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Using the patch-clamp, organotypic culture of the nervous tissue, confocal and atomic force
microscopy methods, the processes of intracellular signaling in the sensory neuron have been stu-
died. The obtained data allow us to conclude that in these processes, which are triggered
by low-power ÑÎ2-laser radiation, Src-kinase participates as a sequential unit: against the back-
ground of the action of PP2, a specific inhibitor of Src-kinase, irradiation does not change the vol-
tage sensitivity of the NaV1.8 channels of the membrane of the nociceptive neuron and does not
affect the growth of neurites. It can be concluded that the use of low-power infrared irradiation,
which triggers the transducer function of Na, K-ATPase, should lead to both modulation of noci-
ceptive signals and regulation of gene expression. The results obtained by us on intact nociceptive
neurons will allow us to develop physiologically adequate and safe methods of arresting chronic
pain.

Key words: channels NaV1.8, Na,K-ATPase, Src-kinase, nociception, patch-clamp, organo-
typic tissue culture, confocal microscopy, atomic force microscopy.
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Îäíèì èç ñàìûõ ïåðñïåêòèâíûõ äîñòèæåíèé çà ïîñëåäíèå äåñÿòèëåòèÿ â îá-
ëàñòè íåéðîíàóê ñòàëà ðàçðàáîòêà íîâîé ìåòîäèêè, êîòîðóþ íàçâàëè îïòîãåíåòè-
êîé. Îíà ïîçâîëÿåò èçó÷àòü îòâåòû íåéðîíîâ íà âîçäåéñòâèå èçëó÷åíèÿ â âèäè-
ìîé îáëàñòè ñïåêòðà. Â îñíîâå ýòîé ìåòîäèêè ëåæèò èñïîëüçîâàíèå ñâåòî÷óâñò-
âèòåëüíûõ èîííûõ êàíàëîâ — îïñèíîâ. Èõ âíåäðåíèå â êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó
ïðèâîäèò ê ïðèîáðåòåíèþ êëåòêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ôîòîíàì âèäèìîãî ñïåêò-
ðà. Îíî äîñòèãàåòñÿ ñ ïîìîùüþ âèðóñíûõ âåêòîðîâ, êîäèðóþùèõ áåëêè ôîòîêà-
íàëîâ. Â ðåçóëüòàòå â îòâåò íà âñïûøêè ñâåòà ïðîèñõîäèò âîçáóæäåíèå èëè èí-
ãèáèðîâàíèå îòâåòîâ íåéðîíîâ. Ïðè ýòîì ïîñòóëèðóåòñÿ, ÷òî íåéðîíû îñòàþòñÿ
èíòàêòíûìè, à èõ ãåíåòè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ íå äîëæíà ñêàçàòüñÿ íà äîñòîâåðíî-
ñòè ðåçóëüòàòîâ èçó÷åíèÿ íåðâíîé ñèñòåìû.

Â ñâîèõ èññëåäîâàíèÿõ ìû îñíîâûâàëèñü íà íåñêîëüêî èíîì ïîäõîäå [4]. Åãî
ñìûñë ìîæíî ñôîðìóëèðîâàòü â âèäå âîïðîñà î òîì, ìîæíî ëè èñïîëüçîâàòü èç-
ëó÷åíèå äëÿ àêòèâàöèè âíóòðèêëåòî÷íûõ êàñêàäíûõ ïðîöåññîâ, ìîäóëèðóþùèõ
â êîíå÷íîì èòîãå ýêñïðåññèþ ãåíîâ, íå ïîëüçóÿñü ìåòîäàìè ãåííîé èíæåíåðèè.
Íàøè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ íèçêîèíòåíñèâ-
íîãî èíôðàêðàñíîãî (ÈÊ) ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ äëÿ ìîäóëÿöèè âîçáóäèìîñòè íî-
öèöåïòèâíîãî íåéðîíà. Ýòîò ïîäõîä, êàê è ôàðìàêîëîãè÷åñêîå âîçäåéñòâèå íà
ìåìáðàíó íåðâíîé êëåòêè, ïîçâîëèë íàì íå òîëüêî âûÿñíèòü ðîëü ìîëåêóëÿðíûõ
ñòðóêòóð, ó÷àñòâóþùèõ â ðÿäå âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïðîöåññîâ, íî è
ïðåäëîæèòü íîâûå ïîäõîäû ê âûÿñíåíèþ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè íîöèöåïòèâíûõ
ñèãíàëîâ.

Ðàíåå â ìåìáðàíå íîöèöåïòèâíîãî íåéðîíà íàìè áûë îáíàðóæåí íîâûé ñèã-
íàëüíûé êàñêàä, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ îïèîèäîïîäîáíûé ðåöåïòîð, Na,K-ATÔàçó,
âûñòóïàþùóþ çäåñü â êà÷åñòâå òðàíñäóêòîðà ñèãíàëà, è NaV1.8 êàíàë [2, 7]. Â ñî-
îòâåòñòâèè ñ íàøèìè äàííûìè, àíòèíîöèöåïòèâíàÿ ðåàêöèÿ óêàçàííîãî íåéðîíà
ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà ìîäóëÿöèåé òðåõ ðàçëè÷íûõ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèç-
ìîâ, çàïóñêàåìûõ óêàçàííûìè âûøå òðåìÿ ðàçëè÷íûìè ìèøåíÿìè, ïðè÷åì
Na,K-ATÔàçà, êîòîðàÿ, êàê áûëî îòìå÷åíî âûøå, âûïîëíÿåò çäåñü ôóíêöèþ
òðàíñäóêòîðà ñèãíàëà. Ýòîò ñèãíàë ïåðåäàåòñÿ â òàíãåíöèàëüíîì íàïðàâëåíèè
(âäîëü ìåìáðàíû êëåòêè) ê êàíàëàì NaV1.8, êîòîðûå, êàê èçâåñòíî, èãðàþò êëþ-
÷åâóþ ðîëü â ïåðâè÷íîì ñåíñîðíîì êîäèðîâàíèè íîöèöåïòèâíûõ ñèãíàëîâ. Â ðà-
äèàëüíîì íàïðàâëåíèè ýòîò «òðàíñäóêòîðíûé» ñèãíàë ïåðåäàåòñÿ íà ãåíîì êëåò-
êè [6, 10]. Ïîä÷åðêíåì, ÷òî ñïåöèôè÷åñêàÿ ìîäóëÿöèÿ ýòîé ôóíêöèè Na,K-ÀÒÔà-
çû ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ êàê ñ íàðóæíîé ñòîðîíû ìåìáðàíû ïðè âîçäåéñòâèè
íèçêèõ («ýíäîãåííûõ») êîíöåíòðàöèé óàáàèíà [8, 10], òàê è ñ âíóòðåííåé ñòîðîíû
ìåìáðàíû êëåòêè ïðè âîçäåéñòâèè íèçêîèíòåíñèâíîãî (íåòåïëîâîãî) èçëó÷åíèÿ
ÑÎ2-ëàçåðà. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ÈÊ èçëó÷åíèå ïîãëîùàåòñÿ ìîëåêóëàìè ÀÒÔ,
íàõîäÿùèìèñÿ â ñàéòå èõ ãèäðîëèçà, ðàñïîëîæåííîì íà ìîëåêóëå Na,K-ÀÒÔàçû
ñ âíóòðåííåé ñòîðîíû ìåìáðàíû [11].
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Òðàíñäóêòîð-îïîñðåäîâàííûé ìåõàíèçì ïåðåäà÷è ñèãíàëà â ðàäèàëüíîì íà-
ïðàâëåíèè íà ãåíîì íåðâíîé êëåòêè ìîæåò ïðèâåñòè ê èçìåíåíèþ ïëîòíîñòè
âíîâü ñèíòåçèðîâàííûõ êàíàëîâ NaV1.8 â ìåìáðàíå íåéðîíà. Ýòî ïîçâîëèò óñòà-
íîâèòü âîçìîæíóþ ñâÿçü ìåæäó ýêñïðåññèåé ãåíîâ (ðå÷ü èäåò î âëèÿíèè íà ãåí
SCN10A) è êîäîì íåðâíûõ èìïóëüñîâ, íîöèöåïòèâíàÿ êîìïîíåíòà êîòîðîãî
îïðåäåëÿåòñÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòüþ êàíàëîâ NaV1.8. Äëÿ ýòîãî íåîáõîäè-
ìî âûÿñíèòü òå ðîëè, êîòîðûå èãðàåò êàæäûé èç ó÷àñòíèêîâ âíóòðèêëåòî÷íûõ
êàñêàäíûõ ïðîöåññîâ, çàïóñêàåìûõ ïðè àêòèâàöèè òðàíñäóêòîðíîé ôóíêöèè
Na,K-ÀÒÔàçû. Èìåííî ýòî è ÿâèëîñü öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû. Îíà ïîñâÿùåíà
âûÿñíåíèþ ó÷àñòèÿ Src-êèíàçû â ïåðåäà÷å ñèãíàëîâ, âîçíèêàþùèõ ïîñëå âêëþ-
÷åíèÿ ÈÊ-èçëó÷åíèåì òðàíñäóêòîðíîé ôóíêöèè Na,K-ÀÒÔàçû, â òàíãåíöèàëü-
íîì è ðàäèàëüíîì íàïðàâëåíèÿõ. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïî-
òåíöèàëà, êîíôîêàëüíîé è àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè íàì óäàëîñü óñòàíî-
âèòü, ÷òî Src-êèíàçû èãðàþò âàæíåéøóþ ðîëü â ýòèõ ïðîöåññàõ âíóòðèêëåòî÷íîé
ñèãíàëèçàöèè.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ó÷àñòèÿ Src-êèíàçû â ïðîöåññàõ ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè êàíà-
ëîâ NaV1.8 è â ïðîöåññàõ âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè, çàïóñêàåìûõ íèçêîèí-
òåíñèâíûì èçëó÷åíèåì ÑÎ2-ëàçåðà, èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïîäõîäû.

Ìåòîä ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà. Îïòè÷åñêàÿ ñõåìà óñòàíîâêè
(patch-clamp ìåòîä), èñïîëüçóþùåé èçëó÷åíèå ÑÎ2-ëàçåðà ñ äëèíîé âîëíû èçëó-
÷åíèÿ 10.6 ìêì, ïîäðîáíî îïèñàíà íàìè ðàíåå [11]. Ìîùíîñòü ÈÊ-èçëó÷åíèÿ êîí-
òðîëèðîâàëè â ïó÷êå, îòðàæåííîì îò ïåðåäíåé ïîâåðõíîñòè îïòè÷åñêîãî êëèíà,
íàõîäÿùåãîñÿ íà îñè îïòè÷åñêîé ñõåìû, îïîðíûì èçìåðèòåëåì ìîùíîñòè
ÈÌÎ-2Í. Äëÿ âèçóàëèçàöèè ïîëîæåíèÿ ëó÷à ÑÎ2-ëàçåðà èñïîëüçîâàëè ïîëóïðî-
âîäíèêîâûé ëàçåð ñ äëèíîé âîëíû èçëó÷åíèÿ 635 íì, ëó÷ êîòîðîãî ñîâìåùàëè ñ
ÈÊ-ëó÷îì ïðè ïîìîùè îïòè÷åñêîãî êëèíà. Âàðüèðîâàíèå ìîùíîñòè èçëó÷åíèÿ
îñóùåñòâëÿëîñü ïðè ïîìîùè äèñêîâîãî îñëàáèòåëÿ. Çåðêàëîì èçëó÷åíèå íàïðàâ-
ëÿëè â ýêñïåðèìåíòàëüíóþ âàííî÷êó ñ íàðóæíûì ðàñòâîðîì, â êîòîðîì íàõîäèë-
ñÿ íåéðîí. Òåìïåðàòóðó ðàñòâîðà ñòðîãî êîíòðîëèðîâàëè. Îòìåòèì, ÷òî ÈÊ-èç-
ëó÷åíèå îòâå÷àëî êðèòåðèþ íèçêîé èíòåíñèâíîñòè, ò. å. îòñóòñòâîâàë íàãðåâ
ìåìáðàíû íåéðîíà. Âëèÿíèå òåìïåðàòóðíîãî ôàêòîðà áûëî ïîëíîñòüþ èñêëþ÷å-
íî, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâîâàëî îòñóòñòâèå èçìåíåíèÿ êèíåòèêè òîêîâ ìåäëåííûõ
íàòðèåâûõ êàíàëîâ [3]. Òîêè íàòðèåâûõ êàíàëîâ NaV1.8 çàïèñûâàëè äî è ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ èçëó÷åíèÿ. Ðåãèñòðèðîâàëè âåëè÷èíó ýôôåêòèâíîãî çàðÿäà àêòèâà-
öèîííîãî âîðîòíîãî óñòðîéñòâà ýòèõ êàíàëîâ ñ ïîìîùüþ ìåòîäà Àëìåðñà [1].
Ïðèìåíåíèå ýòîãî ìåòîäà ïîäðîáíî îïèñàíî â íàøèõ ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ [2, 7].
Îí ïîçâîëÿåò êîëè÷åñòâåííî îöåíèòü èçìåíåíèå ïîòåíöèàëî÷óâñòâèòåëüíîñòè
ìåäëåííîãî íàòðèåâîãî êàíàëà (NaV1.8), ïîêàçàòåëåì êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ âåëè÷èíà
ýôôåêòèâíîãî çàðÿäà (Zeff) åãî àêòèâàöèîííîé âîðîòíîé ñèñòåìû. Ðåãèñòðàöèÿ
èìåííî ýòîé õàðàêòåðèñòèêè ïîçâîëèëà êîëè÷åñòâåííî îöåíèòü ýôôåêò èññëåäóå-
ìîãî âîçäåéñòâèÿ è âûÿñíèòü ðîëü Src-êèíàçû â ïåðåäà÷å ñèãíàëà â òàíãåíöèàëü-
íîì íàïðàâëåíèè îò Na,K-ÀÒÔàçû ê ìåäëåííûì íàòðèåâûì êàíàëàì.

Ýêñïåðèìåíòû âûïîëíåíû íà äèññîöèèðîâàííûõ íåéðîíàõ ñïèíàëüíûõ ãàíã-
ëèåâ íîâîðîæäåííûõ êðûñ, êîòîðûå áûëè ïîëó÷åíû èç ÖÊÏ áèîêîëëåêöèè ÈÔ
ÐÀÍ, ïîääåðæàííîé ïðîãðàììîé ÔÀÍÎ Ðîññèè ïî ñîõðàíåíèþ è ðàçâèòèþ áèî-
ðåñóðñíûõ êîëëåêöèé.

Ìåòîä îðãàíîòèïè÷åñêîé êóëüòóðû òêàíè. Ýòîò ìåòîä, êàê è îïòè÷åñêàÿ ñõå-
ìà, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ ÑÎ2-ëàçåð, ïîäðîáíî îïèñàíû â íàøåé ïðåäûäóùåé ðà-
áîòå [8]. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâåäåíû íà ýêñïëàíòàòàõ 10—12-äíåâíûõ êóðèíûõ ýì-
áðèîíîâ, êóëüòèâèðóåìûõ â ÷àøêàõ Ïåòðè íà ïîäëîæêàõ èç êîëëàãåíà â ÑÎ2-èí-
êóáàòîðå (Sanyo, ßïîíèÿ) â òå÷åíèå 3 ñóòîê ïðè 36.5 °Ñ è 5 % ÑÎ2. Ïèòàòåëüíàÿ
ñðåäà ñîäåðæàëà 45 % ðàñòâîðà Õåíêñà, 40 % ñðåäû Èãëà ñ äîáàâëåíèåì èíñóëè-



íà (0.5 åä/ìë), ãëþêîçû (0.6 %), ãëþòàìèíà (2 ìÌ), ãåíòàìèöèíà (100 åä/ìë),
5%-íîãî êóðèíîãî ýìáðèîíàëüíîãî ýêñòðàêòà è 10 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè êî-
ðîâû. Êîíòðîëüíûìè ñëóæèëè ýêñïëàíòàòû, êóëüòèâèðóåìûå òîëüêî â óñëîâèÿõ
ïèòàòåëüíîé ñðåäû. Âî âðåìÿ îáëó÷åíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ýêñïëàíòàòà â ÷àø-
êå Ïåòðè îòñóòñòâîâàëà ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà. Âðåìÿ ýêñïîçèöèè ñîñòàâèëî 3 ìèí.
Îòìåòèì, ÷òî äî íà÷àëà è âî âðåìÿ äåéñòâèÿ èçëó÷åíèÿ êîíòðîëèðîâàëè òåìïåðà-
òóðó îêðóæàþùåé ñðåäû, êîòîðàÿ ïîääåðæèâàëàñü íà ïîñòîÿííîì óðîâíå (22 °C).
Ñïåöèôè÷åñêèé èíãèáèòîð Src-êèíàçû (4-amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(dimethylet-
hyl)pyrazolo[3.4-d]pyrimidine) ÐÐ2 (Sigma, ÑØÀ) äîáàâëÿëè â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ðîñòà ýêñïëàíòàòîâ
ïðèìåíÿëè ìîðôîìåòðè÷åñêèé ìåòîä. Èíäåêñ ïëîùàäè (ÈÏ) ðàññ÷èòûâàëè êàê
îòíîøåíèå ïëîùàäè çîíû ðîñòà ýêñïëàíòàòà ê èñõîäíîé öåíòðàëüíîé ïëîùàäè,
ãäå íàõîäÿòñÿ íåìèãðèðóþùèå êëåòêè. Êîíòðîëüíîå çíà÷åíèå ÈÏ ïðèíèìàëè çà
100 %. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Statistica 8.0 ñ
ïðèìåíåíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Äëÿ âèçóàëèçàöèè îáúåêòîâ èñïîëüçîâàëè
ìèêðîñêîï Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ
àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàìì ImageJ è ZEN_2012. Ðàáîòà âûïîë-
íåíà íà îáîðóäîâàíèè ÖÊÏ «Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ» Èíñòèòóòà ôèçèîëî-
ãèè èì. È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ.

Ìåòîä àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè. Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî íà äèññî-
öèèðîâàííûõ ñåíñîðíûõ íåéðîíàõ 10—12-äíåâíûõ êóðèíûõ ýìáðèîíîâ. Ìåòîä
àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè (ÀÑÌ) áûë ïîäðîáíî îïèñàí íàìè ðàíåå [5]. Äëÿ
ëó÷øåé àäãåçèè íåðâíûõ êëåòîê äíî ÷àøåê Ïåòðè ïîêðûâàëè êîëëàãåíîì ñ
ôèáðîíåêòèíîì èëè ïîëè-L-ëèçèíîì. Óàáàèí â êîíöåíòðàöèè 0.1 íÌ (Sigma,
ÑØÀ) äîáàâëÿëè â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó. Èñïîëüçîâàëè àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðî-
ñêîï BioScope Catalyst (Bruker, ÑØÀ), ñîâìåùåííûé ñ èíâåðòèðîâàííûì îïòè÷å-
ñêèì ìèêðîñêîïîì Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Ïîñòîÿííàÿ òåìïåðà-
òóðà (37 °C) ïîääåðæèâàëàñü ñ ïîìîùüþ òåðìîêîíòðîëëåðà 335-é ìîäåëè (Lake
Shore Cryotronics, ÑØÀ). Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè â ðåæèìå ÀÑÌ PeakForce
QNM ñòàíäàðòíûìè îñòðûìè çîíäàìè ñ íèçêîé æåñòêîñòüþ êàíòèëåâåðà Bruker
SNL-(C) è (D) [5]. Ìåõàíè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè (ðàñ÷åòíûå ìîäóëè Þíãà) ñåí-
ñîðíûõ íåéðîíîâ îöåíèâàëèñü â ðàìêàõ ìîäåëè Ñíåääîíà äëÿ êîíè÷åñêîãî èí-
äåíòîðà [9]. Ïî èçìåðåííûì äâóìåðíûì êàðòàì ýòîãî ïàðàìåòðà êàæäûé ñåíñîð-
íûé íåéðîí õàðàêòåðèçîâàëè ñðåäíèì çíà÷åíèåì ìîäóëÿ Þíãà. Ñðàâíåíèå êîíò-
ðîëüíîé ãðóïïû êëåòîê ñ íåéðîíàìè, èíêóáèðîâàííûìè â ïðèñóòñòâèè óàáàèíà,
îñóùåñòâëÿëè ïî óñðåäíåííûì çíà÷åíèÿì ìîäóëÿ óïðóãîñòè. ÀÑÌ-äàííûå îá-
ðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíûõ ïàêåòîâ NanoScope Analysis 1.50 è Gwyd-
dion 2.44.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Äëÿ ïðîâåðêè ïðåäïîëîæåíèÿ îá ó÷àñòèè Src-êèíàçû â ìîäóëÿöèè îòâåòîâ íî-
öèöåïòèâíîãî íåéðîíà íèçêîèíòåíñèâíûì ÈÊ-èçëó÷åíèåì áûëè ïðîâåäåíû èñ-
ñëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ èíãèáèòîðà Src-êèíàçû PP2 (10 ìêÌ) íà âåëè÷èíó Zeff ïðè
âîçäåéñòâèè èçëó÷åíèÿ ÑÎ2-ëàçåðà. Â êîíòðîëüíûõ îïûòàõ èçìåíåíèå ýôôåêòèâ-
íîãî çàðÿäà áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî ïðè âåëè÷èíå ýíåðãèè èçëó÷åíèÿ íà ïîâåðõ-
íîñòè ìåìáðàíû íåéðîíà, ðàâíîé 1.2 · 10–17 Äæ. Îòìåòèì, ÷òî íàèìåíüøàÿ ýíåð-
ãèÿ èçëó÷åíèÿ íà ìåìáðàíå íåéðîíà, ïðè êîòîðîé åùå íàáëþäàëàñü åãî ðåàêöèÿ,
ðàâíÿëàñü 3.0 · 10–18 Äæ [11].

Ïðè îòñóòñòâèè âî âíåêëåòî÷íîì ðàñòâîðå èíãèáèòîðà Src-êèíàçû äåéñòâèå
èçëó÷åíèÿ âûçûâàëî ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíîå óìåíüøåíèå âåëè÷èíû ýôôåê-
òèâíîãî çàðÿäà àêòèâàöèîííîé âîðîòíîé ñèñòåìû êàíàëîâ NaV1.8 îò êîíòðîëüíî-
ãî çíà÷åíèÿ 7.9 ± 0.7 (n = 14) äî 4.6 ± 0.4 (n = 17). Ýòè çíà÷åíèÿ ïðåäñòàâëåíû â
åäèíèöàõ çàðÿäà ýëåêòðîíà. Ïðèìåíåíèå èíãèáèòîðà Src-êèíàçû PP2 ïðè âûêëþ-
÷åííîì èçëó÷åíèè íå âûçûâàëî èçìåíåíèÿ âåëè÷èíû Zeff. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î
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òîì, ÷òî ñàì ïî ñåáå èíãèáèòîð, äîáàâëåííûé âî âíåêëåòî÷íûé ðàñòâîð, íå âëèÿ-
åò íà èçìåíåíèå ïîòåíöèàëî÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåäëåííûõ íàòðèåâûõ êàíàëîâ.
Ñî÷åòàííîå äåéñòâèå èçëó÷åíèÿ è PP2 òàêæå íå ïðèâîäèëî ê èçìåíåíèþ ýôôåê-
òèâíîãî çàðÿäà. Âåëè÷èíà Zeff â ýòîì ñëó÷àå ñîîòâåòñòâîâàëà ñâîèì êîíòðîëüíûì
çíà÷åíèÿì 7.6 ± 0.6 (n = 28). Ýíåðãèÿ èçëó÷åíèÿ, ïàäàþùåãî íà ìåìáðàíó íåéðî-
íà, â ýòèõ îïûòàõ âàðüèðîâàëà â îáëàñòè (1—2) · 10–17 Äæ. Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè Src-êèíàçû ïðèâîäèò ê
ïîëíîìó âûêëþ÷åíèþ îòâåòîâ êàíàëîâ NaV1.8 íà äåéñòâèå íèçêîèíòåíñèâíîãî
ÈÊ-èçëó÷åíèÿ. Ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî òðàíñäóêòîðíûé ñèãíàë, èäóùèé â òàíãåí-
öèàëüíîì íàïðàâëåíèè îò Na,K-ÀÒÔàçû ê óêàçàííûì êàíàëàì, äîëæåí ïðîõî-
äèòü ÷åðåç åùå îäíî çâåíî, êîòîðûì ÿâëÿåòñÿ Src-êèíàçà.

Â ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ, ïðîâåäåííûõ ìåòîäîì îðãàíîòèïè÷åñêîãî êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ íåðâíîé òêàíè, áûëà èññëåäîâàíà ðîëü Src-êèíàçû â ïðîöåññàõ âíóòðè-
êëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè, òàêæå çàïóñêàåìûõ íèçêîèíòåíñèâíûì èçëó÷åíèåì
ÑÎ2-ëàçåðà. Ðàíåå áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî åãî äåéñòâèå ïðè ïëîòíîñòè ýíåðãèè
2 · 10–10 Äæ/ñì2 ïðèâîäèëî ê çàïóñêó òðàíñäóêòîðíîé ôóíêöèè Na,K-ÀÒÔàçû.
Ýòî ïðîÿâëÿëîñü â èíãèáèðîâàíèè ðîñòà íåéðèòîâ [8]. Âîçäåéñòâèå èçëó÷åíèÿ
óêàçàííîé ïëîòíîñòè ýíåðãèè, êàê è â íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ, ïðè-
âîäèëî ê äîñòîâåðíîìó èíãèáèðîâàíèþ ðîñòà íåéðèòîâ (ðèñ. 1). ÈÏ áûë íà
30 ± 5 % (n = 17) íèæå ñâîåãî êîíòðîëüíîãî çíà÷åíèÿ. Ñîâìåñòíîå âîçäåéñòâèå
ÈÊ-èçëó÷åíèÿ è ÐÐ2 (10 ìêÌ) óñòðàíÿëî áëîêèðóþùåå ðîñò ýêñïëàíòàòîâ äåéñò-
âèå ÈÊ-èçëó÷åíèÿ: èíäåêñ ïëîùàäè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ýêñïëàíòàòîâ íå îòëè-
÷àëñÿ îò êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé. Ïîëó÷åííûå äàííûå òàê æå, êàê è â ñëó÷àå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ðîëè Src-êèíàçû ìåòîäîì ëîêàëüíîé ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà, ïðèâîäÿò
ê àíàëîãè÷íîìó âûâîäó: óêàçàííûé áåëîê èãðàåò âàæíåéøóþ ðîëü ïðè ïåðåäà÷å
òðàíñäóêòîðíîãî ñèãíàëà îò Na,K-ÀÒÔàçû. Â ýòîì ñëó÷àå, îäíàêî, ñèãíàë ïåðå-
äàåòñÿ íå â òàíãåíöèàëüíîì, à â ðàäèàëüíîì íàïðàâëåíèè íà ãåíîì êëåòêè.

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âñëåäñòâèå àêòèâàöèè ýòîãî êàñêàäà äîëæíà èçìå-
íèòüñÿ åùå îäíà âàæíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ñåíñîðíîãî íåéðîíà: îí ìîæåò ñòàòü áî-
ëåå æåñòêèì. Äðóãèìè ñëîâàìè, àêòèâàöèÿ òðàíñäóêòîðíîé ôóíêöèè Na,K-ÀÒÔà-

Ðèñ. 1. Äåéñòâèå ÈÊ-èçëó÷åíèÿ íà ðîñò íåéðèòîâ ñåíñîðíûõ ãàíãëèåâ 10—12-äíåâíûõ êóðè-
íûõ ýìáðèîíîâ (3-è ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ) (óâ. 10). Îêðàñêà àíòèòåëàìè ê íåéðîôèëàìåí-

òàì (çåëåíûé) è ÿäåð êëåòîê DAPI (ñèíèé).



çû ïðè ó÷àñòèè Src-êèíàçû, ïåðåäàþùåé ñèãíàë â ðàäèàëüíîì íàïðàâëåíèè íà ãå-
íîì êëåòêè, äîëæíà ïðèâåñòè ê èçìåíåíèþ âåëè÷èí ìîäóëåé Þíãà, èçìåðåííûõ
ìåòîäîì ÀÑÌ. Ïðîâåðêó ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ìû îñóùåñòâèëè, çàïóñêàÿ òðàíñ-
äóêòîðíóþ ôóíêöèþ íèçêèìè «ýíäîãåííûìè» êîíöåíòðàöèÿìè óàáàèíà [8]. Ðå-
çóëüòàòû ÀÑÌ èçìåðåíèé äåéñòâèòåëüíî ïîçâîëèëè âûÿâèòü óâåëè÷åíèå æåñò-
êîñòè èññëåäóåìûõ íåéðîíîâ.

Â äâóõ ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ, ïðîâåäåííûõ íà ðàçíûõ òèïàõ ïîäëîæêè (êîë-
ëàãåí-ôèáðîíåêòèíîâîé è ïîëè-L-ëèçèíîâîé), íåéðîíû ïîñëå äîáàâëåíèÿ óàáàè-
íà äåìîíñòðèðîâàëè òåíäåíöèþ ê óâåëè÷åíèþ ìîäóëÿ Þíãà. Ðèñ. 2 èëëþñòðèðó-
åò ðàñïðåäåëåíèå âåëè÷èí ìîäóëåé Þíãà â êîíòðîëüíîì îïûòå è ïîñëå âîçäåéñò-
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Ðèñ. 2. ÀÑÌ-èçîáðàæåíèÿ òîïîãðàôèè ñåíñîðíûõ íåéðîíîâ (à, á) è ÀÑÌ-êàðòû ìîäóëÿ Þí-
ãà (â, ã) ñîîòâåòñòâåííî â êîíòðîëå è ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ óàáàèíîì; ä, å — ãèñòîãðàììû
ðàñïðåäåëåíèÿ âåëè÷èí ìîäóëåé Þíãà ñîìû ñåíñîðíûõ íåéðîíîâ â êîíòðîëå è ïîñëå âîç-

äåéñòâèÿ óàáàèíà ñîîòâåòñòâåííî.
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âèÿ óàáàèíà. Ëåãêî âèäåòü, ÷òî â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ðàñïðåäåëåíèå ñäâèãàåòñÿ
âïðàâî â ñòîðîíó áîëüøèõ çíà÷åíèé èññëåäóåìîãî ïàðàìåòðà. Ìåõàíè÷åñêèå õà-
ðàêòåðèñòèêè íåéðîíîâ, îäíàêî, ñèëüíî ãåòåðîãåííû. Âèäèìî, ïî ýòîé ïðè÷èíå
ðàçëè÷èÿ âåëè÷èí ìîäóëåé Þíãà ó êîíòðîëüíûõ íåéðîíîâ è ó íåéðîíîâ ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ óàáàèíà íå áûëè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìû (ïî U-êðèòåðèþ Ìàííà—
Óèòíè). Òåì íå ìåíåå, ó÷èòûâàÿ íàáëþäàåìîå óâåëè÷åíèå æåñòêîñòè íåéðîíîâ
íà ðàçíûõ ïîäëîæêàõ ïîñëå çàïóñêà òðàíñäóêòîðíîé ôóíêöèè óàáàèíîì, ìû âû-
ÿñíèëè, ÷òî ýòà òåíäåíöèÿ ÿâíî âûðàæåíà [5].

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíà ñõåìà, îáîáùàþùàÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû. Î÷åâèä-
íî, ÷òî Src-êèíàçû ñåíñîðíûõ íåéðîíîâ ïåðåäàþò ñèãíàë íå òîëüêî íà ãåíîì
êëåòêè, íî è ê ñîñåäíèì ìåìáðàííûì áåëêîâûì ñòðóêòóðàì, êîòîðûìè ÿâëÿþòñÿ
ìåäëåííûå íàòðèåâûå êàíàëû. Èçâåñòíî, ÷òî èìåííî îíè ó÷àñòâóþò â ïåðåðàáîò-
êå íîöèöåïòèâíîé èíôîðìàöèè. Ïîýòîìó àãåíòû, ñïåöèôè÷åñêè ìîäóëèðóþùèå
ýòè ìåõàíèçìû, ìîãóò ïðåòåíäîâàòü íà ðîëü àíàëüãåòèêîâ. Ê êóïèðîâàíèþ áîëè,
ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, ìîæåò ïðèâîäèòü è âîçäåéñòâèå íèçêîèíòåíñèâíîãî èí-
ôðàêðàñíîãî èçëó÷åíèÿ ÑÎ2-ëàçåðà. Äåòàëèçàöèÿ ýòèõ ìîëåêóëÿðíûõ ïðîöåññîâ,
ïîçâîëÿþùàÿ âûÿñíèòü ôèçèîëîãè÷åñêóþ ðîëü Src-êèíàçû è ñâÿçàííûõ ñ íåé
äðóãèõ áåëêîâûõ ñòðóêòóð, ïðåäñòàâëÿåò, íà íàø âçãëÿä, áîëüøîé èíòåðåñ è ñ
ïðàêòè÷åñêîé òî÷êè çðåíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå, ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî Src-êèíàçà ó÷àñòâóåò â ïåðåäà÷å òðàíñ-
äóêòîðíûõ ñèãíàëîâ îò Na,K-ÀÒÔàçû â òàíãåíöèàëüíîì è ðàäèàëüíîì íàïðàâëå-
íèÿõ, ÿâëÿÿñü ïîñëåäîâàòåëüíûì çâåíîì, âêëþ÷åííûì â öåïü âíóòðèêëåòî÷íûõ
êàñêàäíûõ ïðîöåññîâ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èñïîëüçîâàíèå íèçêîèíòåí-
ñèâíîãî èíôðàêðàñíîãî èçëó÷åíèÿ, çàïóñêàþùåãî òðàíñäóêòîðíóþ ôóíêöèþ
Na,K-ÀÒÔàçû, äîëæíî ïðèâîäèòü êàê ê ìîäóëÿöèè íîöèöåïòèâíûõ ñèãíàëîâ, òàê
è ê ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íàìè íà èíòàêòíûõ íî-
öèöåïòèâíûõ íåéðîíàõ íà ìåìáðàííîì è òêàíåâîì óðîâíÿõ, ÿâëÿþòñÿ, íà íàø
âçãëÿä, áîëåå ôèçèîëîãè÷åñêè àäåêâàòíûìè, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàçðàáîòàòü íîâûå áå-
çîïàñíûå ìåòîäû êóïèðîâàíèÿ õðîíè÷åñêîé áîëè.

Ðèñ. 3. Src-êèíàçà ñåíñîðíûõ íåéðîíîâ ó÷àñòâóåò â ïåðåäà÷å òðàíñäóêòîðíûõ ñèãíàëîâ îò
Na,K-ÀÒÔàçû â òàíãåíöèàëüíîì è ðàäèàëüíîì íàïðàâëåíèÿõ, ÿâëÿÿñü ïîñëåäîâàòåëüíûì

çâåíîì âíóòðèêëåòî÷íûõ êàñêàäíûõ ïðîöåññîâ.

NKA — Na,K-ATÔàçà; NaV1.8 — ìåäëåííûé íàòðèåâûé êàíàë NaV1.8; Src — Src-êèíàçà.
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èññëåäîâàíèé, ãðàíò ¹ 18-015-00079, à òàêæå ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ïðî-
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