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Серотониновая и нитрергическая системы медиальной префронтальной коры

(мПК) вовлечены в контроль генерализации страха, но их локальное взаимодей-

ствие в ходе обеспечения этой функции исследовано мало. Целью работы было

изучить влияние блокады эндогенных нитрергических сигналов на выброс серо-

тонина в мПК во время формирования условной реакции страха (УРС – модель

страха) и на динамику ее генерализации. В исследованиях на самцах крыс линии

Спрег-Доули методами прижизненного внутримозгового микродиализа и высо-

коэффективной жидкостной хроматографии с электрохимической детекцией

было установлено, что введения в мПК через диализную канюлю ингибитора

NO-синтазы N-ω-нитро-L-аргинина (NA, 0.5 мМ) и селективного ингибитора

нейронной NO-синтазы N-ω-пропил-L-аргинина (NPLA, 2мМ) уменьшают ба-

зальный уровень внеклеточного серотонина в мПК и снижают функциональный

подъем этого показателя, вызываемый выработкой УРС (сочетание условного

сигнала (CS+) с неизбегаемым болевым раздражением). Введения NA и NPLA

увеличивали замирание животных на дифференцировочный сигнал (CS–), не

ассоциируемый с болевым раздражением, при первом тестировании, проводи-

мом через 70 мин после выработки УРС на фоне введения этих препаратов, но

уменьшали этот показатель при повторном тестировании через сутки после вве-

дений, не изменяя замирание тех же животных на потенциально опасный CS+.

Полученные данные свидетельствуют об участии эндогенного NO в активации

выброса серотонина в мПК, вызываемого формированием реакции страха. Кро-

ме того, они показывают, что блокада эндогенных нитрергических сигналов

мПК, усиливающая первоначальную генерализацию реакции страха, способствует

угасанию генерализованного страха, возможно, за счет торможения выброса серото-

нина в мПК.
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ВВЕДЕНИЕ

Нейромедиатор серотонин является одной из древнейших сигнальных молекул

[см. 1], продуцируемых животными разных биологических типов [2]. В мозге лабо-

раторных грызунов серотониновая система представлена девятью группами серо-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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тонинергических нейронов ствола мозга, иннервирующих многие, если не все, от-

делы ЦНС [3]. Такая широкая иннервация, а также анатомическое, нейрохимиче-

ское и электрофизиологическое разнообразие серотониновых нейронов [4, 5]

объясняют участие серотониновых сигналов в регуляции большого числа физиоло-

гических функций [6]. Важное место среди них занимают реакции на стресс и кон-

троль различных аспектов страха [5, 7], включая генерализованный страх (страх в

безопасных обстоятельствах) [8, 9] гипертрофированно усиливающийся при пост-

травматических стрессовых расстройствах [10]. Данные литературы и наши резуль-

таты свидетельствуют, что медиальная префронтальная кора (мПК) и ее серотони-

новая система, образуемая волокнами из дорсального и медианного ядер шва [7],

участвуют в контроле генерализации страха [9, 11]. А именно, мы показали, что

функциональный выброс серотонина в мПК, наблюдаемый во время выработки

условной реакции страха (УРС – сочетание условного звукового сигнала (CS+) с

неизбегаемым электрокожным раздражением, модель страха), является фактором,

влияющим на генерализацию страха, поскольку его фармакологическое усиление

селективно усиливает замирания крыс (показатель страха) на безопасные диффе-

ренцировочные сигналы (CS–) через сутки после выработки УРС [9].

Одним из возможных путей регуляции такого функционального выброса серо-

тонина в мПК являются локальные нитрергические влияния, поскольку накапли-

ваются сведения, что оксид азота (NO), регулирующий серотониновую нейро-

трансмиссию в разных отделах ЦНС [12, 13], в том числе и в мПК [14], может вли-

ять на процессы генерализации страха в норме [15] и при психопатологии [16]

через воздействие на активность серотониновой системы. В частности, по нашим

данным, длительная (210 мин) инфузия в мПК во время выработки УРС донора

NO диэтиламин ноноата (DEA, 1 мМ), приводящая в начале введения к кратковре-

менному увеличению уровня внеклеточного серотонина в мПК c постепенным

снижением этого показателя, тормозит функциональный выброс серотонина в

мПК, вызываемый выработкой УРС, и через сутки уменьшает замирание живот-

ных на безопасный CS–, но не на потенциально опасный CS+ [15]. Эти результаты

свидетельствуют о тормозном влиянии длительной экзогенной нитрергической

стимуляции мПК на формирование и/или консолидацию генерализованного стра-

ха, происходящем на фоне торможения функционального выброса серотонина в

мПК. Вместе с тем неизвестно, насколько такие закономерности действия донора

NO являются физиологически релевантными, и может ли эндогенный NO, про-

дукция которого, по нашим данным, увеличивается в мПК при формировании

УРС [17], оказывать похожие влияния. Настоящее исследование посвящено выяс-

нению этих вопросов.

Цель работы заключалась в изучении эффектов блокады эндогенных нитрерги-

ческих сигналов на выброс серотонина в мПК в ходе формирования УРС и на гене-

рализацию этой условнорефлекторной реакции. Для этого было исследовано, как

введения в мПК в ходе выработки УРС ингибитора NO- синтазы (NOS) N-ω-нит-

ро-L-аргинина (NA, 0.5 мМ) и селективного ингибитора нейронной NO-синтазы

(nNOS) N-ω-пропил-L-аргинина (NPLA, 2 мМ) сказываются на выбросе серото-

нина в мПК, вызываемом выработкой УРС, а также на формировании УРС и на ее

генерализации. Таких сведений в литературе нет.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментах использованы крысы-самцы линии Спрег-Доули массой 305–

420 г из ЦКП “Биоколлекция ИФ РАН для исследования интегративных механиз-

мов деятельности нервной и висцеральных систем” (Санкт-Петербург). Живот-
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ных, взятых в эксперимент, содержали индивидуально в условиях свободного до-

ступа к воде и сухому лабораторному корму.

Крысам под наркозом (рометар, Spopha, Чешская Республика, 1.4 мг/100 г и зо-

летил, Virbac Sante Animale, Франция, 5 мг/100 г, внутримышечно) унилатерально

в мПК вживляли микродиализные канюли концентрического типа, как описано

ранее [17]. Схема экспериментов представлена на рис. 1. Через сутки (эксперимен-

тальный день 1) крыс тестировали в установке “Открытое поле” в течение 10 мин

для оценки исследовательской активности животных перед экспериментами. Ре-

гистрировали амбулацию, оцениваемую по числу пересечений границ секторов, на

которые разбита установка, и вертикальную двигательную активность (по числу

стоек). Далее начинали микродиализные эксперименты, сочетавшиеся с поведен-

ческим тестированием. Детали экспериментов и используемое оборудование опи-

саны нами ранее [9]. Вкратце, крысу помещали в дневной бокс со слоем опилок из

домашней клетки и начинали диализную перфузию мПК искусственной спинно-

мозговой жидкостью (ИСМЖ, 1мкл/мин). Состав ИСМЖ (мМ): 147 NaCl, 4 KCl,

2 CaCl2, 1 MgCl2, pH 7.0). Спустя 1 ч начинали собирать фоновые образцы диализата

(5 образцов по 15 мин). Затем крыс разделяли на 3 группы: “NA” (n = 10), “NPLA”

(n = 7) и “Без введения” (n = 10). Крысам группы “NA” в ИСМЖ для перфузии

мПК добавляли ингибитор NOS N-ω-нитро-L-аргинин (NA, 0.5 мМ, MP Biomedi-

cals, США), а крысам группы “NPLA” – селективный ингибитор nNOS N-ω-про-

пил-L-аргинин (NPLA, 2 мМ, Tocris, Великобритания) и собирали по 5 образцов

диализата (15 мин каждый). С учетом эффективности диализных канюль (20%) при

скорости перфузии 1 мкл/мин реальная концентрация NA в мПК, создаваемая

введением этого препарата, составляла 0.1 мМ, а реальная концентрация NPLA –

0.4 мМ. Затем у животных этих групп проводили выработку УРС с дискриминаци-

онным компонентом, которая включала 2 этапа. На первом этапе (выработка УРС)

каждую крысу переносили в условнорефлекторную камеру А (желтые стены, ре-

шетчатой пол) на 5 мин, где предъявляли звуковой условный сигнал – непрерыв-

ный тон частотой 1000 Гц (CS+, 10 с, 5 раз, интервал 50 с), который сочетали с не-

Рис. 1. Схема экспериментов. (CS+) – условный сигнал; (CS–) – дифференцировочный сигнал; US –

безусловный стимул (электрокожное раздражение лап).
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избегаемым электрокожным раздражением лап (0.5 мА, 1 с). Регистрировали дли-

тельность замирания на CS+ (с), отражающую ожидание болевого раздражения, а

также амбулацию по числу пересечений границ секторов установки, и стойки, от-

ражающие активные попытки избежать болевого раздражения. После этого крысу

возвращали в дневной бокс и через 70 мин проводили второй этап обучения – диф-

ференцировку 1. Крысу помещали в дифференцировочную камеру B (белый пол,

белые стены) на 5 мин и предъявляли звуковой дифференцировочный сигнал –

прерывистый тон частотой 1000 Гц (CS–, 10 с, 5 раз, интервал 50 с) без электро-

кожного раздражения. Регистрировали время замирания на CS– (с), отражающее пер-

воначальную генерализацию УРС. Затем животное возвращали в дневной бокс и

спустя 55 мин помещали в новую круглую камеру (диаметр 30 см, высота 24 см) на

10 мин и определяли уровень исследовательской активности на фоне введения

препаратов – амбулацию (по числу пересечений границ секторов) и число стоек.

После этого животное возвращали в дневной бокс и проводили “отмывку” канюли

от фармакологических препаратов, как ранее описано [9]. Животные группы “Без

введения” были подвергнуты таким же процедурам, но без добавления ингибито-

ров NO-синтазы в ИСМЖ для перфузии мПК.

На следующий день (экспериментальный день 2) животных всех групп тестиро-

вали в течение 5 мин в приподнятом крестообразном лабиринте [9], регистрируя

амбулацию (по числу пересечений границ секторов) и время пребывания (с) в закры-

тых и открытых рукавах. Затем возобновляли диализную перфузию мПК ИСМЖ.

Через 2 ч всех крыс тестировали сначала на проявления генерализованного страха,

оцениваемого по длительности замирания на CS– (с) в дифференцировочной ка-

мере B в ходе дифференцировки 2, которую проводили так же, как дифференци-

ровку 1. Спустя 70 мин крыс тестировали на проявления условнорефлекторного

страха, оцениваемого по замиранию на CS+ (c) в условнорефлекторной камере A

во время реализации УРС, которую проводили так же, как выработку УРС, но без

электрокожного раздражения.

Определение уровня серотонина в диализате мПК осуществляли методом высо-

коэффективной жидкостной хроматографии с электрохимической детекцией (Shi-

madzu, Германия) [9]. Использовали хроматографическую колонку для обращен-

но-фазной хроматографии Luna “Phenomenex”, США (150 × 2 мм, 3 мкм, C18) с предко-

лонкой 2 × 4 мм, 3 мкм, C18, “Phenomenex”, США. Напряжение на рабочем

электроде – +0.61 В. Подвижная фаза содержала: 0.1 M NaH2PO4·2H2O; 2 мМ KCl;

0.5 мМ ЭДТА (Sigma, США); 0.26 мМ октилсульфоната натрия (“Sigma”, США);

13.5% карбинола; pН 5. Поток – 0.18 мл/мин, давление около 190 бар при темпера-

туре 35 градусов. В качестве внешнего стандарта использовали гидрохлорид серо-

тонина (Sigma, США), в качестве внутреннего стандарта – 3,4-дигидроксибензиламин

(Sigma, США). Хроматограммы регистрировали и обрабатывали в режиме реаль-

ного времени (МультиХром 1.72, Амперсенд, Россия). Концентрацию серотони-

на в образцах диализата выражали в нМ, а после этого – в процентах к собственно-

му среднему фону. Процедуру эвтаназии животных проводили так же, как опубли-

ковано ранее [15]. Мозг извлекали и помещали в 10%-ный раствор формалина на

неделю. Затем изготавливали фронтальные срезы мозга (40 мкм) для проведения

морфологического контроля попаданий. В статистическую обработку отбирали

крыс с локализацией канюль в мПК.

В отдельной серии экспериментов исследовали влияние введений в мПК NA и

NPLA на чувствительность крыс к электрокожному раздражению. Животным с

вживленными в мПК диализными канюлями в течение 75 мин вводили 0.5 мМ NA

(n = 6) и 2 мМ NPLA (n = 6), добавляемых в перфузионный раствор. Части живот-

ных (n = 7) перфузию мПК проводили ИСМЖ без добавления фармакологических
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препаратов. Каждую крысу помещали в бокс с решетчатым полом и определяли

порог возникновения реакции на ток (мкА) [9].

Для статистической обработки применяли статистический пакет SigmaStat (3.0).

Данные представляли как среднее ± стандартная ошибка среднего. Сравниваемые

выборки проверяли на соответствие нормальному распределению (тест Колмого-

рова–Смирнова). Использовали однофакторный и двухфакторный дисперсион-

ный анализ (F критерий, факторы время и/или группа) и t-критерий Бонферрони

для множественного апостериорного сравнения. Попарное сравнение поведенче-

ских параметров животных осуществляли с помощью U критерия Манна–Уитни,

если данные не соответствовали критерию нормальности распределения, и с ис-

пользованием t критерия Стьюдента, если соответствовали. Использовали уровень

достоверности p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Содержание серотонина в фоновых образцах диализата мПК составляло в этих

экспериментах 0.22 ± 0.01 нМ (n = 27).

В тесте “Открытое поле” перед началом микродиализных экспериментов крысы

групп “Без введения”, “NA” и “NPLA” не различались между собой по величине

амбулации (F(2, 24) = 0.2, p = 0.8; число пересечений соответственно 49 ± 12, 44 ± 10,

53 ± 12) и по числу стоек (F(2, 24) = 0.9, p = 0.4; значения соответственно 5 ± 2, 9 ± 3,

9 ± 2).

Выработка УРС с дискриминационным компонентом, включающая тесты “вы-

работка УРС” и “дифференцировка 1”, приводила у животных группы "Без введе-

ния” к подъемам уровня внеклеточного серотонина в мПК в ходе обоих тестов от-

носительно фона (рис. 2; F(13, 117) = 17.3, p < 0.001), что соответствует нашим преж-

ним результатам [9].

Введение в мПК животных группы “NPLA” ингибитора nNOS NPLA (2 мМ)

снижало базальный уровень внеклеточного серотонина в мПК относительно этого

показателя перед введением препарата (рис. 2; F (9, 54) = 6.4, p < 0.001) и на этом фо-

не уменьшало подъемы уровня серотонина, вызываемые выработкой УРС и диф-

ференцировкой 1 (рис. 2; F(13, 210) = 1.8, p = 0.04, при сравнении с группой “Без вве-

дения” и F(18, 108 )= 4.7, p < 0.001 при сравнении с собственным фоновым уровнем).

А именно, у животных группы “NPLA” наблюдался рост уровня серотонина в мПК

во время выработки УРС относительно уровня серотонина перед тестом, снижен-

ным введением NPLA (t = 4.3, p = 0.006), но не относительно фона перед введе-

нием NPLA (t = 1.9, p = 1.00). Вместе с тем у крыс группы NPLA во время диффе-

ренцировки 1 не было выявлено достоверных изменений уровня внеклеточного се-

ротонина в мПК относительно фона перед введением NPLA (t = 0.47, p = 1.00), а

также относительно уровня серотонина непосредственно перед тестом (t = 2.04,

p = 1.00).

Введение крысам группы “NA” ингибитора NOS NA (0.5 мМ) в мПК тоже со-

провождалось снижением базального уровня внеклеточного серотонина в этой об-

ласти (рис. 3; F(9, 81) = 17.2, p < 0.001), что подтверждает результаты, полученные на-

ми ранее [14]. Уровень серотонина в мПК крыс группы “NA” оставался снижен-

ным относительно собственного фона в ходе большей части дальнейшего

эксперимента по выработке УРС с дискриминационным компонентом, за исклю-

чением временных периодов, приходящихся на сами тесты (рис. 3; F(18, 162) = 13.7,

p < 0.001). А именно, во время выработки УРС и дифференцировки 1 уровень серо-

тонина в мПК животных группы “NA” не отличался от фонового уровня перед вве-

дением NA (t = 2.2, p = 1.00; t = 2.6, p = 1.00 соответственно), но был выше уровня
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серотонина перед тестами, измененного введением NA (t = 7.0, p < 0.001; t = 7.0,

p < 0.001 соответственно). Двухфакторный дисперсионный анализ показал, что

уровень внеклеточного серотонина в мПК животных группы “NA” был ниже отно-

сительно этого показателя крыс группы “Без введения” при сравнении во время и

после выработки УРС, но не во время дифференцировки 1 (рис. 3; F(13, 252) = 3.6,

p < 0.001).

Межгрупповое сравнение не выявило различий в динамике изменений уровней

внеклеточного серотонина в мПК в ходе выработки УРС и дифференцировки 1

между крысами групп “NPLA” и “NA” (F(18, 285) = 1.2, p = 0. 3).

Во время выработки УРС крысы групп “NA” и “NPLA” не различались между

собой (рис. 4а; t = 0.4, p = 0.7) и не отличались от крыс группы “Без введения”

(рис. 4а; соответственно t = 0.9, p = 0.4 и t = 0.3, p = 0.7) по длительности замирания

на CS+ (показатель ожидания болевого раздражения). Также не было выявлено

различий между крысами с введениями в мПК NA и NPLA и животными без введе-

ний препаратов по величине горизонтальной двигательной активности в ходе это-

го теста (рис. 4b; соответственно U = 74.5, p = 0.07 и t = 0.9, p = 0.4). Вместе с тем

крысы, подвергнутые введениям NA и NPLA в мПК, совершали в ходе выработки

УРС большее количество стоек (рис. 4c; U = 77.5, p = 0.04 и U = 14.0, p = 0.04 соот-

ветственно) по сравнению с крысами группы “Без введения” и не различались

между собой по этому показателю (t = 0.75, p = 0.47).

Во время дифференцировки 1 (тест на первоначальную генерализацию УРС)

крысы групп “NA” и “NPLA” демонстрировали больший уровень замирания на

CS– (рис. 5a) по сравнению с животными группы “Без введения” (соответственно

U = 77.0, p = 0.045 и U=11.0, p = 0.02), но не различались между собой по величине

этого параметра (t = 0.7, p = 0.5).

Рис. 2. Изменения уровня внеклеточного серотонина в мПК в ходе выработки УРС (CFR Training) и

дифференцировки 1 (Differentiation 1) у крыс с введением (NPLA + CFR Training) в мПК 2мМ NPLA и

без введения (CFR Training). По оси X – время, мин; по оси Y – уровень внеклеточного серотонина, % к

фону; разброс на графике – стандартная ошибка среднего; черные стрелки – поведенческие тесты; го-

ризонтальная линия – период введения NPLA. * – p < 0.05; *** – p < 0.001 – при сравнении с фоном;

+ – p < 0.05; ++ – p < 0.01; +++ – p < 0.001 – при межгрупповом сравнении; # – p < 0.05 – при сравне-

нии с уровнем серотонина перед тестом. Однофакторный и двухфакторный дисперсионный анализ

(F критерий) и t критерий Бонферрони.
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В ходе тестирования животных на проявления генерализованного страха через

сутки после выработки УРС (дифференцировка 2, экспериментальный день 2) жи-

вотные групп “NA” и “NPLA” демонстрировали меньшую длительность замирания

на CS– по сравнению с крысами группы “Без введения” (рис. 5b; соответственно

t = 2.1, p = 0.049 и t = 4.8, p < 0.001). Не было выявлено достоверных различий меж-

ду группами “NA” и “NPLA” по этому показателю (t = 1.9, p = 0.07).

При тестировании на проявления страха во время реализации УРС (экспери-

ментальный день 2) животные групп “NA” и “NPLA” не различались между собой

Рис. 3. Изменения уровня внеклеточного серотонина в мПК в ходе выработки УРС (CFR Training) и

дифференцировки 1 (Differentiation 1) у крыс с введением (NA + CFR Training) в мПК 0.5 мМ NA и без

введения (CFR Training). ## – p < 0.001 – при сравнении с уровнем серотонина перед тестом. Осталь-

ные обозначения, как на рис. 1. Однофакторный и двухфакторный дисперсионный анализ (F критерий)

и t критерий Бонферрони.
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Рис. 4. (а) – Длительность замирания на CS+, c; (b) – амбулация (Ambulation), пересечения; (c) – число

стоек (Rearing) во время выработки УРС (CFR Training) у крыс с введениями в мПК 2 мМ NPLA (NPLA),

0.5 мМ NA (NA) и у животных, не подвергавшихся введениям препаратов (No Treatment). (c) + – p <

< 0.05, – при сравнении с животными без введения препаратов (U критерий Манна–Уитни).
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по длительности замирания на CS+ (U = 43.0, p = 0.5) и не отличались по этому по-

казателю от крыс группы “Без введения” (рис. 5c; соответственно t = 1.2, p = 0.2 и

t = 0.7, p = 0.5).

Тестирование исследовательского поведения в новой круглой камере в конце

экспериментального дня 1 показало, что животные групп “Без введения”, “NA” и

“NPLA” не различаются между собой по величине амбулации, выражаемой в числе

пересечений границ секторов установки (F(2, 24) = 1.1, p = 0.3; значения соответ-

ственно 11 ± 2, 15 ± 4, 16 ± 2) и по числу стоек (F(2, 24) = 0.3, p = 0.8; значения соот-

ветственно 2.7 ± 1.2, 4.2 ± 1.8, 3.1 ± 1.1).

Сравнение поведения животных в приподнятом крестообразном лабиринте че-

рез сутки после выработки УРС (экспериментальный день 2) тоже не выявило до-

стоверных различий между крысами групп “NA”, “NPLA” и “Без введения” по вре-

мени пребывания (рис. 6a) в открытых (F(2, 24) = 0.81, p = 0.45) и закрытых (F(2, 24) = 0.82,

p = 0.46) рукавах лабиринта, а также по величине амбулации (рис. 6b) в открытых

(F(2, 24) = 2.5, p = 0.1) и закрытых (F(2, 24) = 2.9, p = 0.08) рукавах лабиринта.

Не было обнаружено различий в порогах чувствительности к электрокожному

раздражению крыс, не подвергавшихся (группа “Без введения”) и подвергавшихся

(группы “NA” и “NPLA”) в течение 75 мин введениям в мПК 0.5 мМ NA и 2 мМ

NPLA (рис. 6с; F(2, 16) = 0.14, p = 0.9).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Данные литературы, полученные на лабораторных грызунах, свидетельствуют,

что стресс активирует нитрергическую нейротрансмиссию в ряде мозговых струк-

тур [18], включая дорсальное ядро шва [16] и мПК [17, 19, 20]. При этом сильные

стрессовые воздействия, используемые в моделях тревожных и посттравматиче-

ских стрессовых расстройств, приводят к долгосрочному усилению экспрессии

nNOS и к увеличению базальной продукции NO в обоих этих отделах [16, 19, 20], а

умеренный стресс характеризуется краткосрочной активацией нитрергической си-

стемы мПК [17]. Так, по нашим прежним данным, электрокожное раздражение в

ходе выработки УРС вызывает кратковременный (25 мин) подъем продукции NO в

Рис. 5. Длительность замирания на CS– (a) – во время дифференцировки 1 (Differentiation 1) и (b) – во

время дифференцировки 2 (Differentiation 2), а также (с) – длительность замирания на CS+ в ходе реализа-

ции УРС (CFR Testing) у крыс, подвергавшихся в первый день экспериментов введениям в мПК 2 мМ

NPLA (NPLA), 0.5 мМ NA (NA) и у животных без введений препаратов (No Treatment). (а) + – p < 0.05 –

при сравнении с животными без введения препаратов, U критерий Манна–Уитни; (b)* – p < 0.05; *** – p <

< 0.001 при сравнении с животными без введения препаратов, t критерий Стьюдента.
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мПК, оцениваемый по NO-синтаза-зависимому увеличению уровня внеклеточно-

го цитруллина (сопродукта синтеза NO) в этой области [17].

Роль такой функциональной нитрергической активации мПК, предположитель-

но, связана с тормозной регуляцией нитрергическими сигналами мПК первона-

чальной генерализации УРС, поскольку ее величина отрицательно коррелировала

с замиранием животного на дифференцировочный сигнал (CS–) при первом те-

стировании, проводимом через 120 мин после выработки УРС [17]. Результаты на-

стоящей работы подтверждают это предположение, демонстрируя, что блокада

нитрергической нейропередачи в мПК во время выработки УРС локальными вве-

дениями ингибитора NOS NA (0.5 мМ) и ингибитора nNOS NPLA (2 мМ) усилива-

ет первоначальную генерализацию УРС. Это проявляется в усилении замирания

животных на CS– при первом тестировании, проводимом в день выработки УРС

на фоне введения ингибиторов NOS и nNOS (рис. 5а; дифференцировка 1). Пока-

занный эффект не является следствием изменения под действием NA и NPLA по-

движности животных или чувствительности к болевым сигналам, поскольку кры-

сы с введениями и без введений в мПК этих препаратов не различались по показа-

телям двигательной активности в новой камере и по порогу чувствительности к

электрокожному раздражению (рис. 6с). С учетом сведений об участии NO в си-

наптической пластичности в мПК [21], эти данные позволяют говорить о тормоз-

ном влиянии эндогенных нитрергических сигналов этой области коры на само

формирование генерализованного страха, запускаемое в ЦНС во время выработки

УРС и контролируемое мПК [см. 22].

В работе показано, что первоначальное усиление генерализации УРС, вызывае-

мое блокадой нитрергической передачи в мПК, происходило на фоне снижения

базального и функционального выброса серотонина в этой области (рис. 1–2).

Этот факт, с учетом недавних литературных данных о том, что усиление генерали-

зации страха обстановки в модели посттравматического стрессового расстройства

сопровождается торможением базальной активности серотониновых нейронов

ядер шва [16], позволяет предполагать возможный вклад серотониновых механиз-

Рис. 6. (a) – Время пребывания, с, (b) – амбулация, пересечения, в закрытых и открытых рукавах кре-

стообразного лабиринта, (c) – порог чувствительности к электрокожному раздражению, мкА, у крыс с

введениями в мПК 2 мМ NPLA (NPLA), 0.5 мМ NA (NA) и у животных без введений препаратов (No

Treatment). U критерий Манна–Уитни и t критерий Стьюдента.
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мов мПК в показанную в работе NO-зависимую регуляцию первоначальной гене-

рализации УРС.

Вместе с тем животные, подвергнутые во время выработки УРС введениям в

мПК NA и NPLA, не только не сохраняли через сутки после введений высокий

уровень генерализации УРС (замирание на безопасный CS–), но демонстрировали

снижение данного показателя по сравнению с крысами, не подвергавшимися фар-

макологическим воздействиям (рис. 4b; дифференцировка 2). При этом показате-

ли тревожности (рис. 6a) и двигательной активности (рис. 6b) в приподнятом кре-

стообразном лабиринте, а также проявления условнорефлекторного страха (зами-

рание на CS+) при реализации УРС (рис. 5c) у таких животных значимо не

изменялись. Все это показывает, что отсроченные эффекты NA и NPLA связаны с

ускоренным угасанием генерализованных проявлений УРС, что, возможно, вызва-

но нарушением консолидации памяти о генерализованном страхе под воздействи-

ем этих препаратов. Эта точка зрения опирается на данные литературы об участии

NO в ЦНС в консолидации угасания памяти о страхе [cм. 23] и о вовлечении

мПК [24] и ее НМДА-рецепторов [25, 26] в эти процессы.

По нашему мнению, продемонстрированные в работе отсроченные тормозные

эффекты локальной блокады нитрергической передачи в мПК во время выработки

УРС на ее последующую генерализацию опосредованы торможением выброса се-

ротонина в мПК под влиянием этих препаратов. Этот вывод поддерживают наши

прежние данные, упомянутые во введении, показавшие, что активация серотони-

новой системы мПК во время выработки УРС является фактором, усиливающим

через сутки проявления генерализованного страха [9], а также данные литературы

о том, что крысы, нокаутные по гену транспортера серотонина (и, как следствие,

обладающие повышенным уровнем серотонина в ЦНС) характеризуются дефици-

том угасания памяти о страхе по сравнению с животными дикого типа [27]. Cледу-

ет подчеркнуть, что в работе получены только косвенные подтверждения участия

серотонина мПК в регуляции генерализации УРС нитрергическими сигналами

этой области, и нужны дополнительные исследования, чтобы выявить точные ми-

шени NO, вовлекаемые в эти процессы.

Значимый результат работы – в ней впервые продемонстрированы активацион-

ные влияния эндогенного NO нейронного происхождения на базальный и вызыва-

емый выработкой УРС выброс серотонина в мПК. Об этом свидетельствует сниже-

ние обоих этих показателей при введении в мПК в ходе выработки УРС ингибито-

ра nNOS NPLA (рис. 2). Ранее с использованием введений в мПК донора NO DEA

(0.1–1 мМ) мы показали, что экзогенный NO тоже увеличивает базальный уровень

внеклеточного серотонина в мПК, но такие эффекты являются дозозависимыми

только в самом начале введений [14]. А далее при введении 1 мМ DEA уровень се-

ротонина в мПК постепенно снижается [15], что, возможно, связано с десенсити-

зацией растворимой гуанилатциклазы [28], мишени NO. Причем на фоне такого

снижения функциональный выброс серотонина в мПК, вызванный выработкой

УРС, тоже снижается, и это приводит через сутки к торможению проявлений гене-

рализованного страха [15], то есть происходят изменения, совпадающие по направ-

ленности с показанными в настоящей работе эффектами локальной блокады нит-

рергической нейропередачи в мПК. Сопоставление этих данных показывает, что

длительная экзогенная нитрергическая стимуляции мПК высокими концентраци-

ями донора NO, видимо, не всегда может быть использована в качестве модели

нитрергической активации, отражающей NO-серотониновое взаимодействие в

мПК в непатологических условиях, характеризующихся кратковременной и уме-

ренной активацией нитрергической нейротрансмиссии. Косвенно подтверждают

такую точку зрения данные литературы о контрастных эффектах высоких и низких
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концентраций доноров NO на выброс серотонина в ядрах шва [29], ключевой

структуре серотониновой системы мозга.

В целом, полученные в работе новые данные свидетельствуют об активацион-

ных влияниях эндогенного NO нейронного происхождения на базальный и вызы-

ваемый выработкой УРС выброс серотонина в мПК. Кроме того, они показывают,

что блокада эндогенных нитрергических сигналов мПК во время выработки УРС,

усиливающая первоначальную генерализацию этой условнорефлекторной реак-

ции, способствует последующему угасанию проявлений генерализованного страха,

возможно, за счет торможения выброса серотонина в мПК.
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Influence of NO Synthase Inhibitors on Serotonin Release in the Medial Prefrontal Cortex 
during the Formation and Generalization of the Conditioned Fear Response in Rats

N. B. Saulskayaa, *, M. A. Susorovaa, and N. A. Trofimovaa

aPavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, Saint Petersburg, Russia
*e-mail: saulskayanb@infran.ru

Serotonergic and nitrergic systems of the medial prefrontal cortex (mPFC) are involved

in the control of fear generalization, but their local interaction during this function has

been little studied. The aim of the work was to study the effect of blockade of endoge-

nous nitrergic signals on serotonin release in the mPFC during the acquisition of a con-

ditioned fear response (CFR – a fear model) and on the dynamics of its generalization.

In male Sprague-Dawley rats using intracranial microdialysis in vivo and high-perfor-

mance liquid chromatography with electrochemical detection, we found that the intra-

mPFC infusion through the dialysis probe of the NO synthase inhibitor N-ω-nitro-L-ar-

ginine (NA, 0.5 mM) and selective neuronal NO synthase inhibitor N-ω-propyl-L-argi-

nine (NPLA, 2mM) decreased the basal level of extracellular serotonin in the mPFC and

reduced its rise, caused by the CFR acquisition (a paired presentation of a conditioned

cue (CS+) and inescapable footshock). The intra-mPFC infusion of NA and NPLA in-

creased animals’ freezing to a differential cue (CS–) not associated with footshock,

during the first test, carried out 70 minutes after the CFR acquisition, but reduced it

during repeated testing a day after the infusion, without changing freezing of the same

animals to the potentially dangerous CS+. The data obtained indicate the involvement

of endogenous NO in the activation of serotonin release in the mPFC, caused by the

CFR acquisition. In addition, they show that the blockade of endogenous nitrergic sig-

nals of the mPFC, which enhances the initial generalization of the fear reaction, con-

tributes to the extinction of the generalized fear, possibly due to inhibition of the sero-

tonin release in the mPFC.

Keywords: medial prefrontal cortex, in vivo intracranial microdialysis, serotonin release,

NO-serotonin interaction, fear generalization
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