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ВЛИЯНИЕ СТРЕПТОКИНАЗЫ � N V�TRO НА СТРУКТУРУ КЛЕТОК И
АКТИВНОСТЬ ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ В СПИННОМОЗГОВЫХ ГАНГЛИЯХ

КРЫС

О.И. Володкович, Н.А. Долгова, В.С. Лукашевич, В.Н. Никандров

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

Стрептокиназа (СК) -  белок, получаемый из культуры р-гемолитического стрептококка
группы С. Она является сильнейшим активатором плазминогена -  предшественника
протеиназы плазмина.

В клинической медицине препараты СК применяют для восстановления проходимости
тромбированных кровеносных сосудов, поскольку они вызывает лизис тромбов.
Показаниями к применению препаратов СК (авелизина и других) являются эмболия
легочной артерии и ее ветвей, тромбоз и эмболия периферических артерий, тромбоз
поверхностных и глубоких вен конечностей, острый инфаркт миокарда (в течение первых 12
ч), тромбоз сосудов сетчатой оболочки глаза и другие состояния, протекающие с острыми
эмболиями и тромбозами или с угрозой образования тромбов.

Однако, внутривенное введение стрептокиназы предполагает воздействие ее на все
ткани организма, в том числе и на ганглии периферической нервной системы, влияние на
которые недостаточно изучено.

В связи с этим была поставлена задача изучить ультраструктуру спинномозговых
ганглиев после инкубирования их со стрептокиназой �n v�tro. Поскольку окислительно-
восстановительные ферменты и лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в частности являются одним из
объективных маркеров морфофункционального состояния клеток спинномозговых ганглиев
[2], применялся биохимический метод определения активности ЛДГ (К.Ф. 1.1.1.27) в
кондиционированной среде и ткани ганглиев. Нейрональная дегенерация была
количественно оценена путем измерения выхода ЛДГ в культуральную среду. Исследования
проведены на органной культуре спинномозговых ганглиев, взятых у белых беспородных
крыс.

Материал и методы. Исследования выполнены на взрослых крысах. После
декапитации асептически извлекали спинномозговые ганглии и инкубировали в питательной
среде DMEM, содержащей 0.5% телячьей эмбриональной сыворотки и 20 или 2000 МЕ/мл
СК в течение 24 ч при 37оС в СО2-инкубаторе. Контрольные ганглии инкубировали без СК.
Подготовку к электронно-микроскопическому исследованию проводили по стандартной
методике [1]. Активность ЛДГ в кондиционированной среде и тканях ганглиев определяли,
как описано ранее [5]. Образцы культуральной среды (50 мкл) добавляли к
свежеприготовленному субстратному буферу (0,76 мМ пирувата натрия/85мкМ NADH в 0.1
М фосфатном буфере, pH 7.4) при комнатной температуре. Абсорбция реакционной смеси
при длине волны 340 нм и оптическом пути в 1 см измерялась с помощью спектрофотометра
Сагу 100 Bio в течение 1 минуты. За единицу активности принималось количество фермента,
редуцирующее 1 мкМ пирувата в лактат, исходя из величины абсорбции. Для определения
активности ЛДГ в ганглиях, последние гомогенизировали в 1 мл фосфатного буфера и
центрифугировали при 4 тыс. об/мин в течение 30 мин. Для измерения использовали 20 мкл
супернатанта.

Результаты. Ультраструктура спинномозговых ганглиев контрольных и обработанных
СК в концентрации 20 МЕ/мл была достаточно близкой. В обоих случаях основная масса
нейронов имела светлые ядра, как правило, занимающие центральное положение, с
дисперсным хроматином. Цитоплазма содержала множество митохондрий с хорошо
выраженными кристами и каналами гранулярного эндоплазматического ретикулума,
Диффузно располагающиеся по всей цитоплазме. Элементы аппарата Гольджи в
контрольных препаратах узлов размещались равномерно, а обработанные стрептокиназой
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были смещены к периферии клеток. Плазматическая мембрана перинейрональных глиоцитов
плотно контактировала с наружной мембраной нервных клеток, что указывало на
интенсивные метаболические межклеточные отношения.

При использовании СК в концентрации 2000 МЕ/мл наблюдалось появление нейронов
со смещенными к периферии ядрами и электроноплотной цитоплазмой. Митохондрии, как
нейронов, так и перинейрональных глиоцитов претерпевали серьезные деструктивные
изменения, они теряли кристы, а матрикс их просветлялся. Плазматическая мембрана
глиальных клеток сохраняла тесный контакт с нейрональной мембраной, однако в этой
области образовывались многочисленные мелкие и крупные вакуоли.

Экстрацеллюлярный матрикс контрольных ганглиев был заполнен фибриллами,
образованными коллагеном. При действии СК в малой концентрации (20 МЕ/мл) наблюдался
очаговый лизис коллагеновых фибрилл. Инкубация органной культуры спинномозговых
ганглиев с СК в концентрации 2000 МЕ/мл вызывала значительно более сильную
деструкцию коллагена и просветление матрикса.

Определение активности ЛДГ в кондиционированной среде показало более чем
четырехкратное ее увеличение при культивировании ганглиев с 2000 МЕ/мл СК, что
соответствует данным структурных исследований и свидетельствует о глубоких
функциональных нарушениях и гибели клеток спинномозговых узлов. В концентрации 20
МЕ/мл СК не вызывала значительных изменений активности фермента в сывороточной
среде, хотя в ткани ганглиев активность ЛДГ увеличивалась более, чем в 6 раз. Это
сопряжено, по-видимому, с накоплением лактата, хотя нельзя исключить, что СК в
небольших дозах может активировать энергетику клетки. Эти метаболические изменения не
провоцируют каких-либо значительных внутриклеточных структурных изменений. В
максимальной концентрации (2000 МЕ/мл) СК проявила обратный эффект: в ткани ганглия
активность ЛДГ была незначительна по сравнению с таковой в кондиционированной среде.
Если сравнивать суммарную активность ЛДГ в клетках ганглиев и в культуральной среде, то
становиться очевидным, что СК значительно ее увеличивает по сравнению с контрольными
пробами, а в концентрации 2000 МЕ/мл наблюдается выход активности ЛДГ из клеток, что
свидетельствует о глубоких дегенеративных нарушениях.

Таким образом, СК в концентрации 20 МЕ/мл не вызывает значительных структурных
нарушений в клетках ганглиев. При этом наблюдается резкое увеличение внутриклеточной
активности ЛДГ. Известно, что непосредственное взаимодействие СК с ЛДГ (Мд), ведущее к
образованию достаточно устойчивого комплекса, не сопровождается резкими изменениями
каталитической активности фермента [4]. Следовательно,, выявленные изменения являются
результатом метаболической реакции клеток на СК. Это подтверждают наши ранее
опубликованные результаты [4]. Использование СК в более высокой концентрации (2000
МЕ/мл) выявляет драматические структурные нарушения ганглионарных клеток,
сопровождающиеся выходом ЛДГ в культуральную среду.
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