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Возрастные особенности NO-зависимых вазодилататорных эффектов 

карбахолина после острого и пролонгированного

 (-облучения в малых дозах

В настоящее время внимание радиобиологов привлекают  эффекты ионизирующей радиации в цитокинетически стабильных тканях и органах, которые в значительной степени определяют отдаленные последствия облучения. В частности, установлено, что механизмы регуляции относительно радиорезистентной сердечно-сосудистой системы подвержены определенной модификации даже при действии относительно малых доз радиации [1].

 Основным медиатором локальной регуляции тонуса артериальных сосудов, является оксид азота (NO), который образуется в эндотелии. Вазоактивные свойства ряда физиологически активных веществ практически полностью детерменируются высвобождением эндотелиального NO, поэтому вполне обоснована концепция об эндотелий-зависимой или NO-зависимой регуляции тонуса артериальных сосудов. При различных функциональных состояниях организма изменяется способность эндотелия высвобождать NO, в результате чего намечается сдвиг в сторону преобладания констрикторных или дилататорных эффектов со всеми вытекающими отсюда неблагоприятными последствиями [2]. С возрастом частота возникновения сердечно-сосудистых заболеваний существенно увеличивается и, следовательно, установление механизмов возрастных предпосылок болезней сердца и сосудов является весьма актуальным. С другой стороны, в соответствии с представлениями классической радиобиологии, радиочувствительность отдельных функциональных систем и организма в целом на разных этапах онтогенеза также существенно различается.

Таким образом, цель данной работы заключалась в изучении возрастных особенностей NO-зависимого расслабления артериальных сосудов после воздействия на организм острого и пролонгированного (-облучения в относительно малых дозах.

МАТЕРИАЛЫ  И  МЕТОДИКА

Исследования выполнены на 90 белых крысах-самках, которые составляли три возрастные группы: 1-я - молодые (10 нед), 2-я - зрелые (24 нед), 3-я - старые (72 нед). Животных облучали (-квантами 137-цезия в остром (9x10-4 Гр/с) или пролонгированном (2,3x10-7 Гр/с) режимах до поглощенной дозы 1 Гр. Облученных животных брали в опыт на 10-е и 30-е сутки пострадиационного периода. В качестве контроля использовали одновозрастных, однополых животных. Для анестезии применяли тиопентал-натрий (80 мг/кг).

Изучали NO-зависимые дилататорные реакции изолированных кольцевых сегментов нисходящей части грудной аорты при стимуляции М-холинергических рецепторов карбахолином (КХ). При приготовлении препаратов аорты и регистрации дилататорных реакций использовали классический метод работы с изолированными органами в нашей модификации [3,4]. Дилататорные эффекты КХ в концентрациях 10-7 - 10-4 М определяли после предварительного сокращения изолированных сегментов норадреналином  в концентрации 5x10-7 М. Величину расслабления сосудистых препаратов выражали в процентах от их силы сокращения на действие норадреналина. Статистическую обработку полученных результатов проводили на ПЭВМ, используя t-критерий Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ   И   ИХ  ОБСУЖДЕНИЕ

Агонисты М-холинергических рецепторов принадлежат к группе вазоактивных соединений, вазодилататорные свойства которых опосредуются  функциональной активностью эндотелия, его способностью синтезировать и высвобождать NO [5]. Следовательно, определяя величину дилататорных эффектов КХ на различных этапах постнатального развития, можно судить об NO-зависимой регуляции функций сосудов. 

Из данных представленных на рис.1 видно, что дилататорные эффекты КХ на изолированных сегментах аорты молодых и зрелых животных достоверно не различаются. Следовательно, можно полагать, что на ранних этапах постнатального развития не наступает сколь-нибудь заметных изменений  механизмов синтеза, инактивации и реализации дилататорных эффектов эндотелиального NO в ответ на стимуляцию М-холинергических рецепторов. В позднем онтогенезе, напротив, происходит значительное угнетение NO-зависимых  дилататорных реакций аорты во всем диапазоне используемых концентраций агониста (см.рис.1). Данное снижение релаксирующих эффектов КХ может быть связано со снижением числа холинергических рецепторов, повышением концентрации свободных радикалов и вероятности инактивации NO, изменением баланса синтеза релаксирующих и констрикторных факторов, за счет дополнительного образования эндотелиальных медиаторов (простагландины, эндотелиин) [6].
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Рис. 1 Концентрационные зависимости вазодилататорных эффектов карбахолина у крыс разного возраста
По оси абсцисс - отрицательный логарифм концентраций карбахолина.

По оси ординат - величина эффекта в процентах.

* - различия достоверны по отношению к эффектам у зрелых крыс.

После острого (-облучения зрелых животных в дозе 1 Гр отмечалось статистически достоверное усиление степени расслабления препаратов аорты при действии КХ (рис.2). Возможно это связано с интенсификацией синтеза свободного радикала NO на фоне активации свободно-радикальных процессов в облученном организме. Такая реакция не специфична для пострадиационного периода и развивается в любой ситуации сопряженной с активацией свободно-радикального окисления: стресс, гипоксия-реоксигенация и др [7].



 
Рис. 2  Возрастные особенности дилататорных эффектов карбахолина (10-5 М) на изолированных сегментах аорты облученных крыс

По оси ординат - отношение величины дилататорных эффектов после облучения к контрольным значениям.

* - различия достоверны по отношению к контролю.

В эти же сроки после пролонгированного  (-облучения эндотелий-зависимые реакции на КХ были ниже контрольных значений (см.рис.2). Эти отличия, возможно обусловленны тем, что при пролонгированном облучении активация свободно-радикальных процессов поддерживается в течение более длительного времени. В частности,  для достижения поглощенной дозы в 1 Гр при остром облучении необходимо 18 мин, а при пролонгированном - 48 суток. Высокая концентрация свободных радикалов в течение длительного времени сопровождается образованием токсичных продуктов с увеличением вероятности повреждения клеток. В частности, продукт реакции между супероксиданионами и NO - пероксинитританион и производные его распада характеризуются не только цитотоксическими, но и мутагенными свойствами [8]. Последствием именно этих событий может быть ингибирование функциональной роли эндотелия на 30-е сутки после прекращения пролонгированного облучения. В эти же сроки после острого (-облучения в силу относительной непродолжительности радиационного воздействия регистрируется лишь начальная стадия пострадиационного процесса, обусловленная увеличением концентрации свободных радикалов, в том числе и NO, и заключающаяся в  усилении степени расслабления сегментов аорты. 

Столь очевидные различия эффектов острого и пролонгированного (-облучения у зрелых крыс отсутствуют у молодых и старых животных. На 10-е сутки после острого (-облучения молодых крыс дилататорная реакция аорты на КХ была на 16% ниже контрольных значений, а после пролонгированного - на 41% (см.рис.2).  Спустя месяц и после острого и после пролонгированного облучения отмечена нормализация исследуемой функции. Различия пострадиационных эффектов у молодых и зрелых крыс можно связать с более высокой радиочувствительностью делящихся клеток растущего организма.

Во время активного роста организма существует необходимость интенсивного наращивания клеточности любой ткани, в том числе и эндотелия. Этот процесс обеспечивается усилением митотического деления эндотелиоцитов, так называемой фракции роста. Эта субпопуляция клеток, как всякая быстроделящаяся клеточная популяция, характеризуется высокой радиочувствительностью (Dо от 1,01 до 2,65 Гр) [9]. Исходя из этого, можно полагать, что после (-облучения молодых животных в дозе 1 Гр происходит частичная инактивация фракции роста, что неизбежно повлечет за собой критическое снижение клеточности эндотелия растущего организма. Развитие событий по такому сценарию после облучения молодых животных на фоне повышенной концентрации радиационно-индуцируемых свободных радикалов должно приводить к снижению концентрации NO и, как следствие этого, угнетению эндотелий-зависимых дилататорных реакций на КХ.

После пролонгированного (-облучения старых животных установлено угнетение дилататорных эффектов КХ. После острого облучения различия с контролем были не существенны (см.рис.2). Интенсификация синтеза NO конститутивной NO-синтазой при экстремальных ситуациях (стресс, гипоксия-реоксигенация, облучение) рассматривается как адаптивная реакция, направленная на снижение повреждающего эффекта. В старом организме функциональный резерв заметно снижен и, как следствие этого, устойчивость его структур к повреждающим факторам и лабильность их функций в условиях дополнительных нагрузок невелики. Возможно, что именно по этой причине после острого (-облучения величины дилататорных эффектов КХ существенно не отличались от контрольных значений. После пролонгированного (-облучения на фоне длительного повышения уровня свободных радикалов при снижении антиоксидантной защиты старого организма вполне объяснимо снижение степени NO-зависимого расслабления артериальных сосудов.

Таким образом, установлены возрастные особенности эндотелиальных механизмов NO-зависимой регуляции тонуса артериальных сосудов в пострадиационный период, которые могут быть связаны с различиями в радиочувствительности эндотелиоцитов, интенсивности репаративных процессов и антиоксидантных возможностей организма, облученного на разных стадиях онтогенеза.
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Исследования выполнены на белых крысах-самках молодого, зрелого и старого возрастов после  острого или пролонгированного ((облучения  в дозе 1 Гр. Изучены NO-зависимые дилататорные реакции изолированных сегментов грудной аорты при стимуляции М-холинергических рецепторов карбахолином (КХ). Дилататорные эффекты КХ не отличались у молодых и зрелых крыс, но были значительно снижены в позднем онтогенезе. Направленность и степень пострадиационных изменений NO-зависимых дилататорных реакций зависят от возраста облучаемого организма  и интенсивности облучения. Пострадиационный эффект максимален после пролонгированного ((облучения молодых крыс. После острого ((облучения зрелых животных эндотелий-зависимое расслабление возрастало, а после пролонгированного - снижалось.  Дилататорные эффекты КХ после острого ((облучения старых крыс существенно не изменялись, а после пролонгированного - были достоверно снижены. Выявленные возрастные особенности механизмов NO-зависимой регуляции тонуса артериальных сосудов в пострадиационный период могут быть связаны с различиями в радиочувствительности эндотелиоцитов, интенсивности репаративных процессов и антиоксидантных возможностей организма, облученного на разных стадиях онтогенеза.

Резюме

Лукша Л.С., Соловьёва Н.Г.  Возрастные особенности NO-зависимых вазодилататорных эффектов карбахолина после острого и пролонгированного (-облучения в малых дозах

Изучены NO-зависимые дилататорные реакции изолированных сегментов грудной аорты при стимуляции М-холинергических рецепторов карбахолином (КХ). Дилататорные эффекты КХ не отличались у молодых и зрелых крыс, но были значительно снижены в позднем онтогенезе. Направленность и степень пострадиационных изменений NO-зависимых дилататорных реакций зависят от стадии онтогенеза облучаемого организма  и интенсивности облучения. Пострадиационный эффект максимален после пролонгированного ((облучения молодых крыс. После острого ((облучения зрелых животных эндотелий-зависимое расслабление возрастало, а после пролонгированного - снижалось.  Дилататорные эффекты КХ после острого ((облучения старых крыс существенно не изменялись, а после пролонгированного - были достоверно снижены. Изученные возрастные особенности  NO-зависимой регуляции тонуса артериальных сосудов в пострадиационный период могут быть связаны с различиями в радиочувствительности эндотелиоцитов, интенсивности репаративных процессов и антиоксидантных возможностей организма, облученного на разных стадиях онтогенеза.

Summary

Luksha L.S., Solovyeva N.G. Age-related differences in NO-dependent vasodilatation caused by carbachol after short-term  and prolonged low dose (-radiation exposure

In the present article we studied vasodilatation in isolated preparation of thoracic aorta after stimulation of M-cholinoreceptors by carbachol. Vasodilatation responses caused by carbachol were similar in young and adult rats, but were significantly reduced in senile rats. Directionality and degree of vasodilatation responses after exposure to (-radiation depended on animal age and radiation dose. Postexposure changes were maximal after prolonged (-radiation exposure in young rats. In adult rats short-term (-exposure was followed by increase of the endothelium-dependent aorta relaxation, while prolonged exposure caused a decline vasodilatation responses. In senile rats aorta vasodilatation caused by carbachol was not effected by short-term (-radiation exposure, but was significantly decreased after prolonged exposure. It is suggested that age-related differences of NO-dependent blood vessels tonus control after (-radiation exposure may be due to different endotheliocytes sensitivity to radiation, reparative and  antioxidant potential of the organism, exposed to  (-radiation at different ontogenetic stages.
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