервной системы с помощью более чем одного механизма.
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ЛИХОРАДКИ
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ЦИТОАРХИТЕКТОНИКА СЕНСОМОТОРНОЙ КОРЫ БОЛЬШОГО МОЗГА ЧЕЛОВЕКА 
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Da in iu s  H. Pa u z a , Va l d a s  Sk r ipk a , Ne r in g a  Pa u z ie n e , Rim v y d a s  St r o pu s  218
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Da in iu s  H. Pa u z a , Va l d a s  Sk r ipk a , Ne r in g a  Pa u z ie n e , Rim v y d a s  St r o pu s  219
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