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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

 

АХ Ацетилхолин 

АХР Ацетилхолиновый рецептор 

нАХР Никотиновый ацетилхолиновый рецептор 

АХЭ Ацетилхолинэстераза 

БуХЭ Бутирилхолинэстераза 

МТКП Миниатюрный ток концевой пластинки 

цАМФ Циклический аденозинмонофосфат 

ФОС Фосфорорганическое соединение 

NMDA N-метил d-аспартат 

цГМФ Циклический гуанозинмонофосфат  

ЦНС Центральная нервная система 

NO Оксид азота (II) 

NOS Синтаза оксида азота 

МПКП Миниатюрный потенциал концевой пластинки 

ПКП Потенциал концевой пластинки 

ПД Потенциал действия 

AMPA α-амино-3-гидроксил-5-метил-4-изоксазол-пропионат 

L-NAME NG-нитро-L-аргинин-метил-эстер 

AP5 DL-2-амино-2-фосфопентаноиковой кислотой 

5,7-KA 5, 7-дихлорокинуреновая кислота 

Glu Глутамат 

Gly Глицин 

OA Окадаиковая кислота 

CHX Циклогексимид 

NMDAR NMDA-рецептор 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность проблемы 

 Одним из ключевых ферментов, обеспечивающих синаптическую 

передачу возбуждения в холинэргических синапсах, является  

ацетилхолинэстераза (АХЭ), который ограничивает время воздействия 

медиатора ацетилхолина (АХ) на рецепторы постсинаптической мембраны, 

гидролизуя его до холина и ацетата. Поскольку АХЭ определяет 

продолжительность действия АХ на ацетилхолиновые рецепторы (АХР), и 

соответственно, амплитуду и длительность постсинаптических ответов, 

поиск способов модуляции активности этого фермента является предметом 

многих исследований. Частичное ингибирование АХЭ экзогенными 

ингибиторами широко применяется в медицине для компенсации 

уменьшения количества секретируемого ацетилхолина и снижения 

чувствительности постсинаптической мембраны к этому медиатору (при 

болезни Альцгеймера, миастении гравис, синдроме Ламберта-Итона, 

врожденных миастенических синдромах и т.д.). Причем применение 

ингибиторов АХЭ часто единственный способ восстановления 

синаптической передачи при данных заболеваниях. Учитывая, что частичное 

ингибирование АХЭ действительно крайне эффективный способ увеличения 

фактора надежности синаптической передачи, легко представить, что 

модуляция активности АХЭ веществами эндогенной природы также может 

иметь место, например, как один из механизмов кратковременной 

синаптической пластичности. Однако, поскольку о существовании 

эндогенных ингибиторов АХЭ не было известно, то данный способ 

модуляции амплитудно-временных параметров синаптических ответов ранее 

не обсуждался. Количество АХЭ в синаптической щели не является 

постоянной величиной и регулируется в ответ на изменение условий 

функционирования синапса. Известно, что уровень синтеза АХЭ и, 

соответственно, еѐ количество контролируется паттерном активности 
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синапса (Lomo et al., 1985). Усиление частоты стимуляции усиливает синтез 

АХЭ и, наоборот, уменьшение синаптической активности уменьшает синтез 

АХЭ (Rotundo et al., 2003; 2008). Однако, описанные механизмы регуляции 

активности этого фермента – относительно длительные процессы, 

занимающие несколько часов и включающие регуляцию синтеза АХЭ, еѐ 

секреции и заякоривания в синаптической щели. Поскольку изменения 

физиологической активности происходят значительно быстрее, то логично 

предположить существование и других, более быстрых путей регуляции 

активности АХЭ. И действительно, показано, что in vitro фосфорилирование 

АХЭ способно ускорять скорость гидролиза субстрата в десять раз (Grifman 

et al., 1997), но неизвестно существуют ли in vivo популяции фермента, 

фосфорилированные в разной степени. Поэтому вопрос о существовании 

этого типа регуляции in vivo остается открытым.  

 И, напротив, существуют данные, свидетельствующие, что молекулы 

оксида азота способны оказывать ингибирующий эффект на активность АХЭ. 

Не так давно были получены данные о том, что Spermine NONOate –донор 

оксида азота (NO) in vitro способен ингибировать активность кортикальной 

АХЭ (Udayabanu et al., 2008).  

 Оксид азота – газообразный мессенджер, играющий роль модулятора 

разнообразных функций организма, включая синаптические процессы, 

связанные с реализацией синаптической пластичности и секреции 

нейротрансмиттеров. Мишенью для NO могут быть самые различные 

синаптические белки. В настоящее время наиболее хорошо изученной 

мишенью для NO является растворимая гуанилатциклаза (sGC), которая 

может не только активироваться молекулами NO, но и обратимо 

десенситизироваться в присутствии оксида азота (Sayed et al., 2007). 

Показано, что десенситизация sGC реализуется путем S-нитрозилирования 

остатков цистеина. Кроме того, показано, что NO способен ингибировать 

проводимость Na
+
-каналов в нейронах спинного мозга (Renganathan et al., 
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2002), активировать рианодин-чувствительные кальциевые каналы (Schuman, 

Madison, 1994; Stamler, Meissner 2001), увеличивать скорость образования 

комплекса VAMP/SNAP-25/синтаксин (Pan et al., 1996; Wildemann, Bicker, 

1999).  

В связи с этим возник вопрос – действительно ли молекулы оксида 

азота способны регулировать активность АХЭ в синаптической щели? 

Если это так, то данный механизм регуляции активности 

гидролизующего АХ фермента может играть значительную роль в нервно-

мышечной передаче, поскольку широко известно, что, во-первых, мышечные 

волокна достаточно хорошо экспрессируют NO-синтазу, и, во-вторых, 

значительная часть этого фермента локализуется именно в области 

синаптического контакта (Stamler, Meissner, 2001). Эти факты позволили нам 

выдвинуть гипотезу о возможности регуляции активности синаптической 

АХЭ этим газообразным мессенджером.  

Цель данной работы – исследовать возможность модуляции активности 

ацетилхолинэстеразы в нервно-мышечном синапсе теплокровных оксидом 

азота (NO) экзогенного и эндогенного происхождения.  

Для достижения этой цели были поставлены следующие задачи. 

1. Изучить влияние донора оксида азота SNAP на активность 

ацетилхолинэстеразы гомогенатов мышцы длинный разгибатель 

пальцев (m. extensor digitorum longus) крысы. 

2. Исследовать эффекты SNAP на амплитудно-временные характеристики 

миниатюрных токов концевой пластинки в синапсах с интактной и 

ингибированной ацетилхолинэстеразой в условиях ex vivo. 

3. Выяснить роль глутаматных NMDA рецепторов в обеспечении 

усиления синтеза эндогенного NO и изменения амплитуды и 

длительности миниатюрных токов концевой пластинки в синапсах с 

интактной и ингибированной ацетилхолинэстеразой. 
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4. Исследовать влияние эндогенного глутамата, выделяемого в 

синаптическую щель при ритмической стимуляции двигательного 

нерва, на амплитудно-временные параметры миниатюрных токов 

концевой пластинки. 

 

Научная новизна 

 

 В данной работе впервые было показано, что оксид азота как 

экзогенного, так и эндогенного происхождения способен ингибировать 

активность ацетилхолинэстеразы в нервно-мышечном синапсе крысы. 

Эффект эндогенного оксида азота опосредуется активацией NMDA-

рецепторов и последующим увеличением активности NO-синтазы — 

фермента, продуцирующего NO. Таким образом, впервые были получены 

данные о возможности быстрой модуляции активности синаптической 

ацетилхолинэстеразы эндогенными ингибиторами. 

 

Научно-практическая значимость работы 

 

Так как оксид азота действительно способен угнетать активность 

ацетилхолинэстеразы в нервно-мышечном синапсе, необходимо учитывать 

этот антихолинэстеразный эффект доноров NO при их использовании в 

медицинской практике. Результаты данной работы проливают свет на 

механизм эндогенной модуляции активности одного из ключевых в 

холинэргической нейротрансмисии ферментов, таким образом, внося вклад в 

развитие синаптологии и открывая перспективы для дальнейших 

исследований эндогенной регуляции активности синаптических белков. 

Экспериментальные данные, изложенные в работе, могут быть использованы 

в клинической практике, в научных учреждениях, занимающихся изучением 

эндогенных модуляторов синаптических процессов и исследованием влияния 
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оксида азота, а также в учебном процессе при чтении курсов лекций по 

физиологии человека и животных, нейробиологии и биофизики в ВУЗах.  

 

Положения, выносимые на защиту: 

 

1. Увеличение содержания оксида азота в нервно-мышечном соединении 

вызывает угнетение активности синаптической ацетилхолинэстеразы. 

2. Активация комплекса «NMDA-рецептор – NO-синтаза», приводящая к 

усилению продукции эндогенного оксида азота, способна снижать 

активность ацетилхолинэстеразы нервно-мышечных синапсов. 

 

Апробация работы 

 

Результаты исследования докладывались на 4-ой международной 

научно-практической конференции «Постгеномные методы анализа в 

биологии, лабораторной и клинической медицине» (Казань, 2014), на 11-м 

Международном Конгрессе, посвященном холинэстеразам (11th International 

Meeting on Cholinesterases, Казань, 2012), на Международном симпозиуме 

«Molecular Mechanisms of Synaptic Transmission Regulation» (Киев, 2012), на 

IV Всероссийском с международным участием Конгрессе молодых ученых-

биологов Симбиоз-Россия 2013., (Иркутск, 2013), на Международном 

симпозиуме «Газомедиаторы: физиология и патофизиология», (Казань, 2014), 

на Международной научно-технической конференции молодых ученых, 

аспирантов и студентов «Прикладная электродинамика, фотоника и живые 

системы», (Казань, 2015), на Международной конференции «Рецепторы и 

внутриклеточная сигнализация» (Пущино, 2015г). 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

 

1.1. Строение и функционирование нервно-мышечного синапса 

 

 Нервно-мышечный синапс является одним из наиболее изученных 

объектов физиологии, интерес к которому не угасает последние семьдесят 

лет, несмотря на это каждый год наши знания о его структуре и 

функционировании дополняются новыми сведениями, которые показывают 

невероятную сложность строения и множество взаимосвязей между 

составными частями синаптического аппарата. Анализ периферических 

нервно-мышечных синапсов помог раскрыть основные принципы 

синаптогенеза (Sanes, Lichtman, 1999; Kummer et al., 2006; Witzemann, 2006; 

Wu et al., 2010) и внести значительный вклад в понимание природы 

различных патологий, таких как миастенические синдромы, интоксикация 

различными ядами природного и антропогенного происхождения, 

каналопатии, формируя основу для улучшения и развития стратегий лечения 

(Engel, 2011). Научившись грубо регулировать работу синапса извне, при 

помощи фармакологических агентов, таких как каналоблокаторы, агонисты 

рецепторов, ингибиторы ферментов, мы все еще не много знаем об 

эндогенной регуляции синаптической передачи, в то время как понимание 

этих процессов и раскрытие обеспечивающих их механизмов, позволило бы 

нам не только внести вклад в развитие синаптологии, но, что важнее, 

разработать более естественные модулирующие способы воздействия на 

синапс и тонко регулировать его функционирование в случае нарушения 

синаптической передачи. Поиску таких путей модуляции и посвящена эта 

работа. В данном обзоре литературы нам бы хотелось сконцентрировать 

внимание на роли ацетилхолинэстеразы, оксида азота и глутаматэргической 
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регуляции синтеза оксида азота в осуществлении процесса нервно-мышечной 

передачи. 

 В классическом представлении, нервно-мышечный синапс состоит из 

пресинаптической мембраны, синаптической щели и постсинаптической 

области, представляющей собой особую структуру на поверхности мембраны 

мышечной клетки (Robertson, 1956). Основная функция нервно-мышечного 

соединения состоит в передаче сигнала от пресинаптической клетки к 

постсинаптической при помощи сигнальной молекулы – медиатора. На 

сегодняшний день известно большое количество медиаторов различных по 

свойствам, строению и способу воздействия на постсинаптическую клетку. 

Однако, в периферической нервной системе, и, в частности, в нервно-

мышечных контактах наиболее распространенным является ацетилхолин. В 

ответ на потенциал действия, распространяющийся по нервному волокну, из 

пресинаптического окончания выделяется ацетилхолин, который передает 

электрическое возбуждение через синаптическую щель химическим образом. 

При этом трансмиттер может выделяться как квантово – то есть, загружаться 

в пресинаптические пузырьки — везикулы (De Robertis, Bennett, 1955; 

Robertson, 1956), которые, сливаясь с мембраной клетки, выбрасывают 

медиатор в процессе экзоцитоза в просвет синаптической щели (Fatt, Katz, 

1952; del Castillo , Katz, 1956), так и неквантово – невезикулярным образом 

(Vyskocil, Illés, 1977), точный механизм которого на сегодняшний день 

неопределен. Выделившийся медиатор воздействует на рецепторы 

постсинаптической мембраны, обуславливая возникновение возбуждения в 

мышечной клетке. По сути, вся структурная и функциональная организация 

нервно-мышечного соединения — пресинаптического окончания, 

синаптической щели и постсинаптической мембраны — служит одной цели 

— обеспечить надежную передачу возбуждения между нервом и мышцей. 

Для более четкого понимания особенностей работы синапса, рассмотрим 
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подробнее стркутурные компоненты и механизм функционирования нервно-

мышечного соединения. 

 

1.2. Пресинаптическая клетка: структура и функционирование 

 

 Пресинаптическое окончание представляет собой нервную терминаль, 

лишенную миелиновой оболочки, оно имеет особую активную зону 

мембраны, в которой осуществляются процессы, связанные с экзоцитозом 

нейромедиатора. Ацетилхолин здесь упакован в пресинаптические везикулы, 

выстроенные на мембране активной зоны и ассоциированные с кальциевыми 

каналами и крупным макромолекулярным комплексом, осуществляющим 

высвобождение медиатора (Seagar et al., 1999; Sudhof, 2004). Когда 

потенциал действия достигает нервной терминали, кальциевые каналы 

активируются, кальций поступает в пресинаптическую клетку и локальная 

его концентрация быстро нарастает, обеспечивая слияние мембран 

синаптических везикул и плазматической мембраны нервного окончания 

(Cohen-Cory, 2002).  

 Электронная микроскопия выявила колоколизацию транспортеров 

ацетилхолина и глутамата в одних и тех же везикулах пресинаптических 

окончаний в центральной нервной системе, что позволяет предположить 

возможность загрузки глутамата и ацетилхолина в одни и те же везикулы. 

При этом, если уменьшить количество АХ в пресинаптической клетке, 

например, повредив ген холинацетилтрансферазы, то и выброс глутамата 

снизится. Более того, АХ усиливает обратный захват глутамата в везикулы 

(Frahm et al., 2015). Многие холинэргические нейроны содержат глутаматные 

везикулярные транспортеры или выделяют глутамат как ко-медиатор, 

включая нейроны коры головного мозга (Allen et al., 2006; Gritti et al., 2006; 

Henny, Jones, 2008), спинальные мотонейроны (Nishimaru et al., 2005), 

нейроны Torpedo californica (Li, Harlow, 2014). Котрансмиссия АХ и 
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глутамата, таким образом, это скорее правило, чем исключение, 

поднимающее фундаментальный вопрос о роли котрансмиттерного 

высвобождения и синергии медиаторов в холинэргических синапсах (Frahm 

et al., 2015). 

К пресинаптическим структурам также можно отнести и Шванновские 

клетки. В нервно-мышечном соединении от трех до пяти Шванновских 

клеток прикрывают нервную терминаль (Auld, Robitaille, 2003). Такая 

структура несет защитную функцию и предотвращает механические и 

химические повреждения нервного окончания. Шванновские клетки 

принимают участие во многих процессах функционирования и 

формирования синапса, включая модуляцию синаптической передачи, рост 

нервного окончания, аксональный спраутинг и регенерацию нерва (Koirala et 

al., 2003, Reddy et al., 2003). Шванновские клетки могут влиять на нервно-

мышечную передачу, модулируя выброс ацетилхолина (Auld, Robitaille, 

2003). Однако, удаление этих клеток с терминали при помощи комплемент-

индуцированного лизиса, не влияет на частоту и амплитуду синаптических 

ответов. В условиях стимуляции нерва в Шванновской клетке наблюдается 

повышение уровня кальция, что говорит о способности этих клеток 

реагировать на активность нервного волокна (Reist, Smith, 1992). Влияние 

нейронной активности на Шванновскую клетку не связано с изменением 

концентрации внеклеточного кальция, высвобождающегося из 

стимулируемого нерва (Reist, Smith, 1992), но вызвано активацией 

рецепторов к нейромедиатору, расположенных на мембране Шванновской 

клетки. Шванновская клетка реагирует на агонистов мускариновых 

пуриновых рецепторов (Robitaille, 1995; Rochon et al 2001). Кроме того, на 

ней локализуется фермент бутирилхолинэстераза (Davis, Koelle, 1967), 

который расщепляет ацетилхолин, препятствуя его утечке из синаптической 

области. Было показано, что при блокировании АХЭ и БуХЭ, находящиеся 

на Шванновской клетке α7-нАХР, возбуждаясь, угнетают выброс 
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ацетилхолина нервной клеткой (Petrov et al., 2014). Также, помимо этого, в 

Шванновской клетке синтезируется оксид азота (Descarries et al, 1998). Ранее 

было показано, что nNOS обнаруживается в этих клетках только в условиях 

денервации, в то время как в нормальных условиях, наличие ее не было 

выявлено (Ribera et al., 1998). Эти результаты указывают на то, что nNOS 

Шванновских клеток может участвовать в физиологической модуляции 

высвобождения АХ и в регуляции мышечной реакции на повреждение нерва. 

Кроме того, Шванновская клетка синтезирует и выделяет факторы роста, 

такие как нейрегулин и фактор роста нервов, которые обеспечивают 

выживание нейрона, его рост, развитие т.д. (Bunge, 1994; Gomes et al., 2001; 

Rochon et al., 2001; Sanes, Lichtman, 1999). В синапсах ЦНС была показана 

взаимосвязь между ингибированием АХЭ и нейропротекторным действием 

фактора роста нервов, выделяемого глиальными клетками. Так, совместное 

применение ингибиторов АХЭ и блокаторов NMDAR снижает 

нейродегенеративное влияние последних, усиливая экспрессию BDNF 

(фактора роста нервов) (Bendix et al., 2014), что, предположительно, снижает 

синтез оксида азота (Maiese et al., 1993). В свою очередь, нейрегулин может 

активировать экспрессию якорных субъединиц АХЭ, таких как ColQ-

субъединица (Lee et al., 2004). 

 

1.3. Синаптическая щель 

 

Пространство в 50 нм, названное синаптической щелью, отделяет нерв 

от плазматической мембраны мышцы и состоит из базальной пластинки, 

которая заполняет синаптическую щель и может связывать рецепторы 

прилегающих мембран, обеспечивая клеточную адгезию и сигнализацию 

между различными компонентами нервно-мышечного соединения. 

Молекулы медиатора диффундируют через синаптическую щель к 

рецепторным белкам, закрепленным на постсинаптической мембране. 
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Диффузия АХ через синаптическую щель происходит довольно быстро, 

благодаря небольшому расстоянию и относительно высокой константе 

диффузии для АХ (Land et al., 1984). Базальная мембрана содержит коллаген 

IV, ламинин, фибронектин, энтактин и перлекан (Patton, 2003) и, хотя 

сходный состав белковых компонентов обнаруживается и вне синаптической 

области (Yurchenco, O‘Rear, 1994), их изоформы различаются между 

разными участками. Помимо прочих белков, на базальной мембране также 

располагается одна из форм ацетилхолинэстеразы (Anglister et al., 1991), 

действие которой проявляется в расщеплении АХ, диффундирующего от 

постсинаптической мембраны после его связывания с рецептором и, таким 

образом, ограничении времени действия медиатора в синаптической щели. 

Ингибирование АХЭ, соответственно, повышает активацию АХР и замедляет 

падение АХ-вызванного тока концевой пластинки (Katz, Miledi, 1973; Karlin, 

2002). Это отражается на амплитудно-временных параметрах синаптических 

ответов.  

 

1.3.1. Ацетилхолинэстераза. Многообразие форм фермента. 

Ацетилхолинэстераза нервно-мышечного соединения  

 

 Ацетилхолинэстераза — один из наиболее изученных ферментов и 

первый выделенный и очищенный синаптический белок (Marnay, 1937). 

Семейство холинэстераз включает в себя ацетилхолинэстеразу и 

бутирилхолинэстеразу, которые сходны по структуре, скорости гидролиза 

ацетилхолина, функции (Nicolet et al., 2003), но отличаются по локализации в 

организме. Бутирилхолинэстераза (БуХЭ), как уже упоминалось, 

присутствует на поверхности Шванновских клеток, а также в плазме крови. 

Физиологических субстратов для нее не показано, но эта холинэстераза 

принимает участие в расщеплении кокаина и является антидотом при 

отравлениях антихолинэстеразными препаратами (Lockridge et al., 2005). 
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Нокаутные по гену бутирилхолинэстеразы животные более склонны к 

ожирению, так как БуХЭ способна подавлять активность гормона голода 

грелина и, возможно, участвовать в метаболизме жиров (Li et al., 2008). 

 АХЭ локализуется в синаптической щели, где она закреплена на 

базальной мембране, а также обнаруживается на пре- и постсинаптической 

плазматической мембранах. В зависимости от расположения и способа 

заякоривания фермента, различают несколько его изоформ. На 

плазматической мембране АХЭ закреплена посредством небольшой PRiMA-

субъединицы (Proline-Rich Membrane Anchor - пролин-содержащий 

мембранный якорь) (Perrier et al., 2002), а на базальной мембране — при 

помощи нитей белка коллагена Q (ColQ) (Hall, 1973; Krejci et al., 1991; 

McMahan et al., 1978, Toutant, Massoulie, 1988; Massoulié et al., 2005; 

Massoulié, Bon, 2006). При этом PriMA АХЭ обычно не так многочисленна в 

нервно-мышечном синапсе и, в основном, распространена в центральной 

нервной системе, но синтез этой изоформы может индуцироваться 

физическими нагрузками (Fernandez, Donoso, 1988). 

 АХЭ, сконцентрированная на базальной мембране, представляет собой 

асимметричный фермент, состоящий из гомотетрамеров глобулярных 

каталитических субъединиц, прикрепленных к коллагеновому хвосту (Krejci 

et al., 1991, 1997). Коллагеновый хвост сформирован тремя спирально 

переплетенными коллагеноподобными нитями, которые кодируются одним 

геном ColQ (Krejci et al., 1997), в котором может наблюдаться мутация, 

приводящая к возникновению миастенических синдромов, связанных с 

недостаточностью АХЭ в синапсе. Каталитическая субъединица тоже 

кодируется одним геном, но имеет два варианта карбоксильных терминалей, 

которые получаются вследствие альтернативного сплайсинга: АХЭ T, H и 

«readthrough» транскрипт четвертого экзона (Daniels, 2007; Taylor, 1993), они 

экспрессируются в мышце, эритроцитах, нервной ткани и др., 

соответственно, в случае патологии может наблюдаться недостаточность 
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АХЭ. Каталитические формы могут существовать в виде мономеров, димеров 

и тетрамеров, образуя глобулярные формы (G-формы: G1, G2, G4). Если к 

одному, двум или трем тетрамерам каталитической субъединицы 

присоединяется коллагеноподобный хвост – ColQ, образуется ассиметричная 

форма АХЭ – соответственно, А4, А8 или А12.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок – 1.  Схематическое изображение ущелья активного центра АХЭ 

(по: Botti  et al., 1999). Видна локализация аминокислотных остатков 

глутаминовой кислоты E327, гистидина H440, серина S200, (триада 

«каталитической машины»), триптофана W84 («холин-связывающий пункт»; 

«анионный»), тирозина Y121, фенилаланина F330 (гидрофобный участок, 

расположенный вокруг «холин-связывающего пункта»), аспарагиновой 

кислоты D72  

 

 АХЭ — высокоактивный фермент; за счет высокой скорости гидролиза 

(4000 молекул АХ в секунду) и особого расположения каталитических 

центров фермента относительно АХР, индивидуального для каждого 

синапса, АХЭ крайне эффективно расщепляет медиатор. Активный центр 
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фермента представлен каталитической триадой остатков аминокислот — 

серина, гистидина и глутаминовой кислоты. Принято считать, что активный 

центр АХЭ представляет собой эстеразный и анионный пункты (рис.1), при 

этом первый осуществляет непосредственно расщепление эфирной связи, в 

то время как второй присоединяет головку холина.  

 Также в структуре АХЭ можно выделить периферический анионный 

пункт, отвечающий за ингибирование субстратом, а также за неконкурентное 

ингибирование АХЭ. В мозгу АХЭ может колокализоваться с бета-

амилоидными бляшками (Moran et al., 1993) и, более того, выполнять роль 

шаперонов бета-амилоида, аггрегируя этот белок на периферическом 

анионном пункте (Reyes et al., 2004).  

 Роль АХЭ в обеспечении нормального функционирования синапса 

значительна, соответственно, как патологические процессы, нарушающие 

функцию этого белка, так и антиАХЭ препараты, изменяющие его 

активность, способны оказывать большое влияние на нервно-мышечную 

передачу. Однако при нормальных, не патологических условиях, также 

может осуществляться регуляция активности АХЭ при помощи эндогенных 

механизмов. 

 

1.3.2. Эндогенная регуляция активности ацетилхолинэстеразы 

 

 Экзогенные способы влияния на этот фермент давно используются в 

медицинской практике для устранения симптомов болезни Альцгеймера, 

Паркинсона, миастенических синдромов (Engel, 2007). В основном, это такие 

препараты как физостигмин, прозерин, и неостигмин, которые необратимо 

связываются с АХЭ, блокируя ее активность. Восстановление активности 

фермента в этом случае — процесс довольно длительный, поскольку 

включает в себя синтез, транспорт и заякоривание АХЭ. Другая сторона 

экзогенного влияния на АХЭ — это применение антихолинэстеразных 
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препаратов в качестве отравляющих веществ. Полное ингибирование АХЭ 

приводит к накоплению ацетилхолина в синаптической щели и 

последующему нарушению синаптической передачи, что приводит к 

летальным исходам (Shih, McDonough, 1997). Отравление антиАХЭ 

препаратами возможно, в частности, при использовании инсектицидов 

(инсектициды на основе антиАХЭ агентов: малатион, диазинон, фозалон и 

т.п.), или при участии в военных операциях (фосфороорганические боевые 

отравляющие вещества, такие как зарин, зоман, табун и т.п.).  

 Учитывая значительное влияние на синаптическую передачу регуляции 

АХЭ извне, логично предположить, что существуют и эндогенные способы 

менять активность этого белка. Однако каким образом самому организму 

удается модулировать работу этого жизненно важного фермента?  

 Экспрессия АХЭ обусловливается как факторами со стороны нейрона, 

так и влиянием со стороны скелетной мышцы (Anglister, 1991; Anglister, 

Haessaert, 1992; Weinherg, Hall, 1979; Cresnar et al., 1994). В процессе 

развития мышечные волокна экспрессируют ассиметричную изоформу АХЭ 

по всей своей поверхности, однако, быстро начинают накапливать ее во 

вновь сформированных синапсах (Bevan, Steinbach, 1977, Chiu, Sanes, 1984; 

Ziskind-Conhaim et al., 1984). Небольшие количества АХЭ могут 

синтезироваться в нервной клетке (Anglister, 1991), однако большая часть 

этого фермента в нервно-мышечном соединении продуцируется мышечной 

тканью (De la Porte, 1986). У грызунов экспрессия и распределение 

различных форм АХЭ зависит от возраста, от типа мышечных волокон, 

сократительной активности и контроля со стороны мотонейрона (Massoulie et 

al., 1993). У крыс появление ColQ форм АХЭ совпадает с образованием 

нервно-мышечных контактов (Sketelj, Brzin, 1985; Legay et al., 1995). Кроме 

того, состав и распределение этих молекул различаются между быстрыми и 

медленными мышцами, что определяется типом их активности (Sketelj, Brzin, 

1985; Gisiger, Stephens, 1988; Sketelj et al., 1998; Boudreau-Lariviere et al., 
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2000). В быстрой мускулатуре, преобладает А12 изоформа (12 

каталитических субъединиц АХЭ, ассоциированных с ColQ), которая 

локализуется при этом только в области нервно-мышечного контакта. В 

медленных волокнах широко распространены А8 и А4 изоформы (8 или 4 

каталитические субъединицы ассоциированные с ColQ), причем они также 

обнаруживаются во внесинаптической области (Sketelj, Brzin, 1985; Lai et al., 

1986).  

Не только функциональные характеристики мышцы могут 

детерминировать присутствие тех или иных специфических изоформ АХЭ, 

но также и тип мотонейрона может быть определяющим фактором. 

Возможно, что последнее имеет большее влияние на общую активность и 

состав молекулярных изоформ АХЭ. К примеру, было показано, что 

вследствие денервации  активность АХЭ в синапсе снижается и уменьшается 

количество специфических ColQ изоформ АХЭ во всех функциональных 

типах мышц и у разных видов животных (Hall, 1973; Vigny et al., 1976; 

Collins, Younkin, 1982; Sketelj, 1994; Silman et al., 1978; Fernandez, Stiles, 

1984). Блокатор Na
+
-каналов тетродотоксин, может понижать число изоформ 

ассиметричного типа и уровень транскриптов АХЭ. Несмотря на то, что 

эффект тетродотоксина проявляется не столь заметно, как при денервации, 

его наличие говорит о том, что секретируемые нервом факторы тоже 

оказывают влияние на активность АХЭ (Rieger et al., 1980; Michel et al., 

1994). Такое влияние подтверждается и тем, что данный блокатор и 

денервация могут менять состав изоформ АХЭ в мыщцах млекопитающих 

по-разному (Boudreau-Lariviere et el., 1997). Фактически, именно режим 

нервной стимуляции влияет на соотношение молекулярных изоформ АХЭ 

(Lomo et al., 1985), более того, при изменении режима стимуляции, к 

примеру, при низкочастотной стимуляции быстрой мышцы, наблюдаются 

изменения изоморфного состава АХЭ в сторону такового медленной мышцы 

(Sketelj et al., 1997). Взаимодействие местных факторов и активности синапса 
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было показано в экспериментах in vivo, где вследствие денервации АХЭ 

исчезала из области синаптического контакта, в случае же стимуляции и 

реиннервации, АХЭ снова обнаруживалась в этом синапсе (Weinberg, Hall, 

1979; Lømo, Slater, 1980). Таким образом, нерв регулирует экспрессию АХЭ, 

используя локальные механизмы и пути, зависящие от активности 

синаптической передачи. 

 Кроме влияния со стороны нерва и факторов, зависящих от активности 

синапса, есть и другие пути регуляции работы АХЭ. Например, АТФ, 

выделяемая в синапсах, активирует транскрипцию гена АХЭ в культуре 

миофибрилл посредством P2Y рецепторов (Choi et al., 2001). Кроме этого, 

окислительный стресс может существенно влиять на синтез и активность 

ацетилхолинэстеразы. Schallreuter с соавторами (2004) показали возможность 

активации/дезактивации человеческой АХЭ при помощи пероксида 

водорода. De Carvalho Corrêa с соавторами, в 2008 обнаружили, что 

окислительный стресс при гипертензии изменяет активность АХЭ in vivo, а 

этанол (Rico et al., 2007), который вызывает синтез активных форм 

кислорода, способен изменять экспрессию и активность АХЭ. 

 В мозге крыс при гипертензии и нарушении памяти, наблюдается 

снижение уровня АХЭ (Srinivasan et al., 2005), также было показано, что 

стресс оказывает влияние на активность АХЭ и холинэргическую регуляцию 

(Srikumar et al., 2006). Введение пролина и аргинина также, вызывая 

окислительный стресс, ингибирует активность АХЭ коры мозга (Delwing et 

al., 2003; Wyse et al., 2004), что еще раз подтверждается сведениями о том, что 

гидроксильные радикалы участвуют в ингибировании АХЭ (Tsakiris et al., 

2000). 

Активность каждой молекулярной формы АХЭ регулируется 

селективно (Massoulie, Bon, 1982; Sketelj et al., 1991; Cresnar et al., 1994). Так, 

активность асимметричных изоформ АХЭ в развивающихся мышечных 

волокнах может регулироваться β-эндорфином и другими похожими по 
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строению пептидами (Haynes et al., 1984). В ходе дифференцировки 

мышечных клеток мРНК-связывающий белок HuR присоединяется к 

трансриптам АХЭ и регулирует их экспрессию (Deschênes-Furry et al., 2005). 

Экспрессия же нейрональной АХЭ может запускаться ретроградным 

сигналом от мышцы при помощи цАМФ-зависимых сигнальных путей (Jiang 

et al., 2003). В то же время, активация ацетилхолином нейрональных α7 

рецепторов, вызывает увеличение уровня внутриклеточного цАМФ (Cheng et 

al., 2015), что, возможно, приводит к усилению синтеза АХЭ. Вообще, АХ 

способен регулировать активность АХЭ на генном уровне (Голиков и др., 

1985). Было показано влияние взаимодействия нАХР и АХ на синтез 

отдельных молекулярных форм АХЭ. Активация АХР ацетилхолином 

является нейрональным фактором, необходимым для поддержания G1 и G2 

изоформ АХЭ; количество A12 АХЭ определяется совместным действием АХ 

и некоторых нейрогенных факторов; а уровень G4 изоформы АХЭ 

обусловливается, помимо мышечных факторов, также и изменением частоты 

АХ-АХР взаимодействий (Fernandez, Hodges-Savola, 1992). Помимо этого, и 

другие синаптические белки способны регулировать активность АХЭ, к 

примеру, агрин индуцирует образование кластеров АХЭ/АХР (De la Porte et 

al., 1998) и, наряду с S-ламинином, обеспечивает правильное расположение 

АХЭ на мембране. Секреция нейрональной АХЭ осуществляется с участием 

микротрубочек, но без участия актина (Lucas, Kreutzberg, 1985), может 

индуцироваться посредством электрической стимуляции (Toutant, Massoulie, 

1988) и регулироваться мышечной активностью (Brockman, Younkin, 1986; 

Fernandez-Valle, Rotundo, 1989; Vallette, Massoulie, 1991).  

Большинство из перечисленных способов модуляции работы АХЭ — 

это довольно длительные процессы, связанные с изменением экспрессии и 

синтеза фермента, его секреции и заякоривания при помощи якорных 

субъединиц, такие процессы занимают десятки часов. Однако, учитывая, что 

физиологические изменения происходят быстрее, логично предположить 
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наличие более быстрых путей регуляции активности АХЭ в синапсе, 

например, при помощи ингибирования фермента веществами эндогенной 

природы. В опытах in vitro на гомогенатах мозга было установлено, что донор 

оксида азота (NO) способен подавлять активность АХЭ (Udayabanu et al., 

2008). Учитывая множественность эффектов этого газообразного 

мессенджера, влияние оксида азота на активность АХЭ в нервно-мышечных 

синапсах представляется весьма вероятным.  

 

1.4. Постсинаптическая клетка 

 

 Основным источником данных о синаптической передачи и ее 

изменениях в нервно-мышечном синапсе для электрофизиолога служат 

электрические процессы, происходящие на постсинаптической мембране 

мышечной клетки. Именно здесь происходит обратная трансформация 

химического стимула, передаваемого при помощи медиатора, в 

электрический процесс возбуждения. Степени ингибирования синаптической 

ацетилхолинэстеразы мы также можем оценить по характеру изменений 

амплитудно-временных параметров синаптических ответов. Какие именно 

структуры постсинаптической клетки и каким образом осуществляют 

последний этап передачи сигнала с нервной клетки на мышечную? 

 

1.4.1. Никотиновые ацетилхолиновые рецепторы: строение, 

функционирование, регуляция 

 

 Поверхность постсинаптической области мышечной клетки 

представляет собой складчатую структуру, в которой выделяют первичные и 

вторичные складки. За счет подобного строения площадь поверхности 

многократно увеличивается, что позволяет разместить на ней огромное 

количество ионотропных ацетилхолиновых рецепторов, так на одну 
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концевую пластинку приходится около 5 миллионов нАХР. Однако, эти 

рецепторы редки в глубине между складками, там, где располагаются 

натриевые каналы (Flucher, Daniels, 1989; Boudier et al., 1992). Ток, 

обеспечиваемый открытием каналов, ассоциированных с нАХР оказывает 

наибольший деполяризующий эффект на область мембраны в глубине 

складок, где сконцентрированы потенциалзависимые натриевые каналы. 

Открытие этих каналов в результате деполяризации увеличивает эффект 

нейротрансмиттера и обеспечивает восходящую фазу мышечного ПД (Ruff, 

1992; Wood, Slater, 1997).  

 По чувствительности к агонистам выделяют два основных типа 

рецепторов ацетилхолина – никотиновые (нАХР) и мускариновые (мАХР) 

рецепторы. Никотиновые рецепторы являются ионотропными и 

ассоциированы с каналом, проницаемым для катионов, в частности натрия 

(Raftery et al., 1980). Для их активации и открытия канала необходимо 

связывание молекул ацетилхолина со специфическими участками на 

рецепторе; после открытия канала ионы натрия по градиенту концентрации 

устремляются в постсинаптическую клетку и вызывают в ней локальную 

деполяризацию мембраны, то есть возбуждающий постсинаптический 

потенциал. Кроме постсинаптических нАХР существуют и ауторецепторы на 

пресинаптичсекой клетке, активация которых регулирует синаптическую 

передачу, в частности, оказывает влияние на выброс ацетилхолина (Tomas et 

al., 2014).  

 Мускариновые рецепторы — метаботропные рецепторы, 

ассоциированные с G-белками. Они не образуют поры для прохождения 

ионов, запуская, однако, каскад внутриклеточных реакций через систему 

вторичных посредников. Известно 5 подтипов мускариновых рецепторов 

(М1-М5), различающихся по типу G-белка, функции и локализации, а также 

действию антагонистов и блокаторов (Hulme et al, 1990).  
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 Ацетилхолиновый рецептор один из самых важных белков в 

синаптическом контакте, более того, долгое время он был объектом 

интенсивных исследований и служил моделью для описания 

функционирования других лиганд-активируемых ионотропных рецепторов 

(Karlin, 2002). Рецептор расположен, как было сказано выше, на гребнях 

вторичных складок постсинаптической мембраны и у взрослых 

млекопитающих состоит из пяти субъединиц: двух α, одной β, δ и ε-

субъединиц (Raftery et al., 1980). 

 Всего на постсинаптической мембране было обнаружено три 

различных подтипа нАХР: во взрослой мышце — α1β1δε нАХР, в процессе 

развития и после денервации — фетальный α1β1δγ нАХР, а также 

существует нейрональный α7 подтип. нАХР принадлежит к суперсемейтсву 

лиганд-управляемых ионных каналов с Cys-петлей, которые имеют общую 

архитектуру четырех трансмембранных доменов, составляющих каждую 

субъединицу, в которое также входят глициновый, 5-HT3 и GABAA 

рецепторы. Эти рецепторы синтезируются в мышечной клетке и 

закрепляются в мембране концевой пластинки с помощью белка рапсина 

весом в 43 кДа (Froehner et al., 1981). нАХР, сформированные из пяти 

субъединиц (Raftery et al., 1980), представляет собой цилиндрическую 

структуру с центральной порой для прохождения ионов. Каждая 

субъединица состоит из 400-500 аминокислотных остатков. Рецепторный 

комплекс пронизывает всю мембрану и выходит в экстраклеточное 

пространство. Всего у позвоночных было выделено 17 субъединиц этого 

рецептора: мышечные α1, β1, δ, ε и γ субъединицы и нейрональные α2 — 10 и 

β2 — 4 субъединицы (Lindstrom, 2003; Hogg et al., 2003). Субъединицам АХР 

свойственна высокая гомологичность аминокислотной последовательности, 

так, каждая из них содержит четыре α-спирали (М1-М4), пронизывающие 

плазматическую мембрану. Экстраклеточные участки субъединиц состоят из 

N- и C-терминальных последовательностей и участок между М2 и М3 петлей 
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формирует большое экстраклеточное преддверие, окружающее отверстие 

канала. Участки между М1 и М2 и между М3 и М4 спиралями формируют 

меньшее по диаметру устье поры канала (Lindstrom, 2003; Lindstrom, 2000; 

Unwin, 1996). Фосфорилирование и другие посттрансляционные 

модификации могут изменять свойства АХР и, в частности, 

фосфорилирование субъединиц может регулировать десенситизацию, 

вызываемую агонистами. 

 Мышечные нАХР имеют два различных сайта связывания агониста, 

один высокоаффинный сайт связывания расположен между α1 и δ-

субъединицами, другой – с низкой аффинностью, на поверхности между  α1 

и ε или  γ-субъединицами. Гетеромерный нейрональный нАХР снабжен 

двумя сайтами связывания, расположенными на поверхности между α и β-

субъединицами (Luetje, Patrick, 1991). Нейрональные гомомерные подтипы 

рецепторов имеют пять потенциальных сайтов связывания (Hogg et al., 2003). 

 На экспрессию ацетилхолиновых рецепторов, а также на их 

активность, могут влиять различные факторы. Их можно разделить на две 

группы: связанные с активностью синапса и независящие от нее. Так, к 

первой группе можно отнести влияние физических упражнений, стимуляцию 

нерва, денервацию. При этом было показано, что физические упражнения 

увеличивают число нАХР в синаптической области (Desaulniers et al., 1998), а 

также, увеличивается количество и активность АХЭ (Crockett et al., 1975). 

Денервация же, напротив, снижает количество, как рецепторов, так и АХЭ в 

концевой пластинке, что приводит к нарушению структуры синапса. К 

факторам, не связанным с акивностью, можно отнести, к примеру, 

фосфорилирование (Rudell, Ferns, 2013), действие нейрегулина (Kim et al., 

2015) и др.  

 То, насколько эффективно возбуждается постсинаптическая мембрана 

в ответ на сигнал, поступающий от нервного волокна, чрезвычайно важно 

для осуществления конечной цели нервно-мышечной передачи — 
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собственно, сокращения мышцы. Эффективность передачи может быть 

разной и зависит от активности всех участников процесса: АХР, АХЭ, АХ, 

потенциал-управляемых натриевых каналов и т.д. Однако, для более 

объективной оценки изменения этой эффективности, особенно, в случае 

патологий, было введено понятие фактора надежности синаптической 

передачи. Именно с целью повышения этого фактора, в терапии 

используются препараты с антиАХЭ активностью. Из каких же 

составляющих складывается фактор надежности синаптической передачи и 

что собой представляет? 

 Когда мы наблюдаем электрофизиологическую активность скелетной 

мышцы, мы видим небольшие, спонтанные деполяризующие потенциалы на 

постсинаптической мышечной мембране. Эти низкоамплитудные ответы 

называют миниатюрными потенциалами концевой пластинки (МПКП), и 

каждый из них представляет собой небольшую деполяризацию, вызванную 

выделением одного кванта медиатора. МПКП составляют от одной сотой (у 

холоднокровных животных) до одной десятой (у теплокровных) амплитуды 

вызванного потенциала концевой пластинки, наблюдаемого при стимуляции 

нерва. За исключением амплитуды, МПКП похожи на ПКП по характеру 

нарастания и спада и по характеру изменения их параметров под 

воздействием различных химических агентов. Амплитуда ПКП является 

функцией амплитуды МПКП и квантового состава, который соответствует 

числу везикул с нейромедиатором, выделившихся под воздействием 

потенциала действия нерва. У млекопитающих, это от 50 до 300. Важно 

отметить, что амплитуда МПКП может быть разной, как и количество 

ацетилхолина в одной везикуле (Katz, Miledi, 1979; Van der Kloot, 2003). 

Отношение амплитуды потенциала концевой пластинки к разности 

мембранного потенциала и порогового потенциала, вызывающего потенциал 

действия называют фактором надежности синаптической передачи 

(Boonyapisit et al., 1999; Wood, Slater, 2001). В норме, при одном нервном ПД 
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выделяется большое количество медиатора, что вызывает ПКП, амплитуда 

которого значительно превышает порог возникновения потенциала действия 

мышечной клетки. То есть, фактор надежности нервно-мышечной передачи 

очень высок и даже имеет некоторый запас прочности (Wood, Slater, 2001). В 

отдельных же случаях, например при патологиях, медиатора может 

выделяться недостаточно, или при нормальном выделении АХ может 

наблюдаться недостаточность или патология никотиновых ацетилхолиновых 

рецепторов (нАХР), в этом случае фактор надежности синаптической 

передачи будет заметно снижен, что проявляется нарушением моторной 

деятельности (миастенические синдромы). В качестве терапии таких 

заболеваний часто назначают экзогенные модуляторы работы синапса, в 

частности, антихолинэстеразные препараты. (Engel, 2007; Engel 2012) 

Кинетика квантового высвобождения, ацетилхолинэстераза, свойства 

холинорецепторов и их плотность, активность и плотность натриевых 

каналов, строение синаптических складок — все это оказывает влияние на 

фактор надежности синаптической передачи. 

 Как уже отмечалось выше, комедиатором ацетилхолина в синапсе 

может быть глутамат, более того, благодаря действию комедиаторов, 

передаваемый сигнал может модулироваться, а фактор надежности 

увеличиваться или уменьшаться. Роли глутаматных рецепторов в модуляции 

синаптической передачи посвящена следующая глава данного литературного 

обзора.  

 

1.4.2. Аминокислотные медиаторы в нервно-мышечном синапсе 

 

Долгое время господствовало мнение, что из одного нервного волокна 

может выделяться только один медиатор («принцип Дейла»), однако, со 

временем, стало накапливаться все больше данных о том, что и другие 

биологически активные вещества, наряду с основным медиатором, могут 
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выделяться нервным окончанием, более того, они могут закачиваться в те же 

везикулы и оказывать модулирующее влияние на передачу сигнала (Vyas, 

Bradford, 1987; Israel et al., 1993). И если для мозга разнообразие медиаторов 

было показано давно, то для более консервативного нервно-мышечного 

синапса изучение комедиаторов стало новым направлением исследований. 

Конечно, на сегодняшний день накопилось довольно много сведений о 

различных комедиаторах периферической нервной системы, среди которых 

полипептиды (Akasu et al., 1984; Forsgren et al., 1992; Matteoli et al., 1990), 

адреналин и норадреналин (Bukcharaeva et  al., 1999;  Vizi, 1991; Wessler, 

Anscheutz, 1988), АТФ и аденозин (Silinsky, Redman, 1996), аминокислоты – 

глутамат, глицин, гамма-аминомасляная кислота, и, ключевой предмет 

последних 15 лет исследований – газообразные мессенджеры (Brenman et al., 

1996; Grozdanovic, Baumgarten, 1999; Kusner, Kaminski, 1996) и т.д. Функция 

одних определена довольно четко, в случае с другими – все не так прозрачно. 

Здесь мы подробнее рассмотрим два комедиатора ацетилхолина в синапсе – 

аминокислоты глутамат и глицин. 

Глутамат – это основной возбуждающий медиатор человеческого 

мозга, он выделяется 75%-ми возбуждающих нейронов. Глутаматэргические 

пути осуществляют важнейшие когнитивные функции, такие как обучение и 

память, так как именно глутаматные сигналы лежат в основе долговременной 

потенциации и депрессии. Но, кроме этого, глутамат может быть и опасен – 

при чрезмерном его выделении, в нейронах запускаются процессы апоптоза 

(Меньшикова и др., 2000), повреждения нейронов, так глутамат вносит свой 

вклад в патогенез нейродегенеративных заболеваний, эпилепсии, судорог. 

Эта темная сторона глутаматного воздействия называется 

эксайтотоксичностью (Roberts, Davies, 1987), ее связывают с активацией 

систем синтеза активных форм кислорода (Coyle, Puttfarcken, 1993). 

Несмотря на изученность этой аминокислоты в исследованиях 

центральной нервной системы, в нервно-мышечном синапсе долгое время ее 
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функции показано не было. В 1998 Году Fu W. At. с соавторами выявили 

наличие глутамата в ко-культуре мотонейронов и миоцитов Xenopus (Fu et al., 

1998). Затем, при окрашивании синапсов различных мышц глутаматные 

рецепторы (в частности, NMDAR) были обнаружены в складках 

постсинаптической мембраны (Malomouzh et al., 2011). Как раньше 

отмечалось в центральной нервной системе (Bredt, Snyder, 1992; Garthwaite, 

Boulton, 1995; Marin et al., 1992), в периферических синапсах активация 

NMDAR опосредованно может оказывать влияние на синаптическую 

передачу через усиление продукции оксида азота (Malomouzh et al., 2003). 

Такое влияние NMDAR на активность NO-синтазы кажется закономерным, 

если учесть, что в нервно-мышечном синапсе показано наличие популяции 

этих рецепторов, ко-локализованных с ферментом (Grozdanovic, Gossrau, 

1998). В центральной нервной системе связь NO-синтазы и NMDAR 

осуществляет белок PSD95. 

 

1.4.2.1. Рецепторы глутамата 

 

Известно несколько типов глутаматных рецепторов – три группы 

метаботропных (всего 8 типов) и три типа ионотропных рецептора, 

образующих канал, проницаемый для катионов. До 80х гг. предполагали, что 

глутамат воздействует только на ионотропные рецепторы, однако затем было 

обнаружено, что он способен активировать фосфолипазу С через реакцию с 

рецептором, ассоциированным с G-белком (Sladeczek, 1985). Так были 

открыты метаботропные рецепторы глутамата mGluR1-8.  

Ионотропные глутаматные рецепторы бывают трех типов: NMDA-

рецепторы, AMPA-рецепторы и каинатные рецепторы. Названия свои они 

получили в соответствии с селективными агонистами – N-метил-D-аспартат, 

α-амино-3-гидроксил-5-метил-4-изоксазол-пропионат и каинат (McLennan et 

al., 1981). При этом для всех типов свойственно облигатное наличие 
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субъединицы NR1, остальные же субъединицы могут быть представлены в 

различных сочетаниях. 

 

1.4.2.2. Фармакология и механизм активации NMDA-рецепторов 

 

 Изучение NMDAR стало возможным, благодаря синтезу и изучению 

свойств NMDA и различных антагонистов NMDAR Джеффом Уоткинсом и 

его коллегами (Watkins, 1981). Эти соединения, среди которых стоит 

выделить (R)-α-аминоадипат ((R)-α-AA) и (R)-2-амино-5-фосфонопентаноат, 

блокировали нейрональный ответ, вызываемый NMDA, но не блокировали 

возбуждение, возникающее под воздействием каината или квискалата (Biscoe 

et al., 1977; Davies, Watkins, 1982), эти открытия привели к выделению 

NMDAR в отдельный подтип. 

 В течение следующих нескольких лет, эти и другие антагонисты 

NMDAR позволили открыть их ключевую роль в синаптической передачи, 

синаптической пластичности, обучении и памяти, развитии нервной системы, 

а также в эксайтотоксичности, параличе и многих других физиологических и 

патологических процессах. Также, эти исследования обозначили 

грандиозный потенциал использования NMDAR антагонистов для лечения 

нейропатологических и нейродегенеративных расстройств. Однако, за 

исключением использования мемантина при болезни Альцгеймера, NMDAR-

таргетная терапия не получила широкого распространения. Некоторые 

препараты оказались малоэффективны при клинических испытаниях и/или 

вызывали большое количество побочных эффектов. Несмотря на это, 

разработка терапии антиNMDAR препаратами имеет значительный 

потенциал. Благодаря большому количеству сайтов связывания NMDA-

рецептора, существует много различных типов потенциальных блокаторов, 

более того, нельзя исключать возможность тонкой селективной модуляции 

работы этих рецепторов и градуального изменения их активности. 
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 NMDA-рецепторы представляют собой гетеромерные комплексы, 

состоящие из четырех субъединиц, которые относятся к трем различным 

подтипам: NR1, NR2 и NR3 (Nakanishi, 1992; Mori, Mishina, 1995; Seeburg et 

al., 1995). Обычно, глутамат-глицин активируемые NMDAR обязательно 

содержат NR1 и NR2 субъединицы, при этом на NR1 субъединице 

располагается сайт связывания с глицином (Kuryatov et al., 1994; Hirai et al., 

1996), в то время как гомологичный домен NR2 субъединицы содержит (S)-

глутамат связывающий участок (Anson et al., 1998; Laube et al., 1997). Было 

показано, что один NMDA-рецепторный комплекс состоит из двух NR1 и 

двух NR2 субъединиц (Laube et al., 1998), а NR3 субъединица может 

присоединяться к NR1 субъединице и формировать, таким образом, глицин-

чувствительный возбуждающий рецептор, активация которого не требует 

присутствия L-глутамата (Chatterton et al., 2002).  

 Ионпроницаемый канал представляет собой дополнительный лиганд-

связывающий сайт, а именно, сайт связывания блокаторов NMDAR, таких, 

как PCP, MK-801 и мемантин. По своей структуре канал напоминает 

калиевые каналы, где один гидрофобный сегмент формирует P петлю в 

толще мембраны и окружен трансмембранными доменами (Kuner et al., 2003; 

Zhorov, Tikhonov, 2004). Рядом с верхушкой P-петли, формирующей 

селективный фильтр канала, располагается аспарагиновый остаток, 

опосредующий связывание некоторых каналоблокаторов. Другие 

трансмембранные домены образуют структуру поры внеклеточно-

ориентированной части мембраны и, соответственно, также могут влиять на 

связывание с каналоблокаторами. 

 

1.4.2.3. Функции NMDA-рецепторов 

 

 Синаптическая передача возбуждения в мозге позвоночных, в 

основном, осуществляется засчет выделения L-глутамата из 
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пресинаптической терминали, который диффундирует через синаптическую 

щель и связывается с NMDA или AMPA рецепторами постсинаптической 

мембраны. Активация AMPA рецепторов происходит быстро, но скоротечно 

и приводит к короткой деполяризации мембраны порядка нескольких 

миллисекунд. NMDAR не вносят большого вклада в этот базальный уровень 

синаптической передачи, однако они регулируют функциональную и 

структурную пластичность отдельных синапсов, дендритов и нейронов, 

обеспечивая активацию кальций-зависимых сигнальных каскадов, поскольку 

каналы этих рецепторов хорошо проницаемы для кальция. Несколько 

уникальных свойств NMDAR не позволяют им активироваться под 

воздействием глутамата, выделяемого в ходе только одного синаптического 

выброса (Biology of NMDA receptors, 2009).  

 Во-первых, NMDAR активируются значительно медленнее, чем 

AMPA или каинатные рецепторы. Глутамат, выделяемый пресинаптическим 

окончанием и вызывающий потенциал действия, довольно эффективно 

удаляется из синаптической щели при помощи глутаматных транспортеров, 

расположенных на пресинаптической мембране и окружающих глиальных 

клетках (Rothstein et al., 1994; Huang, Bergles, 2004), а в случае нервно-

мышечного синапса — в складках постсинаптической мембраны (Rinholm et 

al., 2007). Соответственно, при низкой частоте синаптических сигналов 

глутамат может связаться с рецептором лишь в течение очень короткого 

времени. Так как NMDAR имеют сравнительно высокую аффинность к 

глутамату, короткие, порядка миллисекунд, выбросы нейромедиатора, тем не 

менее, способны частично (и медленно) активировать эти рецепторы. 

Однако, небольшая частичная деполяризация мембраны в ходе базальной 

активности не приводят к полному открытию канала рецептора из-за второго 

свойства NMDAR, а именно, их потенциал-зависимого магниевого блока.  

 При мембранном потенциале покоя, ионы магния снаружи заходят в 

пору NMDAR, но в отличие от ионов натрия, вместо того, чтобы поступать 
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внутрь клетки, они прочно связываются с участком поры и блокируют 

дальнейшее прохождение ионов через рецептор (Nowak et al., 1984; Mayer et 

al., 1984). Ионы магния во внеклеточной среде содержатся в миллимолярных 

концентрациях, в то время как внутриклеточная концентрация магния 

находится в микромолярном диапазоне, что приводит к возникновению 

движущей силы для Mg
2+

 ионов при отрицательном значении мембранного 

потенциала. Для удаления магния из поры рецептора необходима 

деполяризация достаточной амплитуды и длительности, чтобы обеспечить 

ток ионов через рецептор. Однако даже в условиях покоя, для NMDAR 

характерны изменения проницаемости: ион Mg
2+

 колеблется в поре 

рецептора, то, блокируя ее, то освобождая. При мембранном потенциале 

покоя периоды открытого состояния рецептора кратки и незначительны, но с 

увеличением деполяризации мембраны, как и с уменьшением концентрации 

магния в омывающем растворе, они становятся все более продолжительными 

(Nowak et al., 1984; Ascher, Nowak, 1988) Таким образом, учитывая 

множество условий, необходимых для активации, NMDAR работает как 

«молекулярный детектор соответствия» (Seeburg et al., 1995), ведь для его 

функционирования необходимы и достаточная деполяризация мембраны, и 

наличие глутамата в синаптической щели. Такие свойства, вместе с их 

медленной кинетикой активации и инактивации позволяет NMDAR 

интегрировать и декодировать приходящий синаптический сигнал, 

функционируя как первичный молекулярный фильтр этого сигнала. Высокая 

проницаемость для кальция позволяет NMDAR преобразовывать паттерны 

синаптической активности в долговременные изменения силы синапса. 

 

1.4.2.4. Кальциевый ток через NMDA-рецепторы 

 

 Долговременные эффекты на работу синапса возникающие 

вследствие активации NMDAR зависят от входа Ca
2+

 в постсинаптическую 
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клетку. Интересно, что и усиление синапса и ослабление его могут быть 

опосредованы входящим током кальция через NMDAR. Такое явление 

объясняется несколькими гипотезами: во-первых, выраженность роста 

концентрации кальция может быть определяющим параметром, во-вторых, 

временные параметры изменений внутриклеточной концентрации кальция 

могут определять, в какую из сторон изменится активность синапса (Lisman, 

1989). 

 Высокая проницаемость NMDAR для кальция крайне важна, ведь 

ионы кальция могут действовать локально на большие комплексы передачи 

сигнала, ассоциированные с синаптическими NMDAR, которые состоят из 

кальций-зависимых ферментов, вторичных мессенджеров, протеинкиназ и 

фосфатаз, белков цитоскелета, ГТФ связывающих белков и их регуляторов и 

т. д. (Husi, Grant, 2001; Husi et al., 2000; Kennedy, 2000). Опосредованный 

NMDAR кальциевый вход активирует эти комплексы, запуская каскад 

передачи сигнала, который приводит к долговременным изменениям 

синаптической функции и структуры (Kennedy, 2000; Brambilla et al., 1997; 

Gnegy, 2000; Sheng, 2001; Sweatt, 2001; Riccio, Ginty, 2002; Deisseroth et al., 

2003).  

 Способность NMDAR интегрировать и декодировать синаптические 

сигналы зависит от кинетики их активации, инактивации и десенситизации. 

Количество входящего кальция также определяется кинетикой, в частности 

скоростью инактивации рецептора. Состав субъединиц также является 

важным детерминирующим фактором кинетики инактивации рецептора и 

динамики концентраций кальция. То, сколько именно кальция зайдет в 

клетку через рецептор также определяется внешними физиологическими 

факторами, такими как pH, ионы цинка и полиамины. Однако, 

сосредоточимся на механизме активации NMDAR агонистами — глутаматом 

и глицином. 
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 Для NMDAR характерно состояние субпроводимости, то есть между 

закрытым и открытым состоянием канала существует некое промежуточное. 

Такая субпроводимость отмечается и для нативных и для рекомбинантных 

рецепторов (Jahr, Stevens, 1987; Stern et al., 1992; Stern et al., 1994; Wyllie et 

al., 1996). Так, NR2A- и NR2B-содержащие рецепторы способны частично 

открываться и достигать уровня 80 % от проводимости в открытом 

состоянии. Более того, магниевый блок канала — явление также 

нестабильное. Магний, блокирующий пору канала, постоянно колеблется в 

ней то открывая канал, то снова запечатывая его, то есть претерпевает 

постоянные связывания и отсоединения от своего участка связывания в поре. 

При этом при изменении внеклеточных концентраций магния, а также при 

деполяризации мембраны, периоды открытого состояния канала удлиняются 

и учащаются, пока эти два фактора не станут настолько значительными, 

чтобы устранить магниевый блок полностью (Ascher, Nowak, 1988). Кроме 

того, чем больше и длительнее деполяризация мембраны, тем больше 

проводимость канала NMDAR. Так, короткие деполяризующие импульсы 

почти не влияют на входящий ток и незначительно изменяют ток ионов 

(Ichinose et al., 2003), что еще раз говорит о медленной кинетики активации 

NMDAR.  

 Кроме того, сам кальций может по механизму обратной связи 

контролировать деятельность NMDAR, так при увеличении концентрации 

внеклеточного кальция, входящий ток катионов уменьшается при 

отрицательных значениях мембранного потенциала, а при положительных 

снижается выход ионов через канал (Ascher, Nowak, 1988). Для нервно-

мышечных синапсов была показана потенциация спонтанной секреции 

ацетилхолина при применении глутамата, причем увеличение амплитуды, 

длительности и частоты синаптических ответов происходило за счет 

активации кальций-зависимого механизма, но проявлялось только на 

эмбриональных стадиях развития у Xenopus (Liou et al., 1996; Fu et al., 1995). 
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В связи с этим, существовала гипотеза, что, несмотря на наличие субъединиц 

рецепторов глутамата в нервно-мышечных синапсах, функциональны они 

только на начальных этапах развития организма, и по мере созревания 

синапса функция их угасает. 

 Сами агонисты — глутамат и глицин, также могут влиять на эффекты 

активации NMDAR по-разному. Так, низкие концентрации аминокислот 

приводят к снижению активности NOS, ассоциированной с NMDAR, в то 

время как увеличение количества глутамата активирует этот фермент 

(Rameau et al., 2004). Подробнее эти и другие особенности 

функционирования NOS и взаимодействия комплекса NOS/NMDAR мы 

рассмотрим в следующих главах.   

 

1.4.3. Оксид азота: физиологическая роль оксида азота, функция, синтез, 

мишени, распространение в различных органах и тканях 

 

 Оксид азота представляет собой свободный радикал, способный 

реагировать с другими свободными радикалами, такими как молекулярный 

кислород (О2). Изначально, оксид азота был обнаружен в эндотелиальной 

ткани сосуда, где он играет роль вазодилятатора, однако, как оказалось, эта 

молекула продуцируется не только эндотелием, а также обнаруживается во 

многих других типах клеток, включая скелетные мышечные волокна. 

(Stamler, Meissner, 2001)  

 Дальнейшие исследования показали, что NO – ключевая сигнальная 

молекула, регулирующая центральные биологические процессы практически 

во всех тканях, клетках и органах. NO участвует в регуляции кровяного 

давления, оказывая влияние на гладкую мускулатуру сосудов. Недостаточная 

эндотелиальная функция, описанная для сердечно-сосудистых заболеваний, 

таких как коронарная болезнь сердца (Anderson et al., 1995) связана со 

снижением биодоступности NO и увеличением продукции супероксидных 
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анионов (Oelze et al., 2000). В иммунной системе NO принимает участие в 

контроле над инфекционными заболеваниями (Nathan, Shiloh, 2000), 

опухолями (Pervin, 2001) и аутоиммунными процессами (Kolb, Kolb-

Bachofen, 1998). В сердечно-сосудистой системе NO уменьшает агрегацию 

тромбоцитов и их адгезию и приводит к разлипанию уже агрегировавшихся 

тромбоцитов (Stamler et al., 1989; Radomski et al., 1987). В воспалительном 

процессе, NO высвобождается из эндотелия и оказывает 

противовоспалительное действие, ингибируя адгезию лейкоцитов и 

эндотелиальных клеток. В скелетной мускулатуре NO вовлечен в регуляцию 

сократимости и также предполагается, что оксид азота опосредует активацию 

клеток-сателлитов, таким образом, способствуя восстановлению мышцы 

(Anderson, 2000).  

 

1.4.3.1. Синтаза оксида азота и ее регуляция 

 

NOS – это фермент, который входит в семейство гемопротеинов, подобных 

цитохрому P-450 и содержит два домена, один из которых обладает 

оксигеназной, а другой — редуктазной активностью (Bredt et al., 1991). 

Функционально активная NO-синтаза состоит из двух одинаковых 

субъединиц массой 130-150 кДа, каждая из которых связана с 

кальмодулином. Субъединицы содержат по 4 простетических гpyппы и 

участок связывания с кальмодулином (Marletta, 1994; Nathan, Xie, 1994). 

Благодаря димерной структуре, NO-синтаза объединяет в себе активность 

двух разных ферментов: оксидазную — как у гемсодержащего цитохрома P-

450 и редуктазную - подобную флавинсодержащей редуктазе данного 

цитохрома. NOS представлена тремя различными изоформами, а именно, 

двумя конститутивными: нейрональной (nNOS), эндотелиальной (eNOS), и 

одной индуцибельной (iNOS); они различаются по локализации, регуляции и 

распространению в организме. Для конститутивных изоформ NOS (nNOS, 
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eNOS) характерно наличие NADPH-активности (Loech et al., 1993). NO-

синтаза метаболизирует L-аргинин с образованием NO и L-цитруллина, 

причем этот процесс может зависеть от активности стимуляции нервной или 

мышечной ткани (Bredt, 1995).  

 В области нервно-мышечного синапса NOS экспрессируется и в 

нервных, и в мышечных клетках и в Шванновских клетках, причем при 

денервации, количество постсинаптической nNOS сокращается, что говорит 

о наличии, в том числе, нервной регуляции экспрессии фермента (Ribera et 

al., 1998). В мышечных клетках NO-синтаза – фермент, продуцирующий 

оксид азота, представлена тремя изоформами – nNOS (нейрональная), iNOS 

(индуцибельная) и eNOS (эндотелиальная), и обеспечивает, в частности, 

адаптацию к физическим нагрузкам продуцируя оксид азота (Stamler, 

Meissner, 2001). Известно, что nNOS, сконцентрированная в синаптической 

области, взаимодействует с белками постсинаптического уплотнения 

(postsynaptic density – PSD) и белком скелетных мышц α1-синтрофином 

(Kusner, Kaminski, 1996; Brenman et al., 1996). Кроме того, было показано, что 

применение донора NO нитропруссида в нервно-мышечных препаратах 

лягушки, уменьшает потенциалы концевой пластинки (Lindgren, Laird, 1994). 

Известно, что скелетная мускулатура производит оксид азота даже в 

состоянии покоя (Kobzik et al., 1994). Однако синтез его увеличивается на 

200% в ответ на повторяющиеся мышечные сокращения (Balon, Nadler, 

1994). Вместе с увеличением уровня NO в ткани, наблюдается и возрастание 

концентрации активных форм кислорода и азота под действием 

сократительной активности (Palomero et al., 2008; Powers, Jackson, 2008; Pye 

et al., 2007). 

 Многие функции оксида азота реализуются в результате активации 

молекулами NO растворимой гуанилатциклазы, что приводит к повышению 

внутриклеточного уровня цГМФ (Knowles et al., 1989). цГМФ может, помимо 

прочего, принимать участие в модулировании синаптической передачи, 
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например, посредством регуляции свойств ионных каналов (Light et al., 1990;. 

Kaupp, 1991) или изменения экспрессии ацетилхолинэстеразы в нервно-

мышечном соединении (Rubin et al., 1980). За последнее время было 

выявлено множество новых физиологических функций NO. Так, в головном 

мозге NO действует как нейротрансмиттер и модулятор синаптической 

передачи (Garthwaite, 1991; Crossin, 1991; Bredt, Snyder, 1992), участвует в 

процессах, влияющих на дифференцировку, образование связей и 

пластичность нервных клеток, например, на созревание  двигательных 

нейронов (Kalb, Agostini, 1993), на установление связи между обонятельными 

нейронами (Roskams et al., 1994) и дифференцировку клеток нейробластомы 

(Peunova, Enikolopov, 1995). В периферической нервной системе NO 

принимает участие в самых разнообразных процессах, что было 

продемонстрировано в вегетативной нервной системе (Sanders, Ward, 1992). 

Метаболические пути, посредством которых осуществляется функция оксида 

азота, рассмотрим подробнее в следующей главе. 

 

1.4.3.2. Сигналлинг оксида азота: NO/цГМФ-сигнальный путь 

 

NO как свободный газ может взаимодействовать с веществами по-

разному: он может либо окисляться до нитритов и нитратов (Hendgen-Cotta et 

al., 2008), либо реагировать с кислородом и супероксидными анионами с 

образованием низкомолекулярных производных (Stamler et al., 1992), 

например, пероксинитрита — наиболее активного свободного радикала, 

вызывающего окислительные повреждения (Freeman, 1994).  

В эндотелии NO постоянно продуцируется для расширения сосудов и 

уменьшения аггрегации тромбоцитов в случае усиления кровообращения 

(Mellion et al., 1981). NO/цГМФ- сигнальный путь играет важную роль в 

сердечно-сосудистой и нервной системе, где он оказывает влияние на 

расслабление гладкой мускулатуры (Lincoln, 1989; Lincoln et al, 2001; 
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Hofmann et al., 2000) и модулирует синаптическую передачу (Garthwaite et al., 

1988; Zhuo; Hawkins, 1995). 

Важно отметить, что продукция цГМФ это только первый шаг в 

сигнальном пути NO. цГМФ способен активировать протеинкиназу G (PKG) 

которая, в свою очередь, фосфорилирует сериновые или треониновые 

остатки других белков, таким образом, изменяя их активность (Munzel et al., 

2003). Другими эффекторами могут быть цГМФ-зависимые фосфодиэстеразы 

и катионные каналы, активируемые циклическими нуклеотидами, которые 

участвуют в сенсорных процессах, а также циклические цГМФ-зависимые 

протеинкиназы (Lincoln et al, 2001). Ключевой белок, моделируемый таким 

воздействием, это RhoA киназа. Этот белок вызывает фосфорилирование 

миозина активацией киназы и ингибированием фосфатазы легких цепей 

миозина. цГМФ-активируемая протеинкиназа усиливает инактивацию RhoA 

киназы, фосфорилируя ее. Этот эффект ингибирует сокращение гладкой 

мускулатуры, увеличивая таким образом поток крови, что, в свою очередь, 

приводит к снижению кровяного давления (Bruckdorfer, 2005). цГМФ также 

активирует протеинкиназу G1 (PK G1), которая, впоследствии, 

фосфорилирует и модулирует, тем самым, работу самых разных сигнальных 

мишеней. PK G1 снижает уровень внутриклеточного кальция в 

гладкомышечных клетках, что приводит к гиперполяризации мембраны и 

ингибированию фосфорилирования легких цепей миозина, все это приводит 

к вазодилятации (Thoonen et al., 2013). цГМФ и опосредованный им 

сигнальный путь имеет место и в скелетных мышцах, так, в последних 

исследованиях было показано участие NO и цГМФ в пролиферации 

миогенных предшественников, известных также как клетки-сателлиты 

(Buono et al., 2012). Эти данные поддерживают идею о том, что NO и цГМФ 

могут регулировать ключевые функции скелетной мускулатуры, не 

ограничиваясь лишь незначительной функциональной регуляцией. Действие 

оксида азота на различные белки в синаптической области, в основном, 
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выражается реакцией S-нитрозилирования. Мишеням данной реакции и ее 

особенностям посвящена следующая глава. 

 

1.4.3.3. S-нитрозилирование как реакция, опосредующая действие  

оксида азота 

 

 S-нитрозилирование и денитрозилирование цистеиновых остатков 

белка это важные NO-зависимые посттрансляционные модификации, 

которые, в купе с фосфорилированием и дефосфорилированием, могут 

глобально модулировать активность и функцию белка как в 

физиологических, так и в патологических условиях (Hess et al., 2005). 

Эффекты NO опосредованы либо реакцией с тиоловыми группами, либо 

взаимодействием с гемовыми и негемовыми металлами белков, или и тем, и 

другим (Stamler, 1994; Stamler et al., 1992; Stamler et al., 1997). Остатки 

цистеина могут быть вовлечены в регулирование активности белка и 

сигналинг через реакции с участием их тиоловых групп, в том числе 

окислительно-восстановительные реакции, реакции хелатирования 

переходных металлов (главным образом Zn
2+

, Mn
2+

 и Cu
2+

) или S-

нитрозилирования (Lipton et al., 2002). Участок для S-нитрозилирования был 

идентифицирован в ионных каналах, рецепторах, ферментах, факторах 

транскрипции, а также в G-белках (Stamler et al., 1997). S-нитрозилирование, 

с одной стороны, опосредует сигнальные процессы в клетке, а с другой, 

может лежать в основе повреждения белков. Опасные уровни 

нитрозилирования называют нитрозативным стрессом (Hausladen, Stamler, 

1999; Stamler, Hausladen, 1998); он аналогичен окислительному стрессу, 

который вызывается повышенным уровнем активных форм кислорода и 

может являться одной из причин мышечной усталости и повреждения клеток 

(Barclay, Hansel, 1991; Reid, 1996). Реакции S-нитрозилирования оксидом 

азота может подвергаться множество белков. К примеру, глутаматный 
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рецептор GluR6 нитрозилируется оксидом азота на ранних стадиях ишемии 

мозга и индуцирует апоптоз нейронов (Yu et al., 2008), как и некоторые про-

апоптотические киназы, которые активируются NO, образуемым 

нейрональной NO-синтазой по тому же принципу (Pei et al., 2008). 

 Среди возможных мишеней для реакции S-нитрозилирования в 

скелетных мышцах, можно выделить рианодиновые рецепторы, 

гуанилатциклазу, АХР, NMDAR, собственно NOS и многие другие. 

Stoyanovski с соавторами (1997) показали, что S-нитрозилирование 

рианодинового рецептора увеличивает время открытого состояния канала, 

ассоциированного с этим рецептором, что приводит к выходу кальция из 

саркоплазматического ретикулума, причем такая активация снимается 

посредством денитрозилирования.  

 Ранее Murad с соавторами (Katsuki et al., 1977) сообщили о низком 

уровне гуанилатциклазной активности в скелетных мышцах. Однако, 

впоследствии было показано наличие цГМФ сигнального пути в скелетной 

мышце, а также колокализация nNOS и цГМФ в непосредственной близости 

от сарколеммы (Kobzik et al., 1994). Доказательство функциональной связи 

между уровнем цГМФ и мышечной активностью было предоставлено Lau с 

соавторами (1998), которые обнаружили, что в мышце конечности 

содержание цГМФ при электрической стимуляции увеличивается на 250%, и, 

что такие изменения не происходят у мутантных мышей с дефицитом nNOS. 

Помимо влияния на сократимость, цГМФ может способствовать поглощению 

и/или утилизации глюкозы в мышце. Важно отметить, однако, что эффекты 

цГМФ, как правило, в скелетных мышцах не ярко выражены, а 

гуанилатциклазная активность относительно низка по сравнению с другими 

тканями (Katsuki et al., 1997). Но при этом, особенный интерес вызывает тот 

факт, что nNOS и цГМФ-зависимая протеинкиназа – основной эффектор NO, 

сконцентрированы в области нервно-мышечного синапса (Chao et al., 1997), 

где последняя может, к примеру, фосфорилировать субъединицы нАХР 
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(Huganir, Miles, 1989; Wang et al., 1995). Кроме того, цГМФ-зависимая киназа 

способна фосфорилировать дистрофин (Luise et al., 1993). В эффекты, 

опосредуемые оксидом азота, могут вносить вклад такие белки, как 

цитохром-с-оксидазы (Borutaite, Brown, 1996; Kobzik et al., 1995), 

креатинкиназы (Wolosker et al., 1996) и Ca
2+

-АТФазы саркоплазматического 

ретикулума. Существует также косвенные доказательства NO-ингибирования 

Ca
2+

-АТФазы. У кролика в быстрых мышцах, устойчивая сократительная 

активность приводит к значительной (на 40-50%) инактивации Ca
2+

-АТФазы 

(Klebl et al., 1998). Применение NO доноров также может ингибировать 

активность актомиозина (актин-миозиновых мостиков) и тем самым 

уменьшать силу, развиваемую скелетными мышцами (Perkins et al., 1997). 

Тем не менее, физиологические концентрации NO такого эффекта не 

оказывают. 

 Что же касается ауторегуляции NO-синтазы оксидом азота, то ранее 

предполагалось, что активность всех трех изоформ этого фермента может 

подавляться через формирование комплекса между NO и гемовой частью 

NO-синтазы (Hurshman, Marletta, 1995; Abu-Soud et al., 1996; Sheehy et al., 

1998; Black et al., 1999). Однако последующие исследования показали, что 

активность эндотелиальной NO-синтазы может снижаться посредством NO, 

но с помощью другого механизма, а именно посредством S-

нитрозилирования цистеиновых групп, которое запускает нарушение 

структуры димера (Ravi et al., 2004; Erwin et al., 2005). Также, NO может 

снижать чрезмерную активацию NMDAR S-нитрозилируя их агонисты и 

делая, таким образом, их недоступными для связывания с рецептором 

(Mustafa et al., 2007). Вообще, реакция S-нитрозилирования во многих 

случаях может быть аналогична фосфорилированию. NO обычно реагирует с 

цистеиновыми остатками аминокислот, формируя нитрозо-протеины (Qu et 

al., 2014).  
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 Показано, что активность NO-синтазы также может изменяться 

посредством ее S-нитрозилирования или денитрозилирования, 

индуцируемого входящим током кальция через NMDAR. Нитрозилирование 

экзогенными донорами приводит к снижению активности NOS. При этом 

процессы дефосфорилирования NO-синтазы, приводящие к ее активации, 

могут запускаться денитрозилированием. В целом, это доказывает, что 

реакции S-нитрозилирования/денитрозилирования играют важную роль в 

процессах регуляции активности этого фермента. (Qu et al., 2012).  

 

1.4.4. Организация комплекса NMDA-рецептор/NO-синтаза и его 

функциональная роль в синапсах 

 

 На постсинаптической мембране возбуждающих синапсов в ЦНС 

расположен специфический набор молекул, включающий глутаматные 

рецепторы, которые собраны в структуру, известную как постсинаптическое 

уплотнение (postsynaptic density – PSD). Синаптическая роль глутаматных 

рецепторов зависит от взаимодействий между С-терминальными хвостами 

субъединиц рецептора и специфическими PDZ-домен-содержащими 

каркасными белками в PSD-области. Эти белки образуют 

специализированный комплекс вокруг каждого класса глутаматных 

рецепторов и принимают участие в передаче сигнала, заякоривании и 

перемещении рецепторов (Sheng, Pak, 2000). Среди подтипов глутаматных 

рецепторов NMDAR сравнительно стабильно встроен в PSD, в то время как 

AMPA рецепторы довольно подвижны. Учитывая содержание рецепторов и 

большое количество рецептор-связанных белков, PSD можно рассматривать 

как протеиновую «органеллу», специализирующуюся на постсинаптической 

передачи сигнала (см. обзор Sheng, 2001).  

 Взаимодействие между NR2 субъединицами NMDAR и PSD-95 важно 

для специфического расположения этих рецепторов на постсинапсе 
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(Steigerwald et al., 2000; Mori et al., 1998), а также для связи NMDAR и 

цитоплазматических сигнальных путей (Migaud et al., 1998; Sprengel et al., 

1998). Например, за счет присоединения к nNOS, PSD-95 облегчает ее 

активацию NMDA-опосредованным кальциевым входом (Brenman et al., 

1996; Sattler et al., 1999). Также, с помощью PSD-95 осуществляется 

взаимодействие между молекулами NMDAR и GKAP (белок, 

ассоциированный с гуанилат-киназой). GKAP же через белки-адаптеры Shank 

и Homer взаимодействуют с инозитолтрифосфат-зависимыми кальциевыми 

каналами эндоплазматического ретикулума, таким образом, создавая 

возможность для дополнительной регуляции кальция в цитоплазме (Husi et 

al., 2000). Кроме указанных протеинов, в структуру NMDA-рецепторного 

комплекса входят спектрин, адаптеры Yotiao и Myo, CaMKII, PKA, Src, PP1, 

NOS и белок SynGAP, а также фосфатазы PP2A и PP2B, PKC, H-Ras, Rap2, 

Rac1, цитоплазматическая тирозинкиназа PYK2, другие протеинкиназы, 

белок теплового шока Hsp-70 (Sheng, Lee, 2000; Husi et al., 2000).  

 Стимуляция NMDAR глутаматом и глицином индуцирует входящий 

кальциевый ток через канал, ассоциированный с рецептором, опосредуя тем 

самым Ca
2+

-зависимые функции NMDAR (Hardingham, Bading, 2003; 

Cummings et al., 1996; Connor et al., 1988; Franks, Sejnowski, 2002). Угнетение 

экспрессии PSD 95 блокирует NMDAR- и Ca
2+

-зависимую активацию nNOS, 

и, в свою очередь, нарушение связи между NMDAR и PSD 95 подавляет 

сигналлинг через NMDAR (Sattler et al., 1999; Aarts et al., 2002). 

 Увеличение концентрации внутриклеточного кальция, 

опосредованное активацией NMDAR стимулирует nNOS, обеспечивая 

связывание кальция с кальмодулином NOS (Ca
2+

-CaM). К тому же, было 

показано, что активность nNOS может регулироваться фосфорилированием 

этого фермента (Bredt et al., 1992; Nakane et al., 1991; Hayashi et al., 1999). В 

частности, протеинкиназа CaMKII фосфорилиует nNOS по остатку Ser847, 

что уменьшает активность nNOS, ингибируя связывание Ca
2+

-CaM (Hayashi 
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et al., 1999; Komeima et al., 2000). Однако, NMDAR-индуцированный 

механизм регуляции активности nNOS посредством фосфорилирования 

специфических остатков остается до конца невыясненным. Было показано, 

что после эксайтотоксического действия агонистов NMDAR в культуре 

корковых нейронов, nNOS подвергается полному дефосфорилированию 

фосфатазами кальциневрина и РР1 / PP2A (Rameau et al., 2003). 

 Было показано, что активация NMDAR может приводить как к 

увеличению, так и к уменьшению степени фосфорилирования nNOS по 

Ser847. Стимуляция NMDAR низкой концентрацией глутамата приводит к 

фосфорилированию nNOS по Ser847. И, напротив, высокие патологические 

концентрации глутамата стимулируют дефосфорилирование Ser847-PO4. 

Первый из этих эффектов имеет сходства с долговременной потенциацией 

нейронов гиппокампа и способствует активации CaMKII и снижению 

активности nNOS (Brown et al., 2000; Kang-Park et al., 2003), в то время как 

второй может относиться к эксайтотоксичности, вызванной инсультом или 

травмой спинного мозга, которые, как было показано, приводят к активации 

фосфатаз (Aronowski et al., 2000; Asai et al., 1999; Hasegawa et al., 2003; 

Springer et al., 2000) и сопровождаются усилением синтеза NO. 

Физиологический смысл такой двунаправленной регуляции активности 

nNOS может заключаться в том, что даже после ответа на действие глутамата 

в нормальных, не патологических условиях, при эксайтотоксичности и 

увеличении концентрации агониста NMDAR, nNOS изменит свою 

активность, так как отвечает nNOS на эти два процесса двумя различными 

химическими реакциями: в первом случае — фосфорилированием, во втором 

— дефосфорилированием.  

 Протеинкиназа А, протеинкиназа С и CaMKII участвуют в 

фосфорилировании nNOS (Bredt et al., 1992; Nakane et al., 1991; Hayashi et al., 

1999). NMDAR увеличивают активность CaMKII (Bayer et al., 2001), которая, 

в свою очередь, фосфорилирует nNOS по Ser847, который располагается в 
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области ингибиторной петли, примыкающей к аминокислотной 

последовательности, связывающей Ca
2+

-CaM сегмент nNOS. Ингибиторная 

петля связывает C-терминальный редуктазный домен nNOS с N-

терминальным оксигеназным доменом. Связывание Ca
2+

-CaM с 

ингибиторной петлей изменяет, по-видимому, расположение последней и 

увеличивает поток электронов от редуктазного домена к оксигеназному, 

увеличивая, тем самым, скорость ферментативного катализа (Rameau et al., 

2004). Фосфорилирование ингибиторной петли CaMKII может тормозить 

связывание Ca
2+

-CaM (Craig et al., 2002; Lane, Gross, 2000) и, таким образом, 

снижать активность фермента. Поскольку и активатор — Ca
2+

-CaM, и 

ингибитор — CaMKII киназа, кальций-зависимы, активность nNOS, по-

видимому, находится под многокомпанентным кальциевым контролем. 

Наличие таких Ca
2+

-зависимых регуляторных механизмов предполагает, что 

кальциевый ток через NMDAR может регулировать nNOS, находящуюся в 

непосредственной близости. В нервно-мышечном соединении в 

синаптической области как раз таки показана колокализация фермента NO-

синтазы и NMDAR (Grozdanovic, Gossrau, 1998; Lück et al., 2000). 

 Поскольку активация NO-синтазы зависит от Ca
2+

 и кальмодулина 

(Bredt, Snyder, 1990), сигнальные пути, повышающие внутриклеточную 

концентрацию Ca
2+

, могут привести к усилению продукции NO. Активация 

рецепторов, ассоциированных с G-белком, которая стимулирует гидролиз 

фосфоинозитида, приводит, как было показано, к двухфазному росту 

внутриклеточного кальция (Meldolesi et al., 1991; Berridge, 1993). Стимуляция 

таких рецепторов приводит к активации фосфолипазы C, которая расщепляет 

фосфатидилинозитол 4,5-бифосфат до диацилглицерола и инозитол-1,4,5-

трифосфата. Диацилглицерол активирует протеинкиназу С, тогда как 

инозитол-1,4,5-трифосфат высвобождает кальций из внутриклеточных депо, 

повышая тем самым внутриклеточную концентрацию Ca
2+

. Такой ответ 

протекает довольно быстро и приводит к быстрому нарастанию 
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внутриклеточной концентрации Ca
2+

. За этим следует менее выраженное, но 

постоянное увеличение уровня внутриклеточного кальция, которое зависит 

от входа кальция через кальциевые каналы плазматической мембраны из 

экстраклеточного пространства (Meldolesi et al., 1991; Berridge, 1993). 

Сравнительное значение двух фаз кальциевой сигнализации в процессе 

активации nNOS не было достаточно изучено. Существуют работы, 

раскрывающие связь мускариновых рецепторов и активации NOS 

(Surichamorn et al., 1990; Wang et al., 1996). Продуцирование NO в ответ на 

возбуждение мускариновых М1 рецепторов идет в две стадии: первая стадия 

включает мобилизацию внутриклеточного кальция и усиление активности 

NOS этим кальцием, вторая – вход кальция из внеклеточного пространства и, 

соответственно, активация им. Ранее предполагалось, что активация NOS 

происходит только за счет внутриклеточного пула кальция (Hu, El-Fakahany, 

1996). Основным клеточным механизмом, опосредующим взаимосвязь 

мускариновых рецепторов и мобилизации кальция, является формирование 

инозитолтрифосфата (Caulfield, 1993).  

 Существуют данные, свидетельствующие о том, что отложенное во 

времени увеличение уровня внутриклеточного кальция и цГМФ 

опосредовано входом экстраклеточного кальция, который может 

происходить благодаря активации рецептор-ассоциированных кальциевых 

каналов (Felder et al., 1993) или активации кальциевых каналов в ответ на 

истощение запасов внутриклеточного кальция (Putney, 1993). Получается, 

что максимум аккумуляции побочного продукта синтеза NO — L-

цитруллина, которая, в сущности, и отражает активацию NOS, наступает 

через 60 минут после активации M1 рецепторов. Такой эффект 

стимулирования мАХР может быть более выражен в случае терапии 

антиАХЭ препаратами или стабильными мускариновыми агонистами при 

болезни Альцгеймера (Bymaster et al., 1997).  
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 Получается, что при стимулировании нерва и выделении АХ, идет 

активация мАХР и, засчет этого, более значительное увеличение уровня 

внутриклеточного кальция, чем при активации только NMDAR в состоянии 

покоя. Таким образом, совместное действие АХ и глутамата может 

обеспечивать наиболее выраженный эффект активации NOS и через 

NMDAR-опосредованное усиление входа кальция, и через увеличение его 

концентрации посредством активации мАХР. 

 Понимание клеточных механизмов пролонгированной активации 

nNOS клинически важно, особенно учитывая, что NO принимает участие в 

механизмах памяти и обучения, синаптической пластичности и модуляции 

синаптической передачи (Aoki et al., 1995; Kuo, Schroeder, 1995; Udayabanu et 

al., 2008; Wotta, El-Fakahany, 1997).                 .
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

 

 Эксперименты проводили на изолированных нервно-мышечных 

препаратах (m. EDL — extensor digitorium longus) крыс породы Wistar обоих 

полов весом 250-300 гр. Изолированную мышцу с подходящим к ней нервом 

помещали в экспериментальную ванночку, через которую протекал 

аэрированный карбагеном (О2 95%, СО2 5%) раствор Рингера-Кребса для 

теплокровных следующего состава (ммоль/л): NaCl – 120.0, KCl – 5.0, CaCl2 – 

2.0, MgCl2 – 1.0, NaHCO3 – 11.0, NaH2PO4 – 1.0, глюкоза – 11.0, рН раствора 

поддерживали на уровне 7.2-7.4 при температуре 20±2 С
о
 (скорость перфузии 

2-3 мл/мин). Все эксперименты проводились в соответствии с директивой 

European Communities Council Directive от 24 ноября 1986 года (86/609/EEC). 

 

Определение активности ацетилхолинэстеразы in vitro 

 

 Для определения активности АХЭ в гомогентах мышц 

свежеприготовленный клеточный экстракт, проявляющий эстеразную 

активность, получали из мышц в гомогенизаторе Поттера в растворе, 

содержащем 0,05 M трис-HCl, 1% Tween 20, 1 M NaCl, 2 ммоль/л EDTA; pH 

7.0, экстрагирующем как глобулярные, так и ассиметричные формы 

ацетилхолинэстеразы (Bon et al., 1979). Также добавляли 50 мкмоль/л тетра-

изопропил-пирофосфорамида (iso-OMPA) (Koelle et al., 1974) для 

ингибирования бутирилхолинэстеразы. Для экстракции предварительно 

объединяли мышцы, полученные от 3-4 животных одного возраста и условий 

содержания. Экстрагировали 5 минут при +4°C, после чего центрифугировали 

при 13,5 тыс.об./мин и отбирали супернатант. Концентрацию белка в 
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супернатанте определяли по методу Брэдфорда (Bradford, 1976). Параметры 

эстеразной реакции определяли по методу Эллмана (Ellman et al., 1961), 

начальную скорость реакции определяли, используя спектрофотометр Perkin-

Elmer λ 25 (USA).  

Gergel‘ и Cederbaum (1997) показали, что NO может препятствовать 

реакции Эллмана, вызывая обесцвечивание раствора (в отсутствии АХЭ). 

Чтобы оценить вклад этого высветления в анализ активности АХЭ методом 

Эллмана, использовался следующий протокол. Гомогенаты мышц 

инкубировались с субстратом (ацетилтиохолином) в течении 5, 10, 15 и 20 

минут, после чего добавлялся ингибитор АХЭ неостигмин (10 мкмоль/л), 

чтобы остановить гидролиз субстрата ацетилхолинэстеразой. В качестве 

контроля, 10 мкмоль/л неостигмина добавляли в начале реакции. Во всех 

экспериментах затем добавлялось 0,5 ммоль/л 5,5‘-дитиобис-(2-

нитробензойная кислота) и измерялось поглощение при длине волны 412 нм. 

Активность АХЭ подсчитывалась как изменение оптической плотности во 

времени. Донор NO SNAP добавлялся в концентрации 100-500 мкмоль/л, при 

длине волны 412 нм он снижал поглощение (из-за выцветания), однако 

данный эффект не превышал 3-5 %. Эти результаты показывают, что степень 

выцветания, вызываемого оксидом азота, находится в пределах погрешности 

измерений. Поскольку вклад обесцвечивания оксидом азота оказался 

незначительным, в последующих экспериментах им можно пренебречь. 

 

Регистрация миниатюрных токов концевой пластинки (МТКП) 

 

Регистрация миниатюрных токов концевой пластинки производилась с 

помощью стандартной микроэлектродной техники с использованием 

микроэлектродов из стекла Pirex, заполненых раствором КСl (3 моль/л) с 

сопротивлением 5-10 МОм. Мембраный потенциал поддерживался на уровне  

-60 мВ (если не указано иное). В каждом препарате регистрировали от 150 до 
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200 МТКП в каждом мышечном волокне. Затем сигналы после 

предварительного усиления записывали на жесткий диск компьютера и 

анализировали с помощью оригинальной компьютерной программы. 

Анализировали следующие параметры МТКП – амплитуду, время роста от 20 

до 80% амплитуды, постоянную времени спада (τ). За постоянную времени 

спада принимался интервал времени между 0,8 и 0,367 амплитуды МТКП. 

Зарегистрированные амплитудно-временные параметры МТКП каждой 

концевой пластинки усреднялись, каждая группа экспериментальных данных 

состояла из усредненных значений от 20-30 концевых пластинок.  

Для предотвращения спонтанных мышечных сокращений, вызванных 

ингибированием АХЭ параоксоном (10 мкмоль/л), в омывающий мышцу 

раствор добавляли блокатор Na
+
-каналов тетродотоксин (0,1 мкмоль/л). 

 

Регистрация миниатюрных токов концевой пластинки в межстимульные 

интервалы при стимуляции нерва 

 

В экспериментах со стимуляцией нерва препарат инкубировали в 

течение 20 минут с раствором блокатора Na+-каналов μ-конотоксина GΙΙΙB в 

концентрации 2 мкмоль/л для предотвращения сокращений мышечных 

волокон. Стимуляция нерва проводилась прямоугольными электрическими 

импульсами длительностью 0.1 мс сверхпороговой величины с частотой 10 Гц 

посредством платиновых электродов. 

Во всех сериях экспериментов данные представлены как средние 

значения ±SEM, при этом n – обозначает количество исследуемых концевых 

пластинок (если не указано иного). Достоверность различий регистрируемых 

значений до и после аппликации действующего вещества проверялись по t 

критерию Стьюдента на уровне значимости р<0.05. На рисунках показаны 
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средние значения регистрируемых параметров и их средние квадратичные 

отклонения.  

Используемые реактивы 

 

Параоксон (1х10
-6

 моль/л), тетродотоксин (1х10
-7

 моль/л), глутамат 

(100х10
-6

 моль/л), глицин (700х10
-6

 моль/л), DL-2-амино-5-

фосфонопентаноиковая кислота (AP-5) (500х10
-6

 моль/л), 5,7-

дихлорокинуреновая кислота (100х10
-6

 моль/л), NG-нитро-L-аргинин метил 

эстер (L-NAME) (100х10
-6

 моль/л), S-нитрозо-N-ацетил-DL-пеницилламин 

(SNAP) (различные концентрации), циклогексимид (350х10
-6

 моль/л), 

окадаиковая кислота (1х10
-6

 моль/л), тетра-изопропил-пирофосфорамид (iso-

OMPA)(50х10
-6

 моль/л), ацетилхолин, ацетилтиохолин, гемоглобин (30х10
-6

 

моль/л), эритроцитарная ацетилхолинэстераза человека, 5,5′-дитиобис (2-

нитробензойная кислота) (реактивы для реакции Эллмана).  Реактивы были 

получены от Sigma-Aldrich, St. Louis, MO. μ-конотоксин (2х10
-6

 моль/л) был 

приобретен в Alamone Labs (Израиль).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 55 

ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

3.1. Влияние донора NO на активность АХЭ* 

 

Для определения того, способны ли молекулы NO ингибировать АХЭ в 

нервно-мышечном синапсе, были проведены биохимические эксперименты по 

оценке активности очищенной АХЭ эритроцитов человека в присутствии 

различных концентраций донора NO – SNAP. Было установлено, что в 

присутствии SNAP действительно имеет место снижение активности АХЭ 

вплоть до полного ингибирования фермента (рис. 2).  
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Рисунок 2 - Ингибирование активности ацетилхолинэстеразы (АХЭ) 

гомогенатов мышцы m. EDL (n=17) и эритроцитов человека (n=10) в 

присутствии донора молекул NO SNAP; IC50 - концентрация ингибитора, при 

которой наблюдается снижение активности фермента на 50% от контрольного 

значения 

*Эксперименты проводились совместно с м.н.с. ИОФХ им. А. Е. Арбузова, к.б.н. Харламовой А. Д. 
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Так, если в концентрации 10 и 50 мкмоль/л SNAP активность АХЭ 

почти не снижается, то при концентрации донора в 100 мкмоль/л активность 

снижается на 16,5 % по сравнению с контролем (рис. 2).  

Дальнейшее увеличение концентрации приводит к более выраженному 

угнетающему действию донора, и полное ингибирование фермента наступает 

при использовании SNAP в концентрации 1 ммоль/л. Таким образом, IC50 

(концентрация ингибитора, при которой наблюдается снижение активности 

фермента на 50% от контрольного) составила 270 мкмоль/л. SNAP – 

неэквимолярный донор оксида азота. Используя NO-селективный электрод, 

Hermann, Erxleben (2001) показали, что 1 ммоль/л SNAP выделяет 

приблизительно 8 мкмоль/л NO. Таким образом, IC50, равная 230 мкмоль/л 

соответствует 1,8 мкмоль/л NO в растворе. 

Далее нами была проведена серия экспериментов по тому же протоколу, 

но с АХЭ гомогенатов мышцы крысы m. extensor digitorum longus (m. EDL). 

Показали, что активность АХЭ гомогенатов мышцы также ингибируется при 

использовании SNAP, причем в том же диапазоне концентраций и с 

аналогичной степенью подавления активности (рис. 2). В концентрации 10 и 

50 мкмоль/л донора активность мышечной АХЭ остается без изменений, а при 

концентрации 100 мкмоль/л активность падает на 20% относительно 

контрольных значений. При этом IC50 составила 230 мкмоль/л. 

Таким образом, можно утверждать, что молекулы NO действительно 

способны ингибировать фермент АХЭ мышцы in vitro.  
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3.2. Влияние донора NO на амплитудно-временные параметры 

МТКП в нервно-мышечном синапсе 

 

 Широко известно, что ингибирование АХЭ в холинергическом синапсе 

приводит к увеличению амплитуды и длительности постсинаптических 

сигналов (Katz, Miledi, 1973). При этом показано, что с увеличением 

концентрации ингибитора амплитуда сигналов растет линейно, а длительность 

– экспоненциально (Anglister et al., 1994). В связи с этим, встает вопрос: если 

интактная АХЭ концевой пластинки ингибируется NO, то будут ли 

наблюдаться в нервно-мышечном соединении изменения, характерные для 

действия ингибиторов АХЭ? Ранее было показано (Mukhtarov et al. , 2000), что 

в диафрагмальной мышце крысы донор оксида азота SNAP (100 мкмоль/л), 

снижает неквантовую секрецию ацетилхолина, не оказывая влияния на 

миниатюрные потенциалы концевой пластинки. Мы предположили, что 

ингибирование синаптической АХЭ требует более высоких концентраций NО, 

чем это необходимо для влияния на неквантовую секрецию ацетилхолина. В 

связи с этим, в данной работе мы последовательно увеличивали концентрацию 

донора NO SNAP вплоть до 2 ммоль/л.  

Основываясь на характере ингибирования АХЭ оксидом азота in vitro, 

для электрофизиологических экспериментов мы использовали концентрации 

SNAP от 20 мкмоль/л до 2 ммоль/л. 

Средние значения амплитуды и постоянной времени спада МТКП, 

зарегистрированных в нервно-мышечных синапсах m. EDL с помощью метода 

двухэлектродной фиксации потенциала (потенциал при этом поддерживался 

на уровне –60 мВ) в контроле составили 2.77 ± 0.16 нA и 1.03 ± 0.06 мс, 

соответственно (n = 41). В присутствии SNAP в концентрации 20 мкмоль/л 

амплитуда МТКП достоверно не изменялась (n=30), тогда как при 

десятикратном повышении концентрации донора NO, а именно, при 
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концентрации SNAPa в 200 мкмоль/л, регистрируемый параметр сигнала 

увеличивался на 12% и составил 3.14 ± 0.09 нА (n=30) (рис. 3). Кроме этого, в 

данных экспериментах (SNAP, 200 мкмоль/л) была отмечена тенденция к 

увеличению постоянной времени спада МТКП, которая достигла значения 1,4 

мс, что составило 10 % по сравнению с контрольным значением. Однако это 

изменение было недостоверным для уровня значимости в p=0.05.  

Использование SNAP в концентрации 2 ммоль/л привело к 

значительному увеличению амплитуды МТКП на 47% (p<0.001), что 

составило увеличение на 1,3 нА, по сравнению с контрольным значением в 

2.77 нА и постоянной времени спада на 89% (n=27; p<0.001; рис. 3), что на 0.9 

мс больше по сравнению с контролем. При этом амплитуда достигла значения 

4.08± 0.16 нА, а постоянная временя спада – 1.95± 0.10 мс.  

Необходимо отметить, что эффекты донора NO, как на амплитуду, так и 

на длительность МТКП обратимы, так как они полностью исчезали после 

отмывки препарата. Время инкубации SNAP в экспериментах составляло – 10-

20 минут. 
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Рисунок 3 - SNAP повышает амплитуду и постоянную времени спада (τ) 

МТКП доза-зависимым образом. (А) Пример нативного МТКП в контроле 

(черная линия) и в присутствии 2 ммоль/л SNAP (серая линия). (Б) 

Усредненные 100 отдельных сигналов, записанных в одной и той же концевой 

пластинке. (В) В присутствии SNAP в концентрации 200 мкмоль/л 

наблюдалось умеренное увеличение амплитуды МТКП. Применение 2 

ммоль/л SNAP приводило к значительному росту амплитуды МТКП (n = 20-40 

на каждую концентрацию и на контроль). (Г) Постоянная времени спада (τ) 

значительно возрастала при концентрации SNAP в 2 ммоль/л. Более низкие 

концентрации донора NO не оказывали эффекта (n = 20-40 на каждую 

концентрацию и контроль) 

* - достоверное отличие от контроля (p<0.05) 

** - достоверное отличие от контроля (p<0.001) 

А Б 

В Г 
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Действительно ли изменение параметров постсинаптических ответов 

под действием донора оксида азота соответствует изменениям, характерным 

для действия ингибитора АХЭ в нервно-мышечном синапсе и не связано ли 

оно с влиянием на другие пре- и/или постсинаптические молекулярные 

мишени, способные тем или иным образом увеличивать амплитуду и 

постоянную времени спада постсинаптических сигналов? Для ответа на этот 

вопрос были проведены следующие серии экспериментов с использованием 

классического ингибитора АХЭ параоксона.  

В присутствие параоксона в концентрации 10 мкмоль/л, при которой 

ингибируется практически вся АХЭ амплитуда и постоянная времени спада 

МТКП выросли относительно контроля на 44% и на 298%, соответственно, и 

составили 4.93 ± 0.10 нA и 4.10 ± 0.13 мс. Амплитуда в контроле была 2.77 нА, 

а длительность – 1.03 мс (n=19; p < 0.001; рис. 4). Эти результаты сопоставимы 

с данными, полученными при использовании SNAP в концентрации 2 ммоль/л 

(рис. 2), при которой, согласно вышеприведенным биохимическим данным (in 

vitro максимальная концентрация составляла 1 ммоль/л), наблюдается полное 

подавление активности АХЭ из гомогенатов m. EDL крысы и эритроцитов 

человека (рис. 2). 

Для подтверждения того факта, что именно подавление активности АХЭ 

в нервно-мышечном синапсе и есть причина наблюдаемых изменений 

амплитудно-временных параметров МТКП под действием молекул NO, были 

проведены эксперименты по следующему протоколу: SNAP добавляли в 

раствор после полного развития эффекта параоксона (через 30 минут). И в 

данном случае не наблюдалось какого-либо дополнительного увеличения 

амплитуды сигнала и постоянной времени спада. Амплитуда МТКП при 

совместном применении параоксона и SNAP составила 5.13 ± 0.20 нA, (по 

сравнению с 4.93 ± 0.10 нА только в параоксоне, p = 0.31), а постоянная 

времени спада сигналов 3.67 ± 0.10 мс (vs. 4.10 ± 0.13 мс в параоксоне, p = 

0.105; рис. 4).  
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Рисунок 4 - Отсутствие влияния донора NO SNAP (2 ммоль/л) на амплитуду 

(нA; панель А) и длительность (постоянная времени спада – τ, мкс; панель Б) 

МТКП, увеличенных в условиях полного ингибирования ацетилхолинэстеразы 

параоксоном (10 мкмоль/л). Инкубация с ингибитором АХЭ, параоксоном (10 

мкмоль/л) значительно повышала как амплитуду МТКП (А), так и τ спада (Б). 

Применение SNAP (2 ммоль/л) после предварительной инкубации мышцы 

параоксоном, не оказывало влияния на амплитудно-временные параметры 

МТКП. Акцептор NO, гемоглобин (Hb) (30 мкмоль/л), сам по себе не оказывал 

эффекта на амплитуду и длительность МТКП, однако значительно снижал 

действие SNAP. Данные представлены как усредненные значения ± SEM, 

полученные от 4-5 животных (19-24 концевых пластинок) 

** - достоверное отличие от контроля (p<0.001) 

* - достоверное отличие от контроля (p<0.05) 

 

Таким образом, наличие характерных для ингибирования АХЭ эффектов 

донора NO на амплитуду и длительность МТКП, полное соответствие 

выраженности действия и диапазона концентраций в биохимических и 

А Б 



 62 

электрофизиологических экспериментах, а также отсутствие обнаруженных 

эффектов SNAP на постсинаптические ответы после предварительного 

ингибирования АХЭ позволяет утверждать, что молекулы NO способны 

эффективно угнетать активность АХЭ в нервно-мышечном соединении 

млекопитающего. 

Возникает вопрос, является ли увеличение амплитуды и постоянной 

времени спада МТКП, характерные для ингибирования АХЭ, результатом 

действия именно молекул оксида азота или мы наблюдаем угнетение 

активности АХЭ, опосредованное молекулами SNAP. Чтобы найти ответ на 

этот вопрос, мы добавили SNAP в концентрации 2 ммоль/л и NO-акцептор 

гемоглобин в концентрации 30 мкмоль/л (Mukhtarov et al., 2000; Thomas, 

Robitaille, 2001). 

 Гемоглобин сам по себе не оказывал влияния на амплитуду и 

длительность МТКП, при применении этого акцептора амплитуда МТКП 

составила 2.76 ± 0.15 нA, а длительность 1.13 ± 0.06 мс (рис. 4). Однако, в 

присутствии гемоглобина эффекты SNAP на амплитудно-временные 

параметры МТКП были менее выражены. Так, амплитуда МТКП возросла 

лишь на 22 % и составила 3.37 ± 0.18 нA при совместном применении донора 

и акцептора NO гемоглобина, (p = 0.011, рис. 4A), а постоянная времени спада 

увеличилась только на 24 % (гемоглобин + SNAP, 1.39 ± 0.06 мс; p = 0.003, 

рис. 4Б).  

Таким образом, эффекты донора NO на амплитуду и длительность 

МТКП соответствуют классической картине ингибирования АХЭ. Более того, 

отсутствие этих эффектов после предварительного ингибирования АХЭ 

параоксоном и значительное их уменьшение в присутствии NO акцептора 

поддерживают гипотезу о том, что экзогенные молекулы оксида азота 

способны угнетать активность АХЭ в нервно-мышечном синапсе 

млекопитающих. 
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Полученные данные ставят вопрос: физиологична ли такая модуляция 

активности АХЭ в норме и если да, то чем именно запускается этот механизм? 

Согласно литературным данным, NO-синтаза в нервно-мышечном синапсе 

млекопитающих сконцентрирована в области постсинаптической мембраны и 

тесно ассоциирована с глутаматными NMDA-рецепторами (Grozdanovic, 

Gossrau, 1998; Lück et al., 2000), активация которых сопровождается входом 

ионов кальция, необходимого для ферментативного синтеза NO. Ранее была 

показана точная постсинаптическая локализация NMDAR в m. EDL, m. soleus 

и диафрагме (Malomouzh et al., 2011). Более того, было также показано, что 

ряд эффектов NO в синапсах диафрагмы крысы инициируется именно 

активацией NMDA-рецепторов (Urazaev et al., 1995; Malomouzh et al., 2003, 

2005), что позволило нам высказать предположение о том, что активация 

NMDAR и связанное с этим усиление эндогенного синтеза NO, помимо 

прочих возможных эффектов, будет сопровождаться снижением активности 

АХЭ в нервно-мышечном синапсе. 

 

3.3. Влияние активации NMDA-рецепторов на мембранный 

потенциал покоя клетки 

 

Так как NMDA-рецептор представляет собой ионный канал, 

проницаемый для катионов, логично предположить, что в случае наличия 

функциональных NMDA-рецепторов на постсинаптической мембране, их 

активация вызовет входящий ток катионов, следовательно, приведет к 

деполяризации мембранного потенциала покоя. Выраженность этой 

деполяризации будет зависеть от количества активированных рецепторов и от 

концентрации ионов в среде. Однако, для NMDA-рецепторов показано 

наличие магниевого блока, который снимается деполяризацией мембраны 

(Nowak et al., 1984; Mayer et al., 1984) или, в экспериментальных условиях, 

использованием безмагниевого раствора.  
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При экспериментах на одной клетке нам удалось в некоторых случаях 

обнаружить падение мембранного потенциала в несколько милливольт под 

воздействием агонистов NMDA-рецепторов глутамата (100 мкмоль/л) и 

глицина (700 мкмоль/л), нативный сигнал этого падения представлен на рис. 5, 

однако эффект был непостоянен из-за естественного падения мембранного 

потенциала поврежденной клетки. В связи с этим последующие серии 

экспериментов были сделаны методом обкола большого числа мышечных 

волокон; при этом измерялся мембранный потенциал покоя.  

 

 

 

Рисунок 5 – Нативная кривая деполяризации мембраны одного 

мышечного волокна под действием агонистов NMDA-рецепторов глутамата 

(100 мкмоль/л) и глицина (700 мкмоль/л). Вследствие активации NMDA-

рецепторов, ассоциированный с рецептором канал становится проницаем для 

катионов – Na
+
, K

+
 Ca

2+
, вход которых обусловливает деполяризацию 

постсинаптической мембраны 

 

В безмагниевом растворе добавление глутамата в концентрации 100 

мкмоль/л и ко-агониста NMDAR глицина в концентрации 700 мкмоль/л 
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приводило к достоверному падению мембранного потенциала на 6,5 % (рис. 

6), при этом контрольное значение составило 79.37±0.24 мВ (n=270), а после 

аппликации аминокислот мембранный потенциал составил 74.18±0.32 мВ 

(n=140).  

Чтобы выяснить, действительно ли данный эффект связан с активацией 

NMDA рецепторов, была проведена серия экспериментов с использованием 

селективного обратимого блокатора NMDA-рецепторов AP5 (DL-2-амино-5-

фосфоновалериановая кислота). Добавление AP5 в концентрации 500 

мкмоль/л само по себе не оказывало достоверного влияния на мембранный 

потенциал клетки. Однако, последующая аппликация глутамата и глицина 

вызывала значимо меньшую деполяризацию в присутствии блокатора, которая 

составила лишь 1,5 % (78.15±0.39 мВ vs. 79.37±0.24 мВ в контроле), однако 

была статистически достоверной (n=127).  

Отсутствие полного блокирующего эффекта AP5 может объясняться 

тем, что данный блокатор обратим, конкурентно связывается с участком 

связывания глутамата, и его степень сродства к NMDA-рецептору сходна с 

аффинностью глутамата, вследствие чего аминокислота может вытеснять 

блокатор. Чтобы добиться полного блокирования эффекта аминокислот, мы 

использовали блокатор глицинового сайта NMDAR 5,7-дихлорокинуреновую 

кислоту (нариевая соль) в концентрации 100 мкмоль/л. При добавлении 5,7-

дихлорокинуреновой кислоты достоверного изменения мембранного 

потенциала не наблюдалось (n=79). При совместной аппликации AP5 и 5,7-

дихлорокинуреновой кислоты деполяризации постсинаптической мембраны 

также не возникало (n=79). При этом, на фоне этих двух блокаторов, 

аминокислоты не вызывали достоверного падения мембранного потенциала 

(78.8±0.22 мВ vs. 79.37±0.24 мВ в контроле; n=85, рис. 6).  
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Рисунок 6 — Влияние активации NMDAR на мембранный потенциал покоя 

постсинаптической клетки. При аппликации глутамата (100 мкмоль/л) и 

глицина (700 мкмоль/л) в безмагниевом растворе наблюдалось падение 

мембранного потенциала покоя клетки. Добавление блокаторов NMDAR – 

AP5 (DL-2-амино-5-фосфоновалериановая кислота, 500 мкмоль/л) и 5,7-

дихлорокинуреновой кислоты (5,7-KA; 100 мкмоль/л), а также их совместное 

применение не оказывали эффекта на МПП. Добавление глутамата и глицина 

на фоне AP5 незначительно снижало МПП, однако этот эффект полностью 

блокировался при аппликации двух блокаторов – и AP5, и 5,7-

дихлорокинуреновой кислоты. В растворе, содержащем ионы магния, 

аппликация глутамата и глицина не оказывало эффекта на МПП 

постсинаптической клетки 

* - достоверное отличие от контроля (p<0.05) 

 

Безмагниевый 

раствор 
Магниевый раствор 
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Альтернативный, физиологический способ блокады NMDA-рецепторов 

– это магниевый блок. Если наблюдаемый эффект на мембранный потенциал 

обусловлен работой этих рецепторов, то присутствие магния в растворе 

должно блокировать развитие деполяризации при аппликации агонистов. И 

действительно, в присутствии Mg
2+

 аминокислоты не оказывали влияния на 

мембранный потенциал, в безмагниевом контроле он составил 78.91±0.32 мВ, 

после добавления глицина и глутамата – 78.26±0.31 мВ (n=105) (рис. 6).  

Из полученных результатов можно сделать вывод, что на 

постсинаптической мембране имеются функциональные NMDAR, активация 

которых вызывает достоверные сдвиги мембранного потенциала в 

положительную сторону. Такая деполяризация обеспечивается входящим 

током катионов через канал рецептора, блокируется селективными 

блокаторами глутаматного и глицинового сайта связывания и не наблюдается 

в условиях сохранения магниевого блока.  

Следующая серия экспериментов была посвящена исследованию 

возможных эффектов активации NMDA-рецепторов и связанного с этим 

увеличения продукции оксида азота на амплитудно-временные параметры 

синаптических ответов и представляла собой регистрацию МТКП в m. EDL в 

присутствии агонистов NMDAR глутамата и глицина и антагониста этих 

рецепторов АP-5.  

 

3.4. Эффект глутамат-опосредованной активации эндогенного 

синтеза NO на параметры МТКП 

 

Добавление глутамата в концентрации 100 мкмоль/л (Malomouzh et al., 

2003) приводило к возрастанию амплитуды МТКП на 9% (рис. 7; p=0,02; 

n=30), которая составила 3.53 ± 0.10 нА (vs. 3.23 ± 0.07 нA в контроле), этот 

эффект наблюдался только через 30-40 минут после добавления 

аминокислоты. При добавлении ко-агониста NMDAR глицина в низкой 



 68 

концентрации (100 мкмоль/л), изменений в эффекте глутамата не 

наблюдалось. Однако повышение концентрации глицина до 700 мкмоль/л 

значительно усилило влияние глутамата и привело к росту амплитуды МТКП 

на 19% по сравнению с контролем, при этом значения амплитуды достигли 

3.87±0,11 (vs. 3.23 ± 0.07 нA в контроле; n=25; p<0.0003; рис. 7). Длительность 

сигналов в обоих случаях значительных изменений не претерпевала вне 

зависимости от состава используемого раствора. Дальнейшее увеличение 

концентрации глутамата (до 500 мкмоль/л в присутствии 700 мкмоль/л 

глицина) не усиливало влияние на амплитуду МТКП. Применение 700 

мкмоль/л глицина отдельно не оказывало эффект ни на длительность МТКП, 

ни на амплитуду сигналов (рис. 7).  

Наглядный пример изменений амплитуды МТКП при совместном 

применении глутамата и глицина представлен на рис. 7. Эффект глутамата 

появлялся через 30-40 минут инкубации в растворе и становился наиболее 

выраженным к 60 минуте инкубации. Для проверки того, что изменение 

амплитуды МТКП под действием глутамата и глицина есть следствие 

снижения активности АХЭ, были проведены эксперименты с добавлением 

аминокислот на фоне ингибирования ацетилхолинэстеразы. Амплитуда 

сигнала, увеличенная под действием параоксона (10 мкмоль/л) с контрольного 

значения 3.23 ± 0.07 нА (n=25) до 4.93 ± 0.1 нА (n=24), не изменялась при 

аппликации глутамата и глицина и составляла 5.07 ± 0.14 нА (n=30, p=0.4; рис. 

7). 

Отсутствие эффекта аминокислот при применении параоксона 

показывает, что увеличение амплитуды МТКП происходит не из-за изменений 

в чувствительности АХ рецепторов или размера кванта, а именно из-за 

ингибирования АХЭ.  
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Рисунок 7 – (А) Развитие эффекта глутамата на амплитуду МТКП во времени. 

Влияние глутамата и глицина на амплитуду МТКП связано с ингибированием 

синаптической АХЭ; (Б) Влияние глутамата (Glu, 100 мкмоль/л) и глицина 

(Gly, 700 мкмоль/л) на амплитуду МТКП и отсутствие этого действия 

аминокислот при ингибировании ацетилхолинэстеразы параоксоном (10 

мкмоль/л). (А) Данный пример иллюстрирует увеличение амплитуды МТКП 

во времени при совместном применении глутамата и глицина в одном из 

типовых экспериментов (каждая точка представляет собой усредненную 

амплитуду от 200 МТКП). На вставке – усредненный МТКП из 100 МТКП, 

записанных в одной и той же концевой пластинке в контроле (черная линия) и 

после инкубации в течение часа с раствором глутамата (100 мкмоль/л) и 

глицина (700 мкмоль/л) (серая линия). (Б) Инкубация в течение часа с 100 

мкмоль/л глутамата привела к увеличению амплитуды МТКП на 9 %. 

Совместное применение глутамата (100 мкмоль/л) и глицина (700 мкмоль/л) 

привело к более значительному росту амплитуды МТКП (на 19 %). 

Применение аминокислот на фоне ингибитора АХЭ, параоксона (10 

мкмоль/л), не оказывало влияния на амплитуду сигналов. Данные 

представлены в виде усредненных значений ± SEM, полученных от 4-7 

животных (21-40 концевых пластинок)  

* - достоверное отличие от контроля (p<0.05);  

** - достоверное отличие от контроля (p<0.001) 

А 
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3.5. Исследования непосредственного влияния аминокислот на 

активность АХЭ in vitro* 

 

Далее, необходимо было получить прямые доказательства отсутствия у 

используемых аминокислот собственного ингибирующего действия на 

активность АХЭ. Для этого были проведены биохимические эксперименты по 

оценке активности ацетилхолинэстеразы гомогенатов m. EDL в присутствии 

тех же концентраций глутамата (100 мкмоль/л) и глицина (700 мкмоль/л), что 

и в электрофизиологических экспериментах. Оказалось, что в присутствии 

каждой из этих аминокислот, а также при их совместном действии, активность 

АХЭ не претерпевала никаких достоверных изменений (рис. 8; n=20).  

 
Рисунок 8 - Активность ацетилхолинэстеразы гомогенатов m. EDL крысы 

(А/мин – изменение поглощения света с длиной волны 412 нм, отражающее 

гидролиз субстрата холинэстеразой, в минуту) в контроле, в присутствии 

глутамата (Glu, 100 мкмоль/л), глицина (Gly, 700 мкмоль/л) и при совместном 

добавлении аминокислот 

*Эксперименты проводились совместно с м.н.с. ИОФХ им. А. Е. Арбузова, к.б.н. Харламовой А. Д. 
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Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что 

изменение амплитуды МТКП в нервно-мышечном синапсе под действием 

глутамата и глицина есть следствие ингибирования АХЭ, вызванного не 

прямым действием этих аминокислот на фермент, а опосредованным, 

неустановленным до настоящего времени, молекулярным механизмом.  

 

3.6. Исследование влияния глутамата и глицина на амплитудно-

временные параметры МТКП в присутствии блокатора NMDA-

рецепторов и ингибитора NO-синтазы 

 

Наиболее вероятным кандидатом на роль белка, воспринимающего 

сигнал от глутамата и запускающего этот молекулярный механизм регуляции, 

являются NMDA-рецепторы. В частности, это подтверждается и 

обнаруженным нами более выраженным эффектом глутамата на амплитуду 

МТКП в присутствии глицина. 

Действительно ли эти рецепторы опосредуют эффект глутамата на 

амплитуду МТКП? И реализуется ли эффект аминокислот через образование 

молекул NO в нервно-мышечном синапсе? Получению ответов на эти вопросы 

и были посвящены следующие серии электрофизиологических экспериментов 

с использованием классического конкурентного антагониста NMDA-

рецепторов DL-2-амино-5-фосфоновалериановой кислоты (AP5) и 

конкурентного ингибитора NO-синтазы NG-нитро-L-аргинин-метил эстера (L-

NAME). 

Добавление в раствор только АР5 (500 мкмоль/л) не повлияло на 

амплитуду МТКП (AP5, 2.86 ± 0.11 нA; контроль, 3.09 ± 0.10 нA; p = 0.12; рис. 

9). Последующая аппликация глутамата в концентрации 100 мкмоль/л и 

глицина в концентрации 700 мкмоль/л на фоне блокатора NMDA-рецепторов 

не приводила к достоверному изменению в амплитуде МТКП, при совместном 
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применении агонистов NMDAR и блокатора AP5 амплитуда МТКП составила 

2.82 ± 0.10 нA (vs. AP-5, 2.86 ± 0.11 нA; p = 0.82; рис. 9), что подтверждает 

роль NMDA-рецепторов в реализации эффекта аминокислот на амплитуду 

МТКП. Добавление ингибитора NO-синтазы L-NAME в концентрации 100 

мкмоль/л приводило к небольшому, но статистически достоверному 

снижению амплитуды МТКП на 8%, которая составила 2.96 ± 0.08 нA (vs. 3.23 

± 0.07 нA в контроле, p = 0.014; Рис. 9). Аппликация аминокислот после 

инкубации с L-NAME не приводила к росту амплитуды МТКП (Glu+Gly+L-

NAME: 2.79 ± 0.08 нA; L-NAME: 2.96 ± 0.08 нA; p = 0.14, Рис. 9) 

 
 

Рисунок 9 - Влияние глутамата (Glu, 100 мкмоль/л) и глицина (Gly, 700 

мкмоль/л) на амплитуду МТКП в нормальных условиях и на фоне блокады 

NMDA-рецепторов DL-2-амино-5-фосфоновалериановой кислотой (AP5, 500 

мкмоль/л) и при ингибировании фермента NO-синтазы NG-нитро-L-аргинин-

метил эстером (L-NAME, 100 мкмоль/л); * - достоверное отличие от контроля 

(p<0.05);** - достоверное отличие от контроля (p<0.001) 
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 В дополнительной серии экспериментов мы попытались ослабить 

эффект аминокислот на амплитуду МТКП, используя мембранно-

непроницаемый акцептор NO гемоглобин (30 мкмоль/л). И действительно, 

после совместного применения гемоглобина и аминокислот значительного 

увеличения амплитуды МТКП не наблюдалось, при этом амплитуда сигналов 

при аппликации гемоглобина составила 2.79 ± 0.11 нA, а при инкубации в 

растворе с глутаматом (100 мкмоль/л), глицином (700 мкмоль/л) и 

гемоглобином – 2.99 ± 0.18 нA (p=0.31).  

Полученные результаты свидетельствуют о том, что эффект 

аминокислот на амплитуду МТКП опосредуется NMDA-рецепторами и 

реализуется исключительно при активации NO-синтазы, кроме того, имеет 

место определенный уровень эндогенной конститутивной активности NO-

синтазы в мышечных волокнах, что согласуется с данными литературы 

(Stamler, Meissner, 2001).  

 Таким образом, отсутствие влияния активации NMDAR на 

миниатюрные постсинаптические потенциалы, которое было показано ранее 

(Malomouzh et al., 2003), могло наблюдаться из-за более короткого периода 

инкубации с аминокислотами и, возможно, из-за различных типов мышц, на 

которых проводились эксперименты. 

Эти серии экспериментов заставили нас пересмотреть изначальную 

гипотезу функциональной связи между NMDAR и NO-синтазой в нервно-

мышечном соединении. Ранее, мы предполагали, что активация  NMDAR 

приводит к последующему входу ионов кальция Ca
2+

, которые связываются 

кальмодулином и напрямую активируют NО-синтазу. Однако, в наших 

экспериментах, эффект и от экзогенного донора NО, и от ингибитора NО-

синтазы L-NAME, проявлялся по прошествии 15-20 минут инкубации, в то 

время как падение амплитуды МТКП под влиянием аминокислот возникало в 

полной мере только после 40-60 минут инкубации (рис. 7). 
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Данные результаты показывают, что активация NMDAR экзогенными 

глутаматом и глицином запускает долговременный механизм, который 

приводит к увеличению продукции NO и частичному ингибированию 

активности АХЭ. 

 

3.7. Увеличение амплитуды МТКП через активацию NMDA-рецепторов 

связано с фосфатазной активностью, а не с синтезом белка de novo 

 

Анализ литературы показал, что существует два наиболее подходящих 

механизма, объясняющих отложенный во времени эффект глутамата и 

глицина на амплитудно-временные параметры МТКП: 1) активация NMDA-

рецепторов усиливает синтез белка de novo (Skinner et al., 2008), и, возможно, 

непосредственно синтез NO-синтазы; 2) вход ионов Ca
2+

 через NMDAR 

инициирует Ca
2+

-зависимый путь регуляции NO-синтазы при помощи 

изменения степени ее фосфорилирования (Rameau et al., 2004). Чтобы 

проверить первую гипотезу, мы применили селективный ингибитор синтеза 

белка циклогексимид. Инкубация в течение 180 минут с раствором 

циклогексимида в концентрации 350 мкмоль/л привели к росту амплитуды 

МТКП (циклогексимид, 3.59 ± 0.09 нA; контроль, 3.23 ± 0.07 нA, p=0.002). 

Однако, после инкубации препарата в растворе циклогексимида, эффект 

глутамата и глицина на амплитуду МТКП сохранялся, амплитуда при этом 

достоверно увеличилась на 11 % до 4.05 ± 0.14 нA (vs. 3.59 ± 0.09 нA в 

циклогексимиде, p=0.007, рис. 10). Таким образом, можно заключить, что 

синтез белка de novo не влияет на усиление продукции NO, вызванное 

глутаматом.  

Согласно Rameau с соавторами (2004), задержанное усиление продукции 

NО во времени (на 40-60 мин) после активации NMDAR, может быть 

опосредовано дефосфорилированием NО синтазы серин-треонин-протеин 

фосфатазами типа PP1 и PP2A.  
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Используя окадаиковую кислоту (ОА, 1 мкмоль/л) в качестве 

ингибитора этих фосфатаз, мы проверили возможное участие этих ферментов 

в реализации действия глутамата и глицина на амплитуду МТКП. После 

применения окадаиковой кислоты, средняя амплитуда МТКП повысилась на 

14% по сравнению с контрольными значениями (3.68±0.11 нA, p=0.0006). При 

этом, ОА полностью предотвращала действие глутамата и глицина на 

амплитуду МТКП (OA, 3.68 ± 0.11 нA; OA + глутамат + глицин, 3.43 ± 0.10 

нA; p= 0.104, рис. 10). 

 

Рисунок 10 - Ингибирование фосфатаз РР1 и РР2А окадаиковой кислотой (OA, 

1 мкмоль/л), без угнетения белкового синтеза, препятствовало росту 

амплитуды МТКП, индуцированному глутаматом и глицином. 

Предварительная инкубация с ингибитором синтеза белка, циклогексимидом 

(CHX, 350 мкмоль/л), не препятствовала росту амплитуды МТКП в 

присутствии глутамата (Glu, 100 мкмоль/л) и глицина (Gly, 700 мкмоль/л). 

Данные представлены в виде усредненных значений ± SEM, полученных от 4-

7 животных (21-40 концевых пластинок). * - достоверное отличие от контроля 

(p<0.05); ** - достоверное отличие от контроля (p<0.001). 
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  Таким образом, можно сделать заключение, что активация NMDA-

рецепторов экзогенным глутаматом запускает ингибирование активности АХЭ 

через метаболический путь, включающий дефосфорилирование NО-синтазы 

 

3.8. Активация NMDAR эндогенным глутаматом приводит к увеличению 

амплитуды МТКП, регистрируемых в межстимульные интервалы, при 

высокочастотной стимуляции* 

 

Основываясь на проделанных экспериментах, мы предположили 

возможность регуляции активности синаптической АХЭ посредством 

эндогенного глутамата. Эта аминокислота известна как ко-медиатор 

ацетилхолина в холинэргических синапсах (Vyas, Bradford, 1987; Israel et al., 

1993; Meister et al., 1993; Waerhaug, Ottersen, 1993; Pinard et al., 2003; Nishimaru 

et al., 2005). Усиление синаптической активности (такое, как ритмическая 

высокочастотная стимуляция) может привести к накапливанию глутамата в 

синаптической щели, где он может оказывать депрессорный эффект на 

активность синаптической АХЭ, а также модулировать квантовую (Pinard et 

al., 2003) и неквантовую секрецию ацетилхолина (Malomouzh et al., 2003). 

 Следующие серии электрофизиологических экспериментов были 

направлены на исследование ингибирования АХЭ при помощи NО в процессе 

ритмической высокочастотной стимуляции. Поскольку NО способен 

модулировать интенсивность вызванной квантовой секреции (Thomas, 

Robitaille, 2001), мы использовали для анализа амплитудно-временные 

параметры спонтанных ответов (МТКП), записанных в межстимульные 

интервалы, как показатель активности синаптической АХЭ. Нерв 

стимулировался с частотой 10 Гц – это частота позволяет зарегистрировать 

достаточное количество МТКП в межстимульных интервалах.  

*Эксперименты проводились совместно с с.н.с. КИББ КазНЦ РАН, к.б.н. Ковязиной И. В.  
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В нормальных физиологических условиях, глицин необходимый для 

активации NMDAR, обычно присутствует в межклеточном пространстве 

(Edmonds et al., 1995). Вследствие этого, мы провели эксперименты как в 

растворе, не содержащем глицин, чтобы выявить возможные эффекты 

высокочастотной активности как таковой на МТКП, так и в присутствии 

глицина в концентрации 700 мкмоль/л для усиления действия глутамата. Было 

зарегистрировано 100-200 МТКП каждой концевой пластинки в покое, затем в 

течение 5 минут при частоте стимуляции 10 Гц в межстимульных интервалах 

и после окончания стимуляции. Вследствие значительной вариабельности 

параметров миниатюрных токов различных концевых пластинок, мы 

сравнивали параметры МТКП, записанных в одних и тех же клетках в покое и 

во время высокочастотной стимуляции. В растворе, не содержащем глицин, 

стимуляция частотой 10 Гц не изменяла амплитуду и длительность МТКП, 

записанных в межстимульные интервалы по сравнению с сигналами, 

полученными в покое, до стимуляции, при этом в контроле амплитуда МТКП 

составила 2.86 ± 0.16 нA, а во время стимуляции без глицина – 2.84 ± 0.18 нA 

(p = 0.72, рис. 11). Эти результаты согласуются с ранее полученными данными 

об инвариабельности МТКП, зарегистрированных в нервно-мышечном 

соединении лягушки в процессе десяти- и пятидесятигерцовой стимуляции 

(Kovyazina et al., 2010). Однако, в присутствии глицина (700 мкмоль/л), 

стимуляция частотой в 10 Гц привела к росту амплитуды МТКП 

межстимульных интервалов до 108.7 ± 2.9% относительно значений, 

полученных до стимуляции (амплитуда МТКП до стимуляции по сравнению 

со значениями во время стимуляции, р = 0.03, рис. 11). Длительность МТКП, 

однако, не изменялась.  

Когда нервно-мышечный препарат был инкубирован либо с раствором 

АР5 (25 мкмоль/л), либо L-NAME (100 мкмоль/л), никаких изменений в 

амплитуде МТКП в процессе высокочастотной стимуляции не наблюдалось 

как в растворе с глицином, так и без глицина. 



 78 

 

 

 

Рисунок 11 - Высокочастотная (10 Гц) стимуляция нерва повышает 

амплитуду МТКП, что обусловлено активацией NMDAR, запускаемой 

эндогенным глутаматом с последующим усилением продукции NO. В 

контрольных концевых пластинках амплитуда МТКП не изменялась в течение 

5 минут стимуляции с частотой 10 Гц. Добавление глицина (700 мкмоль/л) в 

омывающий раствор привело к небольшому росту амплитуды МТКП (на 8.7% 

± 2.9% vs. контроль), записанных в межстимульные интервалы. 

Предварительная инкубация с блокатором NMDA-рецепторов, АР5 (25 

мкмоль/л), или с ингибитором NO-синтазы, L-NAME (100 мкмоль/л), 

предотвращала все эффекты, связанные с добавлением глицина. Контрольные 

значения записывались до стимуляции. Данные представлены в процентах от 

контрольных значений, как усредненные показатели ± SEM, в одних и тех же 

16-20 концевых пластинках (от 4 животных) 

* - достоверное отличие от контроля (p<0.05) 

** - достоверное отличие от контроля (p<0.001) 
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 Таким образом, можно сделать заключение, что в процессе нормального 

функционирования синапса, увеличение амплитуды синаптических ответов 

происходит благодаря частичному ингибированию АХЭ молекулами NO, 

синтез которых запускается активацией NMDAR при помощи глутамата и 

глицина. В отличие от медленно развивающихся эффектов экзогенных 

аминокислот, действие эндогенного глутамата проявляется сразу же, во время 

сессии высокочастотной (10 Гц) стимуляции нерва. 
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

 

 

Газообразный мессенджер NO модулирует множество процессов в 

организме, в том числе, синаптическую передачу (Schuman, Madison, 1994; 

Ohkuma, Katsura, 2001), а также оказывает влияние на ряд синаптических 

белков. Мы показали, что донор оксида азота S-нитрозо-N-ацетил-DL-

пеницилламин (SNAP) ингибирует активность ацетилхолинэстеразы как in 

vitro, так и ex vivo. Ранее было показано, что другой донор NO, spermine 

NONOate, способен угнетать активность АХЭ гомогенатов мозга in vitro 

(Udayabanu et al., 2008), полученный нами результат показывает, что донор 

NO SNAP ингибирует также АХЭ эритроцитов человека и гомогенатов мышц 

крысы в биохимических экспериментах. В электрофизиологических опытах 

было выявлено, что SNAP (в концентрациях, ингибирующих АХЭ in vitro) 

повышает амплитуду и длительность МТКП, что характерно для 

ингибирования АХЭ в нервно-мышечном синапсе. Отстутствие этих эффектов 

SNAP после предварительной инкубации с параоксоном (необратимым 

ингибитором АХЭ) доказывает, что в присутствии донора NO изменение 

амплитудно-временных параметров МТКП обусловлено именно снижением 

активности АХЭ, а не изменением размера кванта медиатора или 

чувствительности постсинаптических рецепторов. Более того, акцептор NO 

гемоглобин (Mukhtarov et al., 2000; Thomas, Robitaille, 2001), значительно 

снижал влияние SNAP на МТКП. Таким образом, частичное ингибирование 

активности АХЭ в присутствии доноров NO может оказывать влияние на 

синаптическую передачу, что делает необходимым учитывать этот аспект при 

их терапевтическом применении. Продукция эндогенного оксида азота, 

опосредованная активацией NMDAR, достаточна для частичного 
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ингибирования активности ацетилхолинэстеразы. Однако, остается 

невыясненным, проявляется ли ингибирующий эффект NO только при 

аппликации доноров NO, при патологиях (когда продукция NO усилена), или 

NO может влиять на активность АХЭ и при нормальных физиологических 

условиях. Не так давно была показана колокализация фермента NO-синтазы и 

NMDA-рецепторов в нервно-мышечном соединении млекопитающих 

(Grozdanovic, Gossrau, 1998; Lück et al., 2000). NMDAR обладают достаточно 

высокой проницаемостью для ионов кальция и расположены непосредственно 

на постсинаптической мембране во вторичных складках, где локализовано 

основное количество АХЭ (Mays et al., 2009; Bernard et al., 2011; Malomouzh et 

al., 2011). 

 Глутамат хорошо известен как комедиатор ацетилхолина (Vyas, 

Bradford, 1987; Israel et al., 1993; Meister et al., 1993; Waerhaug, Ottersen, 1993; 

Pinard et al., 2003; Nishimaru et al., 2005). Если рассматривать полученные 

ранее экспериментальные данные о том, что активация NMDAR приводит к 

усилению продукции NO, можно предположить наличие NO-опосредованного 

ингибирования АХЭ, которое запускается молекулой глутамата. Добавление 

глутамата и глицина увеличивало амплитуду МТКП, и этот эффект полностью 

исчезал после блокирования NMDAR, ингибирования NO-синтазы или АХЭ. 

К тому же, чтобы проверить отсутствие непосредственного ингибирующего 

эффекта глутамата и глицина, был проведен ряд дополнительных 

биохимических исследований.  

Наконец, это исследование показало, что дефосфорилирование белка (а 

точнее, дефосфорилирование NO-синтазы) может играть ключевую роль в 

«тонкой» регуляции продукции NO в нервно-мышечном синапсе 

млекопитающих.  

Мы также провели серию электрофизиологических экспериментов, 

чтобы выяснить предполагаемое действие эндогенного глутамата на 

амплитудно-временные параметры сигналов. Высокочастотная (10 Гц) 
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стимуляция мотонейрона проводилась как в растворе, содержащем глицин, 

так и в растворе без глицина, МТКП при этом записывались в межстимульные 

интервалы. Достоверных изменений амплитуды не наблюдалось при 

стимуляции в растворе без глицина, а также при блокаде NMDA-рецепторов 

или ингибировании NO-синтазы. Таким образом, увеличение амплитуды 

МТКП во время высокочастотной стимуляции обусловлено активацией 

NMDAR, индуцированной эндогенным глутаматом, с последующим ростом 

продукции NO и частичным ингибированием активности синаптической АХЭ. 

Интересно, что рост амплитуды МТКП во время стимуляции нерва начинался 

непосредственно после начала стимуляции (т.е. без задержки) и оставался на 

одном уровне в течение всех 5 минут записи. Это означает, что в случае 

высвобождения эндогенного глутамата во время высокочастотной 

стимуляции, рост продукции NO мог быть обусловлен «быстрой» прямой 

активацией NO-синтазы ионами Ca
2+

 без вовлечения в процесс 

дефосфорилирования NO-синтазы. Необходимо учитывать, что в случае 

ритмической стимуляции двичательного нерва, наряду с секрецией 

эндогенного глутамата происходит и секреция АХ, способного, как 

увеличивать поступление ионов кальция в клетку через канал никотиновых 

АХР, так и запускать выход ионов кальция из внутриклеточных 

компартментов путем активации метаботропных мускариновых рецепторов 

(Wotta et al., 1998). Таким образом, отличия в действии экзогенного и 

эндогенного глутамата можно объяснить, например, наличием 

дополнительного к NMDAR источником ионов кальция, активирующих NО-

синтазу. Относительно высокий внутриклеточный уровень ионов кальция 

приводит к быстрому увеличению продукции оксида азота NO-синтазой. 

Низкие концентрации ионов кальция также способны приводить к усилению 

продукции NО, однако в этом случае эффект реализуется посредством 

активации сложных метаболических путей и требует значительно большего 

промежутка времени (Rameau et al., 2004).  
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 Взаимодействие NMDAR, ацетилхолинэстеразы и оксида азота 

отмечались и ранее. Так в гладких мышцах, показано, что применение 

агонистов NMDAR приводит к увеличению чувствительности мышцы к 

ацетилхолину, при этом наблюдается увеличение продукции оксида азота 

(Antošová, Strapková, 2013). Более того, в центральной нервной системе 

наблюдается взаимодействие активности ацетилхолинэстеразы и NMDAR. 

Так, ингибирование АХЭ может модулировать действие антагонистов 

NMDAR, а именно, уменьшать повреждающее действие таких веществ на 

нейроны через усиление экспрессии фактора роста нервов BDNF (Bendix et al., 

2014), что, возможно, осуществляется за счет снижения продукции оксида 

азота (Maiese et al., 1993). Более того, было показано, что в гиппокампе при 

ингибировании АХЭ или стимуляции АХР, наблюдается усиление NMDA-

опосредованного сигнала (Ishibashi et al., 2014).  

 Также, изменения pH могут существенно повлиять на работу всех 

участников данного процесса. Оксид азота, как и активные формы кислорода, 

с одной стороны, является одним из факторов оксидативного стресса, образуя 

высокоактивные окисляющие соединения, такие как пероксинитрит (Sherman 

et al., 1992; Beckman, 1991; Radi et al., 1991), а c другой стороны, было 

показано, что S-нитрозилирование белков и ферментов оксидом азота может 

уберечь их от повреждения окислителями (Kohr et al., 2014). Более того, 

NO/цГМФ метаболический путь активирует антиапоптотическую серин-

треонин-киназу Akt при помощи активации через протеинкиназу G 

фосфотидилинозитол-3-киназы (Kang et al., 2004). В то же время, на 

активность синаптической АХЭ также могут оказывать влияние процессы 

окислительного стресса, существенно снижая ее активность (Delwing et al., 

2003; Wyse et al., 2004).  

 Также, NO может снижать чрезмерную активацию NMDAR S-

нитрозилируя их агонисты и делая их, таким образом, недоступными для 

связывания с рецептором (Mustafa et al., 2007). Показано, что активность NO-
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синтазы также может изменяться посредством ее S-нитрозилирования или 

денитрозилирования, индуцируемого входящим током кальция через NMDAR. 

Нитрозилирование экзогенными донорами приводит к снижению активности 

NOS. При этом процессы дефосфорилирования NO-синтазы, приводящие к ее 

активации, могут запускаться денитрозилированием. В целом, это доказывает, 

что реакции S-нитрозилирования/денитрозилирования играют важную роль в 

процессах регуляции активности этого фермента. (Qu et al., 2012).  

 Агонисты NMDAR могут действовать на активность NO-синтазы 

противоположным образом, в зависимости от концентрации выделяемых 

аминокислот. Так, низкие концентрации глутамата (порядка 10 мкмоль/л) 

вызывают снижение активности NO-синтазы, которое приводит, 

соответственно, к снижению продукции оксида азота, в то время как 

использование высоких концентраций (100-500 мкмоль/л) приводит к 

усилению деятельности этого фермента (Rameau et al., 2004).  

 Интересно отметить, что при патологиях, для лечения которых обычно 

используются ингибиторы АХЭ (болезнь Альцгеймера и миастения Гравис) 

наблюдается усиление синтеза NO. Причем в случае миастении показано, что 

мышцы, отличающиеся повышенной продукцией NO, более устойчивы к 

симптомам заболевания (Garcia et al., 2003). Тонкая регуляция активности 

АХЭ может не только компенсировать снижение фактора надежности 

синаптической передачи при патологических процессах, но и преобразовать 

долговременную потенциацию в депрессию (Drever et al., 2011). Что более 

важно, в контексте данного исследования, эти эффекты зависят не только от 

типа и расположения рецепторов, но и от длительности действия агониста.  

Несмотря на обилие разрозненных данных, свойства и функции NMDAR 

в нервно-мышечном синапсе позвоночных изучены недостаточно. В 

частности, остаются неизвестными эффективные дозы агонистов и 

коагонистов, pH- и потенциал-чувствительность NMDAR в нервно-мышечном 

окончании. Вклад транспортеров глутамата и глицина в ограничение 
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диффузии этих аминокислот в глубокие вторичные складки также остается 

невыясненным.  

Таким образом, вполне возможно, что влияние NMDAR-опосредованной 

NO продукции на активность АХЭ in vivo, может быть более значительным, 

чем выявлено в этом исследовании. Это исследование представляет первое 

доказательство возможности тонкой и быстрой регуляции активности 

синаптической АХЭ эндогенным веществом. Однако, остается возможность 

существования альтернативных путей активации NO-синтазы (помимо пути, 

опосредованного активацией NMDAR) и наличия других эндогенных 

модуляторов активности АХЭ в нервно-мышечных синапсах. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 

Традиционно, механизмы, лежащие в основе синаптической 

пластичности, включают в себя факторы, изменяющие число квантов 

медиатора, синхронность их секреции или чувствительность 

постсинаптических рецепторов к агонистам (Van der Kloot, Molgo, 1994; 

Glavinovic, 1995; Atwood, Karunanithi, 2002; Lin, Faber, 2002; Nikolsky et al., 

2004; Taschenberger et al., 2005). Это исследование доказывает существование 

еще одного способа модуляции синаптической передачи через регуляцию 

продолжительности действия ацетилхолина в синаптической щели. Так как 

частичное ингибирование активности АХЭ действительно очень эффективный 

способ увеличения амплитуды синаптических ответов, возможно, что тонкая 

регуляция активности АХЭ осуществляется эндогенными агентами для 

компенсации снижения квантового состава (например, при синаптическом 

утомлении) или пониженной чувствительности постсинаптической мембраны 

(в условиях патологии).  

Таким образом, в области нервно-мышечного контакта существует 

популяция NMDAR ко-локализованных с NO-синтазой, активация которой 

способна опосредованно ингибировать активность синаптической АХЭ. Это, 

вероятно, первое свидетельство о возможности модуляции активности 

синаптической АХЭ эндогенными ингибиторами и одно из немногих 

свидетельств, проливающих свет на возможные функции NMDA-рецепторов в 

нервно-мышечном синапсе.  

Подводя итог, можно заключить, что молекулы оксида азота 

действительно способны ингибировать активность синаптической 

ацетилхолинэстеразы вне зависимости от их происхождения – экзогенного 
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(при применении доноров) или эндогенного (рис. 12). Одним из механизмов 

ингибирования синаптической АХЭ эндогенными молекулами NO является 

активация комплекса NMDA-рецептор/NO-синтаза, которая приводит либо к 

непосредственному усилению синтеза NO входящими ионами кальция, либо к 

отложенной во времени модуляции активности NO-синтазы посредством 

дефосфорилирования ее серин-треонин-протеин фосфатазами.  
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Рисунок 12 — Принципиальная схема метаболического пути 

эндогенного ингибирования АХЭ молекулами оксида азота в нервно-

мышечном синапсе. 

NMDAR, активируясь агонистами, становятся проницаемы для кальция, 

который, в свою очередь может либо непосредственно активировать NO-

синтазу через взаимодействие с Са
2+

-кальмодулинзависимой протеинкиназой, 

либо, опосредованно изменять активность этого фермента, активируя серин-

треонин-протеин фосфатазы PP1 и PP2A. Они дефосфорилируют  NO-синтазу, 

увеличивая ее активность. Выделяемый при этом оксид азота ингибирует 

активность синаптической ацетилхолинэстеразы, предположительно, S-

нитрозилируя цистеиновые остатки фермента 
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ВЫВОДЫ 

1. Донор оксида азота SNAP ингибирует активность ацетилхолинэстеразы 

гомогенатов мышцы длинный разгибатель пальцев (m. extensor digitorum 

longus) крысы. 

2. SNAP доза-зависимым образом увеличивает амплитуду и постоянную 

времени спада миниатюрных токов концевой пластинки в синапсах 

мышцы extensor digitorum longus крысы. Данный эффект не связан с 

изменением размера кванта медиатора или чувствительности рецепторов 

постсинаптической мембраны к ацетилхолину, поскольку не 

наблюдается на фоне предварительного ингибирования 

ацетилхолинэстеразы параоксоном. 

3. Акцептор оксида азота гемоглобин значительно снижает эффекты SNAP 

на амплитуду и длительность синаптических ответов, что 

свидетельствует об ингибировании синаптической ацетилхолинэстеразы 

молекулами NO, а не его донора. 

4.  Активация NMDA рецепторов экзогенными глутаматом и глицином 

приводит к изменениям амплитудно-временных параметров 

миниатюрных токов концевой пластинки, характерным для 

ингибирования синаптической ацетилхолинэстеразы. Данный эффект не 

развивается на фоне предварительного ингибирования 

ацетилхолинэстеразы и при ингибировании синтазы оксида азота. 

5. В гомогенатах мышц, где нарушена связь NMDA-рецепторов и NO-

синтазы, глутамат и глицин не оказывают влияния на активность 

ацетилхолинэстеразы.  

6. Эффект активации NMDA-рецепторов экзогенными глутаматом и 

глицином, приводящий к ингибированию синаптической 

ацетилхолинэстеразы, начинает проявляться спустя 20 минут после 

аппликации агонистов и достигает максимума к 60 минуте. 
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7. Ингибирование фосфатаз типа PP1 и PP2A окадаиковой кислотой 

блокирует эффект активации NMDA-рецепторов на амплитудно-

временные характеристики миниатюрных токов концевой пластинки. 

Это свидетельствует об опосредовании задержанной активации NO-

синтазы ее дефосфорилированием данными фосфатазами.  

8. Эндогенный глутамат, выделяющийся при ритмической стимуляции 

двигательного нерва, способен снижать активность синаптической 

ацетилхолинэстеразы посредством активации комплекса «NMDA-

рецептор – NO-синтаза».  
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