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ОСОБЕННОСТИ ДЕЙСТВИЯ СТРЕПТОКИНАЗЫ НА АТР, I И II Са2+-
ЗАВИСИМЫЕ ПРОТЕАЗЫ В КЛЕТКАХ РС12 И ГЛИОМЫ С6

В.Н. Никандров, Т.П. Петрусенко, М.К. Тумилович, Р.И. Гронская

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

Внутриклеточная подвижность клеток контролируется различными факторами, в том
числе и локальной секрецией протеаз, таких как плазмин (Р1), образующийся под действием
активаторов плазминогена (Pg). Последние являются протеолитическими ферментами,
расщепляющими определенную связь в молекуле Pg, и способствующими превращениям его
в Р1 и участвующими во многих процессах (регенерации тканей, овуляции и имплантации
бластулы, активации коллагеназ, росте и метастазировании опухолей, фибринолизе) [5].
Среди активаторов Pg особое место занимает стрептокиназа (Sk) —  белок, продуцируемый
во внешнюю среду рядом гемолитических стрептококков. Действие Sk на метаболизм клеток
нервной ткани до сих пор изучено недостаточно. Но в любом случае в опосредовании его
действия важное место отводится процессам протеолиза, в частности, ATP, I и II Са2+-
зависимым протеазам. В доступной нам литературе данные по вопросу действия элементов
Pg — Pl системы на активность указанных выше протеаз практически отсутствуют, и это в то
время, когда ферменты все шире внедряются в медицинскую практику. Этому способствуют
успехи, проявившиеся особенно в последние десятилетия, в открытии, изолировании и
описании многих энзимов, выявлении новых аспектов кинетики ферментативных реакций,
получении новых данных о взаимодействии ферментных систем. Считается, что
катализируемый АТР процесс ответственен в основном за быстрое расщепление
короткоживущих и аномальных белков, образующихся в клетках в результате мутаций,
биосинтетических ошибок, посттрансляционных повреждений или при тепловом шоке
(деструктивная функция), а также за гидролиз значительной части белков (короткоживущих
регуляторных белков) в быстрорастущих тканях, в частности в культурах фибробластов,
эмбриональных трубочках, ретикулоцитах (регуляторная функция). Функция АТР
заключается в стимулировании базальной протеолитической активности. Одним словом,
селективный внутриклеточный протеолиз, осуществляемый олигомерными АТР-зависимыми
протеиназами, обеспечивает контроль качества функциональных белков и поддержание
необходимого уровня их в клетке. Несмотря на значительные успехи, достигнутые в
исследовании энергозависимого протеолиза, многие его аспекты остаются невыясненными.
В первую очередь это касается природы селективности, реализуемой при отборе ферментом
субстрата-мишени, и механизма сопряжения протеолиза и гидролиза АТР [4].

Во внутриклеточном протеолизе белковых молекул одну из основных функций
выполняют также Са2+-зависимые протеазы. Протеазы, регулируемые Са2+, включены в
различные Са2+-зависимые процессы. Нейтральные протеазы в клетке представлены двумя
изоформами, кальпаин I и II, соответственно ц-кальпаин и т-кальпаин, различающиеся по
потребности в Са2+, необходимом для проявления активности, а также физико-химическим
свойствам. Кальпаин I более чувствителен к ионам металлов, имеет более широкий спектр
значений pH его действия, обладает более высокой термостабильностью, чем кальпаин II.
Различаются эти два фермента по аминокислотному составу и молекулярной массе. При
гидролизе белков с их участием образуются различные пептидные фрагменты.
Потенциальными субстратами кальпаинов являются белки цитоскелета и ядерного матрикса,
протеинкиназа С, рецепторы, факторы транскрипции. При различных видах апоптоза
большинства клеток выявлено участие Са2+ и ATP-регулируемых протеаз в гибели клеток
[1].
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Целью нашей работы было изучить активность АТР-, 1 и II Са2+ (кальпаина I и Ц).
зависимых протеаз культур клеток глиомы С6, а также феохромоцитомы PC 12 —  линии
катехоламинсодержащих клеток.

Материалы и методы. Клетки PC 12 и С6 культивировали на среде RPMI-1640 в
стандартных условиях. Затем в суспензию клеток вносили Sk в концентрациях: 0.1; 1.0; 1Q-
100; 1000 и 2000 МЕ/мл среды. В контрольные пробы белок не добавляли. Время экспозиции
20 мин. Определение уровня ATP, I и II Са2+-активируемого внутриклеточного протеолиза
проводили согласно [2]. Все исследования выполнены не менее чем пятикратно. Результаты
обработаны статистически с вычислением Г-критерия Стьюдента. В работе использовали те
же реактивы, которые указывались в [2]. Sk была производства фирмы «Белмедпрепараты»
(препарат «Стрептаза»),

Результаты и их обсуждение. Внесение в среду инкубации клеток PC 12 Sk (20 мин) в
концентрациях 0.1; 1.0; 10, 100 и 1000 МЕ/мл достоверно снижало уровень АТР-
активируемого протеолиза (60, 46, 60, 71 и 40% соответственно), а при концентрации Sk
2000 МЕ/мл почти полностью его подавляло. Это, однако, не сопровождалось гибелью
клеток PC 12 или резким изменением их морфологии [3].

Экспозиция клеток глиомы С6 с Sk в концентрациях 10, 100, 1000 и 2000 МЕ/мл вела к
снижению уровня ATP-активируемого протеолиза на 38, 17, 27 и 37% соответственно по
сравнению с контрольными величинами. Воздействие Sk в концентрациях 0.1 и 1.0 МЕ/мл не
повлекло сдвигов уровня указанного типа протеолиза. Таким образом, действие Sk на
уровень энергозависимого протеолиза носит сходный с таковым в клетках PC 12 характер.
При всех концентрациях Sk, кроме 0.1 и 1.0 МЕ/мл, в клетках глиомы С6, когда фермент
оставался ареактивным, было выявлено достоверное снижение его активности в обоих типах
клеток.

Добавки Sk во всех используемых концентрациях (кроме 10 МЕ/мл) оказывали
статистически значимое (80%) ингибирующее воздействие на I-кальпаиновую активность в
клетках PC 12. При концентрации Sk 10 МЕ/мл инкубация клеток PC 12 сопровождалась
тенденцией к росту указанной протеолитической активности.

Sk в различных концентрациях, вводимая в культуральную среду с клетками РС12,
оказала неоднозначное действие на П-кальпаиновую активность. При концентрации Sk 0.1 и
1.0 МЕ/мл наблюдалось угнетение П-кальпаиновой активности на 90 и 45% соответственно.
Увеличение ее концентрации до 10 и 100 МЕ/мл индуцировало повышение П-кальпаиновой
активности до 170 и 180%, до 1000 и 2000 МЕ/мл -  вело к подавлению данной
протеолитической активности на 40 и 100% соответственно. Во всех случаях сдвиги
активности указанного фермента подтвердились при статистической обработке.

При изучении кальпаинов I и II в клетках глиомы С6 установлено увеличение
активности первого на 100% при концентрациях Sk 0.1; 100 и 2000 МЕ/мл, активность же
второго увеличивалась на ту же величину при концентрации Sk 0.1 МЕ/мл и снижалась на
70% при концентрации Sk 1.0 МЕ/мл. При остальных концентрациях Sk активность обеих
форм Са2+-зависимых протеаз не отличалась от контрольных величин.

Выявленная активация Са2+-зависимого протеолиза может быть обусловлена
увеличением концентрации Са_+ в клетках PC 12, а снижение их активности (также как и
снижение АТР-индуцируемых протеаз) -  действием эндогенных ингибиторов, с которыми
эти протеазы могут обратимо взаимодействовать, образуя неактивные комплексы
протеаза—ингибитор. Одним из способов активации протеаз при воздействии химических
агентов может быть диссоциация неактивных комплексов протеаза-ингибитор, находящихся
в клетке. Диссоциация комплекса происходит в результате тиолдисульфидного обмена и
сопряжена с окислительно-восстановительным состоянием клетки, глутатиоловым циклом и
метаболизмом глюкозы. Обратимые взаимодействия Са2+- и ATP-зависимых протеаз с
эндогенными ингибиторами регулируются кальцием и АТР.

Итак, воздействие Sk обусловливает появление ранней метаболической реакции в
клетках глиомы С6 и PC 12, зафиксированной нами через сдвиги активности АТР, I и II Са2+-
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зависимых протеаз. Следует отметить, что величина и направленность таковых сдвигов
зависели от типа клеток (для феохромоцитомы PC 12 они были несколько более
значительны), концентрации Sk и типа фермента. По-видимому, подобные изменения
активности ATP, I и II Са2+-зависимых протеаз развиваются с участием широкого круга
внутриклеточных биологических систем, которые могут явиться объектом воздействия
потенциальных лекарственных препаратов при терапии заболеваний, имеющих и
нейрогенную природу.
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