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         Методом механографии изучено влияние перекиси водорода на сократительные реакции гладкомышеч-
 ,          ных клеток вызванные гиперкалиевым раствором и фенилэфрином в условиях модуляции калиевой прово-

     .    димости мембраны и состояния элементов цитоскелета Установлено разнонаправленное воздействие пере-
           киси водорода на сокращения гладких мышц аорты крысы при деполяризации мембраны гиперкалиевым 

   :       раствором и действии фенилэфрина снижение величины фенилэфриновой и увеличение силы гиперкали-
 .евой контрактуры  ,         Показано что элементы цитоскелета вовлечены в механизмы действия перекиси водоро-

      ,  .да на сокращения гладких мышц аорты крысы вызванные фенилэфрином
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The influence of of hydrogen peroxide on the contractile reactions of smooth muscle cells caused by hyperpotassium solution end phenylephrine in modu-

lation a potassium conductance the membrane and the state of cytoskeleton elements has been investigated by the mechanographical method. It has multidirec-

tional influence of hydrogen peroxide in the reduction of smooth muscles of rat aorta with the membrane depolarization hyperpotassium solution and action 

phenylephrine: phenylephrine decline in value and increase strength hyperpotassium contractures. We show that the cytoskeleton components involved in the 

mechanisms of action of hydrogen peroxide in the contractile reactions of smooth muscles of rat aorta caused by phenylephrine.
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Введение

   Универсальным механизмом адаптации и 
    повреждения клеточных систем является окис-

 .   лительный стресс Большинство социально зна-
 ,   -чимых заболеваний например сердечно сосу-
   ,  дистые и инфекционные патологии сахарный 
  ,  диабет и другие характеризуются дисбалансом 

   ,  окислительного метаболизма клеток и есте-
,   ственно нарушением оперирования редоксзави-

   .симых регуляторных систем клеток
    -Одним из важнейших элементов редокс си-

     стемы клеток являются активные формы кисло-
 ( ),    .рода АФК и прежде всего супероксиданион  

  ,  Многочисленные исследования показали что 

      супероксиданион и в большей степени его ста-
  —    бильный продукт перекись водорода могут 

   .регулировать различные сигнальные каскады  

 -    Изменения редокс статуса клеток при различ-
     ных стрессовых воздействиях влияют на про-

    цессы сигнальной трансдукции различных фи-
    зиологически активных веществ и экспрессии 

      ряда генов как при адаптивной реакции клеток 
  ,    в экстремальных условиях так и при развитии 

 патологических процессов [5].   Действуя как 
- пара и ( )  ,  или аутокринный регулятор АФК ак-

  ,   тивируют протеинкиназу С фосфолипазу А2, 

N - ,   О синтазу циклооксигеназу и гуанилатциклазу 
[8],   ,   которые кроме того что оказывают регули-

      ,рующее влияние на уровень АФК в клетке  
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    сами находятся под контролем внутриклеточных 
     сигнальных систем или являются их компонен-

.     -тами В результате этого про
    исходит изменение ключевых процессов регуля-

  ,   ции клеточного гомеостаза а также нарушение 
   [6, 7].функциональных свойств клетки

    Общая феноменология влияния АФК на 
  электрофизиологические и сократительные 

   ( ) свойства гладкомышечных клеток ГМК доста-
  .  точно хорошо изучена Установлены основные 

   , молекулярные и мембранные системы обеспе-
    чивающие реализацию эффектов перекиси во-

.    -, -  дорода Это прежде всего К Са и Сl-каналы 
  [3,  8,  12].   мембраны ГМК Имеются отдельные 

  ,   указания на то что актиновые микрофиламенты 
—    ,обязательный компонент сигнального каскада  

  индуцируемого ангиотензином II  в сосудистых 
 [9],    ГМК а микротубулы опосредуют стимуляцию 

 ангиотензином II   продукции перекиси водорода 
[15].  ,    Не исключено что сам цитоскелет высту-

   пает первичной мишенью окислительного 
      стресса и диссоциация его белков является на-
    [4, 11, 13]. чальным этапом повреждения клеток

    Вместе с тем отсутствуют систематические 
    исследования роли цитоскелета в молекуляр-

    -ных механизмах влияния дисбаланса редокс
    состояния клеток на сократительную функцию 

 .гладких мышц

Материал и методы

   Объектом исследования служили деэндоте-
   лизированные гладкомышечные сегменты аорты 
  .   беспородных белых крыс Для исследования 

   сократительной активности после предвари-
  500тельной нагрузки    мг сегменты фиксирова-

    лись в термостатируемой перфузионной камере 
     в условиях постоянной смены раствора Кребса 

(1 / ).   мл мин Изменение механического напряже-
     ния ГМК передавалось на шток механоэлектри-

  (6 2 ,  .ческого преобразователя МХ Б г  ) Москва и 
    регистрировалось после усиления с помощью 

XY  (рекодера Karl Zeiss Jena, ).Германия
  (100%) Амплитуду контрольных сократитель-

     ных ответов сосудистых сегментов на гиперка-
  (  NaCl   лиевый раствор замена с концентрацией 

30   KCl)    40—ммоль на регистрировали после

50     мин выдерживания в нормальном растворе 
. Кребса

    Растворы для перфузии препаратов готови-
      ли на основе дистиллированной воды с помо-

   ( ,щью соответствующих реактивов ХЧ  

« »).    Реахим Физиологический раствор Кребса со-
 ( ):  120,4  держал ммоль NaCl,  5,9  KCl,  2,5  CaCl2,  1,2 

MgCl2, 5,5 , 15  глюкозы C4H11O3N [tris(oxymethyl)-aminometan] 

(316,4 ).    мосМ В растворах поддерживались зна-
    7,35—7,40   чения рН в пределах и температура 

(37,0 ± 0,1) °С. 
   Для деполимеризации микрофиламентов и 

   .микротубул цитоскелета использовали колхицин  

 Для диффе    ренцировки участия отдельных эле-
    ментов цитоскелета в сократительных реакциях 

   гладкомышечных клеток применяли специфиче-
   (ские модуляторы микрофиламентов цитохала-

зин D)   ( ). и микротубул нокодазол
    Тестирующие растворы готовили путем до-

    бавления в раствор Кребса соответствующих 
: ,  реактивов колхицина цитохалазина D, нокода-

,  (  зола фенилэфрина все Sigma, ), США перекиси 
 ( ),  водорода Россия тетраэтиламмония хлорида 

(Serva),  (аминотриазола Wako). 

   Результаты представлены как среднее 
  арифметическое значение М  и среднеквадра-

  тичное отклонение σ    и обработаны с помощью 

  программного пакета Statistica  с использованием 
  непараметрического критерия Манна—Уитни 

 или t-    . критерия для зависимых выборок Досто-
    верными считали различия при значении 

р < 0,05.

Результаты

 40После     мин инкубации в нормальном 
     растворе Кребса в ответ на гиперкалиевый 

    раствор регистрировались типичные для ГМК 
   , аорты крысы сократительные ответы активиру-
    [1,емые потенциалзависимым входом кальция  

2]. 

    При добавлении в перфузионный раствор 
  перекиси водорода Н2О2   1—в концентрации

500 ,   мкмоль исходное механическое напряжение 
( )    .  МН гладких мышц не изменялось Для иссле-

    (1—500дования влияния перекиси водорода  мк-
)  ,  моль на сокращения вызванные деполяриза-
   , цией мембраны сосудистых ГМК воздействова-
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  .   ли гиперкалиевыми растворами Только в кон-
 500центрации   мкмоль Н2О2   вызывала дополни-

   , тельное увеличение МН сегментов предсокра-
 щенных г   (  иперкалиевыми растворами в концен-
 KCl  30,  60   120трации и  )   (25,2ммоль на  ± 2,9), 

(25,4 ± 7,7)  (26,и 3 ± 2,3)% (n = 5;  р < 0,05) соот-
   ветственно от контрольной гиперкалиевой 
 (KCконтрактуры l 30 ) (ммоль .рис  1,а). Получен-

  ,   ные результаты показывают что перекись во-
    дорода усиливает сокращающее действие ги-

    перкалиевого раствора на сосудистые гладкие 
.мышцы
     Для изучения роли эндотелия в реализа-

 ции
эф  фектов Н2О2   исследовали влияние перекиси 

    водорода на сокращения сосудистых сегментов 
  .    с сохраненным эндотелием В этих условиях 
Н2О2    вызывала дополнительное увеличение МН 

,   сегментов предсокращенных гиперкалиевым 
 (KCl 30раствором  ),  (25,2ммоль на  ± 2,1)% (n = 5) 

  , . .  от контрольных значений т е эффекты переки-
      .си водорода не зависят от наличия эндотелия

б
.Рис  1.      Влияние перекиси водорода на механическое напря-

    ,  жение гладкой мышцы аорты крысы предсокращенной ги-
 перкалиевым

(KCl, 30 )  (ммоль раствором а)   (и фенилэфрином б)

   Сократительные ответы сосудистых гладких 
    мышц инициируются многими физиологически и 

  ,   биологически активными веществами в том 
 числе α1-   ( )адреномиметиком фенилэфрином ФЭ  

[2]. 

Амплитуда сокращений в ответ на добавле-
ние фенил  эфрина   10в концентрации   мкмоль в 

  раствор Кребса     KClбыла сравнима с действием  

(30 ).   (500ммоль Перекись водорода  ) мкмоль до-
 ((51,7стоверно  ± 2,9)%;  n = 7; р < 0,05) уменьша-

    ( .ла МН таких сегментов рис  1,б). 
   Для изучения влияния Н2О2   на рецептору-

     правляемый вход ионов кальция ФЭ добавляли 
   ,  KCl на фоне действия раствора содержащего в 

 120концентрации   [2].  (10ммоль Фенилэфрин  мк-
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)   моль в присутствии KCl (120 )ммоль  вызывал по-
вышение МН до 197,0 ± 19,8  (n = 7;  р < 0,05)  от 

 .    контрольных значений В этих условиях пере-
  (500кись водорода  )    мкмоль не влияла на ве-

   .  личину МН гладкомышечных сегментов Полу-
    ,  ченные данные указывают на то что расслаб-
     ляющее влияние перекиси водорода на гладкие 
,   ,  мышцы предсокращенные фенилэфрином не 
   связано с угнетением рецепторуправляемого 

    ,    , входа ионов кальция в ГМК а также на то что 
    расслабляющее действие перекиси водорода на 

  фенилэфрининдуцированное сокращение прояв-
    ляется только при субмаксимальных концентра-

   .   циях кальция в клетке Последнее позволяет 
    -допускать угнетение перекисью водорода С ки-

    назной ветви кальциевой сигнальной системы 
и ( )   или кальциевой сенситизации сократитель-

  .ного аппарата ГМК
   Внутриклеточная концентрация перекиси во-

    дорода зависит от активности супероксиддисму-
    ,   тазы и расщепляющих ее ферментов в том 
  [10].    числе каталазы Для изучения влияния из-

   менений внутриклеточной концентрации переки-
    си водорода на сократительную активность 

    гладких мышц использовали ингибитор катала-
 .  зы аминотриазол Предобработка аминотриазо-
 (1лом  , 90ммоль  )    мин не изменяла уровень ис-

     ходного механического напряжения ГМК и не 
    влияла на сократительные эффекты гиперкали-

  (KCl   30евых растворов в концентрации  )ммоль  

  .  и перекиси водорода Однако фенилэфрининду-
     цируемое сокращение на фоне ингибитора ка-

    талазы резко угнеталось и составляло 
(12,3 ± 2,1)% (n = 6; р < 0,05)  . от контроля

   Полученные данные свидетельствуют в 
 пользу

   ,  вышеприведенного предположения о том что 
,  - ,   АФК по видимому снижают эффективность 

 -   оперирования С киназной ветви кальциевой 
  сигнальной системы и ( )  или снижают чувстви-
    тельность сократительного аппарата ГМК к 

.кальцию
   Изменения калиевой проводимости мембраны 

     ГМК во многом определяют направленность и 
    величину сократительных реакций гладких мышц 

  на действие биологически активных .веществ  До-
бавление блокатора калиевых каналов тетраэти-

ламмония ( )ТЭА  в  10концентрации   мкмоль в 
      раствор Кребса не влияло на исходный уровень 

  ,   механического напряжения ГМК амплитуду ги-
 (KCl 30перкалиевого  ) ,  ммоль сокращения но вы-

   зывало увеличение амплитуды фенилэфрин-
 индуцированного сокращения (10 )мкмоль  на 

(11,4 ± 7,2)% (n = 6; р < 0,05).     ТЭА не влиял на эф-

 фекты Н2О2   в предсокращенных гиперкалиевым 
   раствором или фенилэфрином сегмен .  тах Сле-
,   довательно эффекты Н2О2    как при гиперкали-

,     евом так и при фенилэфрининдуцированном 
     сокращениях не оказывают влияния на потен-

  циалзависимую и Са2+-  активируемую калиевую 
   . проводимость мембраны ГМК аорты

  ,  С другой стороны эффекты Н2О2  могут быть 
      связаны и с процессами развития ионной про-

 ,    ницаемости мембраны не чувствительными к 
  ,  действию малоселективного блокатора напри-

    мер с чувствительной к аденозинтрифосфату 
   компонентой калиевой проводимости мембраны 

.ГМК
     Наряду с представлениями о ключевой роли 

   кальцийзависимых механизмов регуляции со-
    кратительной функции гладких мышц все 

     большее внимание привлекают к себе другие 
    —способы развития сопряжения возбуждения  

 ,   сокращения ГМК например обусловленные ци-
 тоскелетом и ( )   или содержанием перекиси во-

.дорода
   В присутствии дезинтегратора микротрубо-

    чек и микрофиламентов цитоскелета колхицина 
  активирующее влияние Н2О2  ,на сокращение  

  ,  вызванное хлоридом калия статистически зна-
  :    чимо не изменялось МН увеличивалось на 

(25,6 ± 5,1)% (n = 8)   от величины гиперкалиевого 
    (сокращения в присутствии колхицина .рис  2,а). 

    (10На фоне предобработки колхицином  ,мкмоль  

90 )    мин релаксирующее влияние Н2О2 (500 мк-
)  ,  моль на сокращения вызванные фенилэфри-

,   ,  ном достоверно усиливалось составляя 
(83,5 ± 4,1)% (n = 7;  р < 0,05)  от фенилэфринин-

    дуцированного сокращения в присутствии кол-
 ( .хицина рис  2,б).
    Для оценки вклада отдельных элементов 

    цитоскелета в сократительные реакции гладкой 
      мышцы аорты при действии оксида азота ис-

  , пользовались химические агенты вызывающие 
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   деполимеризацию микротубул и микрофиламен-
 —    тов нокодазол и цитохалазин D соответствен-

.но
   (10 , 60После обработки нокодазолом мкмоль  

) мин   (KCl 30амплитуда гиперкалиевых  ) ммоль и 
  фенилэфрининдуцированных сокращений сосу-

  ,  дистых сегментов увеличивалась составляя 
(121,5 ± 1,7) (n = 8; р < 0,05)  (124,9и  ± 4,3)% (n = 6; 
р < 0,05)    соответственно от контрольных значе-

.      ний В присутствии нокодазола действие Н2О2 

 . не изменилось
 30-   После минутной обработки цитохалази-

 D ном (0,5 )   мкмоль амплитуда гиперкалиевых со-
 (KCl  30кращений  )   ммоль сосудистых сегментов 

  :  статистически значимо уменьшалась МН состав-
 (34,3ляло  ± 0,2)%  (n = 6;  р < 0,05)  от контроль-
 .     Dных значений В присутствии цитохалазина  

(0,5 )    мкмоль активирующее влияние Н2О2 

(500 )  ,  мкмоль на сокращение вызванное хлори-
 ,   ,  дом калия не изменялось составляя 

(23,3 ± 3,1)% (n = 6)   от величины гиперкалиевого 
    сокращения в присутствии дестабилизатора ми-

. крофиламентов

б
.Рис  2.      Влияние колхицина на эффекты перекиси водорода 

    , в гладкой мышце аорты крысы предсокращенной гиперка-
 (лиевым KCl 

30 )  (ммоль раствором а)   (и фенилэфрином б)

  Амплитуда фенилэфрининдуцированного со-
   кращения после предобработки гладкомышеч-

   ных сегментов цитохалазином D , снизилась со-
 (31,3ставляя  ± 5,1)%  (n = 6;  р < 0,05)  от 

 .  контрольных значений Релаксирующее влияние 
  (500перекиси водорода  )   мкмоль на сокраще-

,   ,   ния вызванные ФЭ статистически значимо 
:   (11,6увеличилось МН составляло  ± 2,9)% (n = 6; 

р < 0,05)    от фенилэфрининдуцированного со-
    кращения в присутствии дестабилизатора ми-

.крофиламентов
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  Потенцирование расслабляющего влияния 
    , перекиси водорода на фоне колхицина цитоха-

 D   лазина при фенилэфрининдуцированном со-
     кращении гладких мышц аорты крысы свиде-
    тельствует о вовлечении элементов цитоскеле-

   . ,  та в этот процесс Напротив сокращения глад-
 ,   ких мышц индуцируемые гиперкалиевым 

    раствором и активируемые перекисью водоро-
,     . да не зависят от состояния цитоскелета

Обсуждение

     Знания о патогенезе многих заболеваний в 
    последние годы обогатились новыми сведения-

    ми о механизмах повреждения клеточных 
.    структур Одним из основных альтернирующих 
    факторов оказались активные формы кислоро-

,    да являющиеся естественными продуктами 
 .  жизнедеятельности клеток Разнообразные 

    ( )функции АФК как аутокринных паракринных  

    посредников обнаруживаются по их лабильно-
  , ,   сти в организме демонстрируя что в зависи-

      мости от концентрации они могут оказывать не 
  ,    только повреждающее действие но и выпол-

  .   ,нять регуляторную функцию С другой стороны  

     все больше появляется сведений о неодно-
     значной роли элементов цитоскелета в меха-

   низмах оперирования внутриклеточных сигналь-
    ,  ных систем в гладких мышцах а дополнитель-
      ное вмешательство в эти процессы АФК может 

,  - ,    и по видимому реализуется через наиболее 
    чувствительные к ним эффекторные структуры 

[9, 11, 14].

   Короткий период полураспада супероксида 
      аниона ограничивает роль этой АФК как важно-

    ,  го паракринного регулятора в сосудах тогда 
   —   — как его метаболит перекись водорода яв-

    ляется наиболее устойчивым продуктом обмена 
  . кислорода в организме

  ,  Как показали эксперименты перекись водо-
    рода вызывает дополнительное увеличение ме-

   ,ханического напряжения сосудистых сегментов  

    вызванного деполяризацией мембраны ГМК ги-
 ,    перкалиевым раствором но уменьшает сокра-

,   .  щение индуцированное фенилэфрином Полу-
    ,  ченные данные указывают на то что потенци-

   алзависимые звенья регуляции механического 
    напряжения сосудистых гладких мышц активи-

  ,   руются перекисью водорода тогда как расслаб-
     ляющее влияние перекиси водорода на гладкие 
,   ,  мышцы предсокращенные фенилэфрином не 
   связано с угнетением рецепторуправляемого 

    .  входа ионов кальция в ГМК Расслабляющее 
    действие перекиси водорода на фенил-

  эфрининдуцированное сокращение проявляется 
   только при субмаксимальных концентрациях 
  .   кальция в клетке Последнее позволяет допус-

  кать угнетение переки   -сью водорода С киназной 
   ветви кальциевой сигнальной  системы и ( )или  

   кальциевой сенситизации сократительного аппа-
 .     рата ГМК Эффекты перекиси водорода как при 

,     гиперкалиевом так и при фенилэфрининдуци-
     рованном сокращение не оказывают влияния на 

  потенциалзависимую и Са2+-  активируемую кали-
    . евую проводимость мембраны ГМК аорты

    Сеть цитоскелета является начальной ми-
   [4].  шенью окислительного стресса Окисли-
 ,  , тельное повреждение как известно выбороч-

    . но влияет на белки цитоскелета Полученные 
 ,   результаты показывают что реализация угне-

     тающего действия перекиси водорода на со-
    кратительную активность гладких мышц крысы 

   осуществляется с преимущественным участи-
 .     ем микротубул Эти данные согласуются с ис-

 [15следованиями ],     где на культуральных ГМК 
   аорты крысы показана   существенная роль ми-

     кротубул в активации продукции перекиси водо-
 -    рода НАДН оксидазой при реализации влияния 

 II     .ангиотензина в гладких мышцах сосудов  

,    ,  Напротив сокращения гладких мышц индуци-
    руемые гиперкалиевым раствором и активируе-

  ,    мые перекисью водорода не зависят от состо-
 .яния цитоскелета

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ, ГК № 07-04-01184, 08-04-99037 и 09-
04-99026.
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