
0-772292 

На правах рукописи 

,_--r(,J-_ 

Ситдикова Гузель Фаритовна 

ГАЗООБРАЗНЫЕ ПОСРЕДНИКИ КАК ЭНДОГЕННЫЕ 

МОДУЛЯТОРЫ ОСВОБОЖДЕНИЯ МЕДИАТОРА 

В НЕРВНО-МЫШЕЧНОМ СИНАПСЕ 

03.00.13 - физиология 

А ВТОРЕФ Е РАТ 

диссертации на соискание ученой степени 

доктора биологических наук 

Казань - 2008 



Работа выполнена на кафедре физиологии человека и животных 

Государственного образовательного учреждения 

высшего профессионального образования «Казанский государственный 

университет им . В .И. Ульянова-Ленина» Федерального агентства по 

образованию и науке РФ 

Научный консультант : 

Официальные оппоненты: 

член-корр . РАМН, доктор 

медицинский наук, профессор 

Зефиров Андрей Львович 

доктор биологических наук, профессор 

Балезина Ольга Петровна 

доктор биологических наук, профессор 

Бухараева Элля Ахметовна 

доктор биологических наук, профессор 

Чинкин Абдулахат Серазетдинович 

Ведущая орга низация: Институт высшей нервной деятельности и 

нейрофизиологии Российской Академии наук (г.Москва) . 

Защита состоится « ( ( » ( f 
диссертационного Совета Д 

2008 г . в « lg :d~ » часов на заседании 
212.078.02 при ГОУ ВПО «Татарский 

государственный гуманитарно-педагогический университет» по адресу: 

420021 , r. Казань , у.1. Татарстана, 2. 

С диссертацией можно ознакомиться в библиотеке ГОУ ВПО << Татарский 

государственный гуманитарно-педагогический университет» fШ......_!lnn"'"' " 

:::::::::а:::::~;,тан~: 2008 <. ii\\\i,illi' 
Ученый секретарь диссертационного Совета 0000429013 
доктор медицинских наук, 

профессор ·:~-;;!/- Т.Л Зефиров 



И- ·1'72292 

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность исследования 

В конце прошлого века был открыт новый класс биологически активных 
веществ - так называемых газообразных посредников, осуществ.1яющих как 

межклеточную, так и внуrриклеточную реrуляr1ию разнообразных 

физиологических функций (L.J.Jgnaпo, 1999; E.Baranano et а! . , 2001 ; D.Boehning, 
S.H.Snyder. 2003 ). В настоящее время к этому классу относят такие газы как оксид 
азота (II), монооксид углерода и сероводород (M.D.Maines, 2004; R.Wang, 2002). 
Оказалось, что физиологическое значение газов не ограничивается регуляцией 

функций желудочно-кишечного тракта и сосудистой системы , где оно было 

определено первоначально, но распространяется также на центральную и на 

периферическую нервную систему (Г .Ф.Ситдикова, А.Л .Зефиров, 2006; R.Wang, 
2004; G.F.Sitdikova et а! . , 2007; Е.В .Герасимова и др ., 2008). 

Оксид азота (ll) (NO) был первой газообразной молекулой. открытие 
которой привело к пересмотру к.аассических пре;хстав,1ений о к.:1еточной 

сигнальной трансдукuии (L.J.Ignarro, 1999). NO был сначала идентифицирован как 
эндотелиальный фа~-1ор расслабления сосудов и медиатор бактерицидного 

действия макрофагов (L.J .Ignarro, 1987). Впоследствии было обнаружено. что 

глутамат, действуя на НМДА-рецепторы в центральной нервной системе, вызывает 

высвобождение химического агента, свойства которого сходны со свойствами 

эндотелиального фактора расслабления сосудов, и были получены доказательства 
нейрональной роли NO (D.S.Bredt, S .H. Sпyder, 1992; J.Garthwaite, C.L.Boulton, 
1995). Спустя несколько лет было показано, что NO моду,1ирует секрецию 

медиаторов в центральной и периферической нервной системе в условиях как in 
vitro, так и in vivo (E.M.Schuman, D.V.Madison, 1994; Н .Prast, A.Philippu, 2001 ; 
A.Bishop, J .E .Aлderson, 2005). NO является модулятором освобождения 

ацеn1лхолина в нервно-\1ышечных соединениях как холоднокровных, так и 

теплокровных животных (S.A.Lindgrcn, M.W.Laird, 1994; А.Л . Зефиров и др .. 1999; 
M.R.Mukhtarov et а! . , 1999; S.Тhomas, R.J .Rohitaille, 2001: S.J .Etherington. 
A.W.Everett , 2004 ; T.J .Nickels et al., 2007). Основным «рецептором )) 1'L1Я NO в 

различных тканях яв.1яется растворимая rуающатцикпаза (W.P.Amold et а! . , 1977), 
активация которой приводит к повышению внуrриклеточной концентрации цГМФ 
и соответствующих протеинкиназ (S.Andreopoulos. A.Papapetropoulos, 2000: 
K.A.Lucas et а\ " 2000) . Значительная неоднородность эффектов NO, их видо- и 

тканеспе11ифичность предпо:1агает наличие цГМФ-независимых механизмов 

реа.1изации функций NO (S.Тhomas, R.J.Robltaille, 2001 : А . В.Яковлев и др . , 2002; 
T.J .Nickels et а! . , 2007). 

Монооксид углерода (угарный газ , СО) хорошо известен своиыи 

токсически!l{И свойствами, однако, оказалось, что СО синтезируется эндоrенно в 

микромолярных концентрациях в результате расщеп.1ения 1 ·ема ферменто!I{ 

rе!l{оксигеназой (M.D.Maines, 1997; 2004) . Исследования функций СО как 

сигнальной мо:1ску.1ы в мозге были вызваны тем , что активность гемоксигеназы R 

мозге приближается к таковой в тканях, разрушающих rем эритроцитов (напри!l{ер, 
в сс:,1езенке) (T.Ingi et al. , 1996). Впосле:Iствии. 1ro аналогии с NО-с11нта1ой fih1 :1C1 
пре;хпо,1ожено. что одна из функций гемокснrеназы - синтез СО . который 
активирует растворимую rуани.1атциклазу с пос.1едуюшим увеличением уровня 

цГМФ в ткани (T.Morita, 1995). Однако, СО является слабым активатором 
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растворимой гуанилатuиклазы (J.R.Stone. M.A.Marlena, 1994; Т.lngi et al .. 1996) и , 

но-видимому, в отличие от NO, который является сильным , но коротко живущим 

стимулятором синтеза цГМФ, СО за счет своей химической стабильности может 

оказывать хотя и слабые, но долговременные тонические эффекты (L .Wu, R. Wang, 
2005). В отличие от кровеносных сосудов, где показаны кооперативные эффекты 

NO и СО, в некоторых областях мозга они оказывают антагонистическое действие 
(C .Thorup et al ., 1999). Исследование клеточных механизмов регуляции активности 
гемоксигеназы показало, что синтез СО увеличивается в ответ •ш повышение 

цитозольной концентрации кальция, активацию протеинкиназы С и тирозинкиназ 

(D.Boehning et al ., 2003). Показано, что СО также как и NO является ретроградным 
мессенджером , участвующим в развитии и поддержании долговременной 

поте11циации в гиппокампе (M.Zhuo et al ., 1999). Исследований в..1ияния СО на 
синаптическую передачу в системе мотонейрон-скелетная мышца нс проводилось . 

Предположения о физиологической роли сероводорода (H2S) возник..1и 

только в последнее время, •по было связано с обнаружением высоких эндогенных 

концентраций сульфидов в крови и тканях мозга млекопитающих и других 

позвоночных животных (M.F.Warenycia et al. , 1989; W.Zhao et al ., 2001 ; J.E. Doeller 
et al ., 2005). Эндогенно H2S синтезируется из L-цистеина пиридоксаль-5 ' -фосфат­

зависимыми ферментами - цистатионин ~-синтазой и цистатионин у-лиазой , 
экспрессирующимися практически во всех тканях (P.Kamoun. 2004). Также как NO 
и СО, H2S участвует в расслаблении гладкой мускулатуры (W.Zhao. R.Wang, 2002; 
B.Teague et al., 2002), физиологические концентрации этого газа усиливают 

активность НМДА-рецепторов и облегчают индукцию долговременной 

потенциации в гиппокампе (К .АЬе, H . Кimura, 1996). Исследования механизмов 
влияния сероводорода в нервной системе начались совсем недавно, а выявления 

его роли в периферической нервной системе не проводилось . 

По-видимому, газы образуют единую систему посредников , легко 
проникающих через мембрану и регулирующих ферментативные реакции клетки . 

Данных о механизмах действия газов в нервной системе очень мало. Исследование 

внутриклеточных механизмов влияния NO и СО, H2S в системе мотонейрон -
скелетная ~1ышца по1волит выявить основные мишени их действия при модуляuии 

синаптических функций . 

Цель и задачи 11сследовании 

Цель настоящего исспедования - выяснение роли газообразных посредников 

оксида азота (11), монооксида углерода и сероводорода в регуляции секреции 
медиатора из двигательного нервного окончания и анализ внутриклеточных 

механизмов действия газов на синаптическую передачу . В соответствии с целью 

были постав:~ены следующие задачи : 

1. Изучить эффекты экзогенных и эндогенного доноров оксида азота, субстрата и 
блокатора синтеза NO на вызванную секрецию :\!едиатора и электрогенез 

двигательного нервного окончания лягушки . 

2. Выявить ро.:~ь системы гуани:татцик..1азы и а.:хенилатциклазы в эффектах NO на 
нервно-мышечную передачу . 

3. Проанализировать участие цГМФ-зависимых фосфодиэстераз в реализации 
1ффектов NO на секрецию медиатора 11 потенциа.пависимые ка.1иевые токи 

нервной терм1111а.1и . 



4. Изучить "Эффекты экзогенного моноокс1ца уг.1ерода и ингиб11тора 
гемоксигеназы на JЛектро1 ·енез нервного окончания и 1.:екрецию медиатора . 

5. Выявить роль аденилат- и l")'ани.1атцик.1азной с11сте~1 в эффекrах СО на 
вызванное освобождение медиатора . 

6. Проана.1изировать участие цГМФ-зависи~1ых фосфодиэстераз в реализации 
эффектов СО на секрецию медиатора. 

7. Опреде.1ить .1ока.1изацию фермента гемоксигеназы-2 в кожно-грудинной 
мышце лягушки с помощью иммуногистохимического метода . 

8. Изучить эффекты сероводорода. его донора - гидросульфида натрия и 
блокаторов ферментов синтеза газа на секрецию медиатора и ионные токи 
двигате.1ьного нервного окончания .1ягушю1. 

9. Проана.~изировать роль системы гуа11и.1атциклазы/цГМФ и 
аденилащиклазы/цАМФ в эффекrах H2S. 
1 О. Выявить роль рианодиновых рецепторов внутрик.1еточных кальциевых депо в 
зффектах H2S. 
11. Исс.1едовать эффекты гидросульфида натрия и блокаторов ферментов синтеза 
н~s на секрецию медиатора в нервно-мышечно~1 синапсе мыши. 

12. Определить экспрессию мРНК ферментов синтеза H2S в диафрагмальной 

мышце мыши методом по.1ю1еразной цепной реакции с обратной транскрипнией . 

Положения, выносимые на эащнту 

1. Оксид азота (11) угнетает выэванную секрецию медиатора и акrивирует 

потеиuиалзависимые ка.~иевые токи в двигательном нервном окончании лягушки. 

Гуанилатциклаэная и аденилатuиклазная внутриклеточные сигнальные системы 

опосредуют эффекты оксида азота через измененне активности цГМФ­

стимулируемой цАМФ-специфичной фосфодиэстеразы (фосфодиэстеразы ll). 
2. Монооксид углерода вызывает усиление освобождения медиатора в нервно­

мышечно~1 синапсе лягушки без из~1енения злектрогенеза двигательного нервно~ ·о 

окончания . Эффекты монооксила углерода реализуются через повышение уровня 

нАМФ за счет активации синтеза и снижения деградации циклического 11ук.~еоти11а 

посрелством цГМФ-ингибируемой цАМФ-специфичной фосфодюстеразы 

(фосфодюстеразы 111). 
3. Сероволород уси,1ивает спонтанную и вызванную секрению медиатора в нервно­

мыше<Jном синапсе лягушки и мыши. Активация рианодиновых рецепторов 

эндоп.1азматическоrо ретикулума опосредует пресинаmические эффекты 

сероволорода в нервно-мышечном синапсе 11ягушк11 . 

4. Газообразные посредники - оксид азота (11), монооксил углерода и сероводород 
являются преси11апn1чески~ш ~юду,1ятора~ш освобождения медиатора из 

лвигательного нервного окончания и синтезируются в области нервно-мышечного 

синапса. 

Научная новизна 

Впервые показано ~о;~улирующее влияние NO, СО и H2S на освобожление 
медиатора из лвигате.1ьного нервного окончания холо:шокровных жннотных . 

Проведен анализ внутриклеточных механизмов действия NO, СО и H2S на 
синаптическую 11ерс:~ачу . Показано. что 1ю11ыше1111е внутр11клсточной 

концентрации цнк.1ичссю1х ну1<.1еотидов (11П\1Ф и цАМФ) снимает ин1 ·иб1порное 

действие NO и облегчающее действие СО на секрецию ацетилхо.1111~а . 

Предполагается, что из~1енение концентрации 11АМФ под действием NO или СО 
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опосредуется цГМФ-стимулируемой и.1и uГМФ-ингибируемой цАМФ­

специфичными фосфодиэстеразами . Показано, что в основе эффектов сероводо~ода 
на секрецию медиатора лежит увеличение внутриклеточной концентрации Са + за 
счет активации рианодиновых рецеmоров эндоп.1азматического ретикулума . 

Ингибирование ферментов синтеза СО. NO и H2S приводит к эффектам 

противопо.1ожным действию газов. Кроме того. впервые показана экспрессия 

фермента синтеза СО гемоксигеназы-2 в скелетных мышечных волокнах лягушки. 

Также выявлена экспрессия мРНК ферментов сиитеза H2S - цистатионин Р-сиптазы 
(CBS) и цистатиошш у-лиазы (CSE) в диафрагмальной мышце мыши . Указанные 

результаты указывают на вонюжность эндогенного образования СО, NO и H2S в 
области нервно-мышечного синапса. 

Научно-практическая ценность 

Полученные в работе данные расширяют представления о модуляции 

синаmической передачи эндогенными физиологически активными соединениями. 

Это, в частности. касается вопросов о в.1иянии нового класса посредников - газов, 

имеющих уникальные свойства, отличающие их от классических медиаторов. на 

функционирование нервной системы . Впервые исследованы внутриклеточные 

механизмы действия оксида азота, монооксида уг.1ерода и сероводорода на 

синаmическую функцию . Полученные жсперимента..1ьные данные могут с.1ужить 

основой для понимания возможных взаимодействий газообразных посредников с 

другими медиаторными и гормональными система:-.1и : впервые показано. что 

активация как аденилат-, так и гуанилатциклазной систем опосредует эффекты NO 
и СО на освобождение медиатора. Научную ценность представ,1яют данные об 

участии рианодиновых рецепторов эндоплазматического ретикулума в эффектах 

сероводорода. Особенности действия газов позволяют предположить их важную 

роль в формировании кратковременных и до.1говременных изменен11й в 

синапшческих структурах, в процессах памяти и обучения . В связи с эти:.~ , 

исследование молекулярных систем синтеза, инакrивации и клеточных мишеней 

действия газообразных посредников позво.1ит вести поиск и разработку 

фармакологических агентов, которые моrут быть использованы .:шя .1ечения и 

нрофилактнки забо.1еваний , сопровождающихся нарушением синаптической 

функции. а также для це.1енаправ.1енного синтеза новых фармакологических 

а1·е1пов. модулирующих работу ионных каналов нервного окончания и 

синаптическую передачу . Поскольку основные закономерности функuионирования 

нервно-мышечного синапса идентичны процессам, происходящим в синапсах 

центральной нервной системы . ре1у.1ыаты работы могут быть испо.1ьзова11ы для 

объяснения механизмов регуляции секреции нейромедиаторов и гормонов 

эндогенными газообразными посредниками в секреторных , нейросекреторных 

клетках и нейронах . Результаты исс.1е;~ования представляют практическую 

ценность ;~;1я физиологов, биофизиков, биохимиков. фармакологов и 

нейрохимиков . По.1ученные данные используются при чтении лекций на кафедре 

физиологии человека и животных Казанского государственного университета , 

Казанского государственного медицинско1·u университета. Татарского 

государственного гуманитарно-педагогического университета. 

Работа вы110нне11а при финансовой но.иержке грантов РФФИ (()2-04-48822. 
03-04-96252. 05-04-48428, 06-04-49125 ); «Ведущая научная школа» (00-15-97763. 
НШ 1383.2003.4 НШ-4520 .2006 .4 . НШ-3368 .20084) ; АН РТ (03.-3 . 10.-222 (2003-
2005). 



Апробаuия работы 

Основные результаты диссертационной работы до,1ожены на XVIII . Х!Х. ХХ 
Съездах физиологического общества им. ИЛ . Пав.1ова (Казань. 2001 . 
Екатеринбург. 2004. Москва 2007); Всероссийском научном симпозиуме 
«Растущий организм: адаптация к физической и умственной нагрузке» (Казань, 

2002, Казань 2006): Международной школе-конференции · «Фармакология 
синаптической передачи в нервной системе)) (Киев, 2002); IV, У, Vl Съездах 

фюиологов Сибири (Новосибирск, 2002. Томск, 2005, Барнаул. 2008): 
Международной конференции «Функциональная ро.1ь монооксида азота и 

пуринов» (Минск. 2001 ): Международной конференции по физиологии ~1ышц и 
мышечной деяте,1ьности (Москва, 2003, 2005. 2006, 2007, 2008); Международном 
Сим110зиуме «Внутриклеточная регу,1яция дифференниа11ии и пластичности 

нейрона» (Москва, 2003); Международной конференции «Медиаторы в 
формировании нейрональных сетей» (Ля Сиота, Франция. 2003 , 2004); ! Съеые 
физио,1огов СНГ (Сочи, Дагомыс, 2005): XII Международном совещании и IV 
Школе по эво;~юционной физиологии (Санкт-Петербург, 2006): Всероссийской 
научной конференuии «Нейрохимия: фундаментальные и прикладные аспекты » 

(Москва, 2005); научной конференции «Нейроспецифические метаболиты 11 

энзимологические основы деятельности ЦНС» (1 !енза. 2006 ): 1 международно\1 
междисциплинарном Конгрессе "Нейронаука з:~я медицины и психологии" (Судак, 

2006); VIII региона,1ьной конференции международноr·о общества нейробио.1оrн11 

беспозвоночных «Простые нервные системы» (Казань, 2006): Международной 
научной конференции «Свободные радикалы, а1пиоксиданты и старение» 
(Астрахань, 2006); Международной конференции «Рецепция и внутриклеточная 
сигна.1изаuия» (Пущино, 2003. 2005. 2007); Международном симпозиуме 

''Био.1огическая подвижность" (Пущино, 2004, 2006, 2008); Европейском фору\1е 
по нейронаукам FENS (Женева, Швейuария , 2008). Основное содержанне 
исследования отражено в 51 работе . 

Структура и объем диссертаuи11 

Диссертация объе\Ю\.1 250 страниц состоит из введения, обзора .1итературы, 

изложения объектов и методов исс.1е;10вания. 3 гпав резу,1ьтатов исследования и их 

обсуЖдения, заключения, выводов и списка цитирус~iой литературы. Список 

цитируемой литературы включает 412 названий . нз них 31 отечественных и 381 
иностранных авторов . Диссертация содержит 4 7 рисунков и 4 таблицы . 

ОБЪЕКТЫ, МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Объект исс;1едования, использован11ые растворы 11 химические 

вешества. 'Эксперименты проводи.1и на изолированных нервно-мышечных 

препаратах кожно-грудинной мыш11ы пягушки Rana ridibunda и диафрагмы 

пабораторных бс.1ых мышей . Испо.1ьзова.1и раствор Рингера ;1.1я холоднокровных 

:ю1вотных с.1е;~ующего состава (в мМ) : NaCI - 115; KCI - 2.5 ; СаС12 - 1 .8; HF.PF.S - 5 
(t=20°C, рН 7.2-7.4) и раствор Кребса .:~ля теплокровных животных (в ~1М) : NaCI -
154: KCl - 5: СаС12 - 2; IIEPl::S - 5. MgCI~ - 1. г.1юкоза - 11 (t=20°C. pll 7.2-7.4). 
Раствор Крепса псрфуз11рова.1и карбогеном в течение вi.:ero жслери\.1ента. Для 

устранения сокращения :-.1ышц в раствор .:~обав.1я.1и d-тубокурарин (20-30 мкМ) или 



использовit!IИ раствор Рингера с пониженной концентрацией ионов 

кальция ([Са2"]0) (0.2-0.4 мМ) и повышенной коннентрацией ионов магния (2-4 
мМ). 

Базовый раствор СО готовили непосредственно пере;:~ каж;хым 

1кс1Jериментом путем насыщения 20 м.1 раствора Рингера в течение 30 мин газом 
(96%, Россия) в вытяжном шкафу . С учето~t растворимости (2.691 мг на 100 г при t 
=20°с и давлении 760 мм рт. ст. ) получали раствор с концентрацией 0.96 мМ 
(F.Zufall, Т. Leinders-Zufall, 1997). Данный раствор сразу же разводили до 

получения необходимой в эксперименте концентрации СО и добав.1яли в систему 

перфузии . H2S по.1учали в реакuии: Na2S+2HC1=2NaCl+H2S, которую прово;хили в 
вытяжном шкафу (Ю .В .Карякин, И.И.Ангелов. 1974). В двугорлую колбу 

помещали Na2S и медленно по каплям ;хобавлялн 20% HCI, вращая колбу для 
равномерного перемешивания . Образовавшимся в результате реакции H2S 
насыщали 20 м:1 раствора Рингера в течение 30 мин непосредственно перед 
экспериментом . С учетом растворимости H2S концентрация базового раствора 
составляла 98 мМ (Я.И.Михайленко. 1966). Данный раствор сразу же доводили до 
необходимой концентрации H2S и добавляли в систему перфузии. В качестве 

донора сероводорода использова.1и гидросульфид натрия - NaHS (К.АЬе. H.Кimura. 
1996). D водных растворах NaHS диссоциирует до иона натрия (Na") и 
гидросульфидного аниона (HS"). который реагирует с протоном (Н") , образуя H2S. 
Известно, что в физиологическом растворе одна треть H2S находится в 
недиссоциированной форме, а остальные две трети существуют в виде нs· ( R. 
O.Beauhamp et al ., 1984 ). 

В жспериментах также использовали следуюшие фармакологические 

препараты фирмы Sigma: нитропруссид натрия (SNP), S-nitroso--N­
acetylpenicillamine (SNAP), гидроксиламин солянокислый, L-аргинин, О-аргинин , 

NG-нитро-L-аргинин метиловый эфир (L-NAME). цинк (11) протопорфирин IX 
(ZnPP-IX), 4-аминопиридин, L-цистеин , аминооксиацетиловую юtслоту (АОАК). 13-
цианоаланин (/3-ЦА), cisN-(2-phenylcyclopentyl) azacyclotridecl-en-amine 
hydrochloride (MDL- l 2330A). 8(4-chlorophenylthio )-adenosine-3.5-cyclic 
monophosphat (рСРТ-сАМР), 8Br-cAMP, N-2-(p-bromocinnamyl-amino)-ethyl-S-
isoquinolihe sulfon-amide dihydrochloride (Н-89). 1Н-[1 , 2.4]-oxadiazolo[ 4,3-
a]quinoxalin-l-onc (ODQ). 6-anilino-5 .8-quinolinedionc (L У-83583), 8(4-
chlorophenylthio)-guaпosine-3.S-cyclic monophosphat (pCPT-cGMP), 8Br-cGMP. db­
cGМP, 1.4-dihydro-5-[2-propoxyphenyl]-7H-1,2,3-triazaolo(4,5-d]pyrimidine-7-one 
(запринаст), erytro-9-(2-hydroxy-3nonyl)-adenine) hydrochloride (ЕНNА), милринон, 

quazinone. дантролен . кофеин . 

Водонерастворнмые вещества растворяли в диметилсульфоксиде (DMSO). 
Конечная коннентраuия DMSO в используемых растворах не превышала 0.1 %. 
'Эксперименты со светочувствите.1ьными агентами (SNP. SNAP, ZпPP-IX. 
дантролен) проводились в ус.1овиях нюкой и.1и нулевой освещенности. 

Электрофизиологические методы. Раздражение двигате.1ыюго нерва 

проводили пря~10уго;~ьными 111екrрическим11 импульса,111 сRерхпороrовой си,1ы 

длите;~ьностью 0.2-0.3 мс с частотой 0.2-0 .4 и,ш/с . Регистрацию биопотенциалов 

проюводи.111 с 1юмошью стеклянных микроэлектродов. ю1сю1ш1х сопротив.1ение 2-
5 ООм. ~>'lетодо,1 внек.~стоЧНСIГО отве;хения реrистр11р0Rа.,111 трехфазные ответы 

нервного окончания и следующие за ними токи конневой пластинки (ТКП) . 

Известно. что IJервая положите,1ьная фаза ответа нервного окончания пре.:хстав ,1яет 
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coбoii пассивный ток, генерируемый распространяющимся потенциа.;юм 

действия. вторая отрицате:!ьная фаза отражает входящие Nа' -токи . Третья 
положип:.1ьная фаза отражает к·-токн через 1юте11циалзависи\1ые 11 

кальцийактивируемые К '-каналы (A.Mallart. 1984; А.Л .Зефиров, И . А.Халилов, 
1985). 8 УСЛОВИЯХ Нl\ЗКОГО l:Одержания Са2 " В растворе (0 .2-0.4 мМ) а\fП.1ИТ)'да 
третьей фазы ответа нервного окончания отражает в основном ве.1ичину 

потенц11а..1зав11симых к· -токов (А.Л . Зефиров, И .А.Ха..1 и11ов , 1985). Для выявления 
Са2 '-активируемых к·-токов в стандартный раствор Ринrера ([Са1 "]п - 1.8 мМ) ":х;rя 
холоднокровных животных ;:юбав,1яли 4-аминопир~щин ( 100 мкМ) . Пр11 

добав.1ении в раствор 4-амннопиридина происходит блокирование 

потенuиа..1завис11мых к--кана.1ов. что ведет к увс.111чению длите.1ьности 

потенциа.1а действия и , следовате.1ьно, бо.1ьшему входу Са2~ в нервное оконча1ше. 
В результате выходящие Са2•-активируемые к· -токи становятся преобладающими 
В С)'МмарНОМ ВЫХОДЯЩеМ ТОКе . 8 ЭТИХ УСЛОВИЯХ, аi.1ПЛИ1)'да 3-й фазы ОТВета будет 
отражать ве.1ичину Са1' -активируемых К " -токов (А .Л.Зефиров, И . А.Халилов , 
Х .С . Хамитов, 1987). 

С помощью внутрик.~еточных микроэ.1ектродов регистрировали ТКП и 

потенциалы концевой пластинки (ПКП). 

Накопление. усреднение и анализ сигналов производили 11р11 по\ющн 

персонального компьютера с испо.1ьзованием программы «Ritm». При 

внеклеточном отведении ответы нервного окончания и ТКП усрел11я.1ись по 30 
реализациям . Проводили анализ амп:1и1)'дЫ и квантово1 ·0 состава ТКП. параметров 

второй и третьей фазы ответа. Квантовый состав рассчитывался по методу 

выпадений : 

т = ln N.;N. 

где N0 - число раздражений . N - чис.10 раздражений , не вызвавших ТКП 
[М .А . Каменская, 1972). В условиях низкого содержания кальция в растворе (0.2-0 .4 
мМ) исходный квантовый состав ТКП составлял от О.Об до 0.7. Рассчитыва.111 
также а\!ПЛитуду. время роста, постоянную времени спада внутриклеточных 

сигна..1ов , а также частоту миниатюрных ТКП и ПКП. Среднее значение в серии 

получали по результатам экспериментов на 5-12 животных . В качестве контро;~я 

( 100%) принимались параметры ответов нервно1·0 окончания и токов илн 

потенщ1а.1ов концевой пластинки. квантового состава ТКП, ана.1юируемыс в 

каждом эксперименте до апп.1икации веществ . Для статистической обработки 

эксперимента.1ьных данных испо.1ьзовали параметрический /-критерий Стьюдента . 

Иммуноrнстохнмнческнй метод 1 • Для выяв: 1ения клеточной ,1ока..1изации 
гемоксигеназы-2 проводили иммуногистохимнческое окрашивание непрямы:.~ 

иммунопероксидазным методом (R.R.Islamov et al.. 2004). Д.1я выявления 

ге~юксигеназы-2 в скелетных мышечных во.1окнах ~1с1ю.1ьзовали по.1иклона..1ь11ые 

аНllпела к rемоксиrеназе-2 ( OSA-200. St ressGen Biot echnologies, Канада) . Затем 

проводили иммунную реакцию с первичными ант11телами с помощью 

стрептавидин-биот11ново1 ·0 комплекса (Elite АВС Kit; Vector Laboratories). 
Иммунопреuипитат визуа..1юировали с почощью д11аминfiензидина (ОАВ Substratc 

1 Ди1111ая часть работо1 проведе11а 110 базе 1шфt'др&1 гш:то.10.·ии Кшш1с1шN1 
юсу0арстве1111ого .11едu1{1111ского у11и11ерситето сов."еспто с проф,. д .. 11.11. Р.Р. Ис.1а11flво1.11. 
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Kit for Peroxidasc. Yector Laboratories, США). Для контроля 11роводи.1и 

окрашиван11е без первичных и.1и вторичных антител (отриuате.1ьный контро.1ь). 

Готовые срезы изучали под световым микроскопом. Фотографии были сделаны при 

помощи цифровой камеры Kodak DC 120 Digital Access. 

Проведение полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцней 1 • 
С помощью метода полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией (ОТ­

ПЦР) опреде.1яли Jкспрессию мРНК ферметов синтеза сероводорода в 

диафраr!l!ас1ьной мышце ~щши. Для выделения мРНК из образца ткани 

использовали лизирующий раствор с.1едующего состава: 7.5М 

гуанидинизотиоцианат; 50% фенол. уравновешенный Трис-НСl (рН=7.О); 1% Р­

меркаптоJтанол ; 0.5 мкг/мл дрожжевой тРНК (Р . Chomczynski, N. Sacchi. 1987). 
Реакцию обратной транскрипции проводили в смеси следуюшеrо состава : 0.25 
мМ дезоксинуклеотидтрифосфаты (дНТФ), буфер д..~я M-Mul У-обратной 
транскриптазы (50 мМ Трис-НСI), 3 мМ MgCl2, 75 мМ KCI. 5 мМ дитиотреито.1. 2 
единицы ингибитора РНКаз (Хеликон. Россия), 1 единица M-MuL У-обратной 
транскриптазы (СибЭюим , Россия), олигонук.1еотиды (dT) 15 (500 нr) . В 

реакционную смесь объемом 20 мкл вноси.111 5 мкл препарата выделенной РНК . 

Полнмеразно-цепную реакцию (ПЦР) проводили в реакционной смеси 

следующего состава: 0.2 мМ дНТФ. буфер д,1я Taq ДНК-полимеразы (60 мМ 
ТрисНСl. 1.5 мМ MgC12• 25 мМ KCI. 5 мМ Р-меркаnтоэтанол. 0.05% Тритон Х-100, 
1 единица Taq ДНК-полимеразы (Сиб'Энзим, Россия), 1 мкМ олиrонуклеотидных 
праймеров. В реакционную смесь объемом 20 мкл вносили 5 мкл препарата кДНК. 
Амплификацию ДНК проводили с использованием системы «Терuик МС2» (ДНК­

Технолоrия, Россия). Для реакции ПЦР нами были сконструированы ген­

специфичныс праймеры с использованием информации о нуклеотидных 

последовате.1ьностях мРНК цистатионин у-лиазы (CSE) и цистатионин Р-синтазы 
(CBS), содержащейся в базе данных GenBank (.1окусы NM_145953 и NM_l 78224). 
Ра1работанные пары прай~1еров получили назван11е CSEm-f и CSEm-r, CBSm-f и 
CBSm-r. Данные праймеры являются rомо.1оrа~1и о.1игонуклеотидов, описанных 
для выяв.1ею1я мРНК CSE и CBS у крысы Ranus norvegicus (W.Zhao et а! .. 2001 ). и 
модифипированы нами с учето~1 нук:1еотидных после..:10вательностей мРНК. 

выявленных д.1я мыши [1 .lshii et а!. , 2004]. Нуклеот11дные пос,1едовательность 

праймеров приведены ниже : CSEm-f - S"-aagcagtggctgcgng-3· , CSEm-r - 5'­
tgtggtgtaatcgctgcc-3 '. CBSm-f S"-agccaacttctggcaac-3 ', CBSm-r -5' -
caccagcatatccagcttc-3 ·. Ожидаемый размер а~шлифицируемых фрагментов ДНК. 
ограниченных праймерами CSEm-f и CSEm-r. состаюL1 232 пар оснований (п . о . }, 

ограниченных праймерами CBSm-f и CBSm-r - 325 п.о. Выч11с.1е1ше оптимальных 
термодинамических показателей для проведения реакции бы;ю проведено с 

помощью компьютерной программы «Oligo 6». На рис 1 11 2 представлены 

фраг~1енты мРНК CSE и CBS. амп,1ифицируемыс в ОТ-ПЦР. 
Для проверки специфичности реакuии по.1ученные фрагменты кДНК 

обраба1ыва;111 ре.:тр11ктазой HaeIII (СибЭнзим . Россия) в течение 2-х часов при 

те~шературе 3 7°С. Рестриктаза HaeJII разре1ает nо,1ученные фрап1енты в 
определенном месте (Рис . 1 и 2, заштрихованный участок) с получением 

' Эксперюн!llmы прове1!е11ы в Науч110-исс:1едовапrе.1ьским u11cnrunrynre се.1•с1<ого 

хознtiспrва РАСХН coa.t1ecn1110 с 11пуч11ы.11 сотруд11икп.11 С.Г. 80.1оги11ьмt. 
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фрагментов известных размеров . Детекuию результатов nрово"111:1и 

методом горнзонта.1ьного нсктрофореза в 2% аrарозном геле, содержашн!V! 

бромистый Jтид11й (0.5 мкг!м,1) . Ра.зде.1ение прово;111,1и в трис-боратном буфере (рН 

8.0). Резу;:~ьтаты визуа.1изировали в УФ-свете (/.=310 нм). Элсктрофореrраммы 

фотоrрафирова..1 и uифровым фотоаппарато~1 Nikon Coo\Pix 4500 с оранжевым 

светофильтрш1 . Д.,1я опреде.1ею1я размеров а~шлифицированных фрагментов ЛНК 

исnо:1ьзовали маркеры молекулярных размеров (СибЭнзим , Россия). 

2Н ttggaaфag cagtggct!,lC gtt!,l~atggg gcaaagcaca gttt~tt tgcatcgggt 
301 cttgctgcca ccattacgat tacccatctt t t aaaagcag gagatgaaat catt t gcatg 
з 61 gatgaagtgt atggaggcac caacaggtac ttcaggaggg tggcatctga atttggactg 
'121 aagatttctt ttgtagattg t tccaaaacc aaattgctag ag~cagcgat tacaccac~a 

Рис. 1. Последовательность мРНК CSE, амплифиuируемая в ОТ-ПЦР 
(232 п.о.). 
В прозрачной рамке - области посадки праймеров, в заштрихованной ра~1кс - сайт 

распознавания рестриктазы HaelI! (разрезание на фрагменты 39 и 193 п . о. ). 

5'11 ggatgstcga 11g11tgctg11g cgsactggaa 11cttg1111gcc tqqaqacact atcattq~ 
601 aacttctgg csacscaggg atcgggc~gg ctctggctgc tgc11gtg1111g ggctst cgct 
ббl acattatcgt gst ag 1111gata11at11 tgga111111g11t g11at11tgct11 CQIJQCtCtQg 
721 111111ccga1111t t11t1111gg11cg cccaccaat.g cc1111at t tga ttcccccqsg tcccacgt gg 
781 11a11t1111catq gc11actgaag aacqaaatcc ctaattctca cat~ctqoac caotaccoca 
6'11 atc;JCCllQCllll ccctttc;JIJCll cactacgatg асасс11сс11а QQllQ&tcCtQ cagcagtgtg 
901 11c111Jj1111agct ggstatqctg gti;IJ11cttc11g 

Рис. 2. Последовательность мРНК CBS, амплиф1щируе~1ая в ОТ-ПЦР 
(325 п . о . ). 

В прозрачной рамке - области посадки праймеров. в заштрихованной рамке - сайт 

распознавания рестриктазы HaeIII (разрезание ва фрап1ешы 78 и 247 п . о . ) . 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Исследование молекулярных механюмов действия оксида азота (11) на 
секрецию медиатора в дв11гате"1ьном нервном окончании лягушки 1 

Эффекты экзогенных и эндогенных доноров оксида азота (11) на 

вызванную секрецию медиатора и ионные токи двигательного нервного 

окончания лягушки. Ранее в экспериментах на нервно-мышечных препаратах 

амфибий было показано, что экзогенные доноры NO угнетают спшпанную и 
вызванную секрецию медиатора, действуя на 11ресина11тическом ypor111.: 
(S.A.Lindgren, М . W.Laird. 1994: АЛ.Зефиров и др" 1999: S .Тhomas, R.J . RoЬitaille. 

1 Часть исс.1едо11а11ий, пос11ящен11ых выяв.1е11ию .•10:1е1<у.-111р11ы:r: .>1еханиз.11ов дейt·т11ия NO 1111 
синаптическую фу111<цию, про11еде11а сов.нестио с t1ссисте11то.н кафедры фu:iuo:mzuu че.10века 

и жи11отны:r: Казанскою <осударсmвl'ниоzо уииирситета, к.6. 11. А . В.Я1шв.~еоы.11 . 
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2001 ). В качестве экзогенных доноров NO мы использовали SNP ( 100 ~tкМ) и 
SNAP (250 мкМ) , которые в водных растворах распадаются с образованием NO. 
Аппликаuия SNP и.1и SNAP снижала среднюю амплитуду ТКП до 17.3±3.2% (n= 12; 
р<О. 05) и 21 .5±6.8 (п=6; р<О .05), соответственно. относительно контро.1я . 

Снижение амплитуды ТКП сопровожда.1ось уменьшением квантового состава ТКП 

до 11 .26± 1.1 % (n= 12; р<О .05) и 10.6±6.6% (n=6; р<О .05), соответственно, 

относительно контроля (Рис. 3). На фоне действия экзогенных доноров NO 
происходи.10 увеличение амплитуды 3-ей положительной фазы ответа. 

отражающей выходящие калиевые токи, которая возрастала до 275.0±13 .8% (n= 12 ; 
р<О.05) и 196.2= 10.3% (п=6; р<О . 05) . соответственно. от исходной величины (Рис. 

3). Эндогенный донор NO - гидрокси.1амин со.1янокис.1ый в конuентраuии 1 мМ 
также снижал среднюю амплитуду и квантовый состав ТКП до 57.8:::5 .4% и 

66.8± 12.0% (п=5; р<О .05), соответственно, относительно исходной величины . При 

этом амплитуда 3-ей фазы ответа нервного окончания уве.1ичивалась до 

146.4±2.4% (n=S; р<О . 05) относительно контро.1я . 

Таким образом , экзогенные и эндогенный доноры NO приводи.~и к 
угнетению вызванного освобождения медиатора и усилению потенциа..~зависимых 

калиевых токов нервного окончания . 

А 

11~ 

1UO 

17!' 

•~о 

11' 

% 100 

" 
~о 

~~ 

u 

" 

Б 

IU JO 

SNAP 

30 40 
мин 

Рис. 3. Влияние доиора NO - SNAP на иоиные токи нервного окончания 11 
секрец11ю медиатора . 

А - Усредненные ответы (30 реализаций) в контроле и после действия SNAP (250 мкМ) . 
Эффекты SNAP показа11ы стрелками . Б - Изменение амплитуды 3-ей фазы ответа нервного 

окончания (3 фаза) и квантового состава токов концевой пластинки (ТКП) (m). По оси 
ординат - изменение квантового состава ТКП (•) и третьей фазы ответа нервного 

()Кончания ( • ) в% относите.1ьно исходных значений . [Са2' ],, - 0.2-0.4 мМ. 
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Исследование эффектов L-аргинина - субстрата д.1я NО-сннтазы на секреuню 

медиатора и ионные токи двигательного нервного окончания. NO образуется в 
резу,1ьтате ок11с.1ения L-арrиннна с одновременным с11нте1ом другой 

аминокислоты - L-шпру.пина в присутствии 0 2 11 НАДФН (Е.Б.Меньшиков и др" 

2000). В нервно-мышечном препарате лягушки L-аргннин в концентрации 100 ~tкМ 
вызывал достоверное уменьшение квантового состава ТКП до 80.1±5.8% (n=9; 
р<О.05) (Рис. 4 А) . При этом наблюда.аи увеличение амп.1итуды 3-ей фазы ответа 

нервного окончания до l 12.7:t:3 .5% (n=9; р<О.05) относительно контроля (Рис . 4 А) . 

По-видимому, эффекты L-аргинина в конuентрации 100 мк.М вызваны уве.1иченисм 
синтеза NO в нервно-мышечном синапсе . Блокирование синтеза NO с 110~ющью 
неспецифического блокатора NО-синтазы L-NЛME в концентрации 100 мкМ 
приводило к эффектам противоположным действию субстрата 11 доноров NO: 
амппитуда ТКП увеличивалась до 258.9±43 .6% и квантовый состав ТКП - ;10 

289.1±21 .6% (n=9; р<О .05) относительно контроня (Рис . 4 Б) . При лом 

происходило уменьшение амп.1иту11ы 3-ей фазы ответа нервного окончания - до 

81 .6±4.4% (n=9; р<О.05) относительно исходных значений . Таким образо~1. 

субстрат NО-синтазы оказывает эффекты схолные с эффекта~1и лоноров NO. а 
б.1окированис NО-синтазы - противопо.1ожные, что свидете.1ьствует о на.1нч11с 

эндогенного синтеза NO в обдасти нервно-мышечного синапса . 

Увеличение концентрации L-аргинина до 1 ООО мкМ приводило к ус1ыеш1ю 
вызванной сеh-реции медиатора - квантовый состав ТКП возраста.1 до 1372.3±72.9% 
(n=5; р<О.05) относительно контроля, параметры ответа нервного окончания нс 

изменя.1ись. Бы.10 предположено, что L-аргинин , яв.1яясь субстратом для синтеза 

NO. вовлечен в механизм ингибирования NО-синтазы. поэтому исс!1едова.:1и 

эффекты L-арrинина на фоне блокирования NО-синтазы. 

А Б 

L-арrинин 
1201-~~~~~~~~~~~~-

110 . • · -· ·-~ · · · · •! % .• - • · • · - 3 фаэа ..•. 
100 -•· 1:.•-• • ·• .• 

150 

90 • 
·· ··· - · · i 

m 

80 •••••• 100 -•-•-•-•-~-•-•-• . . , J фаза . . . "!-<1-•-•··-··· 
о 10 20 30 40 50 60 о 1 о 20 30 40 50 60 

мин 'ltИll 

Р11с. 4. 8,111я1111е субстрата (L-арrнннн) и 1111rнбitтора (L-NAME) NО-с11нтазы 
на но1111ые токи 11ервно1·0 оконча1111я 11 секреuию ме:шатора. 
Изменения 3-ей фазы ответа нервного окончания (3 фаза) и квантового состава токов 

конневой пластинки (ТКП) (m) при ;~ействни L-арrинина n ко1щс11тра11иях 100 мкМ (Л) и 
L.-NAJ\·1E в конuентранин 1 QO мкМ (БJ . По оси uрдинат - ИЗ.\1ененис квантового сопави 

ТКП (•)и третьей фазы отвеп нервно1 ·0 окончания (•)относительно исходных ·mиченнй . 

[Са2 "] 1 • - 0.2-0.4 мМ . 
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На фоне действия L-NAМE L-аргинин в концентрации 100 мкМ не проявлял 
своих эффектов. а в концентрации 1000 \!КМ приводи.1 к дальнейшему увеличению 
квантового состава ТКП до 642.4±2 1.5% (n=5; р<О.05) относите.1ьно контроля . не 

изменяя 3-ей фазы ответа нервного окончания. Таким образом, на фоне 

блокирования NО-синтазы эффекты L-аргинина ( 1 ООО мкМ) на секрецию 

мелиатора сохранялись, хотя и в меньшей степени, чем в контроле. Был<> 

пре;щоложено, <rro работа NО-синтазы может быть заблокирована повышением 
концентрации субстрата либо по механизму субстрат-ферментного ингибирования, 

либо путем ферментативного декарбоксилирования L-арrинина в агматин. который 

ингибирует все юоформы NО-синтазы. либо образованием других его метаботпов 

(E.Galea et al .. 1996). 
Для выявления стереоспецифичности эффектов L-аргинина исследовали его 

правовращающийся оптический изомер О-аргинин в концентрациях 100 и 1000 
мкМ . О-аргинин в концентрации 100 мкМ вызывал уве.1ичение кван~ового состава 
ТКП до 225.6±3.2% (n=5: р<О .05) . а в концентрации 1000 мкМ - до 392.3±22.8% 
(n=S; р<О.05) по сравнению с контролем (Рис . 5). При этом происходило 
уменьшение ам11литуды 3-ей фазы ответа нервного окончания до 92±2.3% при 
действии О-арn1нина в концентрации 100 мкМ и до 68.4±8.1 % (n=5; р<О.05) при 
дейс1вю1 О-аргинина в концентрации 1000 мкМ (n=S ; р<О.05) (Рис.S). 'Эффекты 0-
аргинина аналогичны эффектам ингибирования NО-синтазы, что, по-видимому, 
связано со стереохимической специфичностью фермента . 

400 * 
350 

~ 300 

* 250 * r -% 

п 200 
i 

150 
1 

100 

50 

о 

D-apr D-apr L-NAME L-NAME L-NAME 
100 1000 100 + D-apr + D-apr 

100 1000 

Рис. 5. Вm111ю1е D-аргннн11а на секрец11ю мед11атора 11 попнцналзавнсимые 
ка.1невые токи нервного окончания. 

Изменение квантового состава токов концевой пластинк11 (ТКП) (белый столбик) и 

третьей фазы ответа нервного окончания (заштрихованный столбик) прн действии D­
аргинина (D-apr) в концентрациях 100 и 1000 мкМ. L-NAME (100 мкМ). О-аргинина (100 
и 1000 ~1кМ) н~ фоне действия L-!\ЛМЕ . По оси ординат -· и1мевение квантового С()Става 

ТКП и.1и третьей фазы ответа нервного оконч~ння в % относительно исходных значен ий . 
[Са2 ' ]11 - 0.2-U.4 ~м, • - р<О . 05 . 
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Действите.1ьно. на фоне действия L-NAME [)-аргинин в обеих концентрациях не 
изменя.1 ни секреции медиатора. ни а\1пл итуды 3-ей фазы ответа нервного 

окончания (Рис.5 ). 
Таким образом . выявлены сушествснные различия между эффекта"и 

стереоизо\1еров аргинина на секрецию медиатора и ионные токи ;:rвигате.1ьного 

нервного окончания .'IЯl}'ШKfl . Пред1ю.1ожено, что L-аргинин в 60;1ьцшх 

концентрациях ус1тивает секрецию медиатора за счет 1111гибирова1шя синтеза NO. 
однако. имеются и другие механизмы его вл11яния. которые могут быть связаны как 

с непосредстиенным действием L-аргинина на внутриклеточные мишени, так 11 с 

обра1ование\1 \tетаболитов. и~1еюших собственные эффекты . 

Исследование роли гуанилатцнклазной системы в эффектах NO на 
секрецию медиатора и ионные токи нервного окончания . Для повышения 

внутриклеточной концентрации uГМФ иснользова.1и мембранопроникающис 

аналоги - 8Br-cGMP, db-cGMP 11 селективный ингибитор цГМФ-специфичной 

фосфодюстеразы - запринаст. Аппликация аналогов цГМФ (100 \tкМ юн 1 \tM) 
или запри наста ( 100 мкМ) не приводила к ИЗ\1енению ни параметров ответа 

нервного окончания. ни квантового состава ТКП (Рис . 6 А. Б). Донор NO SNP 
после часовой инкубации нервно-мышечного препарата в растворе Рингера, 

содержащем 8Br-cGMP и.111 db-cGMP или запринаст. не изменя:1 ни амплитулу 3-сй 

фазы ответа нервного окончания . ни квантовый состав ТКП (Рис . 6). Селекшвныii 
блокатор гуанилатциклазы - ODQ (0 .1 мкМ) вызыва.'1 снижение вызванной 

секреции медиатора - квантовый состав ТКП уменьшался до 73 .9±2.3% (n=6; 
р<О .05) относительно контроля . В условиях сниженной акrивности 

l)'анилатциклазы эффекты SNP сохранялись, но бы,1и менее выражены . чем 1! 

контроле - квантовый состав ТКП снижа.1ся до 41 .1±1.4% (n=6: р<О.05 ). амплиту,~а 
3-ей фазы ответа нервноr·о окончания возраста.1а до 160.9±5.8% (n=6: р<О .05) 

относительно контроля (Рис .6 А , Б). Можно nредполож1пь. что повышение 

концентрации цГМФ опосредует моду.1ирующие эффекты NO на синаптическую 
передачу. но существуют и цГМФ-независнмые ~1ехан11змы влияния NO. 

Исследование ро.Ли аденилатциклазной системы в эффектах NO на 
секрецию медиатора и ионные токи нервного окончания. Добавление 8Br­
cAMP ( 100 мкМ) вызывало увеличение амплитуды и квантового состава ТКП до 
189.3±:7.8% и 155 .8±13.1 % (n= lO; р<О . 05) , соответственно. относите,1ьно контроля. 

не изменяя ответа нервного окончания (Рис . 7 Б) . В условиях повышенной 
внутриклеточной концентрации цАМФ (часовая инкубации препарата в растворе 

Рингера с 8Br-cAMP) донор NO SN АР не вызывал достоверных изменений ни 
квантового состава ТКП. ни амплитуды третьей фазы ответа (Рис. 7 Б). 

Специфический ию ·ибитор адени.1атцик.1азы - MDL- l 2330A ( 1 мкМ) вызыва.1 
уменыuение квантового состава ТКП до 31 .7±4.9% (n=5; р<О . 05) относительно 

контроля (Рис . 7 А) без 11з~1енения параметров ответа нервного окончания . В 
условиях сниженной активности фер~ента (часовая инкубация нервно-мышечного 

препарата в растворе с MDL-12330A) эффекты SNAP быни выражены в той же 
ст1:11ени . что и 1! ко11тро.1е - КRа~повый состаu ТКП с.;нижа:н.;я до 5 . З zО . 6% (п -~ 5 : 

р<О . 05). амп .1итуда 3-ей фазы отRета нервного окончания возрастала дu l .i9 . l ± 11.4 
(n~5 : р<О .05 ) OTHOCllТC.1bHO исходных значений. 
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Р11с. 6. Роль гуан11латц11к11а3ной системы в Jффсктах NO на вызванную 

секрецию медиатора и потенц11алJависи1"!ые калиевые токи нервного окончании. 

Изменение квантового состава токов концевой пластинки (ТКП) (А) и амп,1итуды 3-ей 
фазы ответа нервного окончания (Б) при действии донора NO (SNP, 100 мкМ) , блокатора 

гуа11илатциклазы (ODQ, 0.1 мкМ), SNP на фоне действия ODQ, аналога цГМФ (8Br­
cGMP, 100 мкМ) и SJ\P на фоне 8Br-cGMP. За 100% уровень приняты значения 

квантового состава ТКП и а.'>fnлнтуды 3 фазы ответа в контроле - до аппликации 

соответствующих веществ . [Са2)0 - 0.2-0.4 мМ, • - р<О . 05 . 

А 

МЛ-12ЗЗОА МЛ-12ЗЗОА 
+~ 

Б 

SNAP 
175 8Br-cAMP 
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100 ' -·-·-+-+-f,+-+~,+~"-+~•-+-+. 
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Рис. 7. Ро.1ь аде1111.1атцвкла3ной системы в эффектах NO на секрецию 
медиатора 11 третью фазу ответа нервного окончан11я . 

А - Изм~11ения квантового состава ТКП при действии MDL-12JЗOA (1 мкМ) и SNAP (250 
~1кМ) на фоне MDL-123 30A. За 100% уровень принят уровень секреции в контроле до 
воцействия веществ . Б - Из~1е11ение квантового состава ТКП (m. •) н 3 -ей фазы отвс1а 
нервного окончания (3 фаза,•) при добав.1ени11 в раствор 8Вr-сЛМР (100 мкМ) и SJ\:AP на 
фоне 8Br-cAMP в процентах от исходного уровня . 

Время действия веществ показано сп.1ошной линией . [Ca2.]r, - 0.2-0.4 мМ. • - р<О . 05 
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Было лредпо.1ожено, что ингибирующее ~ействие NO на вызванную секрецию 

медиатора и активирующее на лотенuиалзависимые к--токи может 

01юсредонаться через изменение конuентра11ю1 цАМФ, которая зависит от 

активности uГМФ-с11еuифичных цАМФ-фосфодиэстераз . 

Исследование роли цГМФ-иигибируемой и цГМФ-стимулируемой 

цАМФ-специФичных фосФодиэстераз в эффектах NO на секрецию медиатора 
11 ионные· токи нервного окончания. Внутриклеточная конuентраuня uАМФ 
может ре11· .1ироваться как сиmезом адеюшатuиюазой . так дегразаuией 

фосфодиэстеразами (J .A. Beavo. 1995). Две из них - uГМФ-стимулируемая 

(фосфодюстераза 11) и uГМФ-ингибируемая ( фосфодиэстераза Ill) яв.1яются 

цГМФ-зависимыми и с:1ужат для перекрестной связи между нАМФ- и uГМФ­

зависимыми сигнальными системами (С. I.ugnier. 200/i). 
Добавление се:1ектив1юго блокатора фосфодиэстеразы 111 - милринона (20 

ипи 100 мкМ) не в:шя.10 непосредственно ни на э.1ектрогенез нервного окончания, 
ни на секрецию медиатора . На фоне действия ~1нлринона эффекты SNAP на 

секрецию медиатора и потенuиалзависимые К '-токи сохранялис~. (Рис . 8 Л. Б) . 

А Б 

400 ·* 
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Р11с . 8. Роль цГМФ-зав11сн~1ых фосфодюстера1 в Jффектах NO на вызванное 
освобожден11е мед11атора 11 ионные токи двнгателы1ого нервного око11чан11я . 

Изменение квантового состава токов концевой п.1аст11нки (ТКП) (А) 11 амплиту,1ы 3-ей 
фазы ответа нервного окончания (Б) при действии донора :--10 (SNAP, 250 мкМ) . 

блокатора фосфодиэстеразы 11 (mi lrinone. 20 мкМ). SNAP на фоне милринона 
(milrinone+SNAP), блокатора фосфодиэстеразы 111 (EHNA, 50 мкМ) 11 SNЛP на фоне 
ЕНNА (EHNA+SNAP [Са2 ' ] 0 - 0.2-0.4 мМ. * - р<О.05 . 

Б.1окатор фосфодиэстеразы II - erytro-9-(2-hydroxyl-3 nonyl )-adenine hydrochloridc 
(ЕНJ\А, 50 мкМ) вызывал значительное увеличение амнлитуды и квантовопJ 

состава ТКП до 258.3±16.3% и 382.6±5.1% (n=S; р<О . 05), сuuтветствснно (Рис. 8 А). 
А~плитуда 3-ей фазы достоверно снижа.1ась до 84 .2±1 .2% (n=S: р<О.05 ) 
относ1пе.1ыю ко11тро.1я (Рис . 8 Б) . В ус:ювинх 11111 ибнро11а11ин фосфо;11~эстсра1ы 11 
SNAP уменьшал квантовый соста11 ТКГI до 63 .5±6.9% (n=S; р<О . 05) по опюше1111ю 
к уровню секреuии на фоне F:НNA (Рис . 8 А) . Амп.111ту,:~а 3-ей фазы ответа 
нервного окончания нс нзменя,1ась (Рис. 8 Б) . 
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Таким образом, снижение активности фосфодиэстеразы 11 ос.~аб.1яет 

ингибиторное действие NO на вызванную секрецию медиатора и устраняет 

активирующее влияние NO на потенuиалзависимые к•-токи . 

Исследование роли протеинкииазы А в эффектах NO на ионные токи 
нервного окончания и вызванную секрецию медиатора. цАМФ-зависимая 

протеинкиназа и.111 протеинкиназа А опосредует большинство биологических 

эффектов цАМФ во всех клетках эукариот и является ключевым ферментом 

адени.1атц11к..~азного пути передачи сигна.1а . Селективный ингибитор 

протеинк.иназы А - Н-89 ( 1 О мкМ) не изменя11 параметров ответа нервного 

окончания, при этом происходило снижение квантового состава ТКП до 68.6±6.1 % 
(n=5; р<О.05) относительно контроля. На фоне действия Н-89 SNAP уменьшал 
квантовый состав ТКП до 36.1±5.5% (n=S; р<О . 05) относительно исходной 

величины , не изменяя амп.111туды 3-ей фазы ответа нервного окончания. 

По-видимому. усиление потенuиа.лзависи~1ых К '-токов при действии NO 
связано со снижением активности протеинкиназы А, которая также 0110средует 

эффекты NO на вызванную секрецию медиатора. 

Таким образом. проведенные эксперименты свидетельствуют, что 

экзогенный и эндогенный !'-10 оказывает ингибирующее действие на секрецию 
медиатора из двигате;1ьных нервных окончаний лягушки . Действие NO может быть 
связано как с из~1енен11ем длите.1ьности потенциала действия нервного окоriчания 

путем модуляции выходящих к· -токов. так и посредство\! изменения активности 
гуанилатциклазного и аденилатuиклазного метабо.1ических каскадов. 

Предположено. что NO активирует растворимую форму гуанилатциклазы , тем 

самым. увеличивая концентрацию uГМФ. Повышение концентрации цГМФ ведет к 
актинации фосфодюстеразы 11 и к уси:1ению гидролиза цАМФ. Уменьшение 

концентрации цАМФ н нервном окончании снижает актиnность цАМФ-зависимых 

протеинкиназ, что, в свою очерель. ведет к подавлению секреции медиатора и 

усилению потенциалзависимых к ·-токов нервного окончания. Не исключено 

также. что NO может ~юду.1ировать потенциалзависи~tые к+ и Са2 '-ка11а.1ы путем 
S-нrпроз11.111рования. образования активных форм ю1с.1оро.:.1а (В.П.Реутов и др. , 

1998; B.Gaston. 1999; C.Erxleben. Л.Hermaпn, 2001 ; A.Sch\\'ingshackl et al" 2002). 

Исследование влияния и :wеханизмов действия монооксида углерода на 

освобождение медиатора в нервно-мышечном синапсе 

Влияние экзогенного СО на секрецию медиатора н ионные токи 
двигательного нервного окончания. В ус:1овиях двухэлектродной фиксации 

потенциалов нами бы;~о исследоRано влияние экзогенного СО на миниатюрные 

ТКП (МТКП) и ТКП в стандартном растворе Рингера ([Са2" ]0 • 1.8 мМ) . Исходная 
частота МТКП составила 1.2±0.54 s·1 (n=4). Добавление СО (96 мкМ) приводюю к 
быстрому 11 обратимому уве.1ичению спонтанной секреции медиатора (Рис . 9 Б) . 

Частота МТКП возрастала до 207.0±3.1% (n=5 ; р<О.05) по сравнению с контроле~1 к 

20 минуте экснеримента. амшшту.:rно-l!ременные парам..:тры МТКП не изме11я:1 ись 
(Рис . 9 Л) . Прн этом происходи.10 увеличение а~111 .1 11ту.1ы ТКП до 245.3±45 .2% 
ln=5; р<О . 05) относительно контро.1я без и1менен11я временных параметров ТКП 
(Рнс .9 В . Г) . 
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Так как СО не в.1иял на амп.111тудно-временные параметры МТКП и время 
nолусnада ТКП, можно .1)'\tать , что его эффекты не связаны с измене11ие\1 работы 

аuетилхоли11ореuепторов постс11наmической ме\1браны и в.1 ияние~1 на активность 

анетилхолинэстеразы. 
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Р11с. 9. Влияние СО (96 мкМ) на спонтанн)'Ю 11 вызванную секрецию 

~tедиатора в 11ерв110-мышечном синапсе лягушки 

Усредненные миниаnорные токи концевой пластинки (МТКП) (А) и токи кою1сnой 

11.1астинки (ТКП) (8) в контроле и пос .1е апnilикаuии СО. Изменение частоты МТКП (Б) и 

амплитуды ТКП (Г) при действии СО. [Са~']о -1.8 ~•f\·1. • - р<О.05 . . 

В усповиях сниженной коннентрашш внск:~еточного Са'· ( ( Са2 - ] 0 - 0.3-0.4 
мМ) с испопьзованием внс1<:1еточной регистрации исследовали влияние СО 11а 

кван~овый состав ТКП и ионные токи двигательного нервного окончания. 

Аппликация экзогенного СО (96 мкМ) приво.Jи.1а к быстрому и значительному 

увеличению усредненной амплитуды и квантового состава ТКП: амплитуда ТКП 

достигала 188.1 ±26.7% (п=5; р<О.05), а квантовый состав ТКП - 287.6±17.4% (п=5; 

р<О .05) относиrе.1ьно контро.1я (Рис . 1 О А . В) . "Эффек-r газа был обратим и нс 

сопровождался изменением параметров ответа двигательного нервного окончания 

(Рис . !О А . Б) . Для выявления впияния СО на кальций-активируе~1ыс к·-токн 
исс,1едовали его эффекты на фоне б.10кирования потенциа.1зависи~1ых к· -кана.1ов 
4-аминониридином в условиях нормального содержания Са2• в расшоре. 
Апп,1икаuия СО (96 мкМ) не пр11води,1а к достоверным из~1енениям амплнтуды 3-
ей фазы ответа. что свидете:1ьствует об отсутств1111 в;111ян 11я газа на ка:1 ьш1ii­

акпшируе~1ые к- -токи нервного окончан11я (Рис . 1 О Б) . 

На рисунке 10 Г показана .Jо1а-зависи:.1ость эффектов СО на вызван11ую 
секрецию ~1едиатора . Оказа.1ось. что в конuентрашш 0.96 мкМ СО вызыва.1 
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новышение квантового состава ТКП до 148.7±2.70% (n=S, р<О.05) относительно 
контроля, в концентрациях 48 и 96 мкм значение квантового состава ТКП 

выходи:ю ю1 уровень пнато. Д.1я контропя раствор, содержащий СО, выдержива;1и 

в течение 2 часов при комнатной температуре, затем апплицировали его на нервно­

\1ышечный препарат. В этих условиях усиления квантового состава ТКП не 

наб.1юдалось, что связано с диффузией газа из раствора. 
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Рнс.10. Эффекты СО на ионные токи нервного окончания и вызванную 
секрецию мелнатора. 

А - суперпоз1щия ответов нервного окончания и токов концевой пластинки (ТКП) при 

внеклеточной регистрации в контроле, при действии СО и после отмывки раствором 

Рингера (по 10 реализаций). Б - эффекты СО на амплитуду 2-ой и 3-ей фазы ответа 

нервного окончания : потенuиалзависимые натриевые (Nа-ток) и калиевые токи (Кv-ток) 

проанализированы в ус .1овиях [Са2 ' ]о - 0.2-0.4 мМ. ка11ьций-активируемые калиевые токи 
(К(Са)·ток) - в ус11овиях [Са2+]0 - 1.8 мМ, d-rубокурарин (20-30 мкМ). 4-амииопиридин 
( 100 мкМ) . В · изменение квантового состава ТКП при действии СО . Время действия газа 

показано сплошной линией . Г - доза-зависимость эффектов СО на квантовый состав ТКП. 
[Са:']о - 0.2-0.4 \tM. 
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Исследование роли rуанилатциклазной с11стемы в эффектах СО на 

Функцию двигательного нервного окончан11я . Действ11е СО во мноr·их тканях 

реа..1Изуется путем активации rуанилатниюазы 11 увс.111чения уровня цГМФ (T. lпgi 

et al " 1996: F .Zufall , Т.Leinders-Zufall , 1997). На фоне действия 8Br-cGMP СО нс 
вызывал достоверных изменений амплитупы и квантового состава ТКП (Рис. 11 ). 
Для ингибирования гуанилащик;~азы исrю.%зова:rи ODQ (0.1 мкМ) и L У-83583 (30 
мк..'vf) . На фоне действия ODQ СО увет1ч11ва.1 квантовый состав ТКП 110 

144.9±3.0% (n=б; р<О.05) (Рис . 11 ). Сходные эффекты СО проявля.1 и на фоне 

действия L У-83583 - квантовый состав ТКП повыша.1ся до 19 1.2± 11 .0% (п=5: 

р<О . 05) относительно контроля (Рис . 1 1 ). 
Таким образом , уве.1ичсние внутрик.1::точного уровня цl "МФ по:1ностыо 

снимало эффект СО. тогда как на фоне ингибирования гуани.1атциклазы СО 

уве:1нчива.1 вызванное освобождение ~1едиатора. хотя и в ~1еньшей степени. чем в 

контроле. По.1ученные данные невоз~южно объяснить влиянием СО 

исключительно 11а цГМФ-зависимый ~1еханюм регуляции секреции меш1атора . 

Исследование роли аденилатцик.r1 азной системы в эффе~.-тах СО. 

Пресинаптическая активация аденилатциклазы и пос.1едующий ситез нАМФ 

представляют важнейший механизм модуляшш сннаnтической передачи . Но 

многих случаях кратковременная и долговременная мо.1у.1яция синаптическо\.i 

передачи связана с активацией протеинкиназы А 11 пос.1едующей модификацией 

синаптических белков и субъединиц ионных кана.1ов (H .Kuromi, Y.Kidokoro, 2000; 
C.Chen, W.G.Regehr, 1997). Было предпо.1оже1ю, что нЛМФ опосредует усиление 

секреции медиатора при действии экзогенного СО. Действительно, на фоне 

действия 8Вr-сАМР СО не вызывал достоверных из~1енений квантового состава 

ТКП (Рис . 12 А, В). В условиях ингибирования аденилатuиклазы MDL- 12330А ( 1 () 
мкМ) СО также не проявля.1 своих :эффектов (Рис . 12 Б). 
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Рис. 11 . Ро.1ь rуаю1.1атц11к11азной систе~1ы в зффс~.-тах СО вызва1111}·ю 

секреuию мепиатора. 

Из~1е11ение квантового состава токов концевой п .~астинки (1 КГI) на фоне действия СО (96 
мкМ). СО на фоне 8Br-cGMP ( 100 мкМ). СО на фоне дейсто11я 111irибнторо~ 
гуанилатuиклазы l .Y-83583 (30 ~1кМ) и ODQ (0.1 мкМ) . [Са"-]о- 0.2-0.4 ~1М, • - р<О . 05 
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Рис. 12. Роль аде11и.~атциклазной систе\1Ы в эффектах СО на вызванное 

освобожден1tе мед11атора. 
А - суперпозиция ответов нервного окончания и токов концевой пластинки (ТКП) nри 

внеклеточной регистрации в контроле, при действии 8Br-cAMP (100 мкМ) и СО (96 мкМ) 
на фоне 8Br-cAMP (по 10 реализаций). Б - изменение квантового состава ТКП при 
действии MOL-12330A (10 мкМ) и СО (96 мкМ) на фоне MOL-12330A. В - Эффекты СО 
(96 мкМ) на квантовый состав ТКП в контроле и на фоне предварите:1ьной аппликации 
8Br-cAMP. Время аппликации веществ показано сплошной линией. [Са2.] 0 - 0.2-0.4 мМ. 

Таким образом, 8Br-cAMP уве,1ичива.1 вызванное освобождение ~1едиатора и 
юштировал действие СО, а ингибирование аденилатциклазы предотвраща.10 

1ффект СО на вызванную секрецию медиатора. По-види\юму, уве.1ичение 

внутр1пермина.qьного уровня цАМФ является основным \1еханизмом действия СО 

на nызванное освобождение медиатора. 

Исследование роли цГМФ-завнснмых фосфодиэстераз в эффектах 

моноокснда углерода на вызванное освобождение ацетилхолина. Повышение 

уровня цАМФ при действии СО может быть связано и с изменением активности 

цГМФ-зависимых фосфодиэстераз. Аппликация СО в присутствие блокатора 

фосфодиэстеразы 11 EHNA приводида к повышению квантового состава ТКП до 
266.7±19.7% (n=5; р<О .05) . Как видно из рисунка 13, этот эффекr не от.1ича..~ся от 
зффекга СО в контро.11.ных ус:ювиях (без предвариrельной апп,1икации EHNA). 
Блокатор фосфодиэстеразы 111 quaziпoпe 11 концентрации 10 мкМ не приводил к 
;1остоnерным изменениям вызванного освобождения медиатора (Рис . 13 ). 
Гlосле.:~уюшая аn11:111кация СО 11риводи:1а к уве.111че11ию секрешш медиатора. 

о;~нако, Jффект СО бы.1 выражен знач11те,1ыю меньше, чем в контро.1ьных 

жсперимснтах . Квантовый состав повыша.1ся .1ишь до 139.8± 11 .6% (n=6. р<О.05) 
по отношению к уровню секреции на фоне действия quazinone (Рис. 13 ). 
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Рис. 13. Эффекты СО на фоне зействия бдокаторов цГМФ-зависимых 

фосфо11нэстераз. 

Из111енения квантового состава токов концевой пластинки (ТКП) на фо11е действия СО в 

контроле, блокатора фосфодиэстеразы 11 (ЕНNА, 50 мкМ) и ингибитора фосфодиэстеразы 
111 (quaziпoпe, 10 мкМ) и после аппликации СО (96 мкМ) на фоне соответствующих 
б.1окаторов . (Са2•10 - 0.2-0.4 мМ. • - р<О . 05. 

Полученные данные указывают на то. что цГМФ-ингибируемая 
фосфодиэстераза (фосфодиэстераза Ш) вовлечена в реализацию модулирующего 

эффекта СО на нервно-мышечную передачу . 

Влияние ингибитора rемоксиrеназы (ZnPP-IX) на ною1ые токи нервного 
окончания н секрецию медиатора. В условиях двухэлектродной ф11ксаu1111 

потенциа.1ов 11сспедова.1и влияние ингибитора ге~юксиrеназы ZnPP на МТКП и 
ТКП в стандартно~~ растворе Рингера ([Ca~" lo · 1.8 мМ) . Аnп.1икаш1я ZnPP-9 в 
концентрации 10 мк,\1 приводила к снижению частоты МТКП до 80.4±2.2% (n; 6: 
р<О . 05) относител~,но контроля (Рис . 14 А, Б) без изменения их амппитудно­

временных параметров . ZnPP-9 уменьша.1 также амплитуду ТКП до 83 .9±4.2% 
(n=6; р<О.05) относите.1ьно контро.1я (Рис. 14 В, Г) . В условиях сниженной 

концентрации Са2- (0.3-0.4 мМ) с использованием внек.1еточной регистрации 
синапти•1еских сю ·наJюв иссле;.юва:1и в:1ияние ZnPP-9 на квантовый состав ТКП и 
ионные токи двигательного нервного окончания . Аппликация ZnPP-9 приводила к 
снижению усредненной амп.1итуды ТКП до 71 .3±6.7% (n=5: р<О . 05) и квантового 

состава ТКП до 65 .4±6.2% (n=S; р<О . 05) (Рис. 15). Параметры ответа нервного 
окончания при действии ZnPP-9 не изменя.1ись. 

Таким образом , ингибирование гемоксигеназы приво.:~ило к эффектам. 
nротиво1юложным действию экзогенно апплицируе~юго монооксида углерода. 
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Рис. 14. Вли11иие ингибитора ге:11оксигеназы-2 ZnPP-IX (10 мкМ) на спонтанную н 
вызванную секрецию мед11атора 

Усредненные мнниаnорные токи концевой пластинки (МТКП) (А) и токи концевой 

пластинки (ТКП) (В) в контроле и на фоне аnплихацни ZnPP-IX Изменение частоты 
МТКП (Б) и амплитуды ТКП (Г) при действии ZпPP-IX . [Са2.]0 - 1.8 мМ, • • р<О . 05 . 
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Рис. 15. Изменен11е квантового состава токов концевой пластинки (ТКП) при 
действии ZnPP-IX(IO мкМ). 

Вверху - суперпозиция ответов нервного окончания и токов концевой пластинки 

при внеклеточной регистрации в контроле и при действии ZnPP-IX (по 1 О реализаций). 
[Са2. ]0 - 0.2-0.4 мМ. 
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Иммуноrистохимическое опое11елеине rемокснrенаэы-2 в скелетных 

мышечных волокнах . Иммуногистохимический метод был использован для 
выявления гемоксигеназы-2 в кожно-грудинной мышце лягушки с помощью 

поликлональных антител . Иммунореактивность к гемоксигеназе-2 была 

обнаружена в экстрафузальных и интрафузальных во.1окнах кожно-грудинной 

мышцы лягушки . В миофибриллах гсмоксигеназа-2 локализована в 

субсарколемной области , в саркоплазматическом ретикулуме и мембране ядра 

(Рис. 16 А, Б) . В интрафузальных волокнах гемоксигеназа-2 локализована в 

субсарколеммной области и мембране ядра (Рис. 16 А) . В капсуле мышечного 
веретена осадок реакции не обнаружен . Таким образом, впервые в наших 

исследованиях бы.10 показано присутствие СО-синтезирующего фермента в 

скелетных мышечных волокнах лягушки. 

Таким образом, монооксид углерода подобно оксиду азота является 

эндогенным модулятором высвобождения медиатора в нервно-мышечном синапсе 

холоднокровных животных . Впервые показано, что гемоксигеназа-2 локализуется в 

скелетных мышечных волокнах лягушки . Активация фермента при мышечной 

активности приведет к синтезу СО. Поступление СО в нервное окончание в 

качестве ретроградного посредника, приведет к усилению высвобождение 

ацетилхолина путем увеличения внутриклеточного уровня цАМФ как за счет 

активации его синтеза, так и снижения его деградации . 
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Рис 16. Гемоксигеназа-2 экспрессируется в ске:tетных мышечных во.'lокнах . 

На рисунке представлено иммуногистохимическое окрашивание кожно-грудинкой 

мышцы лягушки с антителами против гемоксигеназы-2 . А - При малом увеличении 
(15х\О) показаны иммунопозитивные сайты экстрафузальных (звездочка) и 
ннтрафузальных (толстая стрелка) мышечных во.1окон . Б - llpи большом увеличении 

(25х\О) представлена внутриклеточная лока..1изаuия преципитата. Тонкие стрелки 
указывают на перинуклеарное, треугольник - на субсарколеммное окрашивание, 

звездочка - окрашивание саркоплазматического ретику.1ума . 
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Сероводород как эндогенный моду.'lятор освобождения мезнатора нз 

двигательного нервного окончання 1 

8,1ия11не H,S и NaHS на секрецию медиатора и э.'l ектрогенез 

двигательного нервного окончания .1яrушки. Апп.1икаuия H2S (500 мкМ) в 
условиях низкой внеклеточной концентрации Са2- (0.2-0.4 мМ) (внек.1еточное 
отведение) приводила к быстрому и обратимому увеличению амплитуды и 

квантового состава ТКП до 2 16.7±29.0% и 320.0±42.3% (n=5: р<О.05) 

относительно контро;1я (Рис . 17 А). Донор сероводорода - гидросу.~ьфид натрия -
NaHS (500 мкМ) также обратимо повышал амп.1итуду и квантовый состав ТКП 

до ПS.6±2 1 . 2% и 288 .9±31 .2% (п=S : р<О .05) (Рис. 17 А) , соответственно . 

Идентичность зффектов H1S и NaHS .позволила нам в дальнейших 
экспериментах испо.1ьзовать NaHS 11 ка~естве донора - сероводорода . На рисунке 

17 Б представ;lена кривая доза-зависимости эффе)\:то в NaHS f<'i . квантовый 

состав ТКП. Ни H1S. ни его донор - NaHS не вызьцзали изменен ия. параметров 

ответа нервного окончания , что свидетельствует об отсутствии эффекта на 
потенциалзависимые Na2

• - и к• -тою1. В ;условиях б.10кирования 
поте1 щиа.:1зависимых к• -каналов 4-аминопиридином (100 мкtvf) NaHS т~кже не 
изменял амплитуды 3-ей фазы отв t:та, что с в идете:~ьству~т . об отсутс-rвии его 

вл и яния на каль 1111 й -акти в ируе ~1ые к--токи . 
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Рис. 17. Вл~1янне H2S п NaHS на вызванную секрецию медиатора . 
А - Изменение квантового состава токов кон не вой п.1астинки (ТКП) · на фоне действия H2S 
(500 мкМ) и NaHS (500 ~1кМ) при одиночной стюtряции ( 't' · H2S. Л - NaHS). На вк.1адке -
уср~:~ненные ответы нервного окончания и с .1едующяе за ними ТКП в контроле. при 

лсйствии H2S 1500 мкМ) и !\aHS (500 мкМ) в отлепьных ·жспериментах . Б · Кривая доза­
зависимости эффектов NaHS на квантовый состав ТКП. [С·а2• ] 0 =0.2-0.4 мМ. 

' Исс:1t'доваиия эффе1>тов и .1texauuз..1t11 в действия серовооорода на 11ервно·.w•1шечиую 11ередачу 
проводи.1ось сов..,еспшо с 11c!'ucnrt'umo.11 кафедр•~ фюиологии че.1ове1>а и живот11ых Казанского 

государспrвt'н110~0 ршверсиmt'mа, к.б. 11. Е.В. Гераси.1tовой. 
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Р11с. 18. Влияние NaHS (100 мкМ) на спонтанные 11 вызванные потен1111а .1ы 
концевой пласn1нк11 в нервно-мышечно~t синапсе .1яrушк11. 

А - Влияние NaHS на амп.1итуду потенuиалов конuевой пластинки (ПКП) . Вверху -
усредненные ПКП в контро.1е и при действии NaНS (отдельный эксперимент). Б -
Изменение частоты миниатюрных потснuиалов конuевой пластинки (МПКП) при 
действии NaHS. [Сан]0 =\ . 8 мМ. • - р<О . 05 . 

С использованием внуrриклеточноrо отведения ([Са2• ]0= 1.8 мМ) 
анализировали в"1ияние донора H2S на ПКП и МПКП. Аппликация NaHS приводила 
к обратимому уве"1ичению амп.1итуды ПКП до 125.6±8.9% (n=5; р<О.05) 

относительно контроля (Рис . 18 А) . При это~1 наблюдали уве.1ичен11е частоты 

МПКП до 253 .4±46.7% (n=5; р<О . 05) (Рис. 18 Б) без изменения амп.1иту.:~но­

времснных характеристик сиrна.1ов . 

Таким образом, по.1ученные нами данные свидете.1ьствуют о то~1 . что 

экзогенный H2S в микромо.1ярных концентрациях оказывает обле1 ·чающее влияние: 

на вызванное освобождение медиатора в нервно-мышечном синапсе лягушки и его 

эффекты не связаны с из:-.~енением электроrенеза нервного окончания и 
чувствительности постсинаmических рецепторов к ацети.~холину . 

Исс.1едование роли аденилатциклазиой и rуанилатuнклазной систем в 

эффектах H6S на секрецию медиатора в нервно-мышечном синапсе ляrушкн . В 

ус.1овиях повышенной внутриклеточной концентрации uАМФ (рСРТ-сАМР. 100 
мкМ) эффекты NaHS были выражены в меньшей степени , чем в контроле -
квантовый состав ТКП повышался до 174.5±5.6% (п=7 ; р<О . 05) по отношению к 

исходному уровню секреции (Рис . 19 А). В условиях сниженной а~пивнnсти 

аденилатuиклазы (MDL-1 2330A. 0 .8 мкМ) эффект NaHS полностью сохранялся -
квантовый состав ТКП увеличивался до 219 .0± 15.6% (n=S ; р<О . 05) по отношению к 
уровню секреции на фоне :YIDL- l 2330A (Р11с . 19 Б) . В ус.1овиях повышенноll 

внутриклеточной коннентраuин цГМФ (pCPT-cG:YIP. 100 мк}.1) аппликация NallS 
приво.:~нла к уве.1иченюо квантового состава ТКП .:io 240 .1± 1 R.9% ( п=S: р<О .0 5 ) 

(Рис . 10) . В ус;ювиях сниженной активности rуаю1.1ап 1нклазы (ODQ, 0.1 мкМ) 
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Р11с. 19. Эффек-rы NaHS на вызванную секрецию медиатора в ус.1овиях 
увет1ченной концентрации цАМФ и пр11 1111г11бировани11 аден11.1атц11к.1азы . 

А - Изменение квантового состава токов концевой п.'!астинки (ТКП) при действии NaHS 
(100 мкМ) в контроле (о ) и на фоне аналога нАМФ - рСРТ-сАМР (100 мкМJ (•). Б -
Изменение квантового состава ТКП при действии NaHS (100 мкМ) в контро.1е ( о ) и на 

фоне ингибитора алени.1атциклазы - MDL-12330 А (0.8 мкМ) (•). Время действия 
вещества показано сплошной линией. [Са2 •]0 =О .2-0.4 мМ . 
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ингибитора гуанилатциклазы 
ODQ (0. 1 мкМ). [Ca"'ln =0.2-0.4 
мМ , • - р<О.05 
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эффекr NaHS также полностью сохраня.1ся - квантовый состав ТКП 

увеличивался до 224.5±9.0% (п=S ; р<О.05) по отношению к уровню секреции на 

фоне ODQ (Рис. 20). 
Таким образом. эффекты сероводорода не связаны с изменением активности 

гуанилатuиклазной системы. тогда как увеличение уровня цАМФ частично 

снимало эффект сероводорода. 

Исследование роли риаиодиновых рецепторов внутриклеточных Саz+­
депо в эффектах H,S на секрецию медиатора. Для выявления в,1ияния 

сероводорода на рианuдиновые рецеrтrоры внутрик.1еточных Са2+-;tепо 
испо.1ьзова..1и активатор рианодиновых реце1поров - кофеин и ингибитор 
риано:~иновых рецепторов - дантро.1ен (F . Zпао et al ., 2001; О.П . Балезина. 2002). 
Кофеин сенсибилизирует рианодиновые рецеrтrоры к ионам Са2• и открывает Са1 

' -

кана..1ы (8.Ehrtich et а! . , 1994 ). В уе,1овиях нормального внеклеточного содержания 

Са2' (1 .8 :-.1М) кофеин (3 мМ) вызывал увеличение амп,1итуды ТКП до 145.6±17.8% 
(n=5 ; р<О.05) относительно контроля. Апп.1икация NaHS на фоне действия кофеина 
не приводило к достоверному изменению амплитуды ТКП (Рис . 21 AJ . Апп,1икация 

дантролена (25 мкМ) вызыва..1а уменьшение секреuии медиатора из нервной 

термина.1и. Амп,1итуда ТКП к 30 минуте действия дантропена уменьша.;1ась до 
65.6±10.1% (n=5; р<О .05) относительно контроля . На фоне б.1окирования 

рианодиновых рецепторов добавление NaHS не приводи,10 к увеличению 

аыпшпуды ТКП (Рис . 21 Б). 
Таким образом , активация и блокирование рианодиновых рецепторов 

эндоплаз!'.1атического ретикупума предотвращало усипение вызванного 

освобождения медиатора при действии гидросу.1ьфида натрия . 
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Рис. 21. Эффе~.-rы NaHS на вызванную секре1111ю ~tедиатора в ус.,овнях 

акт11вацнн и 11нгиб11ровании рнаиодuновых рецепторов. 

А - Изменение амплитуды токов концевой п,1астинки lТКП) на фоне действия акти11атора 
рианодиновьrх рецептпров - кофеина (3 мМ) и NaHS (100 мкМ), апплиuированного на фоне 
кофеина. Б - Измt:н<.:ние амплитуды ТКП на фоне .Jействия 1шrи6итора ри~н,>.~инонhlх 
рецепторов - дантро.1ена (25 ~1кМ) и NaHS ( 100 ~1кМ ). апплиL1ированноrо на фо н<.: 
.Jантролена . Время действия вещества пока1ано сплошной линиt:ii . [Са1 ·]0 = 1.8 \!М 
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Влия11ие субстрата и блокаторов синтеза H1S на секрецию медиатора из 
двигательного нервного окончания лягушки. l,-uистсин яв.1ястся основным 

субстратом эндогенного синтеза H2S в тканях (K.N. Maclean. Е . Kraus. 2004 ). 
Аминооксиаuетюовая кислота - ингибитор цистатионин 1)-синтазы (CBS) и Р­

цианоаланин - ингибитор uистатионин у-,1иазы (CSE) широко используются для 
бнокирования эндогенного синп:за H2S (А .Е . Braunstein et al ., 1971 ; О . Teague et al" 
2002). Л11n.1икаu11я субстрата синтеза сероводорода L-цистеина (1 мМ) приводи.'!а к 
увеличению амп.1ичды ТКП до 117.8±2.3% (n=S; р<О .05) по отношению к 

контро.'!ю (Рис . 22 А). Б.1окирование фер~1ентов синтеза сероводорода приводи.10 к 

противоположным эффектам : Р-uианоаланин (1 мМ) уменьша.1 амплшупу ТКП до 
63 .4± 13.4% (n=S: р<О . 05), аминооксиаuеnыовая кислота (1 мМ) - до 63 .4± 16. 7% (п=5; 

р<О . 05) относительно контроля (Рис. 22 Б) . По.1ученные данные указывают на 

возможность синтеза H2S в области нервно-мышечного синапса . 
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Рис. 22. Эффекты субстрата 11 б.1окаторов ферментов синтеза H2S на 
вызоанн)·ю се~>рс1111ю ~•едиатора в нервно-мышечном синапсе J I HГ)' WKll . 

А - Изменение амплитуды токов конuевой пластинки ( ТКП) при .Jействии субстрата 

синтез.~ H:S - L-uистеи на ( 1 мМ ). Б - Влияние блокаторов ферментов синтеза H2S Р­
цианоа.1анина (P-UA. 1 мМ) и аминооксиащ:тиловой кислоты (АОАК. 1 ~1М) на амплитуду 
ТКП . [Ca1

']0 = l .8 мМ. • - р<О . 05 . 

Влияние донора HiS и б.r1окаторов синтеза HiS на секрецию медиатора 
ю двигательного нервного окончания мыши. Следующей задачей нашего 

исследования было выявление ферментов синтеза сероводорода в скелетных 

мышечных волокнах. Д.1я выявления CDS и CSE в различных тканях иепо.1ьзуют 
метод полимеразной цепной реакции с обратной транскрипuией, что связано с 

отсутствием коммерчески доступных антител к ферментам. Однако, этот ~1е'Год 

возможно ис1ю; 1 ьзовать то:1ько на животных с известны~~ геномом , например, на 

мышах. по:пому нами были проведены эксперименты с выяв.~ением эффектов 

1кзоrен11ого газа 11 б.1окаторов его с.интеза 11а нервно-мышечном пре11арате 

диафраrма.~ьной ~1ышuы ~шши . Аnплика 1щя NaHS (100 ~1кМ) вызыва.1а быстрое и 
обратююе уRе.111чсние спонтанной и вызванной секрешш ~1ел1атора ([Ca~· ] r, - 1 .8 
~1М). Частота MI IКП повышалась до 189 .0±35 .6% ( n=7. р<О . 05) относ11те .1ьно 
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контроля (Рис . 23 Б), без изменения амплИ1)·дно-временных параметров 
МПКП. Амплитуда ПКП увеличивалась до 186.7±15.6% (n=S; р<О .05) относительно 
контроля (Рис. 23 А) . Блокирование фер~1ентов синтеза H2S приводило к 
противопо.1ожным эффектам . Р-uианоаланин (1 мМ) снижал амплИl)'ду ТКП ло 
73 .4±8.9% (n=5 ; р<О .05), аминооксиаuетиловая кислота ( 1 мМ) - до 69.0±9.0% (n=5: 
р<О . 05) относите.1ьно контро.1я. 

Таким образом, донор H2S усиливает секреuию медиатора из двигательного 
нервного окончания мыши, а б,1окаторы ферментов синтеза H2S оказывают 

противоположные эффекты , что предполагает его эндогенное образование и 
модрирующее влияние на нервно-мышечную передачу и у теплокровных 

животных . 
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Рис. 23. Эффеt.."ТЫ NaHS на вь11ванн~·ю 11 спо11тан11ую секрецию ~щщатора в 
нервно-мышечном синапсе мыш11. 

А- Изменение амплитуды потенциалов конuевой п.1астинки (ПКП) при действив NaHS. 
На вкладке усредненные ПКП ( 1 О реализаций) в контроле и при .:хействии NaHS ( 100 ~1кМ ) 
в отде.1ьно~1 эксперименте . Б - Влияние NaHS на частоту миниатюрных потенциалов 
концевой п.1астинки (МПКП) . Время действия вещества ноказано сплошной .1инией . 

[Са2 . ] 0 = \ . 8 мМ, * -р<О.05 . 

Выявление Ферментов, генерирующих сероводород, в ске,1етной мышце 

мыши методом полимеразной цепной реакцией с обратной транскрипцией 

(ОТ-ПЦР) . При введении в реакuию ОТ-ПЦР препаратов мРНК, полученных из 

диафрагмы мыши. на эпектрофореfl'аммс были выяв.1ены фраrчепты ДНК , 

лежащие в области 240-250 (n=З) 11 320-330 (n=3) п . о . Обнаруженные фрагменты по 

своему размеру соответствуют теоретически ожидаемым : 23::! n.o. - для мРНК CSE 
и 325 п . о . - для \1РНК CBS (Рис. 24 А Б , кшюнка 1 ). 

Амп.1ификаuионный синтез ДНК отсутствовал в образцах, пре:1вар11тс:1ьно 

обработанных рибонук:~сазой А , что свидете,1ьствует о том , что молеку.1ярной 



мишенью 11 реак1111и ОТ-/ЩР с1уж11.1а мPllK. а не 1 ·с1юмная .JHK (Р11с. 24 Л . Б. 

ко,1онкс1 3). Д.1я 11ровсрки спснифичности rе.~кцин OT-lll(P. образовавш11е.:я 

а!'Ап .1ифико11ы бы.111 обработаны ре1.:триктазоi1 l laellf. котоrая разрезает про:.~ук1 

реакции в строго определенном участке (см. Методы 11сс,1сдован11я) . А :1а.1ьнейшсм 

полученные фрагменты были подвергнуты э.1ектрофорст11ческо~1у разделению. 

I Ip11 ана:1юс рюмеро11 про:.~уктов рестрнкцин фрагмента 232 11 .0 . н.~ 
J.1ектрофореграммс выявлены по.1осы. соответствующие фрагмента~• с ма.:сой 39 11 
193 11 .0". ~но соот11етствует теорет11ческ11 ож1цаемым (Рис . 24 Л. кn;ю11ка 2 ). 

А Б 

.tMn.o. 

40011.0. JllO 11 . tt • 

. \00 nл. 

~OOllA 
zoo ".j .. 

ltНJ 1 1.o. 

IOOn.o. 

Р11с . Н. Выяn:1еюtе \tPHK CSE 11 CBS в .111афрзо1е мыш11 ~1 ето:10\t 

11u.шмсра11ю-11е1111ой pcat.:111111 с обратной транскр1ш1111ей . 
.'\- · 1 : 1ск ·1р<1форс1 ·р:з\1ма .1.:~я \tPHJ..: CSE; Г,- з.1ектрофорсrра\ш~ д.1я .\tl'HK CBS. 
:'\1 - мзрк~р м<>:ю:у: 1ярных раз~1сроn; 1 - фраг~1ент кДНК. с11сu11фи•1ныi1 \ tl'HK CSE 11:111 

CAS 2 - фрш \tеtпы кЛllК. 1ю,1 уче1111ы~ о рсзу;1ыатс р:11.:~r :1 ен11я 11cx<1.111or·<1 а\tn.1ификона 
рсстр11кта1<1й l-laclll R оnре;~:е .1снных участках ; :! - П<'.lИ\tера.зн<1-11еп11ая рсакuия 

01сутстRоноRа.1а в nбразца.х. обра6nтан11ых р116т1ук:1еа1ой Л: 4 - t1три11ате,1ы1ый контро.% 

(.:It:llOH IПOBaHШIЯ НО!!<! ). 

Лм11.111ф11кон размеро~i 3:25 11.0. бы:~ расщеп.1ен на фрагменты с раз~1ераш1. 

блнзкюш к теоретически ожидасчы\1 (78 и 247 n.o.) (Рис . 2~ Б. ко:юнка 2) . /la 
осно11аншr rю:тученных рс·1у:тыатGв :о.южно сделать ныво.1 об ·жс11ресси11 ~1РНК 

CSl7 11 CRS н изучеюtых образцах . 

Таким uiip.iзoм. 11u, 1учt:юrьн: Нi1МИ ,:ншныс 1.:11идстс: 1ь\: · 111у1tн о ·1 u~1. ч 1·u 

ж1оr ·снный 1 l"S ока1ываст об.1егчаюшее в.1ия11ие на снонтаннос 11 вызванное 

щ:110Ul1iК;lCl!l!I.." ~1 1.." . l!ШI ора н нерRНО-\1h11Ш.: ЧНО\\ Clll!ЗllCC :tЯl!' ll! l\ 11 11 '1bllllll . с 

ИCfl{>Jll,IOl!ilHllCM '1ПllHa1,1ru 11 11НП161tт()ра r11aHOДllHO llЬ/\ pc11e111·opUB бы:ю 

1юказа11n. что ос1ю1111ы\1 \tеханю~юм об;1еr<1аюшеrо в.111я1тя l! ,S яв:1яется 

апивщ11я ршшо;111новых реuсптоrпв в11утrик..1стu<1ных Са~· -.1епо . Уч;стнс t1АМФ 



в эффектах газа может быть связано с активацией протеинкиназы А. которая 

регулирует внутриклеточный уровень са2 ' . фосфорилируя субъединицы 
1ютенц11а.пависимых ка,1ьциевых кана.r~ов. рианодиновых рецеmоров (D.M. 
Terrian, 1995). Не.аьзя иск:почать и возможнОСП! непосредственного вмешательства H2S 
в механ11Змы эюоцнтоза синаrтrических везикул, связанных с трансформацией бе.1ков 

SNАRЕ-комплекса, о чем свидетельствует увеличение частоты МПКП при действии 
газа . Выявлена экспрессия мРНК ферментов синтеза сероводорода в 

диафрагма.1ыюй ~1ышце мыши . Известно, что синтез H2S регулируется как на 
уровне экспрессии ферме~пов CSE и CBS в тканях. так и путем изменения их 

активности (Е . Lo\vicka, J. BeltO\l\'Ski, 2007). В нервной системе э.1ектрическая 

стиму,1яция и глутамат уве.1ичивают активность CBS Са/ка.1ьмоду.1ин­

зависимым образом (К. Eto et al .. 2002). Деполяризация мембраны нервноr·о 

окончания или мышечных волокон может приводить к синтезу H2S и усилению 
освобождения медиатора . 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В ходе исследования роли газообразных посредников в моду.1яции 

синаптической передачи мы проанализирова.1и эффекты и :о.tеханизмы вл ияния NO, 
СО и H2S на освобождение медиатора из двигате.1ьного нервного окончания . 
Газообразные посредники образуют особую группу веществ. имеющих ряд 

свойств . опичающих их от к.~ассических медиаторов, ряд исследовате.1ей 

объединяют их в юасс газомедиаторов (R.Wang, 2002, 2004). Все они легко 
проникают через мембрану, выделяются из .1юбого участка клетки, не запасаются в 

везикулах и не освобождаются :жзоuитозом, являются короткоживущию1 . 

Клеточные эффекты газов опосредуются либо через систему внутриклеточных 

посредников . . ~ибо через прямое влияние на субъединицы ионных каналов. бе.1ки 
экзоцитоз а, внутрик.1еточные ферменты . В ро.1и нейромедиаторов и 

нейромоду,~яторов газы имеют преимущества перед другими посредниками по 

скорости синтеза и выделения, степени проницаемости через мембрану 11 
111ироко~1у спектру ~шшеней (R. Waпg. 2002). Особенности действия га1ов 

позво.1яют nредпо.1ожить их важную ро: rь в форщ1ровании кратковре\1е11ных 11 

долговременных из~1енений в синаптических струrпурах - в процессах па~1яп1 и 

обучения . Нами было показано, что оксид азота 11 монооксид уг.1ерода оказывают 

разнонаправленное действие на секрецию медиатора из двигате.1ыюго нервного 

окончания. NO уменьшает освобождение ацетилхолина и усиливает 

nотенциа.пзависимые калиевые токи нервного окончания . СО вызывает усиление 

высвобождения медиатора без изменения 1.1ектрогенеза нервной термина.1и. 

Известно, что оба газа яв.1яются активаторами растворимой формы 

гуанилатциюазы. При это~1 микромолярные концентрации NO усиливают 

активность rуанинатцию1азы в [(JO раз, тогда как СО яв.1яется слабым активатором 

фермента. уве.1ичнвая его активность в ми:1лимо.1ярныJ1 концентрааиях только в 4 
раза (J .A.Stone. M.A.Marlctta, 1994). В ходе наших 1кспер11ме11тов было показано. 
что 11н1енение активности гуани.1аn1икла1ы nпосредует -эффекты NO 11 СО в 
двигательном нервно~! окончании, однако, существуют и другие мишени их 

действия . Известно, что цГМФ осуществ.1яет 11ерекрестное взаимодействие uАМФ 

и цГМФ-з<!висимых систем через uГМФ-реrул11руемые фосфодюстеразы 

(фосфодиэстеразы II и III ). Активация того или иного сигнального П)1И бу,~ет 
зависеть от база.1ьной активности гуанилатцик.1азы. адени.1атuик.1азы. 
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внутрик.1еточной лока.1изации ферментов . Полученные нам11 данные 

позво.1яют пре,:шо:южнть. что эффект NO реализуется через активацию 

фосфодиэстеразы ll , что ведет к у~1еньшению уровня нАМФ и снижению секреции 
\tедиатора. Образование СО ведет к запуску другого внутриюеточного пути -
ингибированию фосфодизстсразы 111 и активации синтеза цАМФ, что приводит к 

повышению уровня ш1клического нук.1еотида и уве.1ичению вызванной секреции 

медиатора . Дей'--твительно, эффекты как NO, так и СО по.1ностью предотвращались 

уве,1ичением уровня цАМФ. 

Третий газ - H1S то.1ько недавно нача.1 интенсивно исследоваться в качестве 
эндогенного посредника, ~tеханизмы его действия практически неизвестны (Е . 

Lo\vicka, J . Belto\vski. 2007). Проведенные нами исследования впервые показа.111. 
что сероводород и его донор - гидросу,1ьфид натрия приводят к усилению секреции 
медиатора из двигательного нервного окончания. не изменяя электрогенез нервной 

терминали . Основной точкой приложения H2S яваяется изменение уровня 
внутриклеточного кальция за счет активации рианодиновых рецепторов 

эндоп.1азматического ретикулума нервного окончания . 

По-видюЮ\tу. все три газа мoryr синтезироваться в об,1асти нервно­

~1ышечного синапса . Об этом свидетельствуют зксперименты как с блокированием 

ферментов синтеза газов, так и выявлением ферментов их синтеза в исследуемом 

препарате . Так, известно. что µ-форма нейрона.1ьной NО-синтазы экспрессируется 

в области концевой пластинки и связана с дистрофиновым г:~икопротеиновым 

комплексом мембраны мышечного волокна . Нами была выявлена конститутивная 

форма гемоксигеназы в скелетных мышечных волокнах лягушки, а таюке показана 

экспрессия мРНК ферментов синтеза сероводорода в скелетных мышечных 

волокнах диафрагмы мыши. Известно, что регуляция активности ферментов 

сюrrеза газов может происходить как кратковременно - в ответ на повышение 

уровня Са2 • и активацию протеинкиназ, так и долговременно - на уровне 
жспрессии генов (R.Wang, 2004). Активация этих ферментов в ответ на повышение 
уровня Са2 ", например. при сокращении мышцы будет приводить к синтезу 
газообразного посред11ика. который. диффундируя через синаптическую щель. 
бу,1ет ока.lывать влияние на ныде.1ение медиатора. оказывая по.1ожитсльную и.111 

отрицательную обратную связь в енсте~1е нервное окончание аксона - ске.1етная 

мыш11а. О воз\10жносп1 эндогенного образования газон свидетельствуют и 

эксперименты с блокаторашr NО-синтазы. гемоксигеназы, CBS и CSE. Все они 
вызыва.111 эффекты, противопо.1ожные действию соответствующего газа или 

донора, хотя выраженность эффектов была меньшей по сравнению с действием 

экзогенного газа . По-видимому. даже в ус.1овиях одиночной стимуляции имеется 

тоническая акт11вность ферментов. приводящая к синтезу газа. и этот синтез 

осуществляется вб.1изи нервного окончания 

Имеются данные о тесном взаимодействии газов как на уровне регу.1яuии 

синтеза, так и мишеней действия. Показано, что СО и H2S связываются с NО­

синтазой. ингибируя ее активность. CBS является одной из предпопагаемых 

~1ишеней действия СО. NO моду.1ирует синтез H2S уси;швая экспрессию фер~1ента 

CS[ в тканях (R.Wang. 2004, Wt1. Wang, 2006. [ . L,o\vicka. J. Beltowski , 2007). Газы 
могут взаимодействовать друг с друrо~1. поэтому необходимо рассматривать все 

тр11 пni:I как ~:.:шную систему 11осrе1 1нико11 . регулирующих функцию синапса. 

Таким обrазом. пре.Jстанленные данные свидетельствуют о том. что · 
га:юuбразные посре;щики - оксид азота. ~юнооксид углерода и сероводород 
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синтезируются в области нервно- мышечного синапса и оказывают 

выраженное модулирующее действие на секрецию медиатора из двигательного 

нервного окончания . В нервно-мышечном синапсе 1ффекты оксида азота и 

монооксида уг.1ерода опосредуются изменением уровня циклических нуклеотидов, 

влияние сероводорода - активацией рианодиновых рецеmоров внутриклеточных 

кальциевых депо . В конечно:-.~ счете, этн влияния приводят к изменению 

концентрации внутриклеточного кальция в нервном окончании и модуляции 

секреции медиатора. Все газы объединяет их образование в скелетных мышечных 

волокнах и ретроградный эффект на пресинаmическое нервное окончание. 

выводы 

1. Экзогенные (SNP, SNAP) и эндогенный (пщроксиламин) доноры NO 
угнетают вызванную секрецию медиатора и активируют потенциалзависимые 

калиевые токи в двигательном нервно~~ окончании .1яrушки . 

2. Субстрат для NО-синтазы - L-аргинин в концентрации 100 мкМ вызывает 
снижение квантового состава токов концевой пластинки 11 повышение амп.11пуды 

3-ей фазы ответа нервного окончания, что связано с э11догенны~1 образование~~ NO. 
В концентрации 1000 мкМ L.-аргинин вовлечен 11 механизм ингибирования NО­

синтазы , а также имеет собственные NО-нсзависимые эффекты 

3. Уве.1ичение внутриклеточной концентрации цГМФ с по~юшью 

мембранопроникающих аналогов (db-cGMP, 8Br-cGMP) или ингибитора цГМФ­
специфичной фосфодиэстеразы V (запринаста) предотвращает эффекты NO на 
секрецию медиатора и потенциа.азависимые калиевые токи нервного окончания. 

Снижение синтеза цГМФ путем блокирования раствори,юй rуанилатцик.1азы 

(ODQ) приводит к ослаблению угнетаюшего действия доноров NO на 

освобождение медиатора и активирующего действия на потенциалзависимые 

калиевые каналы . 

4. Повышение внутриклеточной концентрации цАМФ (88r-cAMP) 
предотвращает развитие эффектов NO на секрецию медиатора и 

потенниалзависимые калиевые каналы . Ингибирование аденилатциклазы (MDI .-
12330A) не изменяет эффектов NO на вызванное освобождение меаиатора и 

потенциалзавнсимые калиевые токи . Блокирование протеинкиназы А снимает 

активирующее действие NO на потенциалзависимые калиевые каналы и ос.1аб.1яст 

ингибирующее действие NO на вызванную секрецию медиатора из двигательного 
нервного окончания. 

5. На фоне ингибирования фосфодиэстеразы III (милринон) эффекты NO 
по.1ностью сохраняются . Б!lокирование фосфо.Jиэстеразы П (ЕНNА) увеличивает 
вызванную секрецию медиатора и уменьшает амплитуду потенцилзависи:-.~ых 

калиевых токов, оказывая эффекты противопо.1ож11ые действию NO. В ус.1овиях 
блокирования фосфодиэстеразы !! ос,1абляется угнетающее действие NO на 
вызванную секрецию и по.1ностью устраняется активирующий эффект NO на 
потенциалзависи!l!ые калиевые токи. 

6. Экзогенный монооксид уг;1ерода уве11ичиваст частоту миниа·1юрных токон 

концевой пластинки без изменения их амплитудно-временных параметров и 

110вышает амп.11гrу.Jу и квюпо11ый соста11 токов конневой пластинки в нервно­

мышечно~1 с11напсе .1ягушк11 . СО не 111:1-1еняет кинетики ионных rоков 

двигательного нервного окончания. 
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7. Повышение конuентраuии цГМФ в нервно~~ окончании (8Br-cGMP) 
полностью 11редотвращает уве.1иче11ие освобождения \1едиатора при действии СО. 

Снижение синтеза цГМФ путем б,1окирования растворимой гуанилатuиклазы 

(ODQ, L У-83583) приводит к ослаблению 1ффекта СО на секрецию ацети.1хо,1ина 

из двигате.1ьного нервного окончания. 

8. Повышение внутриклеточной конuентраuии uАМФ (8Вr-сЛМР) и 

ингибирование аденилатuиклазы полностью снимают облегчающий эффек~ СО на 

секрецию медиатора . 

9. На фоне ингибирования цГМФ-стиму.1ируемой фосфодиэстеразы 11 
(ЕНNА) эффект СО на вызванное освобождение медиатора по.1ностью сохраняется . 

В условиях б.1окировавия фосфодиэстеразы III (quaziпoпe) облегчаюшее действие 
СО на вызванную секрецию ацетилхо.1ина проявляется в меньшей стенени. чем в 

контрольных условиях. 

1 О . l>локирование гемоксигеназы (ZnPP IX) приводит к уменьшению 

спонтанной и вызванной секреции медиатора, что свидетельствует об эндогенном 

синтезе СО в нервно-мышечном соединении. 

11. Фермент rемоксиrеназа-2 жспрессируется в скелетных мышечных 

волокнах .1ягушки. Показана локализация ге\юксиrеназы-2 в субсарко.1еммной 

области. саркоплазматическом ретикулуме и ялерной мембране . 

12. Сероводород (H2S) и его донор - гидросульфид натрия (NaHS) вызывают 
доза-зависимое и обратимое увеличение амплитуды и квантового состава токов 

концевой п.1астинки, не юменяя электрогенез двигательного нервного окончания 

.1ягушки. NaHS увеличивает частоту миниатюрных потенциалов концевой 

пластинки. не изменяя их амшштудно-временных параметров . 

13. Увеличение внутриклеточной концентрации цГМФ (pCPT-cGMP), 
ингибирование гуанилащиклазы (ODQ) и аденилатциклазы (MDL-12330A) не 

предотвращает эффекта NaHS на вызванную секрецию медиатора в нервно­

мышечном синапсе лягушки . В условиях уве,1ичения внутриклеточной 

концентрации цАМФ с помощью мембранопроникающего аналога (рСРТ-сАМР) 

NaHS приво..J.Ит к \tенее выраженно~1у уси.1е11ию секреции ~1едиатора. чем в 

контроле . 

14. В.1ияние сероводорода на вызванную секре11ию медиатора опосредуется 

через мо.::щфикацию рнанодиновых рецеmоров эн.1оп.1азматического ретику.1ума 

двигательного нервного окончания, так как на фоне их активации кофе11но\1 или 

ингибирования дантро.1еном эффект NaHS не прояв,1яется . 

15. В диафрагмальном нервно-мышечном препарате мыши NaHS увеличивает 
амплитуду потенциалов концевой п:1астинки и повышает частоту миниатюрных 

потенциалов концевой n.1астинки без изменения их амП.lИ1}'дно-вре~1енных 

пара~tетров . 

16. Блокатор цистатионин у-.1иазы (р-цианоаланин) и б.1окатор цистатионин ~­
синтазы (аминооксиацетиловая кислота) оказывают эффекты противоположные 

действию H2S на секрецию медиатора из двигательных нервных окончаний лягушки 
и мыши. 

17. Выяв.1ена экспресс11я мРНК цистапююtн ~юпюы 11 ш1статио11ю1 у-.1 иазы 11 

диафраrмальной мышце ~1ыши с помощью метода полимеразной цепной реакции с 

обратной транскршщией . 
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