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РАЗВИТИЕ СПИННОМОЗГОВЫХ ГАНГЛИЕВ КРЫСЫ В
КУЛЬТУРЕ ПОД ВЛИЯНИЕМ ПЛАЗМИНОГЕНА И ЕГО

КОМПЛЕКСОВ С ПИРУВАТКИНАЗОЙ

Романовская А.А., Полукоиіко Е.Ф., Никандров В. Н.

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь

В осуществлении регуляции функциональной активности клеток
нервной ткани участвует обширная группа белков, воздействующих на
процессы, протекающие в клетках опосредованно, через ряд звеньев и сис
тем, следствием чего являются многоплановые и глубокие изменения ме
таболизма, функций и структуры клеток и ткани. Причем вполне вероятно,
что регуляторные свойства присущи в той или иной мере большинству
белков. На мембранах клеток мозга были обнаружены сайты связывания
сериновой протеиназы плазминогена (Pg). При этом синтез Pg в нервной
ткани автономен и осуществляется микроглией, а также отдельными суб
популяциями нейронов [3, 5]. В связи со сказанным, исследование влияния
Pg на функциональную активность нервной системы представляется весь
ма актуальным. В последнее время появились данные о наличии биорегу-
ляторных свойств у фермента углеводного обмена -  пируваткиназы (РК)
[1, 2]. Кроме того, было показано, что РК. способна образовывать эквимо
лярные комплексы с Pg [4]. Образование межмолекулярных комплексов
сопровождается структурными изменениями интегрируемых в комплексы
белков. Вместе с тем, может наблюдаться и изменение функциональных
свойств белковых молекул. Действие подобных комплексов на биологиче-
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_кИе системы практически не изучено. Выяснение характера их влияния
о̂Может раскрыть новые аспекты интеграции протеолиза и энергетическо

го обмен а  тканей и установить роль указанных комплексов в регуляции
ФИЗИОЛОГИИ и биохимии клеток.

Материалы и методы. Работа была выполнена на 30 эксплантатах
чувствительных спинальных ганглиев новорожденных крыс (возраст -  1-2
сут). Pg’ РК, либо комплекс Pg-PK в опытные чашки добавляли в пита-
тельную среду с 5 %-ным содержанием эмбриональной телячьей сыворот-
ки непосредственно перед началом культивирования в концентрации 10'7
М так как ранее в экспериментах на перевиваемых клеточных линиях бы-
10 установлено, что в этой концентрации эффект белка максимально вы
ражен [2J. Измерения проводили через 1-4 сут после начала культивирова
ния. В указанные сроки культуры фотографировали при помощи CCD ка
меры и изображения сохраняли для последующей обработки в программе
Image J. Производили измерение площади зоны роста (SJ. Затем вычисля
ли площадь, занимаемую непосредственно элементами, которые мигриро
вали за пределы эксплантата (S2). Плотность зоны роста определяется как
отношение S2/S| Статистическую обработку данных проводили с исполь
зованием пакета программ Statistics 6.0. Статистическая значимость полу
ченных результатов была оценена при помощи критерия Манна-Уитни для
непараметрических выборок. Различия считали значимыми при Р < 0.05.

Результаты и обсуждение. При культивировании чувствительных
спинальных ганглиев в среде с 0.5 %-ным содержанием ЭТС без добавле
ния исследуемых белков было установлено, что динамика развития в тече
ние 4-х сут носит стандартный для данных условий культивирования ха
рактер. Эксплантаты развивались довольно умеренно. Через 1 сут в зону
роста выселялось большое количество шванновских и фибробластоподоб
ных клеток. Длина нейритно-глиальных пучков составляла 100-200 мкм.
На 4-ые сут эти пучки имели вид разрыхленной сети, окружающей экс
плантат со всех сторон. Их длина достигала 400-900 мкм. Площадь зоны
роста ганглиев за период наблюдения увеличивалась в 2.6 раза, одновре
менно увеличивалась и ее плотность. Зона роста в этот период формирова
лась в основном из глиальных и фибробластоподобных клеток. При добав
лении в среду культивирования ганглиев Pg статистически значимого уве
личения площади зоны роста и длины нейритных пучков в течение всего
времени культивирования не наблюдали. Однако через 1 сут регистриро
вали увеличение скорости миграции клеток за пределы эксплантата, что
выражалось в увеличении плотности зоны роста в 2.4 раза в сравнении с
контролем. К 4-ым суткам эти процессы вступали в фазу торможения и ха
рактеристики ганглиев, культивируемых в присутствии Pg, незначительно
отличались от контроля. Таким образом, Pg способствовал ускорению вы
хода клеточных элементов из эксплантата лишь на начальных сроках куль
тивирования. Такой краткосрочный эффект экзогенного Pg представляется
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возможным объяснить быстрой деградацией белка вследствие того, что
элементы ганглия синтезируют различные протеиназы.

В присутствии РК по прошествии 1 сут культивирования зона роста
ганглиев не изменялась по сравнению с контролем, но в 1.8 раза увеличи
валась ее плотность. Через 4 сут развитие ганглиев в среде с добавкой РК
не отличалось от контроля. Спустя 1 сут культивирования ганглиев в при
сутствии комплекса Pg-PK площадь зоны роста не отличалась от кон
трольных значений, но плотность зоны роста была в 2.2 раза выше кон
трольных значений. Через 4 сут площадь зоны роста увеличилась в 1.3
раза, увеличилось также и ее плотность. То есть, позитивный эффект дан
ного комплекса на развитие спинальных ганглиев был более длительным
нежели тот, что регистрировали в присутствии индивидуальных белков.
Вероятно, возможно этот факт объяснить тем, что в составе комплекса Pg
дольше сохраняет свою биологическую активность и позже подвергается
деградации.

Таким образом, в ходе выполнения данной работы показано, что Pg и
РК вызывают увеличение выхода клеток за пределы эксплантата только в
начальные периоды культивирования. Комплекс Pg-PK, в отличие, от Pg и
РК обладает более длительным и выраженным действием на рост и разви
тие спинальных ганглиев.
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