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Исследованы ответы первичного сенсорного нейрона на воздействие субнано-
молярных и наномолярных концентраций уабаина, которые соответствуют его
эндогенным концентрациям (ЭУ). Методом атомно-силовой микроскопии
(АСМ) обнаружено, что воздействие ЭУ приводило к увеличению жесткости
нейрона. Методом локальной фиксации потенциала установлено, что благодаря
лиганд-рецепторному связыванию ЭУ с комплексом Na,K-ATФаза/Src происхо-
дит снижение величины эффективного заряда активационной воротной системы
каналов NaV1.8. Установлено также, что ЭУ-активируемый внутриклеточный
каскад, в котором комплекс Na,K-ATФаза/Src выполняет функцию трансдуктора
сигнала, приводит к снижению интенсивности флуоресценции антител к каналам
NaV1.8, что было выявлено с помощью метода конфокальной лазерной сканирую-
щей микроскопии. Полученные результаты позволили высказать предположение
о том, что ЭУ, запуская трансдукторную функцию комплекса Na,K-ATФаза/Src и
соответствующий внутриклеточный сигнальный каскад, способен модулировать
экспрессию гена SCN10A, продуцирующего каналы NaV1.8, ответственные за ко-
дирование ноцицептивных сигналов.
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Трансдукторная функция Na,K-ATФазы, активируемая низкими концентраци-
ями уабаина, была впервые обнаружена при исследовании кардиомиоцитов [1, 2].
В мембране первичного сенсорного нейрона нами был обнаружен новый механизм
мембранной сигнализации. Важнейшую функцию трансдуктора сигналов, как и в
кардиомиоцитах, здесь выполняет Na,K-ATФаза, а эффекторным звеном служат
каналы NaV1.8, кодирующие ноцицептивную информацию [3–5]. В этом каскад-
ном процессе, направленном тангенциально вдоль мембраны клетки, сигнал, за-
пускаемый ЭУ, приводит к снижению эффективного заряда активационного во-
ротного устройства каналов NaV1.8. Важно отметить, что ЭУ присутствует в гипотала-
мусе в субнаномолярных и наномолярных концентрациях [6]. В настоящей работе
исследована возможная физиологическая функция комплекса Na,K-ATФаза/Src, по-
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скольку в соответствии с нашими данными именно этот комплекс должен выпол-
нять функцию трансдуктора сигнала в мембране ноцицептивного нейрона [5, 7].

Мы предполагаем, что указанная функция комплекса Na,K-ATФаза/Src, акти-
вируемая ЭУ, приводит к модулированию функциональной активности каналов
NaV1.8 двумя способами. Первый способ, направленный, как было отмечено выше,
в тангенциальном направлении, характеризуется быстрой передачей сигнала от
комплекса Na,K-ATФаза/Src к каналам NaV1.8 вдоль мембраны нейрона [8]. Вто-
рой механизм проявляется в радиальной передаче сигнала на геном нейрона, при
этом активация трансдукторной функции комплекса Na,K-ATФаза/Src должна
приводить к запуску внутриклеточного каскада, эффекторным звеном которого
может стать ген SCN10A, ответственный за продуцирование каналов NaV1.8 [9].
В том случае, если их плотность в мембране ноцицептивного нейрона уменьшится
после воздействия ЭУ, то можно предположить, что указанный агент запускает не
только тангенциальный каскад, направленный вдоль мембраны клетки, но и ради-
альный сигнальный процесс, также ведущий к снижению функциональной актив-
ности каналов NaV1.8. Настоящая работа посвящена изучению именно этих двух
возможных молекулярных механизмов, участвующих в модуляции функциональ-
ной активности каналов NaV1.8, запускаемых при связывании ЭУ с комплексом
Na,K-ATФаза/Src.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты были разработаны в соответствии с Директивой Совета Евро-
пейских сообществ от 24 ноября 1986 г. (86/609/EЭC). Местный комитет по уходу и
использованию животных Института физиологии им. Павлова РАН утвердил все
экспериментальные методики с животными, разрешение № 12/03 (20.04.2018).

Метод получения культуры сенсорных нейронов. Этот метод подробно описан в
нашей предыдущей работе [10]. Исследования проведены на нативных сенсорных
нейронах спинальных ганглиев 10–12-дневных куриных эмбрионов, культивируемых
в 50-миллиметровых чашках μ-Dish (ibidi GmbH, Германия) с тонким дном
(170 мкм) или 40-миллиметровых чашках Петри, предварительно покрытых
0.01%-ным раствором поли-L-лизина (Sigma, США), в СО2-инкубаторе (Sanyo,
Япония) в течение 3-х суток при 37°C и 5% CO2. Экспериментальные нейроны
культивировали в присутствии уабаина (Sigma, США) в концентрации 0.1 нмоль/л
в течение трех суток. Клетки исследовали с помощью методов атомно-силовой и
лазерной сканирующей конфокальной микроскопии. В последнем случае прово-
дилось иммуноцитохимическое окрашивание нейронов.

Метод атомно-силовой микроскопии (АСМ-метод). Исследование действия ЭУ
(0.1 нмоль/л) на механические характеристики изолированных первичных сенсор-
ных нейронов осуществлялось с помощью установки, включающей атомно-сило-
вой микроскоп BioScope Catalyst (Bruker, США) и инвертированный оптический
микроскоп Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия). Регистрация ответов сенсорных
нейронов на механическое воздействие осуществлялась в питательной среде при
температуре ≈37°C, которая поддерживалась встроенным в атомно-силовой мик-
роскоп нагревательным элементом под управлением температурного контроллера
335-й модели (Lake Shore Cryotronics, США).

В основе АСМ-измерения механических характеристик клетки лежит техника
наноиндентирования – продавливания нейрона зондом с известной силой и отсле-
живания величины сообщенной изучаемому объекту деформации. Количествен-
ное определение механических характеристик производится путем анализа силовых
кривых – зависимостей силы взаимодействия от расстояния зонд–нейрон. Более



1291ВОЗМОЖНЫЕ АНТИНОЦИЦЕПТИВНЫЕ МЕХАНИЗМЫ
подробную информацию о принципе АСМ-измерения механических характери-
стик клеток по силовым кривым можно найти в ряде работ [11, 12].

АСМ-исследование сенсорных нейронов проводили в режиме PeakForce QNM,
дающем возможность картировать кажущийся модуль Юнга поверхности клетки за
счет автоматического анализа силовых кривых, регистрируемых в каждой точке
индентирования. Измерения проводились кантилеверами с низкой жесткостью
SNL-D (Bruker, США). Константа жесткости каждого кантилевера определялась
по методу тепловых шумов до экспериментов с сенсорными нейронами. Расчет
модуля Юнга для сенсорных нейронов производился в соответствии с моделью
Снеддона, в которой принимается коническая форма острия зонда [13]. Для обра-
ботки АСМ-изображений использовали программы NanoScope Analysis 1.40
(Bruker, США) и Gwyddion 2.55 (свободное ПО) [14]. Сравнение механических ха-
рактеристик сенсорных нейронов до и после действия ЭУ осуществляли, исполь-
зуя карты модуля Юнга.

Иммуноцитохимический метод. Для визуализации нейронов и дальнейшего им-
мунофлуоресцентного анализа проводили иммуноцитохимическое окрашивание
культуры сенсорных нейронов к маркеру каналов NaV1.8. Использовали следую-
щие первичные и вторичные антитела: anti-sodium channel NaV1.8 (Sigma, США) и
anti-rabbit-FITC (Sigma, США). После удаления культуральной среды нейроны про-
мывали в фосфатно-солевом буфере (PBS; Sigma, США) и фиксировали 4%-ным
раствором параформальдегида (pH 7.4) в PBS в течение 3 мин, затем снова промы-
вали PBS. После промывания PBS нейроны подвергали пермеабилизации 0.3%-ным
Triton X-100 в PBS в течение 15 мин при комнатной температуре, затем клетки ин-
кубировали в 10%-ном растворе фетальной сыворотки коровы в PBS при комнат-
ной температуре в течение 1 ч. Нейроны инкубировали с первичными антителами
в течение ночи при 4°С. После этого промывали клетки раствором PBS 3 раза. Ин-
кубировали культуру клеток со вторичными антителами 1 ч в темноте при 37°C.
Далее нейроны снова промывали PBS и окрашивали DAPI (Sigma, США) для обна-
ружения ядер. Препараты хранили при 4°С, затем их использовали для дальнейших
исследований.

Иммунофлуоресцентный анализ. Для оценки результатов иммуноцитохимическо-
го окрашивания, а также для количественного анализа действия ЭУ применяли си-
стему компьютерного анализа микроскопических изображений, состоящую из ла-
зерного сканирующего микроскопа LSM 710 (Carl Zeiss, Германия) интегрирован-
ного с инвертированным микроскопом Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия),
персонального компьютера и программного обеспечения ZEN_2012 (Carl Zeiss,
Германия). Анализировали данные, полученные при 63-кратном увеличении (LD
Plan-Neofluar 63x/0.75 Korr., Carl Zeiss, Германия). Интенсивность флуоресценции
антител к каналам NaV1.8 оценивали с использованием пакета программ ZEN_2012
(Carl Zeiss, Германия). Интенсивность флуоресценции количественно регистриро-
вали в относительных единицах (о.е.) в выделенной области над ядром нейрона.
Распределение интенсивности флуоресценции в пределах выбранной области под-
чинялось нормальному закону распределения. Площадь исследуемой области как
контрольной, так и после воздействия уабаина, была одинаковой. Работа выполне-
на на оборудовании ЦКП Конфокальная микроскопия Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН.

Метод локальной фиксации потенциала (patch-clamp method). Этот метод приме-
нялся в конфигурации “регистрация активности целой клетки” (“whole-cell”) [15].
После образования плотного контакта происходил разрыв мембраны нейрона под
отверстием микропипетки, что позволяло проводить перфузию клетки, вводя в нее
внутриклеточный раствор. Эксперименты проводились на культивируемых изоли-
рованных сенсорных нейронах, выделенных из областей L5–S1 ганглиев спинного
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мозга новорожденных крысят линии Wistar. Культивирование изолированных ней-
ронов в течение двух часов в стандартных питательных средах с использованием
СО2-инкубатора позволяло получить интактные клетки. Подробно этот модифи-
цированный метод краткосрочного культивирования диссоциированных сенсор-
ных нейронов описан в нашей предыдущей работе [7].

Для исследования характеристик натриевых каналов в работе использовались
следующие стандартные растворы: внеклеточный, содержащий (ммоль/л) 65 NaCl,
2 CaCl2, 2 MgCl2, 70 Choline Cl, 10 HEPES Na, 0.0003 тетродотоксина, pH 7.4; внут-
риклеточный, состоящий из (ммоль/л) 100 CsF, 10 NaCl, 40 CsCl, 2 MgCl2,
10 HEPES Na, pH 7.2. Исключение ионов калия из обоих растворов позволило из-
бавиться от всех компонентов калиевого тока, а ионы фтора во внутриклеточном
растворе обеспечивали блокирование кальциевых токов [16, 17]. Наличие во вне-
клеточном растворе тетродотоксина блокировало функционирование быстрых тет-
родотоксинчувствительных каналов, что делало возможным исследовать ответы
только одной популяции каналов, NaV1.8.

Для выяснения возможного участия Src-киназы, протеникиназы С и протеин-
киназы А во внутриклеточный раствор, заполняющий микропипетку, добавляли
соответствующие специфические блокаторы: (мкмоль/л) 10 РР2, 10 тамоксифена
или 1 КТ5720. Уабаин вводили во внеклеточный раствор, где он постоянно присут-
ствовал в течение всего эксперимента в концентрации 10 нмоль/л. В работе ис-
пользованы реактивы фирмы Sigma (США).

В наших предыдущих работах [3, 4, 7] было уделено особое внимание способу
измерения эффективного заряда (Zeff) воротного устройства активационной ворот-
ной системы каналов NaV1.8. Известно, что величина последовательного сопротив-
ления (Rs) влияет не только на стационарную ошибку измерения токов, но также
резко увеличивает погрешность измерения и кинетических характеристик поведе-
ния воротных устройств. Все это сказывается и на погрешности измерений ампли-
тудных значений токов. Эти важнейшие требования к условиям измерения элек-
трических характеристик перфузируемых клеток были разработаны ранее [18].
В соответствии с ними величина Rs постоянно контролировалась в наших экспери-
ментах. Для того, чтобы она не превышала 3 мОм, размер кончика микропипетки
всегда был более 2 мкм. При выполнении этих условий становится возможным
применение метода Алмерса [19] для измерения величины Zeff каналов NaV1.8. Под-
черкнем, что кинетика инактивации этих медленных натриевых каналов делает их
идеальным объектом для измерения эффективного заряда их активационного во-
ротного устройства [3, 4].

Статистическая обработка полученных результатов выполнялась в программе
STATISTICA 10.0 (StatSoft, США). Этот пакет программ включает в себя условия
применения для анализа результатов измерений критерий Колмогорова–Смирно-
ва. Наши данные ему удовлетворяли, что позволило оценить достоверность разли-
чий контрольных и экспериментальных данных (интенсивности флуоресценции и
величины эффективного заряда) с использованием t-критерия Стьюдента. Оценка
различий между экспериментальной и контрольной группами АСМ-данных про-
водилась с помощью статистического U-критерия Манна–Уитни. Данные пред-
ставлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего. Различия при-
нимались статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты АСМ-исследований. С помощью светового микроскопа выбирали
интактные клетки для дальнейшего изучения методом АСМ. АСМ-сканированию
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подвергали только надежно иммобилизованные на дне чашки Петри сенсорные
нейроны нормальной, присущей клеткам данного типа, веретенообразной формы.
Как правило, механическое воздействие зонда атомно-силового микроскопа не
причиняло видимого ущерба клеткам. Подчеркнем, что механическая стимуляция
заметно не влияла на жесткость поверхности сенсорных нейронов: в течение прибли-
зительно 20 мин сканирования, необходимых для получения полного АСМ-кадра,
значимых изменений величины модуля Юнга клеток не наблюдалось. В тех экспе-
риментах, где острие зонда все же повреждало клеточную мембрану, сканирование
сразу прекращалось, и этот поврежденный нейрон исключался из дальнейшего
анализа.

Отметим, что сенсорные нейроны являются сложным объектом для АСМ-ска-
нирования из-за своей формы, поскольку иммобилизованная на подложке клетка
характеризуется резким перепадом своей высоты. В результате, механизм обратной
связи не всегда успевает должным образом отследить ее изменения на крутых
склонах клетки, что может приводить к ошибочным измерениям. Поэтому при
анализе АСМ-изображений сенсорных нейронов избегали края клетки, концен-
трируясь на центральной части сомы с наиболее пологой поверхностью.

Измерения осуществляли в рамке со стороной 60 мкм, которая была достаточ-
ной для помещения в нее исследуемого нейрона. В результате сканирования полу-
чали массив тоновых АСМ-изображений. Тон каждой точки таких изображений
отражает величину измеряемого параметра: чем светлее тон, тем выше значение
параметра. Например, на АСМ-топографии сенсорного нейрона (рис. 1A), отража-
ющей высотное распределение поверхности клетки, темным обозначена гладкая
подложка, на которой располагается клетка, а наиболее светлые участки изображе-
ния соответствуют соме нейрона.

Для изучения действия ЭУ на механические характеристики сенсорных нейро-
нов анализировались карты модуля Юнга (рис. 1B). Корректность получаемых данных
контролировали путем сравнения этих карт. Надежными считались только те данные,
которые не отличались при прямом и обратном направлениях АСМ-сканирования.
Очевидно, что нервная клетка гетерогенна в отношении своих морфо-функцио-
нальных особенностей. Поэтому мы выбирали на соме каждого нейрона неболь-
шую квадратную область со стороной 2 мкм. В результате удалось зарегистрировать
такое распределение величин модуля Юнга в этой области, которое было близко к
нормальному (рис. 1B, C). Каждая клетка далее характеризовалась средним значе-
нием модуля Юнга, полученным при измерениях в указанной области. Затем вы-
числялось среднее значение данного параметра для двух групп сенсорных нейро-
нов: одна из них была культивирована в среде, содержащей ЭУ (0.1 нмоль/л), а дру-
гая была контрольной. Всего было исследовано 8 клеток, культивированных с ЭУ,
и 15 контрольных клеток.

Сравнение средних значений модуля Юнга сенсорных нейронов до и после воз-
действия ЭУ показало, что действие исследуемого агента приводило к существен-
ному увеличению жесткости клеток. Так, сенсорные нейроны, культивируемые в
присутствии ЭУ, демонстрировали более чем в 2.8 раза большее среднее значение
модуля Юнга по сравнению с контролем.

Результаты исследований методом лазерной сканирующей микроскопии. На рис. 2
представлено изменение интенсивности флуоресценции антител к каналам NaV1.8
в мембране сенсорного нейрона в контроле и после воздействия ЭУ (0.1 нмоль/л).
Распределение значений интенсивности флуоресценции антител к каналам NaV1.8
в выбранной области над ядром нейрона в исследованных клетках соответствовало
нормальному распределению (тест Колмогорова–Смирнова, d = 0.07, p > 0.20).
Данные иммунофлуоресцентного анализа свидетельствовали о том, что ЭУ-акти-
вация трансдукторной функции Na,K-ATФазы может запускать внутриклеточный
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Рис. 1. Пример экспериментальных АСМ-данных сенсорного нейрона. A – АСМ-топография сомы
контрольного нативного сенсорного нейрона; B – АСМ-карта значений модуля Юнга по поверхности
сенсорного нейрона (обозначена квадратная область, в рамках которой производился анализ значений
параметра для данной клетки); C – гистограмма значений модуля Юнга по области анализа, показан-
ной на B. АСМ-изображения получены со следующими параметрами сканирования: величина пико-
вой силы – 1 нН, частота строчной развертки – 0.1 Гц, амплитуда и частота вертикального движения
зонда – 1 мкм и 250 Гц соответственно, размер кадра – 512 × 128 точек, направление сканирования –
справа налево.
Fig. 1. An example of experimental AFM data of a sensory neuron. A – AFM topography of the living sensory
neuron soma (control data); B – AFM map of the Young’s modulus values over the surface of the sensory neuron
(the square region is indicated within which the parameter values for this cell were analyzed); C – histogram of
the Young’s modulus values over the analysis region shown in B. AFM images were obtained with the following
imaging parameters: peak force setpoint – 1 nN, scan rate – 0.1 Hz, peak force amplitude and frequency – 1 μm,
and 250 Hz, respectively, the frame size – 512 × 128 pixels, the scanning direction – from right to left.
сигнальный каскад, направленный радиально на геном. В наших экспериментах
это проявилось в снижении уровня флуоресценции антител к каналам NaV1.8. Дан-
ный результат может трактоваться как уменьшение плотности распределения ка-
налов в мембране сенсорного нейрона. Интенсивность флуоресценции антител к
NaV1.8 каналам, культивированных в присутствии уабаина, составила 3.05 ± 0.30 о.е.
(n = 23), а в контроле 4.06 ± 0.50 о.е. (n = 25) (рис. 2C). Можно предположить, что
ЭУ запускает внутриклеточный каскад, снижающий эффективность экспрессии
генов SCN10A, продуцирующих каналы NaV1.8. Этот радиально направленный сиг-
нальный процесс происходит благодаря участию в нем комплекса Na,K-АТФа-
за/Src, который выполняет здесь свою трансдукторную функцию [5, 7]. Наши
предварительные данные указывают на то, что дальнейшая передача сигнала долж-
на здесь происходить благодаря активации р38 МАР-киназного каскада. Дальней-
шие исследования позволят проверить это предположение. Другое предположение
заключается в том, что ЭУ, активируя трансдукторный комплекс Na,K-АТФа-
за/Src, запускает еще один каскад, направленный тангенциально, который также
модулирует функциональную активность каналов NaV1.8.

Результаты исследований методом локальной фиксации потенциала. На рис. 3
представлены результаты исследования влияния ЭУ на потенциалочувствитель-
ность каналов NaV1.8. Было показано, что в отсутствие блокаторов приложение
10 нмоль/л уабаина к наружной стороне мембраны приводило к снижению эффек-
тивного заряда (Zeff) активационного воротного устройства каналов NaV1.8 от кон-
трольного значения 6.7 ± 0.4 (n = 15) до 4.8 ± 0.3 (n = 10). При предварительном до-
бавлении во внутриклеточный раствор 10 мкмоль/л PP2 приложение ЭУ не приво-
дило к изменению эффективного заряда (Zeff = 6.3 ± 0.3 (n = 15)). Предварительное
добавление во внутриклеточный раствор 10 мкмоль/л тамоксифена или 1 мкмоль/л
КТ5720 приводило к снижению эффективного заряда соответственно до 4.7 ± 0.3
(n = 17) и 4.6 ± 0.3 (n = 14). Таким образом, с помощью ингибиторного анализа
установлено, что в передаче сигнала вдоль нейрональной мембраны первичного
сенсорного нейрона участвует Src-киназа. Ни протеинкиназа А, ни протеинкиназа
С не участвуют в этом каскадном процессе, приводящем к модуляции эффектив-
ного заряда активационного воротного устройства каналов NaV1.8.

Можно заключить, что запускаемый ЭУ тангенциальный сигнальный каскад, в
первую очередь, активирует комплекс Na,K-АТФаза/Src, который, видимо, явля-
ется важнейшим трансдукторным звеном для тангенциального и радиального рас-
пространения сигнала. В обоих случаях происходит снижение функциональной
активности каналов NaV1.8. На это указывают наши данные, полученные методами
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Рис. 2. Влияние ЭУ на плотность каналов NaV1.8 в первичном сенсорном нейроне. Диссоциированная
культура сенсорных нейронов (3-и сутки культивирования) в контроле (А) и после воздействия ЭУ (В).
Окраска антителами к каналам NaV1.8 (зеленый) и ядра DAPI (синий), ×63. Красным прямоугольником
отмечена область, в которой была измерена интенсивность флуоресценции каналов NaV1.8. С – умень-
шение интенсивности флуоресценции антител к каналам NaV1.8 в сенсорных нейронах после воздей-
ствия ЭУ. Ось Y – интенсивность флуоресценции в относительных единицах, о.е. (n = 23 контрольные
данные и n = 25 после воздействия ЭУ). * – p < 0.05 (t-критерий Стьюдента).
Fig. 2. The effect of EO on the channel density of NaV1.8 in the primary sensory neuron. Dissociated culture of
sensory neurons (3 days of cultivation) in control (A) and EO-treated (B). Neurons were immunostained using
the antibodies to Nav1.8 channels (green). Nuclei were counterstained with DAPI (blue), ×63. Red box marks
the area, within which fluorescence intensity of NaV1.8 channels was measured. C – A decrease in the f luores-
cence intensity of antibodies to NaV1.8 channels in sensory neurons after exposure to EO. The Y-axis shows the fluo-
rescence intensity in relative units, r.u. (n = 23 for control explants and n = 25 for EO-treated explants). * – p < 0.05
(Student’s t test).
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локальной фиксации потенциала и иммунофлуоресцентного анализа. Несколько
более косвенное подтверждение этому получено с помощью АСМ-метода. Очевид-
но, что снижение плотности встроенных в цитоплазматическую мембрану сенсор-
ного нейрона каналов NaV1.8 должно приводить к большей однородности мембра-
ны и, как следствие, к росту величины кажущегося модуля Юнга, т.е. к увеличению
жесткости нервной клетки. Подчеркнем, что чувствительность используемых нами
методов оказалась достаточной для выявления на молекулярном и клеточном
уровнях эффектов наномолярных концентраций уабаина. Именно эти концентра-
ции присутствуют в организме человека [6].
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Рис. 3. Участие Src-киназы, PKC и PKA в процессах тангенциальной передачи сигнала, запускаемых ЭУ.
Воздействие ЭУ приводит к снижению Zeff. При предварительном добавлении во внутриклеточный
раствор блокатора Src-киназы приложение ЭУ с внешней стороны мембраны не приводило к измене-
нию эффективного заряда. Предварительное добавление во внутриклеточный раствор блокатора PKА
или блокатора PKC приводило к снижению эффективного заряда. * – p < 0.05.
Fig. 3. The participation of Src kinase, PKC and PKA in the processes of tangential signal transmission triggered
by endogenous concentrations of ouabain.
Exposure to EO reduces Zeff. When preliminary added to the intracellular solution of the Src-kinase blocker, the
application of EO from the outer side of the membrane did not lead to a change in the effective charge value. The
preliminary application of the PKA blocker or the PKC blocker to the intracellular solution led to a decrease in
the effective charge. * – p < 0.05.
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В современной литературе широко обсуждается проблема физиологической ро-
ли “ненасосной” (non-pumping) функции Na,K-АТФазы, при этом результаты, по-
лученные в различных лабораториях, приводят к противоположным выводам. Эти
конфликтные данные подробно обсуждаются в обзоре [20]. На наш взгляд, суть
проблемы заключается в том, что физиологическое действие эндогенного уабаина
является не только ткане-, но и клеточноспецифическим. В отношении первично-
го сенсорного нейрона нам удалось за последние десятилетия выстроить непроти-
воречивую систему взглядов в отношении физиологической роли трансдукторной
функции Na,K-АТФазы. При физиологически адекватных условиях молекула уа-
баина существует в виде кальциевого хелатного комплекса, который благодаря
ион-ионному взаимодействию осуществляет лиганд-рецепторное связывание с со-
ответствующим сайтом Na,K-АТФазы [4, 8]. Поскольку в примембранном про-
странстве свободный кальций существует в очень низких концентрациях, сопоста-
вимых с концентрациями эндогенного уабаина, то, согласно нашему предположе-
нию, и “трансдукторный” сайт Na,K-АТФазы должен отличаться от другого сайта
связывания “свободного” уабаина, который ингибирует насосную функцию этого
белка при его действии в концентрациях на порядки больших. Применение метода
локальной фиксации потенциала позволило нам зарегистрировать дозозависи-
мость изменения величины Zeff от концентрации уабаина. Полученная U-образная
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зависимость хорошо аппроксимировалась суперпозицией двух уравнений Хилла,
причем величины Kd составили 7 нмоль/л и 0.1 ммоль/л [4]. Исследование уабаин-
зависимого тока в нейронах дорзальных ганглиев взрослых крыс также предсказа-
ло существование двух сайтов связывания уабаина, величины Kd которых были
равны 0.2 и 140 мкмоль/л [21]. Наши эксперименты, проведенные методом органо-
типической культуры ткани, подтвердили особую роль хелатного комплекса уаба-
ин-Ca2+: совместное применение уабаина и ЭГТА, селективного хелатора ионов
кальция, устраняло ингибирующее действие ЭУ на рост нейритов [8]. Мы предпо-
лагаем, что ЭУ и “свободный” уабаин, выполняют две принципиально различные
функции: первый запускает трансдукторную функцию Na,K-АТФазы, связываясь
со “своим” трансдукторным сайтом, а молекула свободного уабаина ингибирует
насосную функцию этого белка. Это, в свою очередь, позволяет предположить, что
сайты связывания уабаина и хелатного комплекса уабаин-Ca2+ должны различать-
ся. Связано ли это различие с особенностями лиганд-рецепторного связывания
указанных молекул с единственным сайтом Na,K-АТФазы или с гетерогенностью
ее изоформ, одни из которых служат насосами, а другие только трансдукторами,
покажут дальнейшие исследования. Отметим, что в нейронах дорзальных ганглиев
обнаружены две изоформы Na,K-АТФазы, α1 и α3 [22–26].

Данные современной литературы указывают на то, что ЭУ может считаться гор-
моном, запускающим внутриклеточные каскадные сигнальные процессы [2, 27, 28].
Наши результаты свидетельствуют о том, что указанный агент является еще и нейро-
гормоном, активирующим в первичном сенсорном нейроне два каскадных процес-
са, один из которых направлен в тангенциальном направлении вдоль мембраны
клетки к каналам NaV1.8, а другой - в радиальном направлении на геном [3, 4, 8].

В исследуемом нами первичном сенсорном нейроне выполнение трансдуктор-
ной функции Na,K-АТФазы не зависит от концентрации внутриклеточных ионов
калия: наши эксперименты показали, что, как при нормальных физиологических
условиях, так и при отсутствии этих ионов во внутриклеточном растворе, Na,K-
АТФаза одинаково эффективно выполняла эту функцию, передавая сигналы на
активационное воротное устройство каналов NaV1.8 [3]. Конкуренция ионов калия
с уабаином может, видимо, проявляться только при выполнении насосной функ-
ции Na,K-АТФазы. Данные рентгеноструктурного анализа свидетельствуют о том,
что в молекуле исследуемого белка сайт связывания уабаина и сайт связывания
двух ионов калия, переносимых внутрь клетки, структурно отличаются друг от дру-
га [29]. Это позволяет заключить, что обнаруженная нами высокая чувствитель-
ность каналов NaV1.8 к действию уабаина не связана с изменением внутриклеточ-
ной концентрации ионов калия.

На наш взгляд, представляется маловероятным, что в ЦНС существует опио-
идергический механизм регуляции насосной функцией Na,K-АТФазы, хотя такие
гипотезы обсуждаются в литературе [30]. Наши данные указывают на то, что опиаты
способны модулировать именно трансдукторную функцию указанного белка [3, 4] и
влиять на функциональную активность каналов NaV1.8, что может объяснить силь-
ную анальгетическую активность опиатов. Действительно, в арсенале клинической
медицины отсутствуют безопасные и эффективные анальгетики, способные заме-
нить опиаты, необходимость широкого применения которых для купирования
хронической боли привела к возникновению опиоидного кризиса, происходящего
в США и во многих других странах мира [31]. Настоящая работа показывает воз-
можный альтернативный путь решения этой проблемы, основанный на результа-
тах изучения каскадных процессов, запускаемых очень низкими концентрациями
уабаина в живых клетках. Этот подход позволил нам ранее разработать неопиоид-
ный анальгетик “Аноцептин®”, который успешно прошел первую фазу клиниче-
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ских исследований [32]. Его действующая субстанция, коменовая кислота, так же,
как и ЭУ, снижает величину эффективного заряда активационного воротного
устройства каналов NaV1.8, причем, функцию трансдуктора сигнала в этом каскаде
выполняет комплекс Na,K-АТФаза/Src [4, 5]. Благодаря своей эндогенной приро-
де уабаин в наномолярных концентрациях может оказаться не только абсолютно
безопасным анальгетиком, но и настолько же эффективным, как и опиаты. Наши
дальнейшие исследования позволят проверить это предположение.
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Possible Antinociceptive Mechanisms Triggered by Nanomolar Concentrations
of Ouabain in Primary Sensory Neurons

V. A. Penniyaynena, M. M. Khalisova, S. A. Podzorovaa, A. V. Ankudinovb,
V. B. Plakhovaa, and B. V. Krylova, *

aPavlov Institute of Physiology Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia

bThe Ioffe Physical-Technical Institute of the Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia

*e-mail: krylov@infran.ru

The responses of the primary sensory neuron to the effect of subnanomolar and nano-
molar concentrations of ouabain, which correspond to its endogenous concentrations
(EO), were investigated. By the method of atomic force microscopy (AFM) it was
found that the effect of EO led to an increase in the stiffness of the neuron. It was
found using the patch-clamp method that due to the ligand-receptor binding of EO to
the Na,K-ATPase/Src complex, the effective charge of the activation gating system of
NaV1.8 channels decreases. It was also found that EO-activated triggering of the intra-



1301ВОЗМОЖНЫЕ АНТИНОЦИЦЕПТИВНЫЕ МЕХАНИЗМЫ
cellular cascade, in which the Na,K-ATPase/Src complex acts as a signal transducer,
leads to a decrease in the f luorescence intensity of antibodies to NaV1.8 channels, which
was revealed using confocal laser scanning microscopy. The results obtained allowed us
to suggest that EO, triggering the transducer function of the Na,K-ATPase/Src complex
and the corresponding intracellular signaling cascade, is able to modulate the expres-
sion of the SCN10A gene, which produces the NaV1.8 channels responsible for encod-
ing nociceptive signals.

Keywords: sensory neuron, Na,K-ATPase, ouabain, confocal laser scanning microscopy,
atomic force microscopy, patch-clamp method, NaV1.8 channel
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