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АКТИВНОСТЬ ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ КЛЕТОК ГЛИОМЫ С6
ПРИ ДЕЙСТВИИ ПЛАЗМИНОГЕНА И ГЛИЦИНА

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь

Исследовано комбинированное влияние плазминогена и глицина на жизнеспо­
собность, пролиферативную активность, активность лактатдегидрогеназы и уровень
белка в клетках культуры крысиной глиомы С6. Доказано, что плазминоген, глицин и
их комбинации оказывают существенное влияние на функционально-метаболическое
состояние глиальных клеток. Совместное действие плазминогена с глицином в концен­
трации 0,01-50,0 мМ способствует сохранению целостности цитоплазматических мем­
бран клеток, на что указывает снижение активности лактатдегидрогеназы в кондицио­
нированных средах.

Ключевые слова: плазминоген, глицин, лактатдегидрогеназа, жизнеспособность,
пролиферация.

Секреция и синтез плазминогена (Pg) в организме млекопитающих осуществляются не
только печенью [18], но и отдельными субпопуляциями нейронов [17] и микроглии [10, 12, 13].
Исследования на культурах нервной ткани показали, что Pg обладает нейротрофическим дейст­
вием [2-4, 10]. Добавление Pg в концентрации Ю'|0-Ю '7 М в питательную среду, дефицитную по
белкам сыворотки крови, содействовало увеличению жизнеспособности клеток нейробластомы
IMR-32 и глиомы С6 и стимулировало их пролиферацию [2, 6, 7]. Под действием данного зимо­
гена через 24 ч возрастал уровень РНК и белка в клетках глиомы С6 и нейробластомы IMR-32, а
через 72 ч -  и уровень ДНК [3]. Стимулирующий эффект Pg на клетки глиомы С6 и нейробла­
стомы IMR-32 подтвержден также при прижизненном микроскопическом исследовании [6], до­
бавление Pg в питательную среду, дефицитную по белкам сыворотки крови, вело к формирова­
нию более плотного монослоя клеток по сравнению с контролем и препятствовало развитию де­
генеративных изменений. Являясь нейротрофическим фактором, Pg контролирует выживаемость,
рост, пролиферацию, дифференцировку, пластичность и регенерацию клеток-мишеней, их устой­
чивость к повреждающим внешним и внутренним воздействиям на протяжении всего биологиче­
ского цикла развития. Он участвует также в процессах миграции клеток [16], нейритогенеза и
канцерогенеза [19].

Однако клетки нервной ткани гетерогенны не только в структурно-функциональном, но и мета­
болическом плане, что диктует целесообразность исследования влияния Pg на функционально­
метаболическое состояние глиальных клеток на фоне действия глицина. Широкоизвестный тормозной
нейротрансмиттер -  глицин, являясь интермедиатом азотистого и отчасти энергетического обмена, ак­
тивирует многие биоэнергетические процессы в клетке, оказывает влияние на транспорт ионов (СГ, К+,
Са2+), обмен нуклеиновых кислот, углеводов и белков.

Установлено, что активность кальпаина-2, принимающего активное участив в развитии болезни
Альцгеймера, инсульта, болезни Паркинсона, рассеянного склероза, снижалась после воздействия гли­
цина на клетки культуры глиомы С6 в течение 20 мин, 24 или 72 ч при концентрации 0,1-25,0 мМ [1].
Столь выраженное подавление активности на 70% может приводить к перестройке цитоскелет-
мембранных комплексов, изменению клеточного цикла и регуляции метаболических процессов глиомы
С6. Нельзя забывать и о существовании корреляция между активностью кальпаинов и развитием опу­
холи, ее инвазивностью [11].
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Цель работы -  установить особенности влияния Pg на активность гликолитического фер­
мента лактатдегидрогеназы и уровень внутриклеточного белка клеток глиомы С6 на фоне дейст­
вия глицина.

Материалы и методы. Культура крысиной глиомы С6 получена из Российской коллекции
клеточных культур позвоночных (Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия). Суспен­
зию культуры глиомы С6 плотностью 25 000 клеток/мл высевали на пластиковые или стеклянные
чашки Петри размером 94x16 мм в синтетическую питательную среду DMEM («Sigma», Герма­
ния), содержащую 10% телячьей сыворотки крови («Sigma», Германия), и культивировали в СО2-
инкубаторе при 37 °С в атмосфере 5% СО2 и 95% воздуха. Культивирование со сменой среды 1
раз в 3 сут продолжали до получения необходимого количества клеток (маточная культура), по­
сле чего клетки пересевали на чашки Петри в количестве 10б/чашку. Через сутки культуральную
среду заменяли на такую же, но содержащую 0.5% сыворотки (дефицитная по белкам крови пи­
тательная среда). Через 72 ч в среду вносили глицин («Applichem», Германия) в концентрациях
0,01; 0,1; 1,0; 10,0; 25,0; 50,0 мМ и Pg в концентрации 10 7 М.

Очищенные образцы Pg получены из фракции (3-глобулинов белков плазмы крови мето­
дом аффинной хроматографии на лизин-сефарозе («Sigma», США); подробно суть метода, ха­
рактеристика чистоты и активности образцов приведены в [14].

По истечении 24 и 72 ч определяли общее количество клеток в чашке Петри и долю по­
гибших клеток с помощью гемоцитометра при их окраске 0,4%-ным трипановым синим
(«Sigma», США). Клетки глиомы С6 отделяли от кондиционированной среды центрифугировани­
ем в течение 5 мин при 2000 об/мин и гомогенизировали на льду в деионизированной воде при
разведении на 1 млн клеток 1 мл бидистиллированной воды.

Активность лактатдегидрогеназы (КФ 1.1.1.27; ЛДГ) определяли в гомогенате и кондицио­
нированной среде с помощью спектрофотометра Сагу 100 Bio, регистрируя снижение концентра­
ции NADH («Sigma», США) в ходе катализируемого ЛДГ превращения пирувата («Sigma».
США) в лактат. Величину абсорбции NADH определяли при 340 нм. Ферментативную актив­
ность выражали в мкМ NADH/мин/мг белка. Определение активности фермента проводили не
менее трех раз в пяти параллельных образцах.

В гомогенате клеток измеряли количество белка (мкг/мл) по абсорбции при 280 нм (с по­
правкой на 260 и 320 нм) на 0,1 М фосфатном буфере, pH 7,5 («Sigma», США).

Статистическая значимость полученных результатов была оценена при помощи теста непа­
раметрического анализа (критерий Манна-Уитни) в программе Statistica 6.0. Результаты пред­
ставлены как среднее арифметическое + стандартное отклонение.

Результаты и обсуждение. Общее количество клеток до добавления изучаемых агентоз
было (6,0+0,02)* 105. Добавление Pg в питательную среду поднимало уровень пролиферации кле­
ток перевиваемой культуры С6 на 68 (для экспозиции 24 ч) и 53% (для экспозиции 72 ч), увели­
чивая жизнеспособность на 38 и 28% соответственно (см. табл.1).

Добавление глицина в диапазоне концентраций 0,01-50,0 мМ через 24 ч обусловило увели­
чение пролиферативной активности клеток глиомы С6. Значительный прирост количества клеток
наблюдали при концентрациях глицина 0,1 и 1,0 мМ, где значения превышали контроль на 36И
55% соответственно (см. таблицу). Более длительное воздействие (72 ч) аминокислоты в диалн-
зоне концентраций 0,1-50,0 мМ увеличивало общее количество клеток глиомы С6 на 38-58%.
Доля погибших клеток снижалась на 10^47% во всем диапазоне концентраций глицина посж
воздействия аминокислоты в течение 24 и 72 ч. Значительное увеличение доли жизнеспосос: “
клеток глиомы наблюдали при 24 ч экспозиции клеток глиомы С6 с глицином в концентрат
10,0-50,0 мМ. При введении в питательную среду Pg или глицина в исследуемых концентрат
отмечали увеличение количества белка в клетках глиомы С6. Зимоген значительно увелич;
(62%) количество внутриклеточного белка только после воздействия в течение 24 ч (рис. 1).

После 24 ч экспозиции клеток с 0,1-25,0 мМ аминокислотой количество внутриклеточ-
белка увеличивалось на 7-55% (рис. 1), после 72 ч инкубации -  на 37-69% (рис. 2). След;-
метить, что изменения показателей -  количество внутриклеточного белка и общее колича
клеток -  достаточно высоко коррелируют между собой (коэффициент корреляции Спирмена
для экспозиции 24 ч, 1,00 -  для экспозиции 72 ч).
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Табл.1. Изменения общего количества клеток и доли погибших клеток глиомы С6 после
добавления глицина и плазминогена

Примечание: * - различия достоверны по отношению к контролю при Р < 0,05.

Условия
эксперимента

Через 24 ч
после добавления

Через 72 ч
после добавления

Общее количество
клеток, Х105

Доля погибших
клеток, %

Общее количе­
ство клеток, ХЮ5

Доля погибших
клеток, %

Контроль 5,35+0,11 55,0+0,22 4,05±0,09 64,0±8,78
+ 50,0 мМ Gly 5,72+0,04 29,7+0,92* 6,40±0,24* 74,2+2,38
+ 25,0 мМ Gly 6,25+0,25 29,2+1,40* 6,30±0,32* 45,0±1,47
+ 10,0 мМ Gly 6,36+0,20 30,8+1,51* 6,20±0,11* 47,0+0,73
+ 1,0 мМ Gly 8,30+0,29* 48,4+5,81 6,30+0,45* 49,0±1,05
+ 0,1 мМ Gly 7,30+0,15* 47,3+3,78 5,60+0,10* 54,0±1,68

+ 0,01 мМ Gly 5,60+0,27 49,5±3,47 3,80±0,13 67,0±1,07
+ 10‘7 M Pg 9,00+0,24* 34,0+1,63* 6,20+0,25* 46,3±0,75

+ Pg + 50,0 мМ Gly 7,12+0,21* 11,0+0,47* 4,25±0,46 61,4±6,13
+ Pg + 25,0 мМ Gly 7,65+0,24* 4,1+0,16* 4,70±0,43 54,4+4,95
+ Pg + 10,0 мМ Gly 7,44+0,31* 2,8+0,08* 4,66±0,38 55,0±3,91
+ Pg + 1,0 мМ Gly 7,54+0,09* 1,4+0,07* 4,74+0,33 53,8+3,71
+ Pg + 0,1 мМ Gly 7,38+0,31* 0,3±0,01* 4,51±0,18* 2,6±0,11*

+ Pg + 0,01 мМ Gly 7,28+0,37* 0,1 ±0,01* 4,55±0,17* 2,6±0,10*

Рис. 1. Изменения активности лактатдегидрогеназы и количества внутриклеточного белка
через 24 ч после добавления в культуру глиомы С6 плазминогена и глицина.

Здесь и далее: концентрация глицина (Gly); концентрация плазминогена (Pg); одновременное добав­
ление плазминогена и глицина (Gly+Pg).

* - различия достоверны по отношению к контролю при Р < 0,05 (п=5).

Совместное воздействие Pg с глицином не оказывало существенного влияния на количест­
во внутриклеточного белка при 24 ч экспозиции. Через 24 ч после добавления к культуре С6 0,1
мМ Gly + Pg или 10,0 мМ Gly + Pg отмечено увеличение количества внутриклеточного белка на
7-11% по отношению к контролю, при остальных комбинациях глицина и зимогена количество
внутриклеточного белка незначительно снижено (рис. 1). После 72 ч инкубации клеток значи­
тельное снижение (14-19%) количества белка внутри клеток культуры С6 отмечали при комби­
нациях Pg с глицином в концентрациях 0,01; 0,1; 10,0; 50,0 мМ (рис. 2).
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Рис. 2. Изменения активности лактатдегидрогеназы и количества внутриклеточного белка
через 72 ч после добавления в культуру глиомы С6 плазминогена и глицина

При введении Pg (10‘7 М) в питательную среду клеток культуры С6 через 72 ч активность
ЛДГ практически не изменялась (рис. 2). При экспозиции 24 ч активность ЛДГ в кондициониро­
ванной среде падала на 25%, а активность данного гликолитического фермента в клетках увели­
чивалась на 28% (рис. 1). Плазминоген в исследуемой концентрации поддерживал жизнеспособ­
ность клеток в питательной среде с депривацией эмбриональной телячьей сыворотки и способст­
вовал сохранению целостности плазматических мембран клеток, на что указывает снижение ак­
тивности ЛДГ в кондиционированных средах.

Инкубация клеток культуры С6 в течение 24 ч с глицином в концентрации 10,0-50,0 мМ и
его комбинациями с Pg показала однонаправленное действие на активность ЛДГ в кондициони­
рованной среде: наблюдалось падение активности данного гликолитического фермента на 27-
42% (рис. 1). Снижение активности цитоплазматического фермента, поступающего в кондицио­
нированную среду только при нарушении целостности клеточной мембраны, согласуется с изме­
нением количества погибших клеток при окраске трипановым синим. Глицин в концентрации
10,0-50,0 мМ или зимоген значительно снижали гибель клеток (на 38—47%) после 24 ч воздейст­
вия (см. таблицу). Интересно отметить, что в диапазоне концентраций 0,1-25,0 мМ глицина на­
блюдается в целом обратно пропорциональная зависимость активности ЛДГ в кондиционирован­
ной среде от концентрации аминокислоты (рис. 1).

Что касается изменений активности ЛДГ в гомогенате клеток глиомы С6, то через 24 ч ха­
рактер зависимости ферментативной активности от исследуемых агентов носит сложный харак­
тер. При добавлении глицина в минимальной концентрации или его комбинаций с зимогеном (0.1
мМ Gly + Pg или 10,0 мМ Gly + Pg) активность ЛДГ увеличивалась на 20-58% (рис. 1). В осталь­
ных случаях активность дегидрогеназы только снижалась. Стоит отметить противоположное
действие глицина (0,1 или 10,0 мМ) и Pg на активность ЛДГ в клетках культуры. В случае их
комбинаций (0,1 мМ Gly + Pg или 10,0 мМ Gly + Pg) наблюдался выраженный коагонизм. Такая
высокая (на 51-58% выше контроля) интенсивность энзиматической трансформации пирувата в
лактат лишь в малой степени обусловлена усилением пролиферации и, возможно, связана с из­
менением метаболических процессов. Накопление молочной кислоты в нервных клетках зачас­
тую принимается за отрицательный прогноз жизнедеятельности клетки с ожидаемой последую­
щей гибелью. Интересно отметить полный антагонизм действия 0,01 мМ глицина и Pg на актив­
ность ЛДГ в клетках культуры С6 при 24-часовом влиянии (рис. 1).

Более благоприятное воздействие на клетки культуры С6 глицин в диапазоне концентраций
0,1-25,0 мМ оказал через 72 ч. Все значения активности ЛДГ в кондиционированной среде (на
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42-67%) и клетках (на 60-71%) были значительно ниже контроля (рис. 2). При этом количество
внутриклеточного белка, как уже упоминали, было существенно выше контроля. Так же как при
воздействии в течение 24 ч (рис. 1), при долговременном влиянии глицина в диапазоне концен­
траций 0,1-25,0 мМ наблюдается обратно пропорциональная зависимость активности ЛДГ в кон­
диционированной среде от концентрации вводимой аминокислоты (рис. 2).

Совместное влияние Pg и аминокислоты в течение 72 ч на клетки глиомы подавляло актив­
ность ЛДГ в клетках и кондиционированной среде во всех исследуемых комбинациях (рис. 2). По
всей видимости, существенный вклад в однонаправленное изменение активности дегидрогеназы
внес глицин, действие которого имеет более выраженный характер при долговременной экспози­
ции в выбранных условиях культивирования, чем зимогена.

Заключение. Комбинированное влияние глицина и плазминогена вызывало сложный ха­
рактер зависимости активности ЛДГ в клетках культуры С6 от концентрации вводимых компо­
нентов: а) совместное действие Pg с глицином в концентрации 0,01-50,0 мМ вызывало снижение
активности ЛДГ в кондиционированной среде; б) при 24-часовом влиянии комбинации 0,01 мМ
Gly + Pg и при 72-часовом влиянии комбинации 50,0 мМ Gly + Pg на активность ЛДГ в клетках
наблюдался антагонизм действия аминокислоты и зимогена.

Добавление в питательную среду глицина в концентрации 0,1-25,0 мМ вело к снижению
активности ЛДГ в кондиционированной среде и клетках (6-71%), увеличению количества внут­
риклеточного белка и пролиферации (17-56%), сохранению жизнеспособности (12-56 %) клеток
глиомы С6 через 24 и 72 ч после введения аминокислоты. Сохранение жизнеспособности и высо­
кой пролиферативной активности клеток глиальной культуры под действием глицина объясняет
протекторный эффект данной аминокислоты на нервную ткань и подтверждает целесообразность
применения глицина при лечении инфаркта мозга, нейропатии, эпилепсии, судорожных состоя­
ний, различных нейродегенеративных заболеваний и деменций.

Введение Pg в питательную среду в концентрации 10"7 М увеличивало пролиферативную
активность клеток культуры глиомы С6 на 53-68%, жизнеспособность -  на 28-38%, способство­
вало сохранению целостности цитоплазматических мембран клеток, на что указывает снижение
активности ЛДГ в кондиционированных средах. Полученные данные согласуются с результатами
предыдущих исследований [14, 10, 18] влияния 10' М Pg на клетки глиомы С6 и очередной раз
подтверждают стабилизирующее влияние изучаемого зимогена на устойчивость клеток данной
культуры к повреждающим действиям в бессывороточной среде.

В результате проведенного исследования можно подчеркнуть, что плазминоген, глицин и
их комбинации оказывают существенное влияние на функционально-метаболическое состояние
глиальных клеток. Воздействие на жизнеспособность, активность гликолитического фермента,
проницаемость цитоплазматической мембраны, синтез белка делает возможным участие этих
компонентов в пролиферации, дифференцировке, росте и регенерации глиальных клеток, а также
в физиологических событиях и перестройках нервной ткани. Такие процессы могут быть сопря­
жены с изменением функционирования широко представленных у С6 клеток NMDA- и GABA-
рецепторов [8], главным коагонистом которых выступает глицин, и активацией рецепторов к Pg,
обнаруженных у клеток глиомы С6 20 лет назад [9]. Не исключена и возможность участия в дан­
ных процессах жизнедеятельности и собственных глициновых рецепторов, о существовании ко­
торых у глиомы С6 данные литературы умалчивают. Однако в единичных работах упоминается о
наличии собственной глицин-расщепляющей системы в глиальных клетках [15, 20].

Не стоит забывать об участии компонентов системы «плазминоген-плазмин» в многочис­
ленных протеолитических реакциях, задействующих все события клеточного цикла, об уникаль­
ной способности Pg к генерированию и конверсии активных форм кислорода [4-5], которые че­
рез гуанилатциклазный механизм вызывают активацию пролиферации.

Работа осуществлялась при поддержке гранта на выполнение научно-исследовательских
работ аспирантами Национальной академии наук Беларуси.
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THE INFLUENCE OF PLASMINOGEN AND GLYCINE
ON LACTATE DEHYDROGENASE ACTIVITY

OF GLIOMA C6 CELLS
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Summary

Combined influence of plasminogen and glycine on viability, proliferation activity, lactate dehy­
drogenase activity and intracellular protein level of rat glioma C6 culture cells has been investigated. It
has been proved that plasminogen, glycine and their combinations have an essential effect on functional-
ly-metabolic state of the glial cells. Joint effect of plasminogen and glycine in concentration 0,01-50,0
mM facilitates cells cytoplasmic membranes integrity conservation, revealed in conditioned media lac­
tate dehydrogenase activity decreasing.
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