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Изучали изменения опосредованной ацетилхолином (AСh) дилатации пиаль-

ных артерий сенсомоторной коры головного мозга у крыс Sprague Dawley после

формирования у них метаболических и гормональных нарушений, сходных с

сахарным диабетом 2-го типа. Для этого крыс 2 мес. содержали на высокожи-

ровой диете (ВЖД), а затем части животных вводили низкую дозу стрептозотоцина

(35 мг/кг). Еще 1 месяц все животные получали корм с повышенным содержани-

ем жира. С использованием метода прижизненной микрофотосъемки оценивали

реакции пиальных артерий на воздействие одного AСh (10–7 М) и AСh на фоне

действия неселективного блокатора NO-синтаз L-NAME и на воздействие селек-

тивного блокатора индуцибельной NO-синтазы (iNOS) аминогуанидина (АГ).

Установлено, что потребление высокожирового корма на протяжении 3 мес. (группа

ВЖД) привело к развитию эндотелиальной дисфункции в пиальных артериях

сенсомоторной коры головного мозга: число расширившихся на воздействие

AСh сосудов было меньше в 1.2–1.6 раз, чем в контрольной группе. AСh-зави-

симая дилатация определялась реакциями с участием еNOS только в артериях

диаметром менее 40 мкм. У крыс, находящихся на ВЖД, в церебральных арте-

риях не выявили наличие iNOS. У животных, которым моделировали сахарный

диабет 2-го типа (СД2) также имела место эндотелиальная дисфункция в цере-

бральных артериях: число расширившихся на воздействие AСh сосудов было

меньше в 1.6–2.3, чем в контроле. При этом сигнальный каскад с участием еNOS

не контролировал реактивность артерий. Поддержание сосудистого тонуса в ос-

новном происходило за счет реакций с участием iNOS. Основные нарушения в

дилататорной реакции у крыс с СД2 – наименьшее число расширившихся на

воздействие AСh сосудов со значительным уменьшением степени дилатации (в

1.5–1.6 раза относительно контроля), отсутствие блокировки AСh-опосредован-

ной дилатации на фоне L-NAME, наибольшее число констрикций при воздей-

ствии АГ (60–70% от всех исследованных сосудов) – были выявлены в пиальных

артериях диаметром менее 40 мкм, т.е. именно в том звене сосудистой сети, ко-

торое принимает максимальное участие в газообмене между кровью и тканью.
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Механизмы ремоделирования сосудистого русла при метаболическом синдроме

и сахарном диабете 2-го типа (СД2) к настоящему времени остаются малоизучен-

ными. Для метаболического синдорма и СД2 характерна инсулинорезистентность,

а для СД2 – хроническая гипергликемия. Инсулинорезистентность развивается

при нарушении обмена веществ и значительном накоплении в организме висце-

рального жира [1] и рассматривается как основной патогенетический механизм

развития СД2 [2]. Инсулин в высокой концентрации оказывает прямое атероген-

ное действие на стенки сосудов, вызывая пролиферацию и миграцию гладкомы-

шечных клеток, пролиферацию фибробластов, активацию системы свертывания

крови, снижение активности фибринолиза [3]. В последние годы инсулинорези-

стентность связывают с накоплением в ткани и сосудах головного мозга β-амило-

идного белка. Отложение β-амилоида было зафиксировано в стенках лептоменин-

геальных и кортикальных артерий, что приводило к развитию воспалительной ре-

акции как в сосудистой стенке, так и в окружающей сосуды ткани [4]. При

хронической гипергликемии глюкоза вступает во взаимодействие с белками и ли-

пидами крови с образованием продуктов гликозилирования [5]. Эти соединения

токсичны для клеток эндотелия сосудов. Повреждение эндотелиоцитов ведет к

развитию эндотелиальной дисфункции: нарушению баланса выработки вазодила-

таторов/вазоконстрикторов, повышенному тромбообразованию, активации про-

цессов воспаления [6]. При развитии тканевого воспаления экспрессируется зна-

чительное количество индуцибельной NO-синтазы (iNOS). iNOS продуцирует

огромные (в 100–1000 раз больше, чем эндотелиальная и нейрональная NOS) ко-

личества NO. Поскольку высокие дозы NO токсичны для клеток, эта изоформа

фермента считается патологической в отличие от конститутивной [7]. iNOS следу-

ет рассматривать как важную терапевтическую мишень, воздействуя на которую

можно уменьшить ремоделирование и деградацию церебрального сосудистого рус-

ла у больных с метаболическим синдромом и СД2.

Цель представленного исследования выяснить на какой стадии нарушения ме-

таболизма и в каких церебральных артериях (крупных, мелких) iNOS принимает

участие в формировании сосудистого тонуса.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на самцах крыс Sprague Dawley (n = 30) из ЦКП “Био-

коллекция ИФ РАН”. Работа выполнена в соответствии с “Правилами проведения

работ с использованием экспериментальных животных”, принятыми Европейской

конвенцией 19.07.2014 г. и требованиями Комиссии по контролю над содержанием и

использованием лабораторных животных при Институте физиологии им. И.П. Пав-

лова РАН. Животных содержали в стандартных условиях вивария при свободном

доступе к воде и пище по 6 особей в клетках Т4 на стандартной лабораторной диете

в условиях искусственного освещения (цикл: 12 ч свет/12 ч темнота).

В начале работы возраст крыс составлял 3 месяца, масса тела 300–350 г. Кон-

трольные крысы (Группа 1, n = 10) содержались в условиях вивария при естествен-

ном освещении и свободном доступе к воде и стандартному пищевому рациону.

Крысы, содержащиеся на высокожировой диете (ВЖД) (Группа 2, n = 10) и крысы,

у которых моделировали сахарный диабет 2-го типа (СД2) (Группа 3, n = 10) в тече-

ние 2 мес. получали корм с повышенным содержанием жира. ВЖД включала в себя

комбикорм (370 г/кг), жир свиной (313 г/кг), казеин (253 г/кг), витаминно-мине-

ральную смесь (61г/кг) – 58% жира, 25% белка, 17% углеводов от общего количе-

ства калорий [8, 9]. Через 2 мес. крысам из группы 3 внутрибрюшинно был введен

панкреотоксичный препарат стрептозотоцина в низкой концентрации (35 мг/кг)

(Sigma-Aldrich, США). Еще 1 месяц животные из групп 2 и 3 получали ВЖД. Раз в
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месяц у всех животных проводили забот крови из хвостовой вены для регистрации

уровня глюкозы с помощью глюкометра Акку-Чек Актив (“Рош Диабетс Кеа ГМбХ”,

Германия). Через 3 мес. крысы из всех 3 групп прошли тесты на инсулинорези-

стентность и толерантность к глюкозе.

Все последующие хирургические и экспериментальные действия были проведе-

ны на наркотизированных (золетил, Virbac, Франция, 20 мг/кг, внутрибрюшинно)

крысах; эвтаназия проведена путем введения увеличенной дозы наркоза. Перед на-

чалом эксперимента у крыс измеряли уровень глюкозы в крови из хвостовой вены,

массу тела, длину от кончика носа до анального отверстия, обхват живота. После

эвтаназии у животных тщательно изымали висцеральный жир и определяли его

вес. Висцеральная жировая ткань у грызунов включает в себя мезентериальную

(располагается по ходу кишечника), забрюшинную (располагается за почками) и

эпидимальную (располагается вдоль семенников) жировую ткань [10].

В теменной области черепа животного высверливали отверстие (S ≈ 1 см2), твер-

дую мозговую оболочку в пределах отверстия удаляли, тем самым открывая поле

для дальнейшего исследования. Поверхность мозга непрерывно орошали раство-

ром 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), аэрированного карбогеном. Раствор для оро-

шения, как и все другие применяемые растворы, в течение всего эксперимента со-

держался в медицинском водяном термостате (TW-2, SIA “ELMI”, Латвия) при

температуре 37°C. На протяжении всего эксперимента контролировали среднее ар-

териальное давление, показатели которого в течение всего эксперимента остава-

лись примерно на одном уровне. Прямое измерение артериального давления про-

изводили через катетер в бедренной артерии, соединенный с датчиком DTXPlusTM

(Argon Critical Care Systems, Сингапур, https://www.argonmedical.com), подключенным

к АЦП, входящему в состав микроконтроллера фирмы STMicroelectronics (США),

выход которого был подключен к компьютеру через порт USB. Для работы устрой-

ства с компьютером в нашей лаборатории была разработана оригинальная про-

грамма визуализации значений артериального давления. Расчет среднего артери-

ального давления в реальном времени производился программой по классической

формуле:

где Pср – среднее артериальное давление (мм рт. ст.), Pс – систолическое давление

(мм рт. ст.), Pд – диастолическое давление (мм рт. ст.).

Температуру тела животного поддерживали на уровне 38°C. Контроль за рек-

тальной температурой осуществлялся с помощью лабораторного термометра ТТЖ-М,

(ОАО “Стеклоприбор”, Украина).

Визуализацию пиальных артерий проводили с помощью оригинальной установ-

ки, включающей в себя стереоскопический микроскоп MC-2ZOOM (“Микромед”,

Россия), цветную камеру – видеоокуляр для микроскопа DCM-510 (Scopetek, Китай)

и персональный компьютер. На статических изображениях с помощью компью-

терной программы для цитофотометрии “Photo M” (авторская разработка А. Чер-

ниговского, http://www.t_lambda.chat.ru) определяли количество артерий и общее

количество микрососудов на определенной площади. Затем измеряли диаметры

пиальных артерий. В ходе эксперимента у каждого животного было исследовано

более 40 пиальных артерий. Диаметры артерий измеряли в стандартных условиях

при непрерывном орошении поверхности мозга раствором Кребса и при ороше-

нии мозга раствором ацетилхолина (AСh) (10–7 М) (Sigma-Aldrich, США). Все ис-

следованные пиальные артерии были разбиты на группы в соответствии с исход-

ным диаметром: 60–80, 40–60, 20–40, менее 20 мкм. О результатах воздействия

= + −ср д с д1 3( ),P P P P
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ACh судили по количеству расширившихся сосудов и по степени их расширения.

Степень дилатации ΔД оценивали как разность между значениями диаметра после

(Д2) и до (Д1) воздействия ACh относительно диаметра сосуда Д1 перед воздей-

ствием ACh, %: ΔД = (Д2 – Д1)/Д1 × 100. Изменения диаметра пиальной артерии в

течение 20 мин при орошении поверхности мозга раствором Кребса составляют

±5%, поэтому считали, что реакция на воздействие отсутствует, если ΔД не превы-

шает 5% [11].

Последующий ход эксперимента: поверхность головного мозга в течение 20 мин

отмывали от AСh раствором Кребса. Затем на 5 мин на пиальную оболочку нано-

сили раствор неселективного блокатора NO-синтаз L-NAME (N(ω)-nitro-l-arginine

methyl ester, Sigma-Aldrich, 100 мкМ), а затем на фоне действия L-NAME наносили

AСh. В другой серии экспериментов вместо L-NAME наносили раствор аминогуа-

нидина (Aminoguanidine hydrochloride, Sigma-Aldrich, 10–3 М), являющегося селек-

тивным ингибитором iNOS. Далее проводили описанные выше измерения.

Математическая обработка полученных данных проведена с использованием

пакета статистических программ Microsoft Excel 2003 и программы InStat 3.02

(“GraphPad Software Inc.”, США). Данные представлены в виде среднего арифме-

тического значения и его ошибки. Сравнение средних данных независимых выбо-

рок при нормальном характере распределения вариант в совокупности данных

(выборке) рассчитывали при помощи дисперсионного анализа с последующим по-

парным сравнением групп согласно критерию Тьюки. Достоверным уровнем отли-

чий считали вероятность не менее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты исследования показали, что потребление высокожирового корма на

протяжении 3 мес. (Группа 2, ВЖД) привело к значительному повышению удельно-

го веса висцерального жира (4.41 ± 0.42% против 2.28 ± 0.25% в контроле, p ≤ 0.05),

достоверному относительно контрольной группы повышению уровня глюкозы в

крови (10.8 ± 0.8 ммоль/л относительно 5.6 ± 0.1 ммоль/л, p ≤ 0.001), развитию ин-

сулинорезистентности (площадь под кривой “концентрация глюкозы в крови–

время (120 мин)” была на 14% больше, чем у контрольных крыс). При этом тест на

толерантность к глюкозе не выявил статистически значимой разницы между пло-

щадью под кривой “концентрация глюкозы в крови–время (120 мин)” у контроль-

ных и ВЖД крыс, содержащихся на ВЖД. Применение панкреотоксичного препа-

рата стрептозотоцина на фоне ВЖД (Группа 3, СД2) привело к подъему уровня

глюкозы в среднем до 16 ± 0.9 ммоль/л (p ≤ 0.001), формированию у животных ин-

сулинорезистентности и толерантности к глюкозе (площадь под кривой “концен-

трация глюкозы в крови–время (120 мин)” была соответственно на 223 и 101%

больше, чем у контрольных крыс, повышению удельного веса висцерального жира

до 5.32 ± 0.24% (p ≤ 0.001). Среднее артериальное давление у крыс ВЖД и СД2 со-

ставляло 125.7 ± 2 и 128.5 ± 1.9 мм рт. ст. соответственно.

ВЖД (Группа 2) привела к статистически значимому уменьшению числа пиаль-

ных артериальных сосудов, ответивших увеличением диаметра на воздействие AСh

(табл. 1) – в среднем в 1.2–1.6 раза в зависимости от диаметра сосудов. У крыс с

СД2 количество дилатирующих на AСh артерий было значительно меньше, чем у

контрольных животных (Группа 1) (в среднем в 1.6–2.3 раза) и чем у крыс ВЖД

(Группа 2) (в среднем в 1.2–1.9 раза).

У крыс ВЖД степень расширения пиальных артерий под воздействием AСh бы-

ла примерно такой же, как и у животных из контрольной группы (рис. 1). В группе

СД2 наблюдали статистически значимое уменьшение степени расширения арте-

рий по сравнению с контролем у мелких сосудов (исходный диаметр менее 40 мкм).
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Число расширившихся пиальных артерий на AСh на фоне действия неселек-

тивного блокатора NO-синтаз L-NAME в контрольной группе было снижено в

3–4 раза по сравнению с воздействием одного AСh, исключая самые крупные со-

суды (табл. 1). У животных ВЖД статистически значимая разница между этими

показателями была выявлена у сосудов диаметром менее 40 мкм. У животных с

СД2 не наблюдали статистически значимой разницы между числом расширив-

шихся артерий под воздействием только AСh и AСh на фоне L-NAME (за исклю-

чением артерий с исходным диаметром 60–80 мкм). В контрольной группе сте-

пень расширения пиальных артерий на воздействие AСh на фоне L-NAME по

Таблица 1. Число расширившихся пиальных артерий под воздействием AСh, AСh на фоне
действия L-NAME и AСh на фоне действия аминогуанидина в разных группах эксперимен-
тальных животных

* – Изменения значимы по сравнению с соответствующими значениями у контрольных животных (*р < 0.05,

** < 0.01, ***р < 0.001 , критерий Тьюки). • – Изменения значимы по сравнению с числом расширений на воз-
действие ACh в этой же группе животных у артерий такого же диаметра (•р < 0.05, •••р < 0.001, критерий

Тьюки).

Группа
животных

Воздействие
Число расширившихся артерий, %

60–80 мкм 40–60 мкм 20–40 мкм ≤ 20 мкм

Группа 1
контроль

ACh 46.4 ± 3.9 55.2 ± 2.8 64.7 ± 2.5 80.2 ± 2.3

AСh/L-NAME 26 ± 6.7 18.7 ± 2.4••• 22.3 ± 2••• 20 ± 3.2•••

Группа 2
ВЖД

ACh 34.1 ± 4.4* 39.7 ± 3.9** 52.5 ± 1.9*** 50.7 ± 4.4***

AСh/L-NAME 22 ± 6.3 28.4 ± 5.9 29.4 ± 1.7• 21 ± 11.3•

Группа 3
СД2

ACh 29.4 ± 5.3* 29.2 ± 3.9** 28.7 ± 4.3*** 34.5 ± 4.7***

AСh/L-NAME 10.6 ± 2.9• 24 ± 7.2 29. 2 ± 6.2 33.6 ± 5.6

Рис. 1. Дилататорная реакция пиальных артерий различных диаметров на воздействие ACh: – степень

расширения сосудов (% от исходного диаметра). Светлая заливка– контрольные животные (Группа 1);

темная заливка – животные ВЖД (Группа 2), штриховка – животные с СД2 (Группа 3). По оси абс-

цисс – группы сосудов разного диаметра; по оси ординат – степень расширения артерий на воздей-

ствие AСh (%) относительно исходного диаметра, который был принят за 100%. Изменения значимы по

сравнению с соответствующими значениями у контрольных животных (
*р < 0.05, критерий Тьюки).
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сравнению с действием одного AСh статистически значимо уменьшалась у сосу-

дов с исходным диаметром менее 40 мкм (рис. 2). У животных ВЖД и СД2 все ис-

следованные артерии расширялись примерно одинаково и на один AСh и на AСh

на фоне действия L-NAME.

Рис. 3 иллюстрирует влияние селективного блокатора индуцибельной NO-син-

тазы аминогуанидина на пиальные артерии у животных из экспериментальных

групп. Под воздействием аминогуанидина у контрольных животных уменьшается

диаметр примерно 1/3 всех исследованных пиальных артерий. Примерно такое же

число сузившихся сосудов и в группе ВЖД. У крыс с развившемся СД2 число кон-

стрикций на аминогуанидин резко возрастает и достигает 60–70%.

Аминогуанидин не влияет на AСh-зависимую дилататорную реакцию пиальных

артерий у животных из всех экспериментальных групп.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

К настоящему времени патогенез сосудистых осложнений СД2 в головном мозге

остается до конца не решенной проблемой. Основная роль в развитии диабетиче-

ских ангиопатий отводится эндотелиальной дисфункции, которая приводит к на-

рушению регуляции сосудистого тонуса и ауторегуляции мозгового кровотока [12].

К эндотелиальной дисфункции ведет инсулинорезистентность, характерная и для

МС и для СД2. В норме инсулин активирует фосфатил-инозитол-3-киназу в эндо-

телиальных клетках мелких сосудов, что приводит к экспрессии гена эндотелиаль-

ной NO-синтазы (еNOS) и высвобождению NO – инсулин-обусловленная вазоди-

латация [13]. Избыточный инсулин активирует митогенактивируемую протеинки-

назу, которая, в свою очередь, стимулирует выработку различных ростовых

факторов, запускающих пролиферацию и миграцию гладкомышечных клеток в

стенке артерий [14]. Это приводит к повышению сосудистого тонуса и ремоделиро-

ванию церебральной сосудистой системы.

Рис. 2. Дилататорная реакция пиальных артерий различных диаметров на воздействие AСh на фоне дей-

ствия неселективного блокатора NO-синтаз L-NAME: – степень расширения сосудов (% от исходного

диаметра). Светлая заливка – артерии диаметром 60–80 мкм, темная заливка – артерии диаметром 40–

60 мкм, темная штриховка на светлом фоне – артерии диаметром 20–40 мкм, светлая штриховка на тем-

ном фоне – артерии диаметром менее 20 мкм.

По оси абсцисс – группы сосудов разного диаметра: группа 1 – контрольные животные; группа 2 – жи-

вотные ВЖД; группа 3 – животные с СД2.

По оси ординат – степень расширения артерий на воздействие AСh и AСh на фоне L-NAME (%). Измене-

ния значимы для артерий одинакового диаметра из одной и той же группы животных (**р < 0.01, ***р < 0.001,

критерий Тьюки).
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В представленном исследовании нахождение на ВЖД и развитие СД2 у крыс

привело к угнетению AСh-опосредованной дилатации пиальных артериальных со-

судов (табл. 1): по сравнению с контролем у животных из Группы 2 (ВЖД) в сред-

нем в 1.2–1.6 раза, в зависимости от диаметра сосудов, уменьшилось число дилата-

ций при аппликации на поверхность головного мозга AСh; в Группе 3 (СД2) – в

среднем в 1.6–2.3 раза. Полученные данные подтверждают, что повреждение кле-

ток интимы в церебральных артериях и развитие эндотелиальной дисфункции

происходит и при метаболических нарушениях (ВЖД) [15] и при более серьезных

гормональных патологиях (СД2) [16]. При этом в большей мере страдают мелкие

артерии диаметром менее 40 мкм, у которых уменьшается и число дилатаций и сте-

пень расширения сосудов (рис. 1).

В нормальных условиях AСh, связываясь с мускариновыми рецепторами эндо-

телиальных клеток, запускает реакцию окисления аминокислоты L-аргинина с об-

разованием NO и L-цитруллина. Катализатором данного процесса выступает

еNOS. Применение блокатора NOS L-NAME у контрольных животных привело к

уменьшению числа дилатирующих на воздействие AСh артерий в 2–4 раза (табл. 1)

и уменьшению степени расширения сосудов с исходным диаметром 20–40 мкм и

менее 20 мкм на 11 и 20% соответственно (рис. 2). В группе животных ВЖД статисти-

чески значимое уменьшение числа дилатаций на AСh на фоне действия L-NAME

было отмечено у сосудов диаметром менее 40 мкм (табл. 1). У более крупных артерий

число дилатаций статистически значимо не изменялось, как не изменялась и сте-

пень расширения всех исследованных сосудов у крыс ВЖД. Это свидетельствует о

незначительной роли каскада L-аргинина/еNOS/NO в сосудистой регуляции пи-

альных артерий. У крыс с СД2 применение L-NAME не вызвало статистически

значимых изменений в AСh-опосредованной дилатаций ни по числу расширив-

шихся артерий (табл. 1), ни по степени их расширения (рис. 2). Отсутствие реак-

ции на воздействие L-NAME объяснить достаточно сложно, хотя такие экспери-

ментальные наблюдения у животных с СД отмечены в литературе [17, 18]. При ги-

пергликемии активируется протеинкиназа С, окислительный стресс и метаболизм

гексозаминов, что приводит к понижению экспрессии/активности еNOS [19].

Рис. 3. Констрикторная реакция пиальных артериальных сосудов различных диаметров на воздействие

аминогуанидина: – число констрикций (% от общего числа исследованных сосудов). Светлая заливка –

контрольные животные (Группа 1); темная заливка – животные ВЖД (Группа 2), штриховка – живот-

ные с СД2 (Группа 3). По оси абсцисс – группы сосудов разного диаметра; по оси ординат – число

сузившихся на воздействие аминогуанидина артерий относительно общего числа сосудов в группе (%).

Изменения значимы по сравнению с соответствующими значениями у контрольных животных (*р < 0.05,

**р < 0.01, ***р < 0.001, критерий Тьюки).
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Показано, что инсулинорезистентность понижала уровень еNOS на эндотелиаль-

ных клетках на 60% по сравнению с контролем [20]. Также уменьшение количества

еNOS происходит из-за увеличения продукции активных форм кислорода [21].

Следовательно, при СД2 уровнь еNOS понижен и реакция ингибирования этого

фермента с помощью L-NAME мало выражена. Можно предположить, что при на-

личии ярко выраженной эндотелиальной дисфункции у крыс с СД2, особенно в

мелких артериях, каскад L-аргинина/еNOS/NO в эндотелиальных клетках прини-

мает незначительное участие в формировании дилататорного ответа на AСh.

При СД2 отмечено повышение экспрессии iNOS в головном мозге (в макрофа-

гах, ГМК, нейронах, глии) [7]. Отсутствие ингибирования iNOS неселективным

блокатором L-NAME отмечено и в литературе [18, 22] именно при СД или при ал-

лергических реакциях [23]. Авторы предполагают, что при развитии тканевого вос-

паления с выделением большого количества iNOS обычных концентраций раствора

L-NAME (100 мкМ), который применяется для работы с контрольными животны-

ми, не хватает для того, чтобы заблокировать всю iNOS. Вероятно, из-за совокупности

этих факторов в представленной работе и не было выявлено реакции L-NAME на эндо-

телий-зависимую дилатацию церебральных артерий у животных с СД2.

Роль iNOS в формировании сосудистого тонуса мозговых артерий у крыс ВЖД и

СД2 изучена недостаточно. В немногочисленных работах показано, что iNOS мо-

жет влиять на тонус и проницаемость церебральных сосудов [24, 25]. Ингибирова-

ние активности iNOS селективным блокатором аминогуанидином у крыс из кон-

трольной группы вызвало минимальную констрикторную реакцию (рис. 3). Следо-

вательно, реакции с iNOS у контрольных животных не принимают участие в

формировании и поддержании сосудистого тонуса в головном мозге. Отсутствие

влияния аминогуанидина на степени расширения артерий при воздействии AСh

(рис. 4) демонстрировало только то, что селективный блокатор iNOS не вызывает

отрицательной реакции по ингибированию еNOS у контрольных животных.

У крыс из Группы 2 (ВЖД) также не выявлено значимого констрикторного ответа

Рис. 4. Дилататорная реакция пиальных артерий различных диаметров на воздействие AСh на фоне дей-

ствия селективного блокатора индуцибельной NO-синтазы аминогуанидина: — степень расширения

сосудов (% от исходного диаметра). Светлая заливка – артерии диаметром 60–80 мкм, темная заливка –

артерии диаметром 40–60 мкм, темная штриховка на светлом фоне – артерии диаметром 20–40 мкм,

светлая штриховка на темном фоне – артерии диаметром менее 20 мкм.

По оси абсцисс – группы сосудов разного диаметра: группа 1 – контрольные животные; группа 2 – жи-

вотные ВЖД; группа 3 – животные с СД2.

По оси ординат – степень расширения артерий на воздействие AСh и AСh на фоне L-NAME (%). Зна-

чимых изменений для артерий одинакового диаметра из одной и той же группы животных не выявлено.
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на воздействие аминогуанидина (рис. 3) и уменьшение степени AСh-опосредован-

ной дилатации (рис. 4). Потенциально селективные ингибиторы iNOS могут быть

использованы в качестве терапевтического средства, предотвращающего чрезмер-

ную выработку NO при метаболическом синдроме и СД [18, 22].

У крыс с СД2 на воздействие аминогуанидина сужением ответило 60–70% всех

исследованных пиальных артерий (рис. 3). Эти данные свидетельствуют о том, что

именно реакции с участием iNOS контролируют сосудистый тонус церебральных

артерий у животных с СД2 и не затрагивают сигнальный путь L-аргинина/еNOS/NO в

эндотелиальных клетках (рис. 4), что также указывает на возможность использования

селективных блокаторов iNOS в терапевтических целях при СД2.

Итак, потребление в течение 3 месяцев корма с высоким содержанием жира

привело к развитию эндотелиальной дисфункции в пиальных артериях сенсомо-

торной коры головного мозга. AСh-опосредованная дилатация определялась реак-

циями с участием еNOS в артериях диаметром менее 40 мкм. У крыс, находящихся

только на высокожировой диете, в церебральных артериях не выявили наличия iNOS.

Повышение уровня глюкозы в крови животных с СД2 приводило к прогрессиро-

ванию эндотелиальной дисфункции: число расширившихся на воздействие AСh

сосудов было меньше в 1.2–1.9 раза, чем у животных на ВЖД. При этом сигналь-

ный каскад с участием еNOS не контролировал реактивность артерий. Поддержа-

ние сосудистого тонуса в основном происходило за счет реакций с участием iNOS.

Основные нарушения в дилататорной реакции у крыс с СД2 – наименьшее число

расширившихся на воздействие чистого AСh сосудов со значительным уменьше-

нием степени дилатации (в 1.5–1.6 раза относительно контроля), отсутствие бло-

кировки AСh-опосредованной дилатации на фоне L-NAME, наибольшее число

констрикций при воздействии аминогуанидина (60–70% от всех исследованных

сосудов) – были выявлены в пиальных артериях диаметром менее 40 мкм, т.е.

именно в том звене сосудистой сети, которое принимает максимальное участие в

газообмене между кровью и тканью.
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Participation of iNOS in the Formation of Pial Arteries Tone in Metabolic Disorders 
and Streptosotocin Diabetes in Rats Keeped on a High-Fat Diet

I. B. Sokolova*
Pavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

*e-mail: SokolovaIB@infran.ru

Changes in acetylcholine (ACh)-mediated dilatation of the pial arteries of the sensorimo-

tor cortex of the brain in Sprague Dawley rats after the developing of metabolic and hor-

monal disorders similar to type 2 diabetes mellitus were studied. The rats were kept on a

high-fat diet for 2 months, and then some of the animals were injected with a low dose of

streptozotocin (35 mg/kg). Then, all animals were fed with a high-fat food, for another

1 month. The effects of pure ACh (10–7 M), or ACh against the background of the action

of the non-selective blocker of NO synthase L-NAME, or ACh against the background of

the action of the selective blocker of inducible NO synthase (iNOS) aminoguanidine (AG)

were evaluated using the method of intravital microphotography. We found that the con-

sumption of high-fat food for 3 months in (HFD group) led to the development of endo-

thelial dysfunction (ED) in the pial arteries of the sensorimotor cortex of the brain; the

number of vessels expanded to the effect of ACh in HFD group was 1.2–1.6 times less than

in the control group. ACh-dependent dilatation depends on eNOS only in arteries with a

diameter of less than 40 μm. The presence of iNOS was not detected in the cerebral arter-

ies in rats kept on HFD. Animals from T2D modeling group also developed ED in the ce-

rebral arteries; the number of vessels expanded to the effect of ACh was 1.6–2.3 less than in

the control group. In T2D group, the signaling cascade involving eNOS did not control ar-

terial reactivity. Vascular tone maintenance was mainly due to reactions involving iNOS.

The main disoders of the dilator reaction in rats with T2D, i.e. the smallest number of

blood vessels dilated in response to pure ACh with a significant decrease in the degree of

dilatation (by 1.5–1.6 times relative to control), the absence of blocking of ACh-mediated

dilatation against the background of L-NAME, the greatest the number of constrictions in

response to AG (60–70% of all examined vessels), were detected in pial arteries with a di-

ameter of less than 40 μm, i.e., in that part of the vascular network that takes the maximum

part in gas exchange between blood and tissue.

Keywords: high-fat diet, type 2 diabetes mellitus, pial vessels, endothelial dysfunction,

endothelial and inducible NO-synthases, acetylcholine, dilatation
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