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В. H. НИКАНДРОВ, Г. П. ПЕТРУСЕНКО, Р. И. ГРОНСКАЯ

СОСТОЯНИЕ АТФ- И Са2+-ЗАВИСИМОГО ПРОТЕОЛИЗА В КЛЕТКАХ
ФЕОХРОМОЦИТОМЫ РС12 ПРИ ДЕЙСТВИЯХ СТРЕПТОКИНАЗЫ

И ФАКТОРА РОСТА НЕРВОВ

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

(Поступила в редакцию 27.08.2003. Принята после рецензирования 28.08.2003)

Как было уже отмечено в предыдущей статье [1], система «плазминоген-плазмин» («Pg-Pl»)
играет важную роль в жизнедеятельности клеток нервной ткани. При этом, синтез Pg в
нервной ткани автономен и осуществляется в микроглии [2]. Таким образом, нервные клет­
ки, в целом, не зависят от поступления зимогена из кровотока. Указанная система включает
до 10 белков (в т. ч. активаторы Pg, ингибиторы активаторов и ингибиторы Р1) и характери­
зуется определенной иерархией. Роль Pg — ключевого компонента системы пока остается
недостаточно ясной. Показано, что Pg промотирует развитие мезенцефальных дофаминерги­
ческих нейронов, модулирует состояние NMDA-рецепторов на нейронах гиппокампа, обла­
дает защитным действием на клетки симпатических вегетативных ганглиев при влиянии по­
вреждающих факторов и на клетки феохромоцитомы PC 12 [3—5].

Существенно большая информация в литературе имеется о роли активаторов Pg для жиз­
недеятельности клеток нервной ткани [например, 61. Однако эта информация касается лишь
урокиназного и тканевого активаторов. Практически отсутствуют данные о влиянии на клет­
ки нервной ткани одного из сильнейших активаторов Pg — стрептокиназы. Между тем, на
понтобульбоспинальных препаратах мозга крысы установлено, что суперфузия раствором
стрептокиназы ведет к возрастанию на 50—55% частоты генерации инспирационных залпов
при некотором увеличении амплитуды низко- и среднечастотных разрядов [7], что отражает
изменения состояния нейронов. Вместе с тем, о прямом метаболическом действии стрепто­
киназы на клетки (не опосредованном кровотоком и гемодинамическим звеном) практиче­
ски нет данных, хотя этот вопрос нуждается в прояснении, что продиктовано медицинскими
показаниями к применению лечебных препаратов стрептокиназы при ишемических инсуль­
тах, туберкулезных менингитах и т. д. [8].

Учитывая изложенное, а также полученные нами данные об изменении уровня АТФ- и
Са2+-зависимого протеолиза при добавках в питательную среду Pg [1], в том числе в сочета­
нии с фактором роста нервов (NGF), цель настоящей работы — изучение влияния стрепто­
киназы и ее комбинаций с фактором роста нервов на состояние указанных реакций протео­
лиза в клетках феохромоцитомы PC 12.

Материалы и методы. Клетки феохромоцитомы РС12 культивировали на среде RPMI-1640,
содержащей эмбриональную телячью и лошадиную сыворотки крови как подробно описано на­
ми в предыдущей статье [1]. За сутки до эксперимента культуральную жидкость удаляли, клетки
заливали свежей питательной средой, содержащей 0.5% сыворотки крови. Через 24 часа клетки
феохромоцитомы снимали пипетированием, суспензию разводили питательной средой до кон­
центрации 1 млн клеток в пробе (подсчет вели в камере Горяева). Затем в суспензию клеток
вносили NGF в концентрации 10.0 или 100.0 нг/мл или стрептокиназу в концентрации 0.1, 1.0,
100.0, 1000.0 и 2000.0 МЕ/мл или же смесь этих двух белков в указанных концентрациях. В
контрольные образцы указанные белки не добавляли. Через 20 мин суспензию клеток центри­
фугировали при 2000 об/мин в течение( 5 мин, осадок замораживали, хранили при -24  °С.

Определение уровня АТФ-активируемого и Са2+-активируемого внутриклеточного протео­
лиза проводили как подробно описано ранее [1].

Все исследования выполнены не менее, чем трехкратно. Результаты обработаны статисти­
чески с вычислением г-критерия Стьюдента.

В работе использовали те же реактивы, что и в предыдущей статье [1]. Стрептокиназа бы­
ла производства «Белмедпрепараты» (препарат «Стрептаза»),
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Контроль — 1; Sk — 2-0,1 МЕ/мл; 3 -1 ,0  МЕ/мл; 4-10,0  МЕ/мл; 5 - 100,0 МЕ/мл; 6 - 1000,0 МЕ/мл; 7 - 2000,0 МЕ/мл;
NGF — 8 - 10,0 нг/мл; 9 - 100,0 нг/мл; 10 — Sk 0,1 МЕ/мл + NGF 10,0 нг/мл; 1 1 -Sk 1,0 МЕ/мл + NGF 10,0 нг/мл; 12-Sk
10,0 МЕ/мл + NGF 10,0 нг/мл; 13- Sk 100,0 МЕ/мл + NGF 10,0 нг/мл; 14- Sk 10,0 МЕ/мл + NGF 100,0 нг/мл; 15—Sk 100,0
+ NGF 100,0 нг/мл; 16- Sk 1000,0 + NGF 100,0 нг/мл

Рис. 1. Активность АТФ-активируемых протеиназ в клетках РС12 при раздельном и комбинированном внесении в
среду инкубации стрептокиназы (Sk) и NGF: время инкубации 20 мин

Результаты и их обсуждение. Кратковременная экспозиция клеток феохромоцитомы со
стрептокиназой вела к подавлению АТФ-активируемого протеолиза на 30—60%, а при кон­
центрации стрептокиназы 2000.0 МЕ/мл — на 90% (рис. 1). Добавка в питательную среду од­
ного NGF лишь при концентрации 100.0 нг/мл вызвала умеренное (на 35%) снижение уров­
ня АТФ-активируемого протеолиза. При смешивании нейротрофина и стрептокиназы на­
блюдали следующую картину.

При концентрации нейротрофина 10.0 нг/мл снижение уровня АТФ-активируемого протео­
лиза, вызванное стрептокиназой в концентрации 0.1 или 1.0 МЕ/мл практически снималось. На
фоне действия NGF увеличение концентрации стрептокиназы до 10.0 МЕ/мл вело к возрастанию
интенсивности энергозависимого протеолиза в 1.3 раза. Вместе с тем, в варианте 100.0 МЕ/мл
стрептокиназы +10.0 нг/мл NGF отмечено угнетение данного типа протеолиза на 55%, что сви­
детельствует об изменении характера перестройки внутриклеточных процессов. Увеличение кон­
центрации NGF до 100.0 нг/мл в сочетании с 10.0 МЕ/мл стрептокиназы практически не влияло
на уровень АТФ-зависимого протеолиза, а при концентрации ее 100.0 или 1000.0 МЕ/мл обу­
словило уменьшение интенсивности этого протеолиза. Причем, эффект в случае концентрации
стрептокиназы 100.0 МЕ/мл и 100.0 нг/мл NGF был близок к суммарному индивидуальных
белков. При более высокой концентрации стрептокиназы в сочетании ее с нейротрофином сте­
пень угнетения (40%) не достигала эффекта одной стрептокиназы в этой концентрации (60%).

На активируемые Са2+ в низких концентрациях (50 мкМ, кальпаин I) реакции протеолиза
добавки стрептокиназы оказали, как правило, угнетающее действие (рис. 2). Причем, эффект
стрептокиназы в низких концентрациях проявлялся заметно сильнее. Угнетение составило 75—
80%. При концентрации же стрептокиназы 10.0 МЕ/мл экспозиция клеток РС12 сопровожда­
лась даже тенденцией к росту указанной протеолитической активности. Добавка в питательную
среду одного NGF только при концентрации 100.0 нг/мл вызвала изменение уровня I-
кальпаиновой активности: возрастание на 45%. При сочетании же стрептокиназы и NGF прак­
тически во всех случаях отмечено снижение указанной активности в сравнении с контролем на
40—90%. Лишь в варианте стрептокиназа, 100.0 МЕ/мл + NGF, 10.0 нг/мл изменения со сторо­
ны 1-кальпаиновой активности не превышали 16%. Примечательно, что добавление NGF в
концентрации 10.0 нг/мл (само по себе не оказавшее влияния на 1-кальпаиновую активность)
достаточно заметно модифицировало эффект стрептокиназы: при концентрации ее 0.1 МЕ/мл
угнетение этого типа протеолиза значительно уменьшалось, тогда как при концентрации 10.0
МЕ/мл резко проявлялось и составило 80% убыли по отношению к контролю. Использование
NGF при концентрации 100.0 нг/мл резко усиливало подавление 1-кальпаиновой активности
клеток феохромоцитомы стрептокиназой, в диапазоне концентрации 10.0—1000.0 МЕ/мл.

На активируемые Са2+ в более высокой концентрации протеинезии (5 мМ, кальпаин II)
добавки одного NGF влияния не оказали (рис. 3). Экспозиция клеток феохромоцитомы со
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Контроль —  1 ; Sk — 2 -0 ,1  МЕ/мл; 3 - 1 ,0  МЕ/мл; 4 - 10,0 МЕ/мл; 5 - 100,0 МЕ/мл; 6 - 1000,0 МЕ/мл; 7 - 2000,0 МЕ/мл;
NGF — 8 -1 0 ,0  нг/мл; 9 - 100,0 нг/мл; 10—  Sk 0,1 МЕ/мл + NGF 10,0 нг/мл; 11 —  Sk 1,0 МЕ/мл + NGF 10,0 нг/мл; 12 —
Sk 10,0 МЕ/мл + NGF 10,0 нг/мл; 13 —  Sk 100,0 МЕ/мл + NGF 10,0 нг/мл; 14 —  Sk 10,0 МЕ/мл + NGF 100,0 нг/мл; 15 —
Sk 100,0 + NGF 100,0 нг/мл; 16—  Sk 1000,0 + NGF 100,0 нг/мл

Рис. 2. Активность (I) Са2+-зависимых протеиназ в культуре клеток PC 12 при раздельном и комбинированном вне­
сении в среду инкубации-Sk и NGF: время инкубации 20 мин

Контроль — 1; Sk — 2 - 0,1 МЕ/мл; 3 -1 ,0  МЕ/мл; 4 -1 0 ,0  МЕ/мл; 5 - 100,0 МЕ/мл; 6 - 1000,0 МЕ/мл; 7 - 2000,0 МЕ/мл; NGF — 8 -
10,0 нг/мл; 9 - 100,0 нг/мл; 10— Sk 0,1 МЕ/мл + NGF 10,0 нг/мл; 11 — Sk 1,0 МЕ/мл + NGF 10,0 нг/мл; 12 — Sk 10,0 МЕ/мл + NGF
10,0 нг/мл; 13 — Sk 100,0 МЕ/мл + NGF 10,0 нг/мл; 14 — Sk 10,0 МЕ/мл + NGF 100,0 нг/мл; 15 — Sk 100,0 + NGF 100,0 нг/мл; 16 —
Sk 1000,0 + NGF 100,0 нг/мл

Рис. 3. Активность (II) Са2+-зависимых протеаз в культуре клеток РС12 при раздельном и комбинированном внесе­
нии в среду инкубации Sk и NGF: время инкубации 20 мин

стрептокиназой вызвала неоднонаправленый эффект в зависимости от концентрации этого
активатора Pg: при концентрации стрептокиназы 0.1 и 1.0 МЕ/мл наблюдалось угнетение II-
кальпаиновой активности на 90% и 45% соответственно. Увеличение ее концентрации до 10.0
и 100.0 МЕ/мл сопровождалось возрастанием П-кальпаиновой активности в 1.7—1.8 раза.
Дальнейшее увеличение концентрации стрептокиназы до 1000.0 и 2000.0 МЕ/мл вело к по­
давлению данной протеолитической активности на 40% и 100% соответственно.

При смешивании стрептокиназы с NGF эффект ее изменялся существенно, сложным не­
однонаправленным образом. В концентрации 10.0 нг/мл NGF практически снимал ингиби­
торное действие стрептокиназы в концентрации 0.1 МЕ/мл, но резко усиливал это действие
при концентрации ее 1.0 МЕ/мл — до 100%. Характер действия стрептокиназы при концен­
трации 10.0 МЕ/мл в присутствии 10.0 нг/мл нейротрофина фактически не менялся, тогда как
увеличение ее концентрации до 100.0 МЕ/мл в этих условиях вело к подавления П-кальпаино­
вой активности на 80%. В сочетании же с NGF в более высокой концентрации (100.0 нг/мл)
стимулирующее П-кальпаиновую активность действие стрептокиназы не проявлялось. Также
снималось полностью и подавление данного типа протеолитической активности, наблюдав­
шееся при действии одной стрептокиназы в концентрации 1000.0 МЕ/мл.
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Принимая среднюю величину молекулярной массы стрептокиназы равной 50 кДа, и с учетом
удельной активности образцов стрептокиназы высокой степени чистоты, можно считать, что
концентрация этого белка 0.1 МЕ/мл соответствует 5 • 1(Г10 М. Тем не менее, этой концентрации
эффектора оказалось достаточно, чтобы вызвать существенное подавление интенсивности всех
трех типов исследуемых протеолитических реакций на 40—90% по отношению к контролю. Это
тем более необычно, что стрептокиназа — аллогенный для феохромоцитомы белок, про­
дуцируемый р-гемолитическими стрептококками. Из данных литературы не известно о возмож­
ности существования в подобных клетках какого-либо белка структурно близкого стрептокиназе.

Как и при действии Pg [1], добавление к культуре феохромоцитомы стрептокиназы вело к
угнетению АТФ-активируемого протеолиза. Однако оно было более сильным, а сочетание
этого белка с нейротрофином (даже при концентрации последнего 100.0 нг/мл) не всегда со­
провождалось «снятием» эффекта стрептокиназы, хотя в ряде вариантов степень подавления
АТФ-активируемого протеолиза при действии стрептокиназы с NGF была меньшей, чем в
случае одной стрептокиназы.

Добавка стрептокиназы сама по себе вызвала сильное подавление 1-кальпаиновой актив­
ности, доходящее до полного ее отсутствия при действии стрептокиназы в концентрации
2000.0 МЕ/мл. Практически ни в одном случае мы не наблюдали повышения уровня этого
типа Са2+-активируемого протеолиза, даже в сочетании стрептокиназы с нейротрофином.
Более того, при таком сочетании эффект подавления даже усиливался.

В отличие от Pg [1], экспозиция клеток PC 12 со стрептокиназой вызвала более сложный
«куполообразного» типа характер зависимости «эффект-концентрация» в случае П-кальпаи-
новой активности. Вместе с тем, сочетание стрептокиназы с NGF чаще сопровождалось
уменьшением эффекта стрептокиназы, хотя в отдельных вариантах наблюдалось резкое из­
менение направленности сдвигов этого типа протеиназной активности.

Как и в случае с плазминогеном, в настоящее время мы не располагаем какими-либо дан­
ными для объяснения сложного характера вызываемых стрептокиназой изменений. Это задача
дальнейших исследований. Вместе с тем, полученные результаты практически впервые демон­
стрируют прямое, неопосредованное энзимными системами кровотока, действие стрептокиназы
на процессы внутриклеточного метаболизма. При этом, воздействие стрептокиназы не вызыва­
ло гибели клеток или изменений их морфологии при прижизненной световой микроскопии.
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THE STATE OF ATP- AND Ca2+-DEPENDENT PROTEOLYSIS
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OF STREPTOKINASE AND NERVE GROWTH FACTOR
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Summary
The activity of ATP- and Ca2+-dependent proteases was studied in pheochromocytoma PC 12 cells after their cultivation with

plasminogen (SK) and nerve growth factor (NGF) in different concentrations or with combination of SK + NGF. It was found that
a short-term exposure of pheochromocytoma PC12 cells to SK and NGF induced noticeable changes of proteolysis. These changes
have complex character, in the dependence on SK and NGF concentrations and combinations. In fact, presented data firstly illus­
trate the metabolic effect of SK in cells. The mechanism is still unclear, and this phenomen nature is complex task for study in per­
spective.


