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ГЭР - гладкий эндоплазматический ретикулум

Ри-рицепторы, РиР - рианодиновые рецепторы

АЦ - аденилатциклаза

цАМФ - циклический аденозинмонофосфат

ПКА - цАМФ-зависимая протеинкиназа

ФДЭ - фосфодиэстеразаNaHS - гидросульфид натрия

ТКП – токи концевой пластинки

МТКП - миниатюрные токи концевой пластинки

IBMX - 3-Isobutyl-1-methylxanthine - блокатор фосфодиэстераз
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 ВВЕДЕНИЕ

Сероводород  (H2S)  –  хорошо  известный  токсичный  газ,  который  в

последнее время наряду с оксидом азотом (NO) и монооксидом углерода

(CO) относят к новому классу эндогенных модуляторов физиологических

функций (Mustafa et al., 2009). В научных исследованиях в качестве донора

H2S используют гидросульфид натрия (NaHS), диссоциирующий в водных
4



растворах  до  иона  натрия  (Na+)  и  гидросульфидного  аниона,  который,

реагируя с протоном (Н+), образует H2S. Эндогенно H2S синтезируется из L-

цистеина  пиридоксаль-5’-фосфат-зависимыми  ферментами  -  цистатионин

β–синтазой  (CBS)  и  цистатионин  γ–лиазой  (CSE)  (Stipanuk et al., 1982;

Swaroop et al., 1992). Экспрессия  ферментов  CBS и  CSE является

тканеспецифичной.  CBS, являющийся основным ферментом синтеза  H2S в

мозге, также экспрессируется в печени и почках (Meier et al., 2001;  Wang

2002). Второй фермент, катализирующий синтез  H2S -  CSE, обнаружен, в

основном, в почках, печени, сердечно-сосудистой системе, гладких мышцах

(Lu et al., 1992; Van der Molen et al., 1997; Yap et al., 2000; Zhao et al., 2001).

В центральной нервной системе H2S усиливает индукцию долговременной

потенциации  в  гиппокампе  (Abe et al., 1996),  регулирует  активность

серотонинергических  нейронов, освобождение  кортикотропного  гормона

гипофиза (Russo et al., 2000;  Kombian et al., 1993). Как и другие газы  H2S

расслабляет гладкие мышцы (Hosoki et al., 1997;  Zhao et al., 2001), кроме

того, H2S защищает нейроны и миокард от оксидативного стресса (Kimura et

al., 2006; Sivarajah et al., 2006) и регулирует секрецию инсулина (Ali et al.,

2007;  Kaneko et al., 2006). Показано,  что  H2S приводит  к  увеличению

внутриклеточного  кальция  в  астроцитах  и  вызывает  кальциевые  волны,

опосредуя взаимодействие между нейронами и глией (Nagai et al., 2004).

H2S стимулирует капсаицин-чувствительные  сенсорные нервные окончания,

вызывая  секрецию тахикининов,  вещества  P и  нейрокинина  А,  и  вызывает

дозозависимое сокращение мышц мочевого пузыря у крысы (Patacchini et al.,

2004). Были  получены  данные  о  регуляции  секреции  медиатора

сероводородом и возможности его эндогенного синтеза в нервно-мышечном

синапсе  холоднокровных  (Gerasimova et al.,  2008),  тогда  как  роль  H2S в

регуляции  синаптической  передачи  у  теплокровных  животных  не

исследована.

Целью  работы  являлось  выявление  роли  сероводорода  в  регуляции

освобождения  медиатора  в  нервно-мышечном  синапсе  мыши.  В  связи  с

поставленной целью были выполнены следующие задачи:
5



1.  Исследовать влияние донора  H2S - гидросульфида натрия (NaHS) на

спонтанную и вызванную секрецию медиатора из двигательного нервного

окончания мыши

2. Исследовать  эффекты  блокаторов  ферментов  синтеза  H2S β-циано-L-

аланина и аминооксиацетиловой кислоты и субстрата эндогенного синтеза

H2S – L-цистеина на вызванную секрецию медиатора

3. Выявить  роль  рианодиновых  рецепторов  и  цАМФ-зависимых

механизмов в эффектах сероводорода

 

1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1 Особенности газообразных посредников как регуляторов

физиологических функций
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В  последнее  десятилетие  был  открыт  новый  класс  газообразных

посредников,  к  которому  относятся  такие  газы  как  оксид  азота  (NO),

монооксид углерода (СО) и сероводород (H2S) (Garthwaite,  Boulton, 1995б;

Boehning, Snyder, 2003; Wang, 2002; Wang ,2004; Ситдикова, Зефиров; 2006;

Qu et al., 2008). Это особая группа веществ (табл. 1), осуществляющих как

межклеточную,  так  и  внутриклеточную  регуляцию  разнообразных

физиологических  функций.  NO,  CO,  H2S являются  небольшими

молекулами,  легко проникают через  мембрану. Газообразные  посредники

образуются в нейронах в ответ на вход ионов Са2+, однако, будучи газами,

они выделяются из любого участка клетки, не запасаются в везикулах и не

освобождаются экзоцитозом. Кроме того, для них не существует рецепторов

на постсинаптической мембране, и они диффундируют в соседние клетки,

где связываются с «ферментным рецептором». В отличие, от классических

медиаторов газы обычно участвуют в передаче ретроградного сигнала  от

пост-  к  пресинаптическому  нейрону,  а  также  могут  вырабатываться  в

клетках глии. Данные газы эндогенно синтезируются с помощью ферментов

и их синтез является регулируемым (Wang, 2004; Ситдикова, Зефиров, 2006;

Boehning, Snyder, 2003). В физиологических концентрациях газы проявляют

хорошо  выраженные  специфические  функции,  так,  например,  все  они

являются  эндогенными  вазорелаксантами,  участвуют  в  индукции  и

поддержании  долговременной  потенциации  в  мозге.  Клеточные  эффекты

газов  опосредуются  либо  через  систему  внутриклеточных  посредников,

либо  они  оказывают  прямое  влияние  на  субъединицы  ионных  каналов,

белки экзоцитоза, внутриклеточные ферменты (Ситдикова, Зефиров, 2006;

Wang,  2004).  В  двигательных  нервных  окончаниях  холоднокровных

обнаружено,  что  NO,  СО  и  H2S являются  модуляторами  освобождения

медиатора. 

Таблица 1. Метаболизм и функции газообразных посредников

7



NO CO H2S

Субстрат L-аргинин Гем L-цистеин

Фермент NO-синтаза
(eNOS,  iNOS,
nNOS)

Гемоксигеназа
(ГО-1, ГО-2)

Цистатионин  β-
синтаза

цистотионин  γ-
лиаза

Регуляция
синтеза

Са/кальмодулин Са/кальмодулин

Протеинкиназа С

Са/кальмодулин

Мишени
действия

Растворимая
гуанилатциклаза,
К+,  Са2+,  К(Са)
каналы

Растворимая
гуанилатциклаза,
К(Са) каналы

К(АТФ)-каналы

Система
связывания

Гемоглобин Гемоглобин Гемоглобин

Время
полураспада

Секунды Минуты Минуты

Было показано, что  H2S усиливает спонтанное и вызванное освобождение

медиатора в нервно-мышечном синапсе лягушки (Gerasimova et al., 2008).

При  этом  экзогенный  СО  усиливает  как  спонтанную,  так  и  вызванную

секрецию  медиатора.  Так  же  показано,  что  NO угнетает  спонтанную  и

вызванную секрецию медиатора  и  модифицирует  потенциал-зависимые и

кальций-активируемые  калиевые  каналы  нервного  окончания  лягушки

(Lindgren,  Laird,  1994;  Tomas,  Robitaille,  2001;  Яковлев  и  др.,  2005).

Выявлены возможные мишени и внутриклеточные механизмы действия NO

и СО в нервном окончании (Sitdikova et al., 2007), а так же эффекты H2S в

нервно-мышечном синапсе  холоднокровных  животных  (Gerasimova et al.,

2008).

1.2 Сероводород, структура, физико-химические свойства
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Сероводород (H2S) – бесцветный газ с сильным запахом.  Сероводород

растворим  в  воде,  при нормальном давлении и  20  оС его концентрация  в

водных  растворах  соответствует  0,098  моль/л  (~  10-1 моль/л  ).  Раствор

сероводорода  в  воде  (сероводородная  вода)  является  очень  слабой

двухосновной кислотой. В водных растворах при pH=7,4 около одной трети

H2S не  подвергается  диссоциации  и  две  трети  диссоциируют  до  Н+  и  HS-

(гидросульфидного аниона), который в последствии может разложиться до H+

и S2- .

H2S↔H+ + HS-↔2H+ + S2-

Однако последняя реакция происходит только при высоком рН, поэтому

концентрация  S2-   in  vivo  незначительна (Lowicka,  2007;  Михайленко,  1966;

Abe,  Kimura,  1996).  В  окислительно-восстановительном  отношении  H2S –

сильный восстановитель. В реакции с окислителями его молекула теряет 2, 6

и 8 электронов (Михайленко, 1966). 

Гидросульфид натрия (NaHS) обычно используют как донор H2S, так как в

водной среде он диссоциирует до Na2+ и HS-, далее HS- взаимодействует с Н+ и

формирует  недиссоциированный  H2S (Lowicka,  2007).  Показано,  что  NаHS

количественно является таким же эффективным, как и раствор, полученный

при перфузии газообразным сероводородом (Zhao, Wang, 2002). При рН-7,4 и

температуре 200 раствор сероводорода содержит около 30-33% газа (H2S) и 67-

70% HS- (Hosoki ey al., 1997, Zhao, Wang, 2002).

Продуктами окисления сероводорода могут быть элементарная сера (S-),

оксид серы (SO2) и сульфаты, такие как серная кислота (H2SO4) (Михайленко,

1966).  Подобно  NO и  CO,  H2S липофилен  и  свободно  проникает  через

плазматическую мембрану, хотя его проницаемость ниже, чем для NO и CO в

связи с частичной диссоциацией (Lowicka, 2007).

1.3 Ферментативный синтез сероводорода

9



H2S  синтезируется  в  значительных  количествах  во  многих  тканях.

Самая  высокая  скорость  синтеза  H2S  была  отмечена  в мозге,  сердечно-

сосудистой системе, печени и почках (Lu et al., 1992;  Van der Molen et al.,

1997;  Yap et al.,  2000;  Distrutti,  Sediar,  2006). Существует  два  основных

направления метаболизма цистеина (Stipanuk, 2004;  Lowiska, 2007) (Рис.1).

Один  из  них  –  окисление  -SH группы  цистеина  цистеин  диоксигеназой

(CDO)  до  цистеинсульфината,  который  может  декарбоксилироваться  до

гипотаурина  или преобразовываться до пирувата и сульфита, впоследствии

окисляющегося сульфит оксидазой до сульфата. Константа Михаэлиса (Km)

для цистеин диоксигеназы составляет приблизительно 0,4 мМ, что позволяет

ферменту  отвечать  на  физиологические  концентрации  цистеина  (Dominy,

Stipanuk, 2004). Так как концентрации цистеина в тканях составляют около 1

мкМ,  этот  фермент  ограничивает  синтез  сероводорода  в  реакциях

десульфгидратации.

Второй путь - "десульфигидратация", в котором отщепление атома серы

цистеина  без  окисления  ведет  к  образованию   H2S.  Этот процесс  может

катализироваться  любым  из  двух  ферментов транссульфирования:

цистатионин-β-синтазой (CBS,  ЕС)  и  цистатионин-γ-лиазой  (CSE,  ЕС)

(Рис.1). 

Оба  эти  фермента  являются  пиридоксаль-5'  фосфат  (витамин  B6)-

зависимые, но отличаются по механизму формирования H2S (рис.  1).  CSE

катализирует преобразование цистина (дисульфид цистеин) до тиоцистеина,

пирувата и аммиака; тиоцистеин затем неферментативно преобразуется до

цистеина и H2S.

Основной  механизм  образования  H2S  под  действием  CBS -  это

конденсация  гомоцистеина  с  цистеином,  что  ведет  к  образованию

цистатионина, и  H2S образуется в ходе этой реакции (Lowiska, 2007).  Эта

реакция близка к реакции, катализируемой CBS в пути транссульфирования,

где серин конденсируется с  гомоцистеином, в процессе реакции выделяется

H2O. 
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CBS и  CSE  широко  распространены  в  тканях,  однако,  CBS -

преобладающий источник для синтеза H2S в центральной нервной системе,

тогда  как  CSE  -  главный  фермент  создания  H2S  в  сердечно-сосудистой

системе. В некоторых тканях, в печени и почках, оба фермента вносят свой

вклад в продуцирование H2S. Считается, что количественно преобладающий

путь катаболизма цистеина - транссульфирование, однако, предполагают, что

путь десульфгидратации с последующей продукцией H2S в некоторых тканях

составляет до  50%  метаболизма  цистеина,  например,  в  клетках  почек

(Stipanuk, De la Rosa, 1990). 

                                            

Рисунок 1 – Метаболизм цистеина:
CDO –  цистатионин  диоксигеназа,  SO –  сульфдиоксигеназа,  CSE –
цистатионин γ–лиаза, CBS  – цистатионин β–синтаза (Lowicka, 2007)
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1.4 Токсичные эффекты и эндогенные концентрации сероводорода

Токсичность  сероводорода  известна  уже  на  протяжение  300  лет

(Reiffenstein et al.  1992,  Truong,  2006).  Большинство  летальных

последствий из-за интоксикации сероводородом связано с его действием на

дыхательные  центры  ствола  мозга.  Длительное  экспонирование  H2S в

высоких  концентрациях  больше  500  ppm приводит  к  возникновению

дыхательного паралича и может привести к смерти в течение нескольких

минут (Beauchamp et al., 1984; Roth, 1993). В основе токсических эффектов

H2S лежит ингибирование цитохром С оксидазы, что вызывает нарушения

процесса  окислительного  фосфорилирования  (Reiffenstein et al.  1992;

Dorman et al., 2002).

Показано,  что  при  хронической  интоксикации  H2S или

сульфидными солями происходит изменение секреции нейромедиаторов и

их содержания в различных областях мозга. (Warenycia, Goodwin, 1989). 

 Исследования на человеке показали, что H2S дозозависимо вызывал

различные  нарушения  в  дыхательной,  сердечно-сосудистой  и  нервной

системах.  H2S в концентрации меньше 50  ppm приводил к раздражению

слизистых дыхательных путей и глаз, приводил к отекам носовой полости,

легких (Reiffenstein et al., 1992). 

В экспериментах на крысах показано, что H2S в концентрации 80 ppm

вызывает некроз слизистой носа и обонятельного эпителия (Brenneman et

al., 2002). Хроническое экспонирование H2S приводит к его накоплению в

различных  тканях  и  нарушению  окислительного  фосфорилирования.

Однако при  концентрациях  H2S меньше  30  ppm (~800  мкМ)  подобных

изменений  не наблюдалось, что, вероятно, является следствием быстрого

окисления газа в митохондриях (Khan, et al., 1990, Dorman et al., 2002).

Эндогенно  генерируемый  H2S в  нормальных  условиях  не

накапливается  и  не  оказывает  токсического  воздействия  на  клетку

благодаря  сбалансированному  клеточному  метаболизму  этого  газа

(Beauchamp et al., 1984). Грань между физиологическими и токсическими
12



эффектами  H2S очень  тонкая  (Warencia,  1989).  Поэтому  клетки

млекопитающих должны иметь четкий регуляторный механизм контроля

эндогенного уровня  H2S в физиологически допустимых пределах (Wang,

2002). 

Ряд  аналитических  методов,  включая  спектрометрию,  ионную

хроматографию,  газовую  хроматографию,  потенциометрию  с  сульфид-

чувствительными  электродами,  используется  для  определения  уровня

сульфидов в биологических образцах, однако, они обычно включают в себя

несколько  промежуточных  химических  реакций  и/или

хромотографических процедур и основаны на превращения сульфидов в

H2S или S2- в кислой или щелочной среде, соответственно. В этих условиях

оценка уровня H2S может быть завышена (Doeller 2005). 

Исследования уровня лабильной серы в тканях мозга и плазме крови

у различных животных выявили эндогенные уровни сульфидов от нано- до

микромолярных концентраций (Ubuka, 2002). 

1.5 Физиологическая роль сероводорода и его эффекты в нервной системе

Первые предположения о физиологической роли H2S возникли в 1989 г.

после  появления  данных о высоком эндогенном уровне сульфида в срезах

мозга крысы (1.6 мкг/г) и стволе мозга человека (0.7 мкг/г) (Goodvin, 1989).

Транскрипционная  экспрессия  CBS в  мозге  крысы (гиппокамп,  мозжечок,

кора  и  ствол  мозга)  с  использованием анализа  Northern blot была впервые

показана в 1996 году, при этом мРНК  CSE не была выявлена  (Abe,  Kimura,

1996).  Другим  показателем  того,  что  CBS является  основным  ферментом

синтеза  H2S в  мозге  было то,  что ингибирование  CBS гидроксиламином и

аминооксиацитиловой кислотой приводило к блокаде синтеза H2S,  тогда  как

ингибиторы CSE, пропаргилглицин и β–цианоаланин были неэффективны

(Eto, Kimura, 2002).
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Показано,  что  физиологические  концентрации  NaHS (10-130  мкМ)

вызывают  долговременную  потенциацию  в  срезах  гиппокампа  крысы  в

условиях низкочастотной стимуляции,  которая  сама ее  не вызывает  (Abe,

Kimura, 1996). Механизмы этого эффекта связаны с  увеличением НМДА-

вызванного  входящего  тока  (рис.  3).  Поэтому,  возможно,  что  H2S

эффективен только в активных синапсах. Об участии H2S в синаптической

активности свидетельствует и тот факт, что у мышей, нокаутированных по

гену CBS, нарушалось развитие долговременной потенциации (Eto, 2002). 

Исследование внутриклеточных механизмов действия H2S позволило

предположить,  что  эффект  газа  на  активность  НМДА-рецепторов

опосредован через  активацию цАМФ-зависимой протеинкиназы (Kimura,

2000,  Qu et al.,  2008).  С помощью имммуногистохимического анализа на

первичных  культурах  мозга  определяли  уровень  цАМФ.  NaНS в

микромолярных  концентрациях  вызывал  увеличение  уровня  цАМФ  в

клетках  нейронов  и  глии.  Известно,  что  активация  протеинкиназы  А

усиливает активность НМДА рецепторов (Huang et al., 1993), по-видимому,

H2S регулирует активность  НМДА -  рецепторов посредством увеличения

внутриклеточного содержания цАМФ. Было показано, что дозозависимый

эффект NaHS ответа НМДА рецепторов в первичных культурах гиппокампа,

нейронах,  клетках  глии  и  овоцитах  полностью снимался  специфическим

блокатором аденилатциклазы – MDL-12330А (Kimura, 2000). 

Некоторые  данные  указывают  на  то,  что  H2S может  регулировать

функционирование  не  только  нейронов,  но  и  астроцитов  (рис.  3).  Было

показано,  что  H2S и  NaHS увеличивают концентрацию  внутриклеточного

Ca2+ и вызывают Са2+ волны в культурах астроцитов (Nagai, Tsugane, 2004;

Garcia-Bereguiain et al., 2008).

H2S может  также  оказывать  влияние  на  периферическую  нервную

систему. Например, H2S стимулировал капсаицин-чувствительные сенсорные

нервные окончания вызывая секрецию такихининов, вещества P и нейрокинина

А. H2S вызывал дозозависимое сокращение мышц мочевого пузыря у крысы

(Patacchini et al.,  2004). Так же было показано, что апликация  донора  H2S
14



NaHS усиливала  спонтанное  и  вызванное  освобождение  медиатора  в

нервно-мышечном синапсе лягушки (Gerasimova et al., 2008).

Выявлено,  что  H2S вызывал  уменьшение  KCl-вызванного

освобождения кортикотропного гормона дозозависимым образом  в срезах

гипоталамуса у крысы (Dello Russo et al., 2000). Тот же эффект наблюдался

и при аппликации активатора синтеза   H2S – S-аденозилметионина.  Кроме

того,  S-аденозилметионин  уменьшал  повышение  концентраций

глюкокортикоидов  в  плазме  крови,  вызванное  стрессом,  что  позволяет

предположить участие  H2S в регуляции гипоталамо-гипофизарной системы

(Dello Russo et al, 2000).

Многочисленные экспериментальные данные указывают на то, что

H2S  может  участвовать  и  в  развитии  различных  нейродегенеративных

заболеваний. Известно, что ген CBS расположен в 21 хромосоме, поэтому

возникновение трисономии 21 хромосомы при синдроме Дауна приводит к

повышенной экспрессии CBS и к увеличению синтеза  H2S в мозге. Было

показано, что у людей с этим заболеванием в моче увеличена концентрация

тиосульфата,  продукт  метаболизма  H2S (Belardinelli,  Chabli,  2001). По-

видимому,  избыток H2S оказывал  токсичное  воздействие  на  нейроны

посредством  ингибирования  цитохромоксидазы  и/или  гиперстимуляцией

НМДА-рецепторов и,  таким образом, вносил свой вклад в прогрессивную

олигофрению у больных с 21 трисомией (Kamoun, 2004).

H2S оказывает неоднозначное действие на протекание  ишемического

инсульта  (инфаркта  мозга).  Аппликация  NaHS или L-цистеина  ухудшало

течение  заболевания,  тогда  как  ингибиторы CBS или CSE снижали объем

мозгового инфаркта, вызванного односторонней окклюзией средней мозговой

артерии. (Qu  et al., 2006). При этом концентрация H2S в коре головного мозга

увеличилась,  что  предлагает  негативное  влияние H2S при  ишемическом

инсульте. Однако, есть также данные указывающие на позитивное влияние

H2S (Lowicka,  2007,  Qu et al.,  2008;  Li,  2008).  Так,  H2S предотвращал

нейротоксические  эффекты  глутамата  (ишемия  мозга,  травмы  и  т.д.),  не

связанные с гиперстимуляцией глутаматных рецепторов. (Lowicka, 2007; Qu
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et al., 2008). Оказалось, что NaHS стимулировал активность Xc- транспортера

(цистин-глутамат антипорта), повышая внутриклеточный уровень цистеина,

и,  таким  образом,  проявлял  защитный эффект  против  глутамат-вызванной

нейротоксичности (Eto,  Kimura, 2002). NaHS увеличивал внутриклеточную

концентрацию  глутатиона  в  культурах  нейронов  крыс  и  в  контрольных

условиях, и при аппликации глутамата, проявляя защитный эффект (Kimura et

al., 2006).

Защитное влияние H2S на нейроны мозга при ишемическом инсульте

и глутаматной интоксикации также может быть связано с активацией АТФ-

зависимых  K+-каналов  (Kimura,  Dargusch,  2006). Другой  механизм,  с

помощью  которого  H2S проявляет  защитный  эффект  –  это  его

антиоксидантное действие. H2S - очень реактивная молекула и может легко

вступить  в  реакцию  с  другими  соединениями,  особенно  с  активными

формами кислорода и азота. Показано, что H2S реагирует по крайней мере с

четырьмя различными активными радикалами - перекисным радикалом (Mok

et al.,  2004), перекисью  водорода  (Geng et al.,  2004),  пероксинитритом

(ONOO-)  (Whiteman et al., 2004) и гипохлоритом (Whiteman,  Cheung,  Zhu,

2005). Все  эти  соединения  очень  активны,  и  их  взаимодействие с H2S

приводит  к  защите  белков  и  липидов  от  ROS/RNS-опосредованных

повреждений  (Whiteman et al.,  2004; Whiteman,  Cheung,  Zhu,  2005).

Значимость  реакции H2S с  O2
--  неоднозначна,  так  как продукт  реакции,

сульфит, может обладать как токсическими (Collin, Thiemermann, 2005), так и

антиоксидантными  свойствами  (Kimura et al.,  2006),  что,  по-видимому,

зависит от его концентрации.

Следовательно,  H2S может  проявлять  как  отрицательные,  так

положительные  эффекты  при  патологиях нервной  системы.  Было

показано,  что  уровень  H2S у  больных  болезнью  Альцгеймера  на  ~55%

меньше по сравнению с контрольными группами (Eto et al., 2002). При

этом  никаких  изменений  уровня  цистеина  или  уменьшения  экспрессии

гена  CBS обнаружено  не  было.  Оказалось,  что  дефицит  H2S  вызван

изменением уровня активатора CBS – S-аденозилметионина, концентрация
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которого в тканях мозга пациентов с болезнью  Альцгеймера на  ~70  %

меньше, чем в контрольной группе (Eto et al., 2002). Как было описано

выше,  H2S  проявляет  антиоксидантные  свойства  и  его дефицит может

привести к увеличению концентрации пероксинитритов и гипохлоритов

у  пациентов  с болезнью  Альцгеймера.  Кроме  того,  H2S является

вазорелаксантом,  поэтому  уменьшение  уровня  H2S,  вероятно,  вызывает

дисфункцию  микроциркуляторного  русла  мозга,  приводящую  к

возникновению болезни Альцгеймера (Moore et al., 2003).

Таким  образом,  из  представленных  данных  видно,  что  сероводород

может  генерироваться  во  многих  типах  клеток,  регулировать  целый  ряд

физиологических функций, действуя на специфические мишени. Эндогенный

метаболизм и физиологические эффекты позволяют отнести сероводород к

семейству  газообразных  посредников  или  «газомедиаторов»  (Wang 2003).

Показано,  что  в  гладких  мышцах  сосудов  сероводород  оказывает

расслабляющее  действие,  а  в  центральной  нервной  системе  участвует  в

индукции  долговременной  потенциации.  Несмотря  на  уже  имеющиеся

данные о  влияние  NO и СО на освобождение  медиатора  из  двигательных

нервных  окончаний,  исследований  влияния  сероводорода  на  нервно-

мышечную передачу теплокровных не проводилось. 

1.6 Основные характеристики рианодиновых рецепторов

В  настоящее  время  из  мембранной  фракции  гладкого

эндоплазматического  ретикулума  (ГЭР)  нервной  и  мышечной  тканей

выделены несколько разновидностей специализированных внутриклеточных

кальциевых каналов.  Одними из  наиболее изученных типов таких каналов

являются  кальций-активируемые  Са2+-каналы,  называемые  рианодиновыми

рецепторами  (Ри-рицепторы),  благодаря  высокоаффинному  связыванию  с

растительным алкалоидом рианодином (Балезина,  2002, Рубцов, Батрукова,

1997;  Coronado et al.,  1994;  Sitsapesan,  McGarry ,  Williams,  1995;  Zucchi,

Ronca-Testoni, 1997). В нервных терминалях синапсов имеется пул микросом,
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аналогичных цистернам ГЭР (Pozzan et al., 1994). В конце 80-х годов было

показано, что аккумулирующие кальций цистерны и трубочки, являющиеся

продолжением  ГЭР, встречаются  не  только  в  телах  нейронов,  но  и  в  их

отростках,  включая  дендриты  и  нервные  терминали  аксонов  (Henzi,

MacDermott, 1992; McGraw,  Somlyo, Blaustaein, 1980).

В  составе  внутриклеточных  мембран  молекулы  Ри-рецепторов  (РиР)

группируются  в  тетрамерные  комплексы.  Мономер  РиР  -  это

трансмембранный полипептид с молекулярной массой около 500 кДа.  При

взаимодействии  с  кальцием  (0,5-5,0  мкМ)  или  Mg2+-АТФ  (1-5  мМ)  Ри-

рецептор способен образовывать Са2+-канал, по которому Са2+ поступает из

полости ретикулума в цитоплазму (Рубцов, Батрукова, 1997;  Berridge,  Irvine

1984;  Sitsapesan ,  McGarry,  Williams, 1995;  Meissner, 1994). Незначительное

повышение уровня кальция будет активировать Са2+-канал РиР, а повышение

уровня [Са2+]0 выше 10-50 мкМ будет приводить к инактивации Са2+-канала

Ри-рецептора  и  прекращению  выброса  Са2+ из  цистерн  ГЭР. Активность

рианодиновых  рецепторов  коррелирует  с  количеством  свободных

сульфгидрильных групп,  при этом окисляющие агенты увеличивают, тогда

как восстанавливающие агенты ингибируют активность канала (Hidalgo et al.,

2004). 

В  настоящее  время  охарактеризованы  три  разновидности  молекул  Ри-

рецепторов  -  РиР1,  РиР2 и  РиР3,  все  они  имеются  в  нервной  ткани,  хотя

представленность  каждой  из  изоформ может  колебаться  в  зависимости  от

типа  нервной  клетки.  Ряд  данных  позволяет  считать,  что  наиболее

распространенным в  ЦНС является  РиР2 тип  (Henzi,  MacDermot,  1992).  В

настоящее время известно, что РиР1 и РиР2 активируются (помимо кальция и

АТФ)  рианодином  и  кофеином,  однако  различаются  чувствительностью  к

дантролену, который инактивирует лишь РиР1, но не затрагивает РиР2 (Zhao et

al., 2001). РиР3 изоформа активируется ионами кальция, рианодином (в нано-

cубмикромолярном  диапазоне),  но  не  чувствительна  к  действию  кофеина;

РиР3 можно заблокировать  дантроленом (Zhao et al.,  2001).  Также к числу

эндогенных  активаторов  и/или  модуляторов  Ри-рецептора  Са2+-канала
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относятся  нуклеотиды  (АМФ,  АДФ,  ц-АМФ),  а  также  аденозин  и

циклическая АДФ-рибоза (Балезина, 2002). Показано, что фосфорилирование

протеин киназой А приводит к увеличению вероятности открытия и времени

открытого  состояния  канала  рианодинового  рецептора  (Ruehr et al.,  2003;

Takasago et al., 1989; Hain et al., 1995)

Тетрамер Ри-рецептора является одним из самых сложно и многообразно

регулируемых  рецепторно-канальных  комплексов  клетки,  известных  в

настоящее  время.  Растительный  алкалоид  рианодин  может  оказывать

двунаправленное  действие  на  молекулу  Ри-рецептора.  Связываясь  с  ней  в

участке  с  высоким сродством (5-10 нМ)  рианодин приводит  к  удержанию

Са2+-канала Ри-рецептора в открытом, но низкопроводящем состоянии. При

взаимодействии с  молекулой Ри-рецептора в  высоких концентрациях (5-30

мкМ) рианодин вызывает  блокаду  Са2+-канала  Ри-рецептора  (Ehrlich et al.,

1994;  Sitsapesan,  McGarry,  Williams ,  1995).  Кофеин при связывании с Ри-

рецептором  во-первых,  сенсибилизирует  молекулу  Ри-рецептора  к ионам

кальция,  и  во-вторых,  способен  сам  открывать  кальциевый  канал  Ри-

рецептора, приводя  к  выбросу  Са2+ из  цистерн   эндоплазматического

ретикулума (Рубцов, Батрукова, 1997; Ehrlich et al., 1994; Sitsapesan, McGarry,

Williams 1995). 

К числу блокаторов Са2+-каналов Ри-рецептора относятся ионы магния

(1-5мМ),  рианодин  (в  концентрациях  10-50мкМ),  прокаин  (1-5мкМ)  и

рутений красный (1мкМ) (Балезина, 2002; Meissner,. 1994; Рубцов, Батрукова,

1997).

1.7 Роль рианодиновых рецепторов в секреции медиатора

Впервые  участие  Ри-рецепторов  в  регуляции  синаптической  передачи

было обнаружено в постсинаптических структурах центральных синапсов. 

Активация  Ри-рецепторов  -  при  определенных  условиях,  например

кофеином,  -  может  увеличивать  внутриклеточный  Са2+-сигнал,  уровень

спонтанной и вызванной секреции квантов ацетилхолина (АХ) (Narita et al.,
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2000;  Балезина,  2002;  Балезина,  Букия,  2005;  Зефиров,  Абдурахманов,

2005). 

 Однако  во  многих  возбудимых  структурах  -  в  соме  нейронов,  в

сердечных, гладкомышечных и других клетках выброс Са2+ из цистерн ГЭР

способен играть двоякую роль: как усилителя внутриклеточного кальциевого

сигнала,  так и его ограничителя - путем торможения входящего в клетку

потока  наружного  кальция  (Liang et al.,  2002;  Flink,  Atchison,  2003).

Тормозный  эффект  обычно  обусловлен  вовлечением  Са2+-зависимых  К+-

каналов  либо  инактивацией  Са2+  каналов  наружной  мембраны  за  счет

прицельного  действия  на  них  кальция,  высвобождаемого  из

примембранных цистерн ГЭР (Urbano et al., 2001;  Bondarenko et al., 2004).

Какой  из  противоположных  эффектов  будет  преобладать  (облегчение

либо  торможение  Са2+ сигнала),  зависит  от  числа  и  типа  активируемых

РиР, потока входящего кальция и ряда других причин (Kuba, 1994;  Sah,

McLachlan, 1991; Akita et al., 2000; Bondarenko et al., 2004).

1.8 Аденилатциклазный путь передачи информации в нервной системе

Клетка может реагировать на изменение окружающей среды запуском

метаболических  сигнальных  путей  и  синтезом  вторичных  посредников.

Мембранонепроникающие  сигнальные  молекулы  взаимодействуют  с

рецепторами,  локализованными  в  плазматической  мембране  клетки.  Такое

взаимодействие приводит к изменению активности ферментов, связанных с

рецепторами, и фосфорилированию белков.

Циклический 3`5`-аденозинмонофосфат (цАМФ) -  первое соединение,

которое  открывшие его Е.  Сазерленд и др.  (Sutherland et al,  1958) назвали

"вторичным посредником".  цАМФ содержит в  своей  структуре  необычное

фосфатное кольцо с энергобогатой 3`-связью. Изменения свободной энергии

при гидролизе цАМФ составляет около 12 ккал. Это свидетельствует, что 3`-

терминальная  фосфатная  связь  цАМФ является  одной из  наиболее высоко
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энергозаряженных  метаболически  доступных  связей,  что  лежит  в  основе

активирования фосфокиназ (Туракулов и др., 1983; Hanoune et al, 1997).

В головном мозге высокая активность аденилатциклазы наблюдается в

сером  веществе  коры  больших  полушарий,  наиболее  низкая  -  в  белом

веществе  полушарий  и  мозжечка.  Установлено,  что  ферменты адениловой

системы  локализуются  преимущественно  в  пресинаптических  или

постсинаптических мембранах.

Внутриклеточный  уровень  цАМФ  в  тканях  млекопитающих  в

нормальных условиях при отсутствии гормональной стимуляции составляет

10-7  М.  При  действии  нейромедиаторов  или  гормонов  внутриклеточное

содержание  цАМФ  резко  увеличивается.  Внутриклеточная  концентрация

цАМФ  находится  под  контролем  двух  противоположно  направленных

действий  и  опосредуется  относительной  активностью  аденилатциклазы,

образующей цАМФ из АТФ, с  одной стороны, и фосфодиэстеразы (ФДЭ),

разрушающей циклический нуклеотид с образованием 5`АМФ - с другой. 

Аденилатциклаза  (АЦ),  ключевой фермент  аденилатциклазного  пути

передачи  сигнала  обнаруженный во  всех  типах  клеток.  Показано,  что  АЦ

является интегральным мембранным белком,  полипептидная цепь которого

имеет  12  гидрофобных  трансмембранных  сегментов,  образованных  20-22

аминокислотами каждый (Ашмарин, Стукалова, 1996; Крутецкая и др., 2003).

В  настоящее  время  клонировано  девять  изоформ  аденилатциклазы

разделенные на четыре группы. Первая группа (АЦ 1, 3, 8) стимулируется

кальмодулином  и  ионами  кальция.  АЦ  второй  группы  фосфорилируется

протеинкиназой С (АЦ 2, 4, 7). Третья группа (АЦ 5, 6) ингибируется ионами

кальция в низкой концентрации, а четвертая (АЦ 9) нечувствительна к ним.

АЦ широко распространена во всех тканях всех видов животных, бактерий и

других  одноклеточных организмов.  Все  типы АЦ состоят  из  короткого  N-

терминального региона,  двух  длинных цитоплазматических  доменов  (С1 и

С2) и двух гидрофобных участков (М1, М2), каждый их которых состоит из

шести  трансмембранных  доменов.  Различные  изоформы  АЦ  могут
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регулироваться субъединицами G-белков, комплексом кальмодулин–кальций,

аденозином  (Р-сайт).  Регуляция  осуществляется  также  за  счет

фосфорилирования фермента протеинкиназой А и С (Hanoune et al, 1997). В

нервных  клетках  гиппокампа  и  мозжечка  деполяризующие  агенты  (KCl,

вератридин) активируют АЦ. 

Для  исследования  работы систем вторичных  посредников  применяют

аналоги циклических нуклеотидов, так как сами циклические нуклеотиды не

способны  проникать  через  плазматическую  мембрану  клетки  и  быстро

расщепляются фосфодиэстеразой. Для активации протеинкиназы А (ПКА) и

увеличения концентрации цАМФ в клетке используют следующие вещества:

дб-цАМФ,  8Br-цАМФ,  8-Cl-цАМФ,  8-метиламино-цАМФ  и  другие

производные  цАМФ, различающиеся  по липофильности,  резистентности  к

действию фосфодиэстераз  и способности  к  стимуляции протеинкиназ.  Так

часто  используемые  аналоги  цАМФ  -  дб-цАМФ,  8Br-цАМФ  селективно

активируют ПКА, но только в два раза лучше проходят через мембрану по

сравнению  с  цАМФ,  а  дб-цАМФ  быстрее  подвергается  гидролизу

фосфодиэстеразами, чем 8Br-цАМФ (Shugar, 2000).

Большая  группа  ферментов,  объединенная  под  названием

«протеинкиназы», катализирует перенос концевого остатка фосфата с АТФ на

различные группы в структуре белка.  Протеинкиназы разделяются на пять

больших классов в зависимости от того, на какие группы в структуре белка

переносится остаток фосфата. Гетероолигомерная протеинкиназа или цАМФ-

зависимая протеинкиназа опосредует большинство биологических эффектов

цАМФ  во  всех  клетках  эукариот  (Francis,  Corbin,  1994,  Крутецкая  и  др.,

2003). Однако, в скелетных мышцах крысы цАМФ ингибирует Na-каналы без

активации ПКА и фосфорилирования субъединиц канала (Bloomer, 1998).

ПКА  в  клетке  в  отсутствие  цАМФ  находится  в  неактивном

холоферментном комплексе  из  димерных регуляторных (R)  и  мономерных

каталитических субъединиц (С). По аминокислотной последовательности  R-

субъединицы выделяют два  типа цАМФ–зависимых протеинкиназ  (I и  II).
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Активация холоэнзима ПКА зависит от связывания двух молекул цАМФ с

каждой  R-субъединицей  и  последующей  диссоциацией  С-субъединицы.

Концентрация  ПКА  в  клетках  млекопитающих  достаточно  высока  (0.2-2

мкМ) и достаточна, чтобы связать практически весь синтезируемый цАМФ и

сделать  его  недоступным  для  гидролиза  ФДЭ.  Однако,  при  диссоциации

комплекса  связывание  цАМФ  с  регуляторной  субъединицей  ослабевает,

цАМФ диссоциирует и становится доступной для ФДЭ, активность которой

усиливается  фосфорилированием  ПКА.  Возврат  системы  в  исходное

неактивное  состояние  происходит  после  дефосфорилирования  белка

соответствующими  фосфатазами.  ПКА  обнаружена  во  всех  животных

клетках.  К  настоящему  времени  известно  несколько  десятков  ферментов,

активность которых регулируется in vivo и in vitro за счет фосфорилирования

ПКА.  После  освобождения  С-субъединицы  могут  фосфорилировать

различные  белки-субстраты  (Shugar,  2000),  а  именно  различные

протеинкиназы и фосфатазы,  ферменты, участвующие в синтезе и распаде

белков,  жиров  и  углеводов,  белковые  комплексы  экзоцитозного  аппарата,

канальные субъединицы, АЦ (механизм обратной связи) и гуанилатциклазу,

специальные  факторы,  участвующие  в  синтезе  белка  на  рибосомах.

Обнаружено, что субстратами ПКА являются многие ядерные белки, в том

числе  гистоны;  одна  из  фракций  минорных  белков  микротрубочек  мозга

(МАР-2);  ряд  мембранных  белков  мозга;  Са2+-АТРаза  и  фосфоламбан  в

саркоплазматическом ретикулуме и многие другие (Mittal et al, 1979; Schenk,

Snaar-Jagalska, 1999; Shugar, 2000; Гусев, 2000).

Фосфорилирование  белков  является  одним  из  основных  способов

передачи  сигналов,  контролирующих  различные  клеточные  процессы.  В

соответствии  с  этим,  активность  протеинкиназ  должна  жестко

регулироваться.  Одним  из  уровней  регуляции  является  определенная

субклеточная локализация киназ путем взаимодействия их с определенными

«заякоривающими белками» (AKAPs). Такое взаимодействие ведет к быстрой

и избирательной модуляции специфических мишеней в ответ на повышение
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концентрации  вторичных  мессенджеров  в  определенных  микродоменах

клетки. 

1.9 цАМФ/ПКА в нервно-мышечном синапсе

Известно, что цАМФ играет важную роль в секреции медиатора (Cold-

berg, Singer, 1969). В нервно-мышечном препарате Drosophila melanogaster и

в  нейронах  Пуркинье  мозга  крыс  рост  концентрации  ионов  кальция  в

цитоплазме двигательного НО  и активация ПКА приводили к увеличению

спонтанного  выброса  медиатора  (Chen,  Regehr,  1997;  Wildemann,  Bicker,

1999b; Yoshihara et al, 2000). 

На  фибробластах  мыши,  полученных  из  клеточной  линии  L-M [ТК],

показано,  что  аналоги  цАМФ  увеличивали  квантовый  состав  вызванной

секреции медиатора (Yewei, Martin, 1997). Установлено, что добавление 8Br-

цАМФ,  активаторов  аденилатциклазы  (IBMX,  SQ20009)  и  ингибитора

фосфодиэстеразы  -  теофиллина  увеличивало  частоту  МПКП  и  квантовый

состав ПКП гемидиафрагмальной мышцы крысы (Dryden et al, 1988). Такое

же увеличение секреции наблюдали при действии цАМФ на мускариновые

синапсы в симпатическом ганглии кролика (Kobayashi, 1982).

цАМФ/ПКА  участвуют  в  экзоцитозе  медиатора  и  регулируют

концентрацию ионов Са2+, синтез, транспортировку и заполнение медиатором

везикул в нервной терминали (Standaert,  Dretchen, 1979,  Dryden et al, 1988,

Chavis et all., 1998). 

Показано,  что  в  нервных  клетках  комплекс  Са2+-кальмодулин

стимулирует  аденилатциклазу,  что  должно  потенциировать  цАМФ-

опосредованые реакции (Теппермен,  Теппермен,  1989,  Реутов и др.,  1998).

Эти данные свидетельствуют о функциональной зависимости между двумя

вторичными посредниками - цАМФ и Са2+, а также между двумя системами -

аденилатциклазной и системой мобилизации ионов Са2+ (Реутов и др., 1998).
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Установлено, что цАМФ и его аналоги в ооцитах лягушек рода Xenopus могут

напрямую регулировать пресинаптические кальциевые каналы  N- и  Q- типа

(Miller, 1990; Kaneko et al, 1998). Добавление дб-цАМФ в миоциты вызывало

увеличение  Ca2+--чувствительного  К+-тока  (Porter et al,  1998,  Cheung  et al,

1999),  рост  внутриклеточной  концентрации  ионов  кальция  в  цитоплазме

клетки  (Keller et al,  1988).  В  нервно-мышечном синапсе  лягушки  аналоги

циклических  нуклеотидов  вызывали  увеличение  вызванной  и  спонтанной

секреции  медиатора  (Goldberg,  Singer,  1969;  Van der Kloot,  Molgo,  1994;

Бухараева и др., 2000).

Таким образом, из литературных данных видно, что в эффектах многих

нейромедиаторов  участвует  аденилатциклазная  система  передачи  сигналов,

которая стимулирует протеинкиназные реакции и фосфорилирование белков

экзоцитозного аппарата и ионных каналов.

2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

25



2.1 Объекты, методы и оборудования

2.1.1 Экспериментальная ванночка и система перфузии

Ванночка  (рис  2),  где  размещался  нервно-мышечный  препарат

диафрагмальной мышцы мыши, была изготовлена из органического стекла и

имела рабочий объем 5 мл и к ней была подсоединена перфузионная система.

Емкость перфузионной системы состояла из основного стаканчика (емкостью

30 мл), соединенного поливиниловыми трубками с ванночкой таким образом,

что  скорость  перфузии  в  течение  эксперимента  была  постоянной.  Все

эксперименты  выполнены  в  условиях  постоянной  наружной  перфузии

препарата раствором Кребса для теплокровных животных (в мМ): NaCl - 154;

KCl – 5; CaCl2 – 2; HEPES – 5 , MgCl2  – 1, глюкоза - 11 (t=20±0.5С, рН 7.2-

7.4). Для устранения сокращения мышц в раствор добавляли  d-тубокурарин

(20-30 мкМ). 

Из  ванночки  растворы  откачивали  активно  с  использованием

микрокомпрессора. Нерв всасывали в пластмассовую пипетку, укрепленную в

стенке  ванночки,  где  были  расположены  два  серебряных  раздражающих

электрода.

В качестве донора H2S использовали гидросульфид натрия (NaHS), так как

в  водных  растворах  он  диссоциирует  до  иона  натрия  (Na+)  и

гидросульфидного аниона (HS-), который реагируя с протоном (Н+), образует

H2S. Известно, что в физиологическом растворе одна треть H2S находится в

недиссоциированной форме, а остальные две трети существуют в виде HS-.

Использовали субстрат синтеза H2S – L-цистеин, блокаторы синтеза H2S - β-

цианоаланин и  аминооксиацетиловую кислоту (АОАК), кофеина,  блокатор

фосфодиэстераз  (IBMX – 3-Isobutyl-1-methylxanthine), блокатор

аденилатциклазы  (MDL 12,330A hydrochloride)  и  аналог  цАМФ(8-(4-

chlorophenylthio)-adenosine  3’:5’-cyclic  monophosphate)  все  вещества  фирмы

Sigma (США).
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2.1.2 Изготовление, заполнение и подведение микроэлектродов

Для регистрации токов концевой пластинки (ТКП) – вызванной секреции

медиатора и миниатюрных токов концевой пластинки (МТКП) – спонтанной

секреции  медиатора  использовали  стеклянные  микроэлектроды  из  стекла

«Пирекс» (Костюк, 1960). Электроды изготавливали на полуавтоматической

вертикальной кузнице из специальных заготовок. Изготовление и заполнение

электродов производили непосредственно перед экспериментом (Казанский,

1973).

Рисунок  2  -  Схематическое  изображение  ванночки  с  подведенным
микроэлектродом  и  объективом  микроскопа:  1)  –  пластиковая  ванночка  с
раствором Крепса; 2) – стеклянный электрод с 2 M NaCl; 3) – микроскоп; 4) –
индифферентный электрод; 5) – нервно-мышечный препарат

Микроэлектроды с диаметром кончика 2-3 мкм имели сопротивление 2-5

МΩ. Микроэлектрод закрепляли на специальном держателе и  соединяли с

усилителем.  Для  этого  непосредственно  в  микроэлектрод вводили  тонкую

серебряную  хлорированную  проволоку.  Индифферентный  электрод

представлял  собой  аналогичную  неполяризующуюся  систему  без

микроэлектрода,  который  помещали  в  специальное  гнездо  ванночки,
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сообщающееся  с  основной  камерой.  Держатели  активных  электродов

закрепляли в микроманипуляторах.

Основную  часть  экспериментов  выполняли  с  использованием  оптической

системы на базе микроскопа МБС-2. 

2.1.3 Регистрация биопотенциалов

Раздражение  двигательного  нерва  производили  прямоугольными

электрическими импульсами сверхпороговой амплитуды длительностью 0,16

мс одиночными стимулами c частотой 0,2 имп/с.

Стимулирующие  электроды  соединяли  с  выходными  клеммами

изолирующего  трансформатора  электростимулятора  ЭСЛ-2.  Активный

потенциальный  и  индифферентный  электроды  соединяли  с  усилителем

биопотенциалов. С усилителя сигнал параллельно подавался на осциллограф

С1-83 и на персональный компьютер через АЦП ЛА-2 USB. 

Накопление и усреднение вызванных сигналов производили при помощи

персонального  компьютера  с  использованием  оригинальной  программы

«Elph» позволяющей рассчитать  амплитуду сигналов,  время роста  и время

спада (автор программы – Захаров А. В.).

При  внеклеточном  отведении  микроэлектрод,  заполненный  раствором

NaCl  (2M),  подведенный  к  двигательному  нервному  окончанию,  при

стимуляции нерва регистрирует электрический ответ нервному окончанию и

последующий за ним постсинаптический сигнал – ток концевой пластинки

(ТКП)  (Katz,  Miledi,  1967).  При  внеклеточном  отведении  амплитуды  ТКП

усреднялись по 12 реализациям. Анализировали амплитуду, время нарастания

(RT), время полуспада (τ) и частоту МТКП. 

2.1.4 Статистическая обработка экспериментальных данных
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При статистической обработке экспериментальных данных использовали

программу «Orign 8.5», с помощью которой вычисляли средние величины и

стандартную  ошибку.  Достоверность  различий  между  популяциями

оценивали  по  t-критерию  Стьюдента.  Использовали  уровень  значимости

отличий между двумя популяциями равный 0,05 (Лакин, 1984).

2.2 Результаты исследований и их обсуждение

2.2.1 Эффект NaHS на вызванную и спонтанную секрецию

Аппликация донора H2S - NaHS (300 мкМ) в перфузируемый раствор Крепса

приводила к быстрому и обратимому увеличению вызванной секреции медиатора.

Наблюдалось увеличение  амплитуды ТКП, которое  к 10 минуте эксперимента

достигло 137,2±5,1 % (n=6; p<0,05) относительно контроля (Рис. 3). 

 

Рисунок 3 - Эффект NaHS (300мкМ) на вызванную секрецию медиатора в

нервно-мышечном  синапсе  мыши  (слева);  пример  ТКП  в  контроле  и  при

действии NaHS (справа)
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При  этом  наблюдали  увеличение  частоты  МТКП  до  210,1±42,5  %  (n=4;

p<0,05)  (Рис.  4  а,  б)  относительно  контроля  к  15  минуте  эксперимента.

Амплитудно-временные  характеристики  МТКП  в  присутствии  NaHS

достоверно  не  изменялись:  в  контроле  средняя  амплитуда  МТКП  составила

0,43±0,01  мВ,  RT=0,50±0,06  мс,  τ=1,06±0,14  мс,  а  после  добавления  NaHS

средняя  амплитуда  МТКП  составила  0,41±0,01  мВ,  RT=0,50±0,05  мс,

τ=1,01±0,10 мс (n=4, p>0,05). 

Рисунок 4 - Влияние  NaHS (300 мкМ) на спонтанные токи концевой
пластинки  в  нервно-мышечном  синапсе  мыши:  а)  -  миниатюрные  токи
концевой  пластинки  в  контроле  и  при  действии  NaHS (отдельный
эксперимент); б) - изменение частоты МТКП при действии NaHS

Полученные  нами  данные  свидетельствуют  о  том,  что  экзогенный  H2S

оказывает облегчающее влияние на спонтанное и вызванное освобождение
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медиатора  в  нервно-мышечном  синапсе  диафрагмальной  мышцы  мыши.

Анализ влияния H2S на спонтанную секрецию медиатора показал увеличение

частоты  МТКП  без  изменения  их  амплитудно-временных  параметров,  что

свидетельствует  об  отсутствии  влияния  газа  на  чувствительность

постсинаптических холинорецепторов. Подобный эффект мы наблюдали и в

нервно-мышечном синапсе кожно-грудинной мышцы лягушки (Gerasimova et

al., 2008), по-видимому, H2S имеет сходные молекулярные мишени действия как

у холоднокровных, так и теплокровных животных.  Увеличение  освобождения

медиатора  может  быть  связано  с  изменением  элекрогенеза  двигательного

нервного окончания и усилением входящего кальциевого тока, тем более, что

из литературных данных известно, что целый ряд клеточных эффектов H2S

опосредуются  его  влиянием  на  активность  ионных  каналов,  ткане-  и

видоспецифичным  образом.  Так,  гипералгезия,  вызванная  аппликацией

NaHS, может быть связана с активацией Т-типа Са2+-каналов в первичных

афферентных нейронах у крысы (Kawabata et al.,  2007). H2S ингибирует L-

тип Ca-каналов в кардиомиоцитах, но в то же время активирует  L-тип Са2+-

каналов в нейронах, регулируя таким образом концентрации ионов кальция в

клетке (Garcia-Bereguiain et al.,  2008). Кроме того, показано, что  H2S может

влиять на работу Са-активируемых калиевых каналов, как усиливая их активность

в культуре GH3 клеток крысы (Sitdikova et al., 2010), так и ингибируя в клетках

HEK 293, экспрессирующих α субъединицу каналов (Telezhkin et al., 2009). 

В  двигательной нервной терминали лягушки не  обнаружено изменений

параметров ответа нервного окончания при действии  H2S (Gerasimova et al.,

2008),  однако,  нельзя  исключать  влияния  газа  на  ионные  каналы  у

теплокровных  животных.  Возможно  также,  что  H2S непосредственно

вмешивается  в  механизмы  экзоцитоза  синаптических  везикул,  связанные  с

трансформацией белков SNARE-комплекса, о чем свидетельствует увеличение

частоты МТКП. Известно, что в водных растворах  H2S обладает свойствами

восстановителя  (Wang,  2002)  и  способен  восстанавливать  дисульфидные

связи  белковых  молекул (Qu et al., 2008).  Можно  предположить,  что  H2S

приводит  к  изменению  окислительно-восстановительного  статуса  SNARE
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комплекса, что влияет на стабильность белковых взаимосвязей (Duman et al.,

2003; LoPachin et al., 2006). Кроме того, H2S может усиливать синтез цАМФ в

нейрональных клетках (Kimura et al., 2000). 

2.2.2 Влияние субстрата и блокаторов синтеза H2S на вызванное освобождение

медиатора

Субстрат эндогенного синтеза H2S в тканях - L-цистеин в концентрации

1 мМ к 15 минуте увеличивал амплитуду ТКП до 112±1,4% (n=4; р<0,05) по

отношению к контролю (Рис. 5). 

Для блокирования фермента синтеза H2S CSE использовали β-циано-L-

аланин  (β-ЦА)  в  концентрации  1  мМ.  Аппликация  β-ЦА  на  нервно-

мышечный препарат к 30 минуте приводила к уменьшению амплитуды ТКП

до  45,3±14,2  %  (n=6;  p<0,05)  по  отношению  к  контролю  (Рис.  5).  Для

блокирования  CBS использовали  аминооксиацетиловую  кислоту  (АОАК)  в

концентрации 1 мМ. Добавление  АОАК к  30  минуте  уменьшало  амплитуду

ТКП  до  12,4±9,1% (n=5  p<0,05)  относительно  контроля  (Рис.  5).  Таким

образом,  блокирование  ферментов  синтеза  H2S -  CBS и  CSE приводило  к

уменьшению  вызванной  секреции  медиатора  из  двигательного  нервного

окончания мыши, эффектам противоположным действию NaHS и L-цистеина.
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Рисунок  5  -   Эффекты  блокаторов  ферментов  синтеза  -  β-циано-L-

аланина  (1мМ)  и  аминооксиацетиловой  кислоты  (1мМ)  и  субстрата

эндогенного синтеза сероводорода - L-цистеина (1мМ) 

Из  литературных  данных  известно,  что  эндогенно  H2S может

синтезироваться  из  L-цистеина ферментами  CBS и  CSE (Zhao et al.,  2001;

Abe1  et al.,  1996;  Hosoki,  1997).  Серосодержащие  аминокислоты являются

главными источниками эндогенного синтеза H2S. Во внеклеточной жидкости

цистеин,  в  основном,  присутствует  в  виде  димера  -  цистина.  Цистеин  и

цистин  имеют  специфические  транспортные  системы  для  переноса  через

плазматическую мембрану, увеличение внеклеточного уровня цистеина ведет

к  росту  его  внутриклеточной  концентрации  (Lu,  1999).  Концентрация

цистина в плазме составляет 100–200 мкМ, а цистеина - около 10–20 мкМ

(Kamoun, 2004). L-цистеин в концентрации более 1 мМ обычно используется

в качестве субстрата синтеза H2S в различных исследованиях, в связи с тем, что

CBS и  CSE имеют низкую аффинность к цистеину (Dominy et al.,  2004). В

наших  экспериментах  L-цистеин  в  концентрации  1  мМ  приводил  к

увеличению вызванного освобождения медиатора, эффект аминокислоты был
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незначительный, что, по-видимому, связано с высоким эндогенным уровнем

L-цистеина в ткани. 

Цистатионин  γ-лиаза,  фермент  широко  экспрессирующийся  в  печени,

почках, гладкомышечной ткани (Lu et al.,  1992;  Yap et al.,  2000;  Abe et al.,

1996;  Zhao et al.,  2001),  а  экспрессия  цистатионин  β-синтазы  показана  в

нервной системе, печени и почках (Hosoki et al., 1997; Meier et al., 2001; Wang,

2002). 

Ранее  нашей  лабораторией  с  помощью  метода  полимеразной  цепной

реакции с обратной транскрипцией была показана специфическая экспрессия

мРНК  CSE и  CBS в  области  нервно-мышечного  синапса  диафрагмальной

мышцы  мыши.  Нельзя  исключить  также  наличия  ферментов  в  нервных

окончаниях,  Шванновских  клетках  или  гладкомышечных  клетках  сосудов,

также  присутствующих  в  исследуем  образце,  несмотря  на  преобладание

массовой  доли  мышечной  ткани.  В  любом  случае,  наличие  ферментов

предполагает возможный синтез  H2S в области нервно-мышечного синапса.

На  это  указывают  и  эксперименты  с  блокаторами  CSE и  CBS -  β-

цианоаланином  и  аминооксиацетиловой  кислотой,  которые  снижали

вызванное освобождение медиатора, что противоположно действию H2S и L-

цистеина. Синтез H2S регулируется как на уровне экспрессии ферментов CSE

и  CBS в тканях,  так  и путем изменения их активности  (Eto et al.,  2002;

Chaudhari et al., 2007). 

2.2.3 Действие NaHS на фоне кофеина и блокатора фосфодиэстераз

Агонист рианодиновых рецепторов – кофеин в концентрации 1 мМ к 25

минуте   увеличивал  амплитуду  ТКП  до  183,6±17,9  %  (n=8;  р<0,05)  по

отношению к контролю (рис. 6). На фоне кофеина эффект сероводорода не

проявлялся, при этом амплитуда ТКП  через 5 минут после его аппликации

составляла 107,8±3,1 % (n=4; р>0,05) по отношению к контролю (рис. 6). В

условиях  блокирования  фосфодиэстераз  с  помощью  IBMX  (3-Isobutyl-1-
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methylxanthine)  эффект  H2S  сохранялся  и  к  9  минуте  амплитуда  ТКП

достигала 137±8 % (n=5; р<0,05) относительно контроля (рис.6).

Рисунок  6  -  Эффект  сероводорода  (300мкМ)  в  контроле,  на  фоне

агониста РиР - кофеина (1мМ) и на фоне блокатора фосфодиэстераз - IBMX

(1 мМ) 

Известно, что кофеин, являясь активатором рианодиновых рецепторов,

усиливает  спонтанное  и  вызванное  освобождение  медиатора  в  различных

типах  терминалей  (Lockerbie,  Gordon-Weeks,  1986;  Балезина  и  др.,  2001).

Кофеин,  взаимодействуя  с  рианодиновыми  рецепторами,  способствует

выбросу  кальция  из  внутриклеточного  депо.  Этот  процесс  обуславливает

кратковременное, но значительное увеличение ионизированного кальция, за

которым  следует  снижение  его  концентрации  ниже  исходного  уровня.  В

наших  экспериментах  аппликация  кофеина  вызывала  усиление

освобождение медиатора и предотвращала эффект NaHS, что указывает на

возможную роль РиР в эффекте H2S. Однако, следует отметить, что кофеин

может  блокировать  фосфодиэстеразы  и  соответственно    увеличивать

уровень цАМФ в нервном окончании, что, как было показано ранее может
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также опосредовать усиление освобождения медиатора при действии NaHS в

результате фосфорилирования РиР протеинкиназой А (Ситдикова и др., 2009,

Lanner,  2010)  или  других  мишеней,  таких  как  потенциал-зависимые  Са-

каналы  или  белки,  участвующие  в  процессах  экзоцитоза  синаптических

везикул (Петров 2008). Для того, чтобы исключить неспецифический эффект

кофеина,  использовали  блокатор  фосфодиэстераз  –  IBMX  (100мкМ).  В

условиях  блокирования  фосфодиэстераз  эффект  H2S  сохранялся.  Таким

образом,  можно  предположить,  что  активация  рианодиновых  рецепторов

внутриклеточных  Са2+-депо  кофеином  опосредует  усиление  секреции

медиатора при действии сероводорода. В данном случае наблюдается эффект

сероводорода только на рианодиновые рецепторы.

2.2.4 Действие NaHS на фоне блокатора аденилатциклазы и аналога

цАМФ

Для  исследования  роли  цАМФ-системы  в  эффектах  сероводорода

использовали  блокатор  аденилатциклазы  -  MDL  12,330A  hydrochloride  (5

мкМ)  и  аналог  цАМФ  -  8-(4-chlorophenylthio)-adenosine  3’:5’-cyclic

monophosphate. Блокатор аденилатциклазы вызывал значительное снижение

амплитуды ТКП,  которая к 35 минуте эксперимента  составляла  70±4,8  %

(n=5; р<0,05) по отношению к контролю (рис. 7 а).  При этом на фоне MDL

эффект  донора  сероводорода  не  проявлялся,  амплитуда  ТКП на  5  минуте

составляла  101,5±4,9  % (n=5;  р<0,05)  относительно  контроля.  Аппликация

NaHS на  фоне  аналога  цАМФ  так  же  не  приводила  к  достоверным

изменениям амплитуды ТКП, которая к 12 минуте составляла 103,5±12,5 %

(n=7; р<0,05) относительно контроля (рис. 7 б).

а
36



б

Рисунок  7  -  а)  -  действие  сероводорода  (300мкМ)  на  фоне  аналога
цАМФ (100 мкМ) и блокатора аденилатциклазы - MDL (5 мкМ); б) - действие
сероводорода на фоне MDL

Из  литературных  данных  известно,  что  физиологические  концентрации

H2S увеличивают синтез  цАМФ в  первичных культурах  нейронов  мозга  и

посредством  этого  модулируют  проводимость  НМДА-рецепторов  (Kimura,

2000).  Было  предположено,  что  в  основе  эффектов  H2S могут  лежать
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изменения  внутриклеточных  концентраций  циклических  нуклеотидов.

Повышение  внутриклеточной  концентрации  цАМФ  приводит  усилению

секреции  медиатора  за  счет  активации  протеинкиназы  А  и  регуляции

внутриклеточного  уровня  Са2+ (Takasago et al., 1989;  Terrian et al., 1995).

Исследования  роли  циклических  нуклеотидов  в  эффектах  H2S в  нервно-

мышечном  синапсе  холоднокровных  показало,  что  цАМФ-зависимые

механизмы вовлечены в реализацию эффекта газа, при этом H2S не оказывает

прямого  влияния  на  активность  аденилатциклазы  (Sitdikova et al., 2009).

Таким  образом,  вопрос  о  молекулярных  мишенях  сероводорода  в  нервно-

мышечном  синапсе  остается  открытым.  В  наших  экспериментах  на  фоне

действия  аналога  цАМФ  отсутствовало  облегчающее  влияние  H2S на

вызванную  секрецию медиатора  по  сравнению  с  контролем.  При  этом на

фоне  ингибирования  аденилатциклазы  сероводород  так  же  не  вызывал

увеличение вызванного освобождение медиатора. Следовательно, изменение

уровня  цАМФ  вовлечено  в  реализацию  эффекта  H2S  на  синаптическую

передачу.  Можно  предположить,  что  повышение  внутриклеточной

концентрации  цАМФ  приводит  к  активации  протеинкиназы  А,  которая

регулирует  внутриклеточный  уровень  Са2+,  фосфорилируя  субъединицы

потенциалзависимых  кальциевых  каналов  и  рианодиновых  рецепторов

(Takasago et al., 1989; Hain et al., 1995; Terrian, 1995) и участвует в процессах

экзоцитоза и эндоцитоза синаптических везикул (Петров и др., 2008).

Таким  образом,  полученные  нами  данные  свидетельствует  о  том,  что

сероводород может синтезироваться в области нервно-мышечного синапса

в  диафрагмальной  мышце  мыши  и  модулировать  передачу  сигнала  в

системе  мотонейрон-скелетная  мышца. Так  же можно предположить,  что

активация  РиР  внутриклеточных  кальциевых  депо  является  одной  из

возможных  мишеней  действия  H2S  в  двигательном  нервном  окончании

мыши.  Возможными  механизмами  действия  H2S  на  РиР  являются  либо

прямая модификации белковых субъединиц канала либо повышение уровня

цАМФ  и,  как  следствие,  фосфорилирование  РиР  протеинкиназой  А.  В
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результате усиления работы РиР происходит выброс ионов кальция из ЭПР и

усиление спонтанного и вызванного освобождения медиатора.

ВЫВОДЫ
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1. В нервно-мышечном синапсе мыши донор H2S – NaHS вызывал обратимое

увеличение  амплитуды  токов  концевой  пластинки  (ТКП)  и  увеличивал

частоту миниатюрных токов концевой пластинки (МТКП), не изменяя их

амплитудно-временных  параметров,  что  свидетельствует  о

пресинаптическом эффекте H2S. 

2. L-цистеин,  субстрат  эндогенного  синтеза  H2S,  вызывал  усиление

освобождения медиатора, а блокаторы ферментов синтеза H2S – β-циано-

L-аланин  (1  мМ)  и  аминооксиацетиловая  кислота  (1  мМ)  оказывали

противоположный эффект. 

3. Мишенями  действия  сероводорода  в  двигательном  нервном  окончании

являются рианодиновые рецепторы и аденилатциклазная система. 
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