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ВЛИЯНИЕ СТРЕПТОКИНАЗЫ НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ, РАЗВИТИЕ И
СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ ОРГАНИЗАЦИЮ КЛЕТОК КОРЫ
ГОЛОВНОГО МОЗГА И НЕКОТОРЫХ ПЕРИФЕРИЧЕСКИХ ГАНГЛИЕВ

НОВОРОЖДЕННЫХ КРЫС В КУЛЬТУРЕ ТКАНИ

О Н. Жук, Е.Ф Полукошко, В Н Никандров

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

В последние годы особое внимание уделяется современным возможностям
тромболитической терапии, главным вектором которой является стимуляция эндогенного
ферментативного фибринолиза, в основном растворения фибринового компонента тромба. В
клинических условиях для профилактики инсульта, лечения инфаркта миокарда и других
заболеваний используются стрептокиназа (SK), тканевой активатор плазминогена и др.
Однако существует значительный пробел в понимании действия данных препаратов на
отдельные ткани и клетки. Исследование их влияния �n v�tro существенно приблизит к
уяснению механизмов взаимодействия системы «плазминоген-плазмин».

Материалы и методы. Исследования выполнены на диссоциированной и
органотипической культуре неокортекса и ганглиев периферической нервной системы -
симпатических краниальных шейных (КШГ), чувствительных спинномозговых (СпГ) и
дистальных ганглиев блуждающего нерва (ДГ) новорожденных крыс. Изучаемую ткань
помещали на покровные стекла с коллагеновой подложкой и экспозировали инкубаторе
(5%-й COq, 37°С) в среде DMEM (Sigma), содержащей 0.5 или 10-15%-й телячьей
эмбриональной сыворотки крови (СЭ), пенициллин (100 ед/мл), стрептомицин (100 мкг/мл).

Выполнено 5 серий экспериментов: контроль 1 -  ДМЕМ + 10-15% СЭ; контроль 2 -
ДМЕМ + 0.5% СЭ; опыт 1 -  ДМЕМ + 10-15% СЭ + SK (2000 МЕ/мл); опыт 3 -  ДМЕМ + 0.5%
СЭ + SK (2000 МЕ/мл); опыт 4 - ДМЕМ + 10-15% СЭ + SK (20 МЕ/мл). SK добавляли в
питательную среду однократно спустя 1 сутки от начала культивирования.
Жизнеспособность клеток определяли с использованием трипанового синего [1]. Площадь,
занимаемую культурой, выражали через индекс зоны роста (ИЗР), определяемый по
произведению значений наименьшего и наибольшего ее диаметров, деленному на 1000.
Электронно-микроскопические исследования выполнены по стандартной методике [2].
Результаты обрабатывали статистически с использованием Г-критерия Стъюдента.

Результаты. Жизнеспособность клеток зрелой (14 сут �n v�tro) диссоциированной
культуры неокортекса новорожденных крыс в питательной среде DMEM, обогащенной 15%
СЭ (контроль 1), составила 88.13±0.14 %. Перевод на 14 сут �n v�tro клеток на питательную
среду с 0.5% СЭ и последующая экспозиция в течение 48 часов, вызвали снижение
количества жизнеспособных клеток до 80.20±1.4% (Р<0.001). Добавление в
“бессывороточную” питательную среду 2000 МЕ/мл SK поддержало жизнеспособность
клеток на высоком уровне. Сравнивая полученные результаты, можно отметить, что доля
неокрашенных клеток в этой серии (89.84±1.05%) совпадает с контрольными данными (серия
1), но значительно отличается от такового клеток, выращенных на среде, содержащей только
0-5% СЭ (Р<0.01). Этот же прием на 7-суточных культурах'при одновременном введении
2000 МЕ/мл SK усугубляла процессы деструкции. Доля жизнеспособных клеток �n v�tro
равнялся 76.45±1.5%, что значительно ниже показателя при изъятии только сыворотки
(Д>0.001). Это предполагает, что SK благоприятно действует в условиях изъятия
трофических компонентов сывороточного происхождения, создавая эффект их замещения,
если такие условия созданы зрелым клеткам.

Ганглионарные культуры в полной питательной среде (контроль 1) к 5-7 сут
формировали плотную многослойную зону роста, в состав которой входили активно
иролиферирующие фибробласты, глиальные клетки, фагоциты и образующие густую сеть
отростки нервных клеток. Сами ганглии просветлялись, в них просматривались отдельные
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нейроны. В питательной среде с 0.5% содержанием СЭ эксплантаты прикреплялись плохо
слетали с подложки, значительно отставали в развитии, скорости формирования зоны роста и
ее плотности. Изменения ИЗР культур контроля 1 к культурам контроля 2 составило 106-
121% через 2 сут и 310-12462% -  через 7 сут. Добавление SK в питательную среду
существенно ускоряло формирование и увеличивало плотность зоны роста всех
исследуемых ганглиев. ИЗР этих культур относительно контроля в питательной среде
обогащенной 10% СЭ (SK 20 МЕ/мл), составил для изучаемых ганглиев через 2 сут 121.3 -
158 %, через 7 сут 102.8 -  112 %; при действии SK (2000 МЕ/мл) -  через 2 сут 127.1 -
129.2%, через 7 сут -  139.5 -  157.2 %. В питательной среде с 0.5% СЭ эти влияния
соответственно составили: Sk (20 МЕ/мл ) через 2 сут -  104.2-117 %, через 7 -  113,8-130,4 %;
SK (2000 МЕ/мл) -  через 2 сут -  105.7-150 %, через 7 сут -  109.1-122.6 %. Зона роста
культур, в питательной среде которых содержалась SK, имела повышенную плотность даже
при сравнении с контролем 1 за счет интенсивной пролиферации и миграции из эксплантата
клеток различной природы. Особо выделялись многочисленные шванновские клетки,
расположенные вдоль радиально направленных отростков нервных клеток. Длительное
наблюдение за культурами (свыше 14 сут �n v�tro) показало способность SK в 10%
питательной среде значительно улучшать рост и развитие симпатических и чувствительных
спинальных ганглиев новорожденной крысы.

Ультраструктурные исследования показали, что при культивировании в питательной
среде ДМЕМ с 15%-й содержанием СЭ эксплантаты коры головного мозга новорожденных
крыс сохраняют свою организацию. Удаление из питательной среды СЭ ухудшает состояние
всех клеточных элементов уже через 24 ч. В астроцитах происходит конденсация ядерного
хроматина, появляются необычные для этого типа клеток множественные глыбки
гиперхромного материала с предпочтительной локализацией у внутренней мембраны. Сама
мембрана расслаивается, образуя выпячивания. Органеллы цитоплазмы теряют свои
характерные черты и приобретают признаки вакуолей. В цитоплазме олигодендроцитов
появляются миелиновые тельца и вакуоли крупных размеров. В нейронах при относительной
сохранности органелл цитоплазмы отмечены изменения формы ядер. Отростки как
астроцитов, так и нейронов теряют правильность формы, мембрана расслаивается, их
органеллы деформируются. Добавка в “бессывороточную” питательную среду SK (2000
МЕ/мл) в течение 24 часов не позволила развиться деструктивным процессам, описанным
выше. Сохранялась организация эксплантата, присущая ему при инкубировании в течение
такого же периода времени в стандартных условиях. Отмечено тесное прилежание нейрон-
нейрон, нейроно-астроцит, хотя между нейроном и сателлитной глией отмечена
дезинтеграция контактов. Структура клеток нервной ткани, включая форму клеток и их ядер,
распределение ядерного хроматина, цитоплазматических органелл, состояние мембран, была
характерной для каждого типа и не несла выраженных признаков дезинтеграции.
Отличительной чертой явилось обилие митохондрий округлой формы. Но экспозиция
эксплантатов в такой питательной среде 48 и более часов усиливала деструктивные
процессы, наблюдаемые при культивировании в “бессывороточной” среде.

Таким образом, стрептокиназа оказывает неоднозначное влияние на клетки нервной
ткани �n v�tro, но несомненно, что результаты ее действия напрямую связаны со степенью
зрелости этих клеток и условиями окружающей их среды.
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