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Хроническая болезнь почек (ХБП) широко распространена и является фактором
риска развития цереброваскулярных заболеваний и неврологических осложне-
ний. К настоящему времени мало известно о процессах, посредством которых
ХБП усиливает риск повреждения мозга. В нашем исследовании на модели ХБП
у самцов крыс линии Вистар in vivo изучались NO- и H2S-опосредованные изме-
нения клеточных и молекулярных механизмов регуляции тонуса церебральных
артерий. ХБП моделировали посредством удаления 5/6 почечной ткани в воз-
расте 4 мес. Через 4 мес. удаляли часть теменной кости и твердой мозговой обо-
лочки и под микроскопом измеряли диаметр артерий при действии блокаторов и
ингибиторов сигнальных путей. У нефрэктомированных крыс реакции цере-
бральных артерий на аппликацию ацетилхолина проявлялись преимущественно
в виде констрикции, тогда как в контрольной группе преобладала вазодилата-
ция. Нитропруссид натрия приводил к дилатации артерий, амплитуда которой у
крыс с ХБП была значительно меньше по сравнению с контролем. Метиленовый
синий и глибенкламид у крыс с ХБП приводили к незначительному ослаблению
реакций на ацетилхолин, в то время как у контрольных крыс дилатация артерий
значительно уменьшалась. Степень дилатации церебральных артерий на H2S у
крыс с ХБП была значительно меньше по сравнению с контролем. Пропаргил-
глицин вызывал слабые изменения диаметра артерий у крыс с ХБП, в то время
как в контроле реакции при применении пропаргилглицина были достоверно
значимы. Делается заключение, что ХБП способствует ослаблению эндотелий-
зависимых и эндотелий-независимых NO- и H2S-опосредованных дилататорных
реакций в церебральных артериях.
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В многочисленных исследованиях показано, что хроническая болезнь почек
(ХБП), которой страдает 23.4% населения (1–5 стадии) [1], является фактором
риска сердечно-сосудистых заболеваний. Пациенты с ХБП имеют в 15–30 раз бо-
лее высокий риск этих заболеваний, смертность у пациентов с ХБП 5-й стадии от
сердечно-сосудистых заболеваний примерно в 15 раз выше, чем в общей популя-
ции [2]. ХБП является независимым фактором риска развития цереброваскуляр-
ных заболеваний, особенно заболеваний мелких сосудов, которые могут прояв-
ляться в различных вариантах, начиная от микрокровоизлияний и лакунарных ин-
фарктов и заканчивая болезнями белого вещества, когнитивными нарушениями и
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инсультами. Такая ситуация наблюдается не только у пациентов с терминальной
стадией почечной недостаточности, но также у пациентов с легкой или умеренной
ХБП [3]. Мета-анализ когортных исследований показывает, что ХБП увеличивает
риск инсульта на 71–92% [4]. При ХБП на сосудистую стенку действует множество
повреждающих факторов: повышенное артериальное давление, повышенный
окислительный стресс, гиперфосфатемия, кальцификация, дисфункция тромбо-
цитов, хроническое воспаление и уремические токсины [5].

Наряду с нейрогенными и гуморальными механизмами эндотелиальные клетки
в сосудистой системе мозга, синтезируя вазоактивные вещества, поддерживают
необходимый уровень тонуса артерий и артериол и величину церебрального кро-
вотока [6]. Ацетилхолин, брадикинин, АТФ и АДФ активируют рецепторы, распо-
ложенные на эндотелии, который, в свою очередь, генерирует различные сигналь-
ные молекулы, влияющие на цереброваскулярный тонус в нормальных условиях и во
время болезни. Эндотелиальные клетки секретируют дилататоры: оксид азота (NO),
эндотелиальный гиперполяризующий фактор (EDHF) и простациклин (PGI2).
Имеются данные, свидетельствующие о том, что в нормальных условиях в крупных
мозговых артериях преобладает высвобождение NO, тогда как EDHF более важен в
мелких артериях и артериолах. Производимый эндотелием PGI2 не вносит значи-
тельного вклада в цереброваскулярный тонус покоя у здоровых взрослых в нор-
мальных условиях [7].

Известно, что за образование NO из L-аргинина в физиологических условиях
ответственна эндотелиальная синтаза оксида азота (еNOS) [8]. В ряде публикаций
показано, что в процессе контроля мозгового кровообращения EDHF дополняет
NO, продуцируемый эндотелием, в особенности в мелких сосудах [9]. Полагают,
что при патологических состояниях активация EDHF может компенсировать дис-
функцию в системе NO для поддержания мозгового кровотока [10]. В ряде работ
приводятся данные, доказывающие, что в кровеносных сосудах роль EDHF выпол-
няет H2S, который гиперполяризует мембрану сосудистых гладкомышечных кле-
ток артерий и приводит к их дилатации [11].

Эндотелиальные клетки регулируют тонус церебральных сосудов посредством
взаимодействия с гладкомышечными клетками [12]. При ХБП комплекс различных
патологических факторов инициирует и способствует прогрессированию наруше-
ний структуры и функции гладкомышечных клеток церебральных артерий [13].

Целью данной работы было исследование NO- и H2S-опосредованной регуля-
ции тонуса церебральных артерий у крыс с моделью ХБП.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа проведена на животных из “Коллекции лабораторных млекопитающих
разной таксономической принадлежности” Института физиологии им. И.П. Пав-
лова РАН. Исследования проводились в соответствии с регламентом, установлен-
ным Директивой 2010/63/EU Европейского парламента и Совета Европейского
Союза по охране животных, используемых в научных целях и рекомендациями
биоэтической комиссии Института физиологии им. И.П. Павлова РАН.

Эксперименты проведены на крысах-самцах линии Вистар (n = 35). Животных
содержали в стандартных условиях вивария при естественном освещении и сво-
бодном доступе к воде и пище. В начале эксперимента возраст животных составлял
3 мес., масса 250–280 г; в конце эксперимента – 7 мес. и 400–500 г соответственно.
Все хирургические и экспериментальные действия были проведены на животных,
наркотизированных внутрибрюшинно (золетил 20 мг/кг, Virbac, Франция); эвта-
назия проведена путем введения увеличенной дозы наркотического вещества. Для
проведения исследования были сформированы две группы животных: 1 – нефрэк-
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томированные крысы (n = 17, артериальное давление (АД) 159 ± 3.5 мм рт. ст.), 2 –
ложнооперированные крысы (n = 18, АД 117 ± 1.5 мм рт. ст.). Распределение жи-
вотных по группам в начале эксперимента было проведено методом случайной вы-
борки. Нефрэктомию (НЭ) у крыс проводили по описанной ранее методике [14] в
2 этапа: на первом этапе удаляли 2/3 части левой почки, на втором – правую почку
полностью. Контролем служили ложнооперированные крысы, которые подверга-
лись аналогичному оперативному вмешательству, но без удаления почечной ткани.

Через 4 мес. после операций проводили прижизненное исследование реакций
пиальных артерий сенсомоторной коры головного мозга на воздействие вазоак-
тивных веществ. Для этого у наркотизированных крыс в теменной области черепа
высверливали отверстие (S ≈ 1 см2), твердую мозговую оболочку в пределах отвер-
стия удаляли, тем самым открывая поле сенсомоторной коры для дальнейшего ис-
следования. Поверхность мозга непрерывно орошали раствором Кребса (в мМ:
NaCl 120.4; KCl 5.9; NaHCО3 15.5; MgCl2 1.2; CaCl2 2.5; NaH2PO4 1.2; глюкоза 11.5;
pH 7.4), температура раствора составляла 38°C. На протяжении всего эксперимента
контролировали среднее АД инвазивным методом через катетер в бедренной арте-
рии, соединенный с датчиком DTXPlusTM (Argon Critical Care Systems, Сингапур), с
помощью компьютерной программы, разработанной в нашей лаборатории. АД жи-
вотных в течение всего эксперимента оставалось примерно на одном уровне. Темпе-
ратуру тела животного поддерживали на уровне 38°C. Визуализацию пиальных ар-
терий (при общем увеличении оптической системы 160 крат) проводили с помо-
щью оригинальной установки, включающей в себя стереоскопический микроскоп
MC-2ZOOM (Микромед, Россия), цветную камеру-видеоокуляр для микроскопа
DCM-510 (Scopetek, Китай) и персональный компьютер.

У экспериментальных крыс все исследованные пиальные артерии были разбиты
на группы по исходным диаметрам: более 80, 60–80, 40–60, 20–40 и менее 20 мкм.
У каждого экспериментального животного было исследовано более 20 сосудов.
В начале эксперимента у каждого животного измеряли диаметр пиальных артерий
(у нефрэктомированных крыс n = 530; у ложнооперированных n = 455) в стандарт-
ных условиях при непрерывном орошении поверхности мозга раствором Кребса.
Затем у этих же крыс измеряли диаметр тех же сосудов при аппликации на поверх-
ность мозга раствора различных веществ, активирующих или ингибирующих внут-
риклеточные сигнальные пути: ацетилхолин (Acetylcholine chloride, Sigma-Aldrich,
0.1 мкМ), метиленовый синий (Methylene blue, Sigma-Aldrich, 10 мкМ), нитропрус-
сид натрия (Sodium nitroprusside, Sigma-Aldrich, 10 мкМ), гидросульфид натрия (Sodi-
um hydrosulfide monohydrate, Sigma-Aldrich, 30 мкМ), L-NAME (N(ω)-nitro-l-arginine
methyl ester, Sigma-Aldrich, 100 мкМ), пропаргилглицин (D-Propargylglycine, Sigma-
Aldrich, 5 мМ), индометацин (Indomethacin, Sigma-Aldrich, 100 мкМ), глибенкламид
(Glybenclamide, Sigma-Aldrich, 10 мкМ), пинацидил (Pinacidil monohydrate, Sigma-
Aldrich, 200 мкМ). Применяемые вещества растворяли перед экспериментом в рас-
творе Кребса. Индометацин, глибенкламид и пинацидил предварительно раство-
ряли в диметилсульфоксиде (DMSO) и перед воздействием необходимое количество
концентрата добавляли в физиологический раствор. Концентрация DMSO в конеч-
ном растворе не превышала 0.1%. Ранее проведенные исследования показали, что
DMSO в такой концентрации не оказывает влияния на тонус церебральных артерий.

Проверка выборки на нормальность распределения и математическая обработка
полученных данных проведена с использованием пакета статистических программ
Microsoft Excel 2003 и программы InStat 3.02 (GraphPad Software Inc., США). Дан-
ные представлены в виде среднего арифметического значения и его ошибки. Срав-
нение средних данных независимых выборок при нормальном характере распределе-
ния вариант в совокупности данных (выборке) рассчитывали при помощи t-критерия
Стьюдента. При распределении вариант в выборке, отличном от нормального, при
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Рис. 1. Изменения диаметра крупных (60–80 мкм) и мелких (<20 мкм) пиальных артерий при действии
ацетилхолина. Контроль – ложнооперированные крысы, NE – нефрэктомированнык крысы, L-NAME –
ингибитор синтазы NO, Indo – индометацин. Исходный диаметр артерий принят за 100%. * – р < 0.05;
# – р < 0.01; & – р < 0.001.
Fig. 1. Changes in the diameter of large (60–80 microns) and small (<20 microns) pial arteries under the action
of acetylcholine. Control – false-operated rats, NE – nephrectomized rats, L-NAME – NO-synthase inhibitor,
Indo – indomethacin. The initial diameter of the arteries is taken as 100%. * – p < 0.05; # – p < 0.01; & – p < 0.001.
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сравнении двух групп применяли U-критерий Манна–Уитни. Достоверным уров-
нем отличий считали вероятность не менее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

С целью исследования эндотелий-зависимой дилатации пиальных артерий в
физиологических условиях в раствор, омывающий поверхность мозга, вводили
ацетилхолин, широко применяемый для стимуляции синтазы NO. У ложноопериро-
ванных животных ацетилхолин приводил к дилатации 50–80% пиальных артерий:
диаметр крупных артерий (60–80 мкм) увеличился на 8.2 ± 1.3%, мелких (<20 мкм) –
на 31.1 ± 2.2%. У нефрэктомированных крыс аппликация ацетилхолина сопровож-
далась вазоконстрикцией в среднем у 80% исследованных артерий. Максимальное
уменьшение размеров наблюдалось в артериях диаметром менее 40 мкм. С целью
выяснения возможной роли простаноидов в развитии вазоконстрикции в физио-
логический раствор добавляли индометацин. Предварительная аппликация индо-
метацина привела к уменьшению констрикторной реакции артерий на ацетилхо-
лин (рис. 1).

Вторая серия опытов по исследованию эндотелий-зависимой NO-опосредован-
ной дилатации церебральных артерий заключалась в предварительной аппликации
на поверхность мозга L-NAME (неселективный ингибитор NO-синтазы) и после-
дующем воздействии ацетилхолина. Действие L-NAME приводило у ложноопери-
рованных животных к выраженной констрикции пиальных артерий, максималь-
ная констрикция наблюдалась в мелких артериях (уменьшение диаметра составило
23 ± 1.6%). Действие ацетилхолина на фоне L-NAME сопровождалось увеличени-
ем диаметра (рис. 1). У нефрэктомированных крыс реакции церебральных артерий
на применение L-NAME отличались от таковых у контрольных животных, умень-
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шение диаметра было менее выраженным. Максимальные различия были зареги-

стрированы в мелких артериях (разница в амплитуде вазоконстрикции крыс кон-

трольной группы и нефрэктомированных крыс составила около 12%). Применение

ацетилхолина на фоне действия L-NAME приводило к незначительной констрик-

ции артерий (рис. 1)

В следующей серии экспериментов оценивали эндотелий-независимую вазодила-

тацию. С этой целью в физиологический раствор добавляли нитропруссид натрия, яв-

ляющийся донором NO. Нитропруссид натрия оказывал выраженный дилататор-

ный эффект на пиальные артерии крыс. В группе ложнооперированных крыс уве-

личение диаметра крупных артерий при действии нитропруссида натрия составило

31.4 ± 3.6%, а в мелких – 93.4 ± 7.7%. У нефрэктомированных крыс реакция на нит-

ропруссид натрия была менее выраженной (диаметр крупных артерий увеличился

на 19.8 ± 2.1%, а мелких – на 49.6 ± 3.8%).

Затем проводили исследование функциональной активности сигнальной цепочки:

растворимая гуанилатциклаза (рГЦ) → циклический гуанозинмонофосфат (цГМФ) →
→ АТФ-чувствительные К+-каналы в гладкомышечных клетках пиальных артерий

крыс. У ложнооперированных животных применение метиленового синего (инги-

битор рГЦ) приводило к констрикции всех артерий. Реакции крупных артерий

ложнооперированных и нефрэктомированых крыс на метиленовый синий и на

ацетилхолин на фоне метиленового синего не имели достоверных отличий. В мел-

ких артериях (диаметром <20 мкм) контрольных животных под влиянием метиле-

нового синего диаметр уменьшился на 19.3%, добавление ацетилхолина привело к

уменьшению констрикции. Реакции мелких артерий нафрэктомированных крыс

при действии метиленового синего отличались от таковых в группе ложноопериро-

ванных – их диаметр уменьшился на 14.2 ± 1.8%. При добавлении ацетилхолина в

раствор с метиленовым синим развивалась дополнительная вазконстрикция (рис. 2).

В следующей серии опытов исследовали роль АТФ-чувствительных К+-каналов

гладкомышечных клеток в реализации эффектов ацетилхолина. АТФ-чувствитель-

ные К+-каналы блокировали глибенкламидом [15] Применение глибенкламида на

протяжении 10 мин привело у контрольных животных к достоверному уменьше-

нию диаметра всех пиальных артерий (на 8–15%). Действие ацетилхолина на фоне

глибенкламида у ложнооперированных животных сопровождалось дилатацией

всех артерий, однако степень расширения была значительно меньше по сравнению

с эффектом ацетилхолина в физиологическом растворе. У нефрэктомированных

крыс аппликация глибенкламида сопровождалась слабой вазоконстрикцией. Дей-

ствие ацетилхолина на фоне глибенкламида приводило к недостоверным измене-

ниям диаметра крупных артерий и уменьшению диаметра мелких артерий.

Второй вариант изучения роли АТФ-чувствительных К+-каналов гладкомышеч-

ных клеток церебральных артерий в регуляции их тонуса заключался в применении

пинацидила (активатор АТФ-чувствительных К+-каналов). Пинацидил приводил

к выраженной дилатации церебральных артерий как ложнооперированных, так и

нефрэктомированных крыс. Степень расширения крупных и мелких артерий

нефрэктомированных крыс на пинацидил была достоверно ниже по сравнению с

таковой у ложнооперированных животных. Максимальная дилатация была зареги-

стрирована в мелких артериях ложнооперированных крыс – 38.3 ± 2.6% от исход-

ного диаметра.

После NO вторым по важности газотрансмтиттером, регулирующим различные

физиологические функции, является сероводород (H2S). В нашем исследовании в

качестве донора H2S мы использовали гидросульфит натрия (NaHS) в концентра-

ции 30 мкМ. При растворении в воде NaHS быстро гидролизуется с образованием

H2S. Аппликация NaHS на поверхность мозга приводила к дилатации церебральных
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Рис. 2. Изменения диаметра крупных (60–80 мкм) и мелких (<20 мкм) пиальных артерий при действии

метиленового синего (MB) и ацетилхолина (Аch). Контроль – ложнооперированные крысы, NE –

нефрэктомированные крысы. Исходный диаметр артерий принят за 100%. * – р < 0.05.

Fig. 2. Changes in the diameter of large (60–80 μm) and small (<20 μm) pial arteries under the action of methy-

lene blue (MB) and acetylcholine (Ach). Control – false-operated rats, NE – nephrectomized rats. The initial di-

ameter of the arteries is taken as 100%. * – p < 0.05.
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артерий как в контрольной группе, так и у нефрэктомированных крыс. Увеличение

диаметра крупных пиальных артерий при аппликации NaHS составило 9.7 ± 0.7%, а

мелких (диаметром менее 20 мкм) – 35.4 ± 2.2%. Аналогичное воздействие на пи-

альные артерии нефрэктомированных крыс также сопровождались их дилатаций,

однако амплитуда дилатации была меньшей во всех группах артерий. Увеличение

диаметра крупных артерий составило 3.3 ± 0.4%, увеличение диаметра мелких ар-

терий – 10.2 ± 0.9% (рис. 4).

В последние годы проведено довольно много исследований, в которых изуча-

лось взаимодействие NO и H2S в различных тканях, в том числе и в сосудах. Мы

оценили взаимодействие NO и H2S в церебральных артериях крыс. С этой целью ин-

гибировали продукцию NO посредством аппликации L-NAME. На фоне L-NAME

действие H2S у крыс приводило к увеличению диаметра крупных церебральных ар-

терий на 4.1 ± 0.4%, мелких – на 11.4 ± 0.8%. У нефрэктомированных крыс измене-

ния диаметра при действии H2S на фоне L-NAME составили +2.1 ± 0.4% и +5.6 ± 0.6%

соответственно (рис. 4).

В заключительной серии опытов исследовали возможность образования эндо-

генного H2S в стенке церебральных артерий у ложнооперированных и нефрэкто-

мированных крыс. С этой целью в физиологический раствор, апплицируемый на

поверхность мозга, добавляли пропаргилглицин (ППГ), являющийся ингибито-

ром цистатион-γ-лиазы (CSE) – фермента, продуцирующего H2S в сосудистой

стенке. Действие ППГ не приводило к достоверным изменениям диаметра круп-

ных пиальных артерий контрольных и нефрэктомированных крыс. Уменьшение
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Рис. 3. Изменения диаметра крупных (60–80 мкм) и мелких (<20 мкм) пиальных артерий при действии

глибенкламида (Glib) и ацетилхолина (Ach) на фоне глибенкламида. Контроль – ложнооперирован-

ные крысы, NE –нефрэктомированнык крысы. Исходный диаметр артерий принят за 100%. * – р < 0.05;

# – р < 0.01.

Fig. 3. Changes in the diameter of large (60–80 μm) and small (<20 μm) pial arteries under the action of gliben-

clamide (Glib) and acetylcholine (Ach) against the background of glibenclamide. Control – false-operated rats,

NE – nephrectomized rats. The initial diameter of the arteries is taken as 100%. * – p < 0.05; # – p < 0.01.
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диаметра мелких артерий под действием ППГ у контрольных животных составило

9.3 ± 1.1%, у нефрэктомированных – 3.7 ± 0.6%.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В регуляции мозгового кровотока принимают участие нейрогенные, гумораль-

ные, а также эндотелий-зависимые и эндотелий-независимые локальные механиз-

мы. Поток крови зависит не только от расширения артериол, непосредственно пе-

реходящих в капиллярное русло, но также от расширения более крупных артерий

[16]. Имеются экспериментальные данные, доказывающие, что эндотелий цере-

бральных артерий может играть главную роль в проведении дилататорного ответа

вдоль сосудистого русла от мелких артерий к более крупным [17]. Синтез и выделе-

ние NO эндотелиальными клетками является одним из основных факторов мест-

ной регуляции тонуса церебральных артерий и мозгового кровотока [18, 7]. В на-

шем исследовании мы изучали NO- и H2S-опосредованные механизмы регуляции

тонуса церебральных артерий у крыс с моделью ХБП. В процессе работы мы изме-

ряли диаметры всех пиальных артерий, но в данной публикации представлены ре-

зультаты исследования только крупных артерий (диаметром 60–80 мкм), которые

выполняют преимущественно функцию коллекторов, и мелких (диаметром менее

20 мкм), осуществляющих резистивную функцию в сложной сосудистой сети

мозга [19]. Результаты исследования показали, что ацетилхолин, являющийся

классическим активатором эндотелиальной NO-синтазы [20], оказывает преиму-

щественно дилататорный эффект на пиальные артерии крыс контрольной группы,
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Рис. 4. Изменения диаметра крупных (60–80 мкм) и мелких (<20 мкм) пиальных артерий при действии

гидросульфида натрия (NaНS) и гидросульфида натрия на фоне L-NAME. Контроль – ложноопериро-

ванные крысы, NE –нефрэктомированные крысы. За 100% принят исходный диаметр артерий (первая

и третья пара столбиков) и диаметр артерий после воздействия L-NAME (вторая и четвертая пара стол-

биков). * – р < 0.01.

Fig. 4. Changes in the diameter of large (60–80 μm) and small (<20 μm) pial arteries under the action of sodium

hydrosulfide (NaHS) and sodium hydrosulfide against the background of L-NAME. Control – false-operated

rats, NE – nephrectomized rats. The initial diameter of the arteries (the first and third pair of columns) and the diame-

ter of the arteries after exposure to L-NAME (the second and fourth pair of columns) are taken as 100%. * – p < 0.01.
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при этом максимальная дилатация была зарегистрирована в мелких артериях (рис. 1).

Предварительная аппликация L-NAME значительно уменьшала или полностью

подавляла дилататорный ответ артерий на ацетилхолин, это свидетельствует о том,

что основным фактором, способствующим дилатации пиальных артерий крыс в

физиологических условиях, является NO. У нефрэктомированных крыс реакция

большинства артерий на ацетилхолин проявлялась в виде констрикции. В крупных

артериях (82% от исследованных) степень уменьшения диаметра была минималь-

ной и часто недостоверной, в мелких артериях (73% от исследованных) в среднем

составляла 11.3 ± 0.8% от исходного диаметра. Также мы показали, что ингибитор

NO-синтазы – L-NAME у нефрэктомированных крыс не приводит к достоверным

изменениям диаметра. Эти данные свидетельствуют о том, что у нефрэктомированных

животных в церебральных артериях происходит ингибирование NO-синтазы.

Отсутствие ацетилхолин-индуцируемой дилатации в большинстве церебраль-

ных артерий объясняется ингибированием NO-синтазы, но в этих артериях у

нефрэктомированных крыс при действии ацетилхолина была зарегистрирована ва-

зоконстрикция. Механизм констрикции церебральных артерий нефрэктомирован-

ных крыс на ацетилхолин пока не изучен. Мы предположили возможное участие

метаболитов арахидовой кислоты в активации сокращений гладкомышечных кле-

ток. Мы ингибировали циклооксигеназу индометацином и на фоне индометацина

апплицировали ацетилхолин. Предварительное введение индометацина не оказы-
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вало значимых эффектов в крупных церебральных артериях нефрэктомированных

крыс, а в мелких – приводило к уменьшению амплитуды или подавлению вазон-

стрикции. Мы предполагаем, что в констрикции мелких артерий нефрэктомиро-

ванных крыс при действии ацетилхолина принимают участие простаноиды, обла-

дающие констрикторными свойствами, в частности, 20-НЕТЕ, являющийся мощ-

ным вазоконстриктором. Так, при обследовании пациентов с прогрессирующей

ХБП было выявлено значительное увеличение концентрации 20-НЕТЕ в различ-

ных органах и, в частности, в стенке кровеносных сосудов. Авторы исследования

установили, что под влиянием уремических токсинов метаболизм арахидоновой

кислоты смещается в пользу CYP4F2, активность которого приводит к образова-

нию избыточного количества 20-НЕТЕ [21].

Применение донора NO – нитропруссида натрия показало, что и в крупных и в

мелких артериях развивается выраженная эндотелий-независимая дилатация. При

этом диаметр мелких артерий увеличивался в среднем на 93.4 ± 5.2%. У нефрэкто-

мированных крыс дилататорная реакция церебральных артерий на нитропруссид

натрия была значительно слабее (увеличение диаметра мелких артерий составило в

среднем 47.6 ± 2.7% от исходного уровня). Значительное ослабление дилататорных

реакций на экзогенный NO в церебральных артериях нефрэктомированных крыс

свидетельствует о нарушениях в сигнальном пути (или в сократительном механиз-

ме) в гладкомышечных клетках артерий этих животных. Мы предположили, что в

гладкомышечных клетках артерий нефрэктомированных крыс нарушена сигналь-

ная цепочка рГЦ–цГМФ–АТФ-чувствительные К+-каналы (протеинкиназа G).

С целью исследования сигнального пути, активируемого NO в гладкомышечных

клетках церебральных артерий (растворимая гуанилатциклаза (рГЦ) → цикличе-

ский гуанозинмонофосфат (цГМФ) → АТФ-чувствительные К+-каналы), мы при-

меняли метиленовый синий, являющийся ингибитором рГЦ. Действие метиленового

синего на церебральные артерии контрольных крыс проявлялось в виде констрикции

(диаметр крупных артерий уменьшился на 13.8 ± 1.6%, мелких – на 19.3 ± 1.5%). При-

менение ацетилхолина на фоне метиленового синего не приводило к значимым из-

менениям диаметра церебральных артерий ложнооперированных крыс. Реакции

крупных и мелких церебральных артерий нефрэктомированных крыс не отлича-

лись от реакций артерий ложнооперированных животных. Применение ацетилхо-

лина на фоне метиленового синего в мелких артериях привело к дополнительной

констрикции (диаметр уменьшился на 25.8 ± 2.1%). Сравнение данных показыва-

ет, что в мелких артериях нефрэктомированных крыс механизмы дилатации ослаб-

лены, преобладает констрикция. Экспериментальное ингибирование одного из

механизмов вазодилатации (NO → рГЦ → цГМФ) сопровождается у нефрэктоми-

рованных крыс выраженной констрикцией. Это, вероятно, связано с тем, что и

другие механизмы вазодилатации (простациклин- и ЭГФ-опосредованные), кото-

рые в норме в значительной степени компенсируют дефицит NO [22, 23], функци-

онируют недостаточно эффективно. Об ингибировании механизмов дилатации

при уремии свидетельствует также отмеченный выше факт, что ацетилхолин-инду-

цируемая вазодилатация, выявляемая у контрольных животных в физиологиче-

ских условиях, сменяется у нерфэктомированных животных на ацетилхолин-инду-

цируемую вазоконстрикцию.

Мы также исследовали роль АТФ-чувствительных К+-каналов гладкомышеч-

ных клеток в дилатации церебральных артерий у контрольных и нефрэктомиро-

ванных крыс. Было установлено, что аппликация глибенкламида, являющегося

блокатором АТФ-чувствительных К+-каналов, сопровождается констрикцией ар-

терий в обеих группах животных, при этом степень сужения у контрольных живот-

ных была значительно больше по сравнению с нефрэктомированными. Эти дан-
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ные показывают, что АТФ-чувствительные К+-каналы гладкомышечных клеток в

физиологических условиях принимают участие в снижении тонуса церебральных

артерий, по-видимому, будучи активированными спонтанно продуцируемым NO

(сигнальная цепочка: NO → рГЦ → цГМФ → АТФ-чувствительные К+-каналы).

Ранее при исследовании функций NO в артериях различных органов у разных жи-

вотных было показано, что у здоровых животных эндотелий постоянно продуцирует

NO, высвобождение которого может возрастать при действии различных физиче-

ских и химических факторов [24, 25]. Накопление уремических токсинов у нефрэк-

томированных животных приводит к ингибированию NO-синтазы, уменьшению

количества продуцируемого ею NO и ослаблению активации АТФ-чувствительных

К+-каналов клеток. Также есть основания полагать, что у нефрэктомированных

крыс снижена плотность АТФ-чувствительных К+-каналов на мембране гладко-

мышечных клеток церебральных артерий или их чувствительность к вазоактивным

веществам (в наших экспериментах в мелких артериях нефрэктомированных крыс

реакция на пинацидил (активатор АТФ-чувствительных К+-каналов) была досто-

верно меньше по сравнению с реакций артерий контрольных животных). Ранее

при исследовании изолированных колец брыжеечных артерий нефрэктомирован-

ных крыс также были выявлены нарушения механизмов вазодилатации, которые авторы

объясняют действием уремических токсинов на АТФ-чувствительные К+-каналы мем-

браны гладкомышечных клеток артерий [26].

Исследования последнего десятилетия показывают, что в нормальных условиях

в различных тканях животных и человека образуется H2S, который играет важную

роль в регуляции деятельности многих систем и органов [27]. В частности, в сер-

дечно-сосудистой системе H2S образуется в гладкомышечных клетках, эндотели-

альных клетках сосудов и кардиомиоцитах и обладает антиоксидантными, антиа-

поптотическими, противовоспалительными и вазоактивными свойствами [28].

Имеются данные о том, что нарушения в образовании и биодоступности H2S явля-

ется важным показателем повреждения эндотелиальных клеток и эндотелиальной

дисфункции [28, 29]. У пациентов с ХБП и у животных с моделью ХБП выявлено

снижение концентрации H2S в биологических жидкостях [30, 31]. Добавление до-

норов сероводорода приводит к повышению сероводорода в плазме крови и повы-

шению активности еNOS, что сопровождается снижением АД и улучшением

функции почек [32]. В нашем исследовании мы изучали реакции церебральных ар-

терий контрольных и нефрэктомированных крыс на экзогенный H2S, механизмы

его действия на артерии и возможность образования эндогенного H2S в стенке ар-

терий. Мы применяли NaHS в концентрации 30 мкМ, поскольку ранее было показано,

что концентрация H2S в плазме крови крыс разных линий составляет 10–46 мкМ [33].

Было установлено, что донор H2S – NaHS приводил к дилатации большинства

изученных церебральных артерий. Максимальная дилатация была зарегистрирова-

на в мелких артериях, их диаметр увеличился в среднем на 36.2 ± 1.9%. У нефрэкто-

мированных крыс увеличение диаметра мелких артерий при действии H2S состави-

ло 10.2 ± 1.1%.

В последние годы появляется все больше свидетельств того, что H2S и NO не яв-

ляются независимыми регуляторами, но имеют перекрывающиеся сигнальные пу-

ти трансдукции. H2S и NO не только влияют на биосинтез друг друга, но также

производят новые виды сигнальных молекул посредством химического взаимодей-

ствия [34]. Хорошо известно, что H2S может увеличивать активность eNOS и, сле-

довательно, последующую продукцию NO непосредственно или через сигнальный

путь AMPK/Akt. В эндотелиальных клетках H2S увеличивает образование NO в два
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раза посредством активации eNOS [35]. Есть данные, что H2S может усиливать ак-

тивность eNOS путем S-сульфгидратации. Известно, что NO вырабатывается толь-

ко димерами eNOS. H2S способствует образованию димера eNOS для увеличения

образования NO. В свою очередь, NO повышает активность и экспрессию CSE,

что ведет к усилению выработки Н2S [29, 36] Однако в литературе имеются и дру-

гие данные о взаимодействии H2S и NO. Так, при исследовании брыжеечных арте-

рий мышей было показано, что предварительная обработка сосудов H2S приводила

к снижению вазорелаксантного эффекта нитропруссида натрия [37]. Примерно та-

кие же результаты были получены при исследовании аорты крыс [38].

Как было отмечено выше, L-NAME приводил к констрикции церебральных ар-

терий. Максимальное уменьшение диаметра наблюдали в мелких артериях. Добав-

ление H2S на фоне действия L-NAME вызывало дилатацию сосудов, амплитуда ко-

торой была меньше по сравнению с эффектом H2S в растворе Кребса (рис. 4).

Меньший дилататорный эффект H2S на цереребральные артерии при снижении

производства NO свидетельствует о том, что часть этого эффекта в физиологиче-

ских условиях реализуется с участием NO. Ослабление дилатации мелких артерий

нефрэктомированных крыс при действии H2S можно частично объяснить ингибиро-

ванием у этих животных eNOS и продукцией меньшего количества NO, который не-

обходим для реализации дилататорного эффекта H2S. Ранее при исследовании эндо-

телиальных клеток пупочной вены было показано, что H2S стимулирует выработку

NO и защищает эндотелиоциты путем индукции сигнального пути Akt/eNOS [39].

В заключительной серии экспериментов мы оценили способность клеток стенки це-

ребральных артерий продуцировать эндогенный H2S. Известно, что основными фер-

ментами, образующими в сосудистой стенке H2S, являются цистатион-γ-лиаза

(CSE) и цистатион-β-синтаза (CBS) [40]. В наших опытах мы ингибировали CSE

посредством добавления в апплицируемый раствор пропаргилглицина – селектив-

ного ингибитора CSE [41]. Было установлено, что пропаргилглицин практически

не оказывал влияния на крупные церебральные артерии и приводил к выраженной

дилатации мелких артерий у контрольных животных. Уменьшение диаметра мел-

ких артерий у нефрэктомированных крыс было незначительным и часто недосто-

верным. Полученные данные показали наличие в стенке мелких церебральных артерий

крыс CSE и базальной продукции ею H2S в физиологических условиях. Уремия, харак-

терная для нефрэктомированных животных, ингибирует продукцию H2S в стенке

мелких церебральных артерий крыс.

Мы приходим к заключению, что ХБП способствует ослаблению эндотелий-за-

висимых и эндотелий-независимых NO- и H2S-опосредованных дилататорных ре-

акций в церебральных артериях.
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Role of NO and H2S in the Regulation of the Tone of Cerebral Vessels
in Chronic Kidney Disease

G. I. Lobova and I. B. Sokolovaa, *
aPavlov Institute of Physiology RAS, St. Petersburg, Russia

*e-mail: SokolovaIB@infran.ru

Chronic kidney disease (CKD) is a widely spread condition that is a risk factor for the

development of cerebrovascular diseases and neurological complications. Currently the

mechanisms by which CKD increases the risk of brain damage are poorly understood. In

our study, NO- and H2S-mediated changes in the cellular and molecular mechanisms of

cerebral artery tone regulation were investigated in male Wistar rats in vivo with a CKD

model. CKD was modeled by removal of 5/6 renal tissue at 4 months of age. After

4 months, part of the parietal bone and the dura mater were removed, and the diameter

of the arteries was measured under the action of blockers and signaling pathway inhibi-

tors using a microscope. In nephrectomized rats, the reactions of cerebral arteries to the

application of acetylcholine (AH) manifested mainly in the form of constriction, while
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vasodilation predominated in the control group. Sodium nitroprusside led to a dilatation

of the arteries, the amplitude of which in rats with CKD was significantly lower com-

pared to the control group. Methylene blue and glibenclamide in rats with CKD led to a

slight weakening of reactions to ACh, while in control group rats, the dilatation of arter-

ies was significantly reduced. The degree of dilatation of cerebral arteries on H2S in rats

with CKD was significantly less compared to rats in the control group. Propargylglycine

caused only slight changes in artery diameter of CKD rats, while in the control group the

reaction to propargylglycines was statistically significant. We conclude that the CKD at-

tenuates endothelium-dependent and endothelium-independent NO- and H2S-mediat-

ed dilator reactions in cerebral arteries.

Keywords: chronic kidney disease, pial arteries, NO, H2S, vasodilation, vasoconstriction
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