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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ
ВЕГЕТАТИВНЫХ ГАНГЛИЕВ: ВЛИЯНИЕ КОМПОНЕНТОВ

ПЕРИЦЕЛЛЮЛЯРНОГО ПРОТЕОЛИЗА НА СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ
ХАРАКТЕРИСТИКИ КЛЕТОК

Никсшдров В.Н., Жук О.Н., Полукошко Е.Ф., Пыжова Н.С.
Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

Молекулярные аспекты регуляции структурно-функционального состояния
вегетативной нервной системы далеки от исчерпывающей ясности, несмотря на интенсивные
исследования и чрезвычайную важность этих аспектов для разработки эффективных приемов
коррекции расстройств вегетативной нервной системы. Среди целого ряда белков с
нейротрофическими свойствами в последние два десятилетия на ткани головного мозга
показана важная нейротрофическая роль плазминогена (Pg) -  зимогена сериновой
протеиназы плазмина -  синтезируемого микроглией и отдельными видами нейронов [1].
Роль Pg и даже возможность образования его в ткани периферической нервной системы
оставались неясными.

В настоящей работе обобщенна часть результатов собственных исследований
воздействия Pg и его сильнейшего активатора -  стрептокиназы (SK) на структурно
функциональные и отдельные метаболические характеристики органотипических и
диссоциированных культур симпатических -  краниального шейного, шейно-грудного
ганглиев крыс, а также ганглия смешанной природы, преимущественно парасимпатического
-  узловидного ганглия блуждающего нерва.

Судя по полученным результатам (табл. 1), в процессе развития органотипических
культур ганглиев в культуральной жидкости накапливается Pg. Уровень его оценивали
методом лизиса фибриновых пластин после добавки к исследуемым образцам аликвоты SK.
В случае симпатического ганглия уровень зимогена возрастал за первую неделю на 27%
тогда как в культуральной жидкости узловидного ганглия содержание зимогена снижалось
на 12%.

В диссоциированной культуре краниального шейного ганглия в фазе активного
нейритогенеза добавка Pg (10’ - 10' М) к инкубационной среде в первые трое суток «е

выявила существенных морфологических изменений. Спустя 5-8 сут, при концентра#10

зимогена Ю М отмечены нарушение непрерывности до 40% отростков, зернистость сомы0

исчезновение четкой границы между ядром и цитоплазмой нейронов (-30% клет01^

Попытки замены фактора роста нервов зимогеном показали, что лишь в концентрации
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pg способствовал развитию симпатобластов в течение 3-4 сут. Нейриты продолжали
расти, начиналось их ветвление. Затем развитие нейробластов в культуре прекращалась.

Таблица 1. Уровень плазминогена (мм2 зон фибринолиза) в культуральной жидкости
в динамике развития органных культур вегетативных ганглиев крысы (метод лизиса
фибриновых пластин, не содержащих активируемого плазминогена; плазминоген
культуральной жидкости активирован в плазмин добавкой стрептокиназы; п = 5) [2, 3]
---- -

Исследуемый объект Возраст культуры,
сутки

Содержание
плазминогена

'Контрольная питательная среда,
содержащая 0,5% эмбриональной
телячьей сыворотки

—
0

Культуральная жидкость при 1 20,1
культувировании краниального шейного 7 25,6
ганглия 35 39,0
Культуральная жидкость при 1 31 1культувировании узловидный ганглия
блуждающего нерва 7 27,5

Если диссоциированные нейроны культивировали на фидерном слое из
ненейрональных клеток в среде с 0,5% сыворотки крови, то замена фактора роста нервов в 6-
7 суточной культуре 10’7 М Pg способствовала сохранению ее до 30 сут [4, 5]. Воздействие Pg

на нейробласты диссоциированной культуры симпатического генглия вело к увеличению
активности сукцинатдегидрогеназы, регистрируемой гистохимическим тетразолиевым
методом (табл. 2).

Таблица 2. Влияние плазминогена (экспозиция 40 мин) на активность
сукцинатдегидрогеназ нейробластов диссоциированной культуры краниального
шейного ганглия новорожденной крысы

Условия эксперимента Активность энзима, усл. ед.
Контроль, п = 30
+ Pg, 40 мин, 1О''М, п = 32

______ 10’9М, п = 32

99,05±7,43 (100%)
121,50±7,82 (122,7 %)
109,88±7,98 (110,9%)

Примечание: п -  количество обследованных клеток на одном стекле

Культуры диссоциированных нейробластов краниального шейного ганглия спустя 6-7
сУт характеризовались двукратным увеличением сомы нейронов: до 20-30 мкм в диаметре,
Регенерацией нейритов с образованием сети отростков. У части культур образовывалась
п°Дложка из клеток ненейронального происхождения (фибробласты, глия, оболочечные

етки). При действии 0,0005 М НЕСЕ в течение 20 мин однородность нейрональной
ПопУляции нарушалась -  -10%  клеток уменьшались в размерах, нейриты и глиальные
Дементы не повреждались. Но через 2-3 сут разрушались отростки и сома примерно у 40%

еиР°бластов. Предварительная инкубация клеток в течение 24 ч с Pg (10‘9 или 10'7 М)
-^есгвенно не влияла на развитие прижизненно наблюдаемых культур. Pg в концентрации
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IO'7 М оказывал протекторно-репаративный эффект на фоне действия Н2О2 -  д0Дя

поврежденных клеток уменьшалась с 10% до 5-6% спустя спустя 20 мин и с 40% до 20%
спустя 2-3 сут после воздействия Н2О2, реже встречались отростки с признаками деструкцИ{{

(нарушение непрерывности волокна, появление зернистых включений по ходу нейритов)
Иногда встречались клетки-тени. Судя по интенсивности сукцинатдегидрогеназной реакции
воздействие Н2О2 вызывало заметное увеличение активности дегидрогеназы
свидетельствующее, по-видимому, о компенсаторных метаболических перестройках
обусловливающих повышение резистентности клеток к действию окислителя (табл. 3).

Таблица 3. Влияние прединкубации с плазминогеном (24 ч) па активность
сукцинатдегидрогеназ нейробластов диссоциированной культуры краниального
шейного ганглия новорожденной крысы при действии 0,0005 М Н2О2

Условия эксперимента Активность энзима, усл. ед.
Клетки прединкубировали с Pg, 10’ М, п = 32
+ Н2О2, п = 32
Клетки прединкубировали с Pg, 10’9М, п = 30
+ Н2О2, п — 32

51,0±2,9 (100 %)
120,0±8,7 (236,9 %)

38,5±5,3 (100%)
45,7±1,8 (118,7%)

Примечание: п -  количество обследованных клеток на одном стекле

По данным электронной микроскопии в органотипической культуре на обогащенной
белками сыворотки крови питательной среде Pg вызывал лишь некоторое функциональное
напряжение нейронов симпатических ганглиев взрослых крыс: расширение крист
митохондрий и появление гранул гликогена. Перинейрональные глиоциты
гипертрофированы, включали обилие везикул с плотным центром, как и те клетки, в
цитоплазму которых были заключены безмякотные нервные проводники. Н2О2 , Ю4  М
вызывал обширную дегенерацию по некротическому типу нервных и глиальных клеток.
Добавка Pg (10’ М) в питательную среду предотвращала деструктивный эффект Н2О2:
нервные и глиальные клетки напряжены, часть их органелл вакуолизирована, однако
разрывов мембран не наблюдалось (рис. 1) [6, 7]. Механизм такого влияния пока не ясен.
Известно, что Pg способен генерировать активные формы кислорода (в т.ч. разлагая Н2О2) и

в то же время осуществлять их конверсию [8, 9]. Возможно, отчасти приведенные факты
обусловлены именно последней. Вместе с тем, взаимодействие Pg с мембранными
структурами клеток нервной системы способно вызывать их модификацию, что может
изменять чувствительность к окислителям.

Экспозиция симпатических ганглиев в питательной среде с добавлением глутамата
натрия (10’4 М) в течение 24 ч вызвала повреждения нейронов по некротическому и по
апоптотическому путям, а в глиальных клетках отмечены признаки апоптоза [10]. Нейроны
имели явные признаки некротических повреждений: ядро округлой формы, в нем сохранено
ядрышко, но в цитоплазме образуются крупные неправильной формы вакуоли из расширь
ных цистерн эндоплазматической сети и митохондрий. Границы цитоплазмы размыты-
ближе к наружной мембране, целостность которой также нарушена, клетка кажется пуст01*'
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дпоптотическое повреждение характеризовалось ядром неправильной формы, контуры его

Рис.1. Совместное с глутаматом и пероксидом водорода влияние плазминогена на
ультраструктуру симпатических нейронов. Органная культура краниального шейного
ганглия взрослой крысы. Питательная среда DMEM + 0,5% эмбриональной телячьей
сыворотки, 24 часа in vitro, а -  глутамат (100 мкМ), деструктивные изменения
нейроцита по некротическому типу. Ув.8000. б -  глутамат (100 мкМ), деструктивные
изменения нейроцита по апоптотическому типу. Ув.6000. в -  глутамат (100 мкМ) +
плазминоген (10 мкг/мл), деструктивные изменения нейроцита по апоптотическому
типу. Ув.6000. г -  глутамат (100 мкМ) + фактор роста нервов (100 нг/мл), увеличение
количества и размеров митохондрий. Ув.8000. д -  пероксид водорода (1 0 4 М),
Деструктивные изменения нейроцита по некротическому типу. У в. 5000. е -  пероксид
ВоДорода (ИГ4 М) + плазминоген (К) мкг/мл), сохранность основных структурных
компонентов нейроцита. Ув.5000 [6, 7, 10]
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хроматина. Перинуклеарно расположены участки просветления, отделяющие осмиофильное
ядро от осмиофильной цитоплазмы. В ней наряду с вакуолями, образованными скорее всего
эндоплазматической сетью, отмечается большое количество осмиофильных включений, g
глиальных клетках также признаки апоптоза: повышенная осмиофилия ядра, конденсац^
цитоплазмы и образование “свободного” пространства между мембраной клетки и ее

цитоплазмой. Pg устранял практически полностью некротический, но не апоптотический
компонент эффекта глутамата. Абсолютное большинство нейронов характеризовалось
изменениями контуров ядра, конденсацией хроматина, невыявляемостью ядрыш^
конденсацией цитоплазмы, образованием патологического мембранного комплекса
митохондрий, расширением цистерн эндоплазматического ретикулума, появлением
электронно-плотных включений типа лизосом и т.п.

Рис. 2. Влияние добавки стрептокиназы (2000 МЕ/мл в течение 5 сут) на изменения
размеров зоны роста симпатического и узловидного ганглиев [3, 5]

Добавка 2000 МЕ/мл SK вела к увеличению зоны роста, наибольшему у культур
симпатического ганглия, что, по-видимому, связано с большей массой самого ганглия,
соответственно увеличивается число клеток, выходящих в зону роста под влиянием SK (рис.
2). Влияние SK в питательной среде, обогащенной белками сыворотки крови, более
выражено. Зона роста культур в присутствии SK имела повышенную плотность даже при
сравнении с контролем из-за интенсивной пролиферации и миграции из эксплантата
различных клеток, особенно шванновских клеток вдоль радиально направленных отростков
нейронов. SK в обогащенной сывороткой питательной способна среде значительно улучшать
рост и развитие симпатических ганглиев новорожденной крысы свыше 14 сут.

Итак, Pg синтезируется клетками вегетативных ганглиев. Конкретная локализапи1

синтеза зимогена требует дальнейших исследований. Оба изучаемых белка проявляв
нейротрофические свойства, оказывая прямое, не опосредованное кровотоком действие на
клетки ткани ганглиев, в т.ч. внутриклеточный метаболизм, стимулируют пролиферап11,а

ускоряют созревание клеточных элементов. Pg обладает протекторным действием Пр

воздействии повреждающих факторов. Реализация его эффекта, вероятно, опосреди
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специфическими рецепторами, обнаруженныеми ранее на мембранах ряда клеток, включая

н еЙроны и глиоциты. SK же является чужеродным белком. Учитывая синтез клетками
ганглиев зимогена, можно было бы думать, что действие SK реализуется за счет образования
активного плазмина из синтезируемого Pg. Однако ранее было показано отсутствие активной
фибринолитической протеиназы в культуральной жидкости и сохранение SK ее Pg-
активаторной способности [2]. Пути реализации нейротрофического действия данных
компонентов протеолиза нуждаются в дальнейшем исследовании.
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