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Газообразный модулятор оксид азота (NO) синтезируется в вестибулярном эпителии в нормальных
и патологических условиях. На изолированном вестибулярном аппарате лягушки при помощи ме-
тода внешней перфузии и регистрации импульсной активности нерва, контактирующего с задним
полукружным каналом, изучали влияние донора NO морфолиносиндонимин гидрохлорида (SIN-1)
на функцию метаботропных глутаматных рецепторов (МГР). SIN-1 (0.1–100 мкМ) увеличивал уро-
вень фоновой импульсной активности афферентных волокон. SIN-1 (1 и 10 мкМ) уменьшал вели-
чину ответа агониста метаботропных глутаматных рецепторов (±)-1-аминоциклопентан-транс-1,3-ди-
карбоновой кислоты (ACPD). Ингибирующий эффект был обратим и не зависел от концентрации
SIN-1. Показано, что NO может модулировать функцию метаботропных глутаматных рецепторов,
модифицируя афферентный поток от вестибулярного аппарата в центральную нервную систему.

Ключевые слова: оксид азота, NO-синтаза, метаботропные глутаматные рецепторы, вестибулярный
аппарат, синаптическая пластичность
DOI: 10.1134/S0233475518060075

ВВЕДЕНИЕ
Сенсором внутреннего уха являются механо-

чувствительные волосковые клетки, синаптиче-
ски контактирующие с афферентными и эффе-
рентными нервными волокнами. В нормальном
состоянии волосковые клетки выделяют неболь-
шое количество глутамата, который обеспечивает
умеренную деполяризацию мембраны и готов-
ность передачи информации от вестибулярных
сенсоров в центральную нервную систему. Изме-
нение положения головы сопровождается смеще-
нием стериоцилий на апикальной поверхности
волосковых клеток, деполяризацией базальной
мембраны и выделением нейропередатчика глу-
тамата. Высокоэффективное и точное функцио-
нирование аминокислотного синапса вестибу-
лярного эпителия требует многоуровнего меха-
низма модуляции, которая осуществляется за
счет влияния метаболитов эфферентной систе-
мы, а также посредством локальных модулирую-
щих влияний на уровне синапса, координирую-
щих работу пре- и постсинаптической мембран

[1]. Изучение механизмов функционирования
афферентного глутаматергического синапса и
способов его модуляции связано с необходимо-
стью исследования природы патологических со-
стояний периферического отдела вестибулярного
анализатора.

Один из локальных модуляторов синаптиче-
ской передачи – газообразный внесинаптиче-
ский мессенджер оксид азота (NO) – легко прони-
кает через мембраны и распространяется по гради-
енту концентрации. NO синтезируется в тканях при
активации синтазы оксида азота (NOS) в присут-
ствии кальмодулина и ионов Са2+ [2–4]. Ключе-
вые звенья пути NO/sGC-/GMP/PKG: фермент,
активирующий синтез NO [5, 6] и внутриклеточ-
ный рецептор NO (растворимая гуанилатциклаза
(sGC)), были выявлены в волосковых рецепторах
внутреннего уха [7]. Нейрональная (nNOS) и эн-
дотелиальная (eNOS) изоформы NOS функцио-
нируют в нормальных физиологических услови-
ях, а индуцибельная изоформа – при воспалении,
действии ототоксических веществ и патологиче-
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ских состояниях (при травме внутреннего уха).
В вестибулярном эпителии изоформы nNOS и
eNOS выявлены в афферентных и эфферентных
нервных волокнах и волосковых клетках [5, 8–
10]. Сравнение локализации nNOS и eNOS в во-
лосковых клетках показало, что обе изоформы
присутствуют в одной и той же клетке. nNOS ло-
кализована преимущественно в апикальной ча-
сти в стереоцилиях, и обе изоформы обнаружены
в цитоплазме волосковых клеток [11]. Важно от-
метить, что такие факторы, как стресс, гипоксия,
повреждение тканей, стероидные гормоны, бар-
битураты, уровень активности нервной ткани
могут существенно регулировать экспрессию
nNOS [12].

Эндогенный синтез NO в тканях внутреннего
уха доказан при помощи флуоресцентных и им-
муноцитохимических методов. На вестибуляр-
ном аппарате морской свинки с использованием
нового флуоресцентного индикатора зарегистри-
рован базовый синтез NO и изменение его дина-
мики при аппликации глутамата, NMDA и AMPA,
что предполагает участие NO в процессах нор-
мальной синаптической передачи, при эксайто-
токсичности и патологических состояниях внут-
реннего уха [13, 14]. На улитке морской свинки
при помощи электрохимического метода и спе-
цифического сенсора к NO зарегистрирован син-
тез NO, который уменьшался в присутствии ин-
гибитора NOS и увеличивался при звуковой на-
грузке [15].

Данные сенсорной физиологии свидетель-
ствуют о важной функциональной роли NO в си-
наптической передаче в структурах внутреннего
уха. NO, который является полифункциональной
молекулой, повышает уровень фоновой активно-
сти афферентных волокон [16, 17], увеличивает
амплитуду ответов на механическую стимуляцию
[18], модулирует функцию ионотропных глута-
матных рецепторов (ИГР) [17], ингибирует актив-
ность Са2+- и К+-каналов [19–21], увеличивает
концентрацию синаптических пузырьков в си-
напсе и высвобождение медиатора из пресинап-
тической мембраны [22, 23]. Согласно нашим
предварительным данным донор NO S-нитрозо-
N-ацетил-DL-пеницилламин (S-nitroso-N-acetyl-
DL-penicillamine, SNAP), относящийся к классу
S-нитрозотиолов, может влиять на модуляцию
функции метаботропных глутаматных рецепто-
ров (МГР) [24].

Молекулы доноров NO в водном растворе рас-
падаются на два фрагмента, один из которых NO.
Доноры различных классов характеризуются раз-
личной скоростью высвобождения NO. Для кор-

ректной интерпретации полученных результатов
и доказательства влияния именно NO (но не вто-
рого фрагмента молекулы) на исследуемый фено-
мен принято проводить сравнительное изучение
влияния различных классов доноров. Таким об-
разом, цель данной работы состояла в исследова-
нии влияния донора SIN-1 на частоту фоновой
активности афферентных волокон и величину от-
ветов агониста МГР ACPD.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты проводили на лягушках-сам-
цах Rana temporaria весом 20–25 г в осенне-зимний
период. Вестибулярный аппарат лягушки являет-
ся уникальной моделью, позволяющей исследо-
вать механизмы синаптической передачи в буто-
нообразных окончаниях между волосковой клет-
кой типа II и афферентным нервным волокном.
Опыты проводили на изолированном вестибу-
лярном препарате при комнатной температуре в
условиях постоянной перфузии нормальным рас-
твором следующего состава (в мМ): NaCl – 117;
KCl – 2.5; NaHCO3 – 1.2; NaH2PO3 · 2H2O – 0.17;
CaCl2 – 1.8; глюкоза – 2.5. Хрящевую капсулу с
лабиринтом иссекали и помещали для последую-
щего препарирования в камеру, расположенную
под объективом бинокулярного микроскопа.
Множественную импульсную активность аффе-
рентных волокон, контактирующих с рецептор-
ным эпителием заднего полукружного канала,
регистрировали при помощи засасывающего
стеклянного электрода, что позволяло регистри-
ровать электрическую активность пула аффе-
рентных волокон в течение всего эксперимента
on-line и контролировать ее на экране осцилло-
графа. Параллельно электрическая активность
афферентных волокон преобразовывалась в пря-
моугольные стандартные импульсы длительно-
стью 2 мс, регистрируемые на компьютере в тече-
ние эксперимента при помощи оригинальной
программы. Использовали только препараты со
стабильным уровнем фоновой активности. Ап-
пликацию растворов осуществляли методом
внешней перфузии со скоростью 1 см3/мин. Ис-
следуемые вещества растворяли в нормальном
растворе в необходимых концентрациях (рН 7.4).
В опытах использовали следующие вещества: ин-
гибитор NOS гидрохлорид метилового эфира
N-нитро-L-аргинина (N-nitro-L-arginine methyl
ester hydrochloride, L-NAME); донор NO 3-мор-
фолиносиднонимингидрохлорид (3-morpholino-
sydnonimine hydrochloride, SIN-1); агонист МГР
типа I и II (±)-1-аминоциклопентан-транс-1,3-
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дикарбоновую кислоту ((±)-1-aminocyclopentane-
trans-1,3-dicarboxylic acid (ACPD), Sigma). Рас-
твор донора NO SIN-1 готовили непосредственно
перед экспериментом и в течение всего опыта
максимально защищали от света. Дозозависи-
мость эффектов L-NAME (1–100 мкМ) и SIN-1
(0.01–100 мкМ) исследовали на одних и тех же
препаратах. Временной промежуток между ап-
пликациями составлял не менее 15 мин.

Полученный цифровой материал анализиро-
вали off-line. Поскольку афферентные волокна
характеризуются фоновой активностью, отража-
ющей выделение глутамата волосковыми клетка-
ми, ответ агониста МГР ACPD оценивали как от-
ношение максимальной частоты ответа на предъ-
явление исследуемого вещества к частоте
фоновой импульсной активности до его апплика-
ции. Влияние донора NO SIN-1 и ингибитора
NO-синтазы L-NAME на функцию МГР оцени-
вали как изменение амплитуды ответа в отсут-
ствие (контроль) и на фоне аппликации SIN-1 и
L-NAME. Данные представлены средними зна-
чениями и стандартными ошибками M ± SEM.
Проводили однофакторный дисперсионный ана-
лиз для зависимых переменных ANOVA (Repeated
measures) с последующими множественными
парными сравнениями (Post hoc test), фактор –
стадия процесса (фон/воздействие/восстановле-
ние). При отсутствии достаточного материала в
стадии восстановления, сравнивали только две
стадии с применением t-теста. Все расчеты про-
дублированы ранговым тестом Вилкоксона для
зависимых переменных. Статистические реше-
ния принимались на 5% уровне значимости. Рас-

четы проводили с использованием программного
комплекса SPSS Inc. Иллюстративный материал
готовили с помощью пакета программ MS-Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Импульсную активность афферентных воло-

кон, иннервирующих задний полукружный канал
вестибулярного аппарата, регистрировали на
82 препаратах. Для активации МГР использовали
агонист групп I и II ACPD, так как ранее нами было
показано, что в афферентном синапсе вестибу-
лярного аппарата присутствуют MГР групп I и II [25].

Влияние ингибитора NO-синтазы на ответы
агониста МГР ACPD. Влияние ингибитора
NO-синтазы L-NAME на амплитуду ответов аго-
ниста МГР ACPD изучали после 4-минутной пер-
фузии синаптической области раствором L-NAME
(1–100 мкМ) (рис. 1). L-NAME в концентрациях
1–10 мкМ был неэффективен, но в концентрации
100 мкМ статистически значимо увеличивал ам-
плитуду ответа агониста МГР ACPD, причем по-
тенциирующий эффект был обратим. (ANOVA
F(2.16) = 4.58, p = 0.027), критерий Вилкоксона
0.021. р < 0.05; n = 10).

Вывод: ингибирование NO-синтазы приводи-
ло к увеличению амплитуды ответа агониста МГР
ACPD, что увеличивало соотношение сигнал–шум.

Влияние донора NO SIN-1 на уровень фоновой
активности aфферентных волокон и на ответы
агониста МГР ACPD. Изучали влияние донора
NO SIN-1 на уровень фоновой активности в диа-
пазоне концентраций 0.01–100 мкМ. Примене-
ние однофакторного дисперсионного анализа

Рис. 1. Влияние различных концентраций ингибитора NO-синтазы L-NAME на амплитуду ответа агониста МГР trans-
ACPD (50 мкМ). а – Оригинальная запись эксперимента, L-NAME 100 мкМ. По оси абсцисс – время, с; по оси орди-
нат – средняя частота импульсной активности, имп/с. б – Суммарная гистограмма, иллюстрирующая изменение ам-
плитуды ответа агониста МГР ACPD после ингибирования NO-синтазы раствором L-NAME в различных концентра-
циях. По оси ординат – амплитуда ответа агониста МГР ACPD в нормальном растворе и после 3–4-минутного инги-
бирования NO-синтазы. По оси абсцисс – концентрация ингибитора NO-синтазы L-NAME: слева направо – ACPD-
контроль, ACPD на фоне L-NAME. Здесь и далее * – статистически значимые отличия от контрольного уровня, p ≤ 0.05.
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выявило значимое влияние SIN на уровень фоно-
вой активности (ANOVA F(4.28) = 3.377; p = 0.022,
η2 = 0.325).

Перфузия синаптической области раствором
SIN-1 вызывала увеличение уровня фоновой ак-
тивности афферентных волокон. Динамика воз-
буждающего ответа широко варьировала от опыта
к опыту. В ряде экспериментов после первона-
чального повышения уровня фоновой активности
наблюдалось уменьшение частоты импульсных
разрядов афферентных волокон на фоне продол-
жающейся аппликации SIN-1. Кривая доза–от-
вет для донора NO носила волнообразный харак-
тер (рис. 2). Пороговая концентрация составляла
0.01 мкМ. Повышение частоты фоновой активно-
сти было максимальным в присутствии 10 мкМ
SIN-1. Значимые различия в средних величинах
ответов наблюдались при концентрации 0.01 и
0.1 мкМ (Post hoc 0.004) и 0.01 и 10 мкМ (Post
hoc 0.037). Тенденция к различию амплитуд отве-
тов отмечена в концентрациях 1 и 10 мкМ (Post
hoc 0.097) и 10 и 100 мкМ (Post hoc 0.097). После
длительной перфузии синаптической области
растворами донора NO в высокой концентрации
не наблюдали восстановления первоначального
уровня фоновой активности.

В наших опытах и SIN-1, и ACPD увеличивали
импульсную активность афферентных волокон.
Чтобы отделить стимулирующий эффект SIN-1
на фоновую активность от возбуждающего эф-
фекта NO на ответы агониста МГР ACPD в сум-
марноме афферентном потоке применяли следу-
ющий экспериментальный протокол. Вначале
регистрировали реакцию афферентных волокон
на аппликацию агониста МГР ACPD (контроль).

После возвращения импульсной активности к
исходному уровню синаптическую область пер-
фузировали раствором SIN-1, а аппликацию аго-
ниста МГР ACPD проводили после регистрации
максимального ответа на аппликацию донора
NO. Результаты этой серии опытов представлены
на рис. 3.

Донор NO SIN-1 статистически значимо
уменьшал величину ответа агониста МГР ACPD.
Отношение среднего значения максимальной ам-
плитуды ответа к фоновой активности в норме
составляло 141.89 ± 2.7, а на фоне аппликации
1 мкМ SIN-1 – 130.8 ± 4.3. Наблюдаемые разли-
чия были статистически значимыми (t-тест p =
= 0.036; n = 15, р < 0.05; Вилкоксон р = 0.023).
Величина ответа агониста МГР ACPD на фоне
действия 10 мкМ SIN-1 статистически значимо
изменялась от 149 ± 4.2 до 136.5 ± 2.1 (t-тест p =
= 0.002; n = 14, р < 0.05; Вилкоксон р = 0.004). По-
вышение концентрации донора NO на порядок
не повлияло на величину ингибирующего эффек-
та. Амплитуда ответа восстанавливалась в нор-
мальном растворе.

ОБСУЖДЕНИЕ
Эффективность сигнала от вестибулярных ор-

ганов в ЦНС определяется соотношением фоно-
вой и вызванной активности. МГР локализованы
на пре- и постсинаптической мембранах аффе-
рентного синапса [25, 26] и наряду с ИГР участвуют
в формировании вызванной активности. Наши
данные свидетельствуют о том, что и положитель-
ные, и отрицательные колебания концентрации
NO влияют на функцию МГР. Как уже сказано,
NO синтезируется в вестибулярном эпителии в

Рис. 2. Влияние различных концентраций донора NO SIN-1 на уровень фоновой активности афферентных волокон,
контактирующих с задним полукружным каналом вестибулярного аппарата лягушки. а – Оригинальная запись экс-
перимента. б – Кривая доза–ответ при перфузии синаптической области растворами донора NO SIN-1. По оси абс-
цисс – концентрация SIN-1. По оси ординат – увеличение частоты фоновой активности афферентных волокон в %
по отношению к уровню фоновой активности, регистрируемой до начала аппликации вещества, фон 100%.
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широком диапазоне концентраций в нормальных
и патологических условиях. На вестибулярном
эпителии саккулюса лягушки при помощи спе-
цифического флуоресцентного зонда выявлен
фоновый синтез NO, его значительное пониже-
ние в присутствии L-NAME, антагониста нейро-
нальной и эндотелиальной NO-синтазы [27]. По-
скольку иммунологическими методами NOS вы-
явлена в волосковых рецепторах и в афферентных
волокнах, можно предположить, что в наших
опытах ингибитор NOS влиял на пре- и постси-
наптические мембраны. На пресинаптическом
уровне L-NAME уменьшал активность фермента,
что могло приводить к подавлению синтеза NO,
активирующего выделение медиатора глутамата.
Нами показано депрессивное влияние ингибито-
ра NOS на активность постсинаптичекой мем-
браны афферентного синапса вестибулярного
эпителия в условиях блокады пресинаптиче-
ской мембраны гипермагниевым–гипокальцие-
вым раствором. В этих опытах восстановлен-
ный L-глутаматом уровень импульсной актив-
ности постсинаптической мембраны понижался
в присутствии L-NAME [28].

В наших опытах подавление синтеза NO инги-
битором нейрональной и эндотелиальной
NO-синтазы L-NAME увеличивало амплитуду
ответов агониста МГР ACPD. Потенцирующий
эффект наблюдался только при высоких концен-
трациях ингибитора. Низкая чувствительность
ответов МГР к ингибитору NOS предполагает,
что негативные колебания уровня NO не оказы-
вают существенного влияния на механизм фор-
мирования ответов перисинаптически локализо-
ванных МГР [29]. Важно отметить, что ингибитор

NOS разнонаправленно действовал на фоновую
активность афферентных волокон и на ответы
МГР. Значительные различия в чувствительности
ответов МГР и фоновой активности на апплика-
цию L-NAME могут объясняться до сих пор недо-
статочно изученными различиями в механизмах
формирования фоновой и вызванной активности
[1]. Согласно концепции Hendricson и Guth, фо-
новая активность формируется за счет активации
ИГР без участия МГР [30]. Однако эта гипотеза не
согласуется с данными, согласно которым инги-
бирование фоновой активности афферентных
волокон наблюдается при воздействии антагони-
ста МГР групп I и II MCPG [25] и ингибитора ре-
цепторов IP3 2APB [31].

Нами не обнаружены данные о влиянии инги-
биторов NOS на функцию МГР. Увеличение ам-
плитуды ответов на аппликацию глутамата и аго-
нистов ИГР мы наблюдали и ранее в условиях
подавления активности NO-синтазы неспеци-
фическим ингибитором L-NAME [17].

Молекулы доноров NO в водном растворе дис-
социируют на два фрагмента, один из которых
NO. Доноры NO достаточно хорошо изучены.
S-сиднонимины (к которым относится SIN-1),
относительно устойчивые в условиях затемнения,
высвобождаются при физиологических значени-
ях рН, менее токсичны, чем нитрозотиолы [32], и
традиционно используются в качестве доноров
NO в физиологических экспериментах [33, 34].
Показано, что SIN-1 может оказывать разнона-
правленное действие на фоновую активность
нейронов в различных экспериментальных моде-
лях. На мотонейронах nucleus ambiguous гортани
SIN-1 или увеличивал, или уменьшал, или не

Рис. 3. Влияние донора NO SIN-1 на величину ответа агониста МГР ACPD. а – Oригинальная запись эксперимента.
б – Суммарная гистограмма, отражающая ингибирование ответа агониста МГР ACPD на фоне развития ответа донора
NO SIN-1. По оси абсцисс слева направо – ACPD контроль, ACPD после кратковременной аппликации SIN-1,
ACPD – восстановление через 15 мин; по оси ординат величина ответа ACPD, среднее ± ошибка среднего.
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влиял на уровень фоновой активности [35]. В то
же время SIN-1 подавлял фоновую активность
нейронов среднего мозга [36]. В наших опытах
SIN-1 оказывал позитивное волнообразное влия-
ние на уровень фоновой активности, а его эффект
мало зависел от концентрации. Аналогичная кон-
центрационная кривая влияния SIN-1 на фоно-
вую активность афферентных волокон и на ам-
плитуду механически вызванных ответов получе-
ны на вестибулярном аппарате аксолотля [16], где
позитивное модулирующее влияние донора на
механически вызванные ответы было наиболь-
шим при его концентрации 10 мкМ.

Сравнение характера влияния доноров NO
SIN-1 и SNAP на фоновую активность афферент-
ных волокон показывает, что оба донора в низких
концентрациях увеличивали частоту фоновой ак-
тивности, которая уменьшалась на фоне аппли-
кации донора. В диапазоне низких концентраций
доноров дозозависимый эффект отсутствовал
[28]. Однако при аппликации высоких концен-
траций SNAP в ряде экспериментов за положи-
тельной фазой ответа следовало развитие второй
негативной волны, амплитуда и длительность ко-
торой варьировала от опыта к опыту. Понижение
частоты фоновой активности при аппликации
SIN-1 было менее выражено и выявлено в не-
большом числе опытов. Различия в развитии не-
гативной фазы ответа могут быть связаны с раз-
личной химической реактивностью и кинетикой
высвобождения NO у доноров разных классов
[37]. Выраженного дозозависимого влияния до-
норов NO SIN-1 и SNAP на уровень фоновой ак-
тивности афферентных волокон не выявлено так-
же на вестибулярном аппарате аксолотля [16].

В наших экспериментах SIN-1 подавлял отве-
ты агониста МГР ACPD. Ранее мы показали, что
донор NO SNAP в одинаковой степени подавлял
ответы агониста МГР групп I и II ACPD и агони-
ста группы I МГР DHPG [24, 38], а ингибирую-
щий эффект SNAP на ответы агониста МГР
ACPD исчезал после 20-минутной предынкуба-
ции препарата в растворе ODQ – специфическо-
го ингибитора sGC [39]. В малых концентрациях
SIN-1 и SNAP оказывали аналогичное влияние
на уровень фоновой активности афферентных
волокон и амплитуду ответа агониста МГР ACPD.
Принимая во внимание отсутствие депрессивно-
го влияния SNAP на функцию МГР в условиях
ингибирования sGC и данных об отсутствии ста-
тистически значимых различий во влиянии доно-
ров SIN-1 и SNAP, можно предположить, что ин-
гибирование функции МГР обусловлено именно
NO. Это предположение требует дополнительных

исследований c использованием ингибитора sGC
ODQ и скавенджера NO.

Наши эксперименты позволяют сделать вывод
о том, что NO оказывает разнонаправленное дей-
ствие на фоновую активность афферентных воло-
кон и активность МГР, что существенно модифи-
цирует сигнал, поступающий в центральную
нервную систему от вестибулярных органов. Дей-
ствительно, аппликация доноров NO в синапти-
ческую область вызывает увеличение частоты фо-
новой активности афферентных волокон, кото-
рая, согласно гипотезе Guth и соавт. [1],
обусловлена фоновым выделением медиатора
глутамата волосковыми клетками. Изменение
выхода различных медиаторов в присутствии NO
в центральной и периферической нервной систе-
ме показано на различных экспериментальных
моделях. NO модулировал выход ацетилхолина в
нейромышечном синапсе [40, 41], увеличивал эк-
зоцитоз GABA [42–45], глутамата [46, 47], но ин-
гибировал выход глицина [44]. На культуре
тканей кортикальных нейронов с помощью вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии
показано увеличение выделения медиаторов ас-
партата, глутамата, глицина и GABA в присут-
ствии донора NO SNAP. Повышение уровня вы-
деления медиаторов подавлялось специфиче-
ским ингибитором sGC ODQ и скавенджером
NO с-PTIO, что свидетельствует о специфично-
сти реакции [23].

Учитывая, что в структурах внутреннего уха
фоновая активность афферентных волокон отра-
жает выделение медиатора глутамата волосковы-
ми клетками [1], можно предположить, что NO
стимулирует фоновый выход глутамата из волос-
ковых рецепторов и поддерживает функциональ-
ную готовность постсинаптической мембраны.
Выход глутамата из пресинаптической мембраны
в присутствии ретроградного мессенджера NO
рассматривается как один из механизмов синап-
тической пластичности [48].

МГР делятся на три группы в зависимости от
структуры, фармакологических характеристик и
связи с сигнальными каскадами вторичных по-
средников. Функция различных групп МГР в ве-
стибулярном аппарате изучена недостаточно.
В вестибулярном аппарате иммуноцитохимиче-
скими и электрофизиологическими методами
выявлены только МГР групп I и II. Показано, что
МГР группы I активируют фосфолипазу С, что
приводит к выходу Са2+ из внутриклеточного де-
по с участием рецепторов рианодина и инозитол-
трифосфата [25, 26, 30, 31, 49], локализованных в
волосковых клетках [31, 50]. При механическом
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адекватном раздражении группа I МГР участвует
в формировании положительной обратной связи,
увеличивая контраст между фоновой и вызван-
ной активностью [30]. МГР группы II выявлены
иммуноцитологически [25], но их функция в ве-
стибулярном эпителии остается совершенно не-
изученной, а МГР группы III не обнаружены [26].
Наши опыты показали, что функция МГР может
модулироваться оксидом азота, поскольку ам-
плитуда ответа на аппликацию ACPD и DHPG,
агонистов МГР, значимо уменьшается на фоне
аппликации доноров NO SNAР и SIN-1 [24, 38].
В этой связи модуляция функции рецепторов ри-
анодина и инозитолтрифосфата волосковых кле-
ток NO представляет особый интерес. Влияние
NO на функцию МГР может осуществляться на
пре- и постсинаптическом уровне, так как лока-
лизация NOS и МГР типа I и II выявлена в волос-
ковых клетках и ганглиях Скарпа [25, 26, 30, 49].

Принято считать, что NO оказывает свое мо-
дулирующее действие при помощи двух основ-
ных механизмов: путем прямого взаимодействия
NO с белками (реакция нитрозилирования) и по-
средством взаимодействия со специфическим
цитозольным рецептором NO – растворимой гуа-
нилатциклазой (путь NO/sGC/cGMP/PKG).
Прямых данных о модулирующем влиянии NO на
функцию МГР нам обнаружить не удалось.

Можно предположить, что одним из возмож-
ных механизмов влияния NO на функцию МГР
является модуляция активности сигнального кас-
када, запускаемого МГР за счет изменения уров-
ня IP3 или фосфорилирования рецепторов IP3
эндоплазматического ретикулума. На интактных
клетках и микросомах гладкой мускулатуры ки-
шечника показано, что активация PKG приводи-
ла к фосфорилированию рецепторов IP3, что
уменьшало выход Са2+ из саркоплазматического
ретикулума [51].

На культуре клеток СOS-7 при помощи флуо-
ресцентного метода показано, что выход Са2+ из
внутриклеточного депо, инициируемый бради-
кинином, существенно подавлялся в условиях
предынкубации комплекса IRAG и киназы
сGKIβ с аналогом cGMP 8-pCPT-cGMP [52, 53].
Эти данные указывают на то, что активация кас-
када NO/sGC/cGMP модулирует выход Са2+ из
внутриклеточного депо, активируемый метабо-
тропными рецепторами брадикинина.

На ооцитах китайского хомячка показано, что
активация cGMP-зависимой киназы приводила к
уменьшению синтеза IP3, стимулируемого тром-
бином, и, следовательно, к понижению выхода

Са2+ [54]. Предполагается, что cGMP-зависимая
киназа может понижать уровень внутриклеточно-
го Са2+ не только путем подавления синтеза IP3,
но и в результате влияния на протеинкиназу С,
что может рассматриваться как механизм, на-
правленный против эксайтотоксичности.

Функция МГР может модулироваться NO и за
счет изменения активности рецепторов рианоди-
на путем прямого присоединение NO. Показано,
что функция рецепторов рианодина зависела от
концентрации внутриклеточного Са2+ и модули-
ровалась ATP, Mg2+, кальмодулином и NO [55].
Причем вектор влияния NO на рецепторы риано-
дина зависел от мембранного потенциала и кон-
центрации донора NO. Частота открывания Са2+-
канала стимулировалась низкими концентрация-
ми донора NO и уменьшалась при его высоких
концентрациях [56]. Процесс нитрозилирования
рианодиновых кальциевых каналов показан на
клетках Пуркинье [57–59].

Процесс синаптической передачи между нерв-
ными клетками формируется за счет быстрой и
медленной волн возбуждения. Быстрая деполя-
ризация синаптической мембраны активирует
каналы плазматической мембраны и вызывает
вход Са2+ в клетку за счет активации потенциал-
зависимых Са2+-каналов. Пролонгирование вол-
ны возбуждения осуществляется при активации
МГР и сопровождается выходом Са2+ из цистерн
эндоплазматического ретикулума.

Наши данные позволяют сделать вывод о мо-
дулирующем влиянии NO на функцию МГР, что
выражается в модификации второй волны воз-
буждения. Изменение соотношения уровня фо-
новой и вызванной активности при воздействии
NO служит важным механизмом регуляции пла-
стичности афферентного аминокислотного си-
напса и контроля уровня афферентного потока от
вестибулярных органов в центральную нервную
систему.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Программы фундаментальных научных исследо-
ваний государственных академий на 2013–2020 го-
ды (ГП-14, раздел 64), поддержана грантом
РФФИ № 14-04-00409.
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Donor NO SIN-1 As a Modulator of Metabotropic Glutamate Receptors in the Afferent 
Amino Acid Synapse of the Frog Vestibular Apparatus

I. V. Ryzhova1, *, A. D. Nozdrachev1, T. V. Tobias1, and E. A. Vershinina1

1Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, 
naberezhnaya Makarova 6, St. Petersburg, 199034 Russia

*e-mail: ireneryzhova@mail.ru

The gaseous modulator nitric oxide (NO) is synthesized in the vestibular epithelium under normal and
pathological conditions. The influence of donor NO 3-morpholino-sydnonimine hydrochloride (SIN-1) on
the function of metabotropic glutamate receptors was studied on the isolated vestibular apparatus of the frog,
using the method of external perfusion and the recording of the impulse activity of the nerve contacting with
the posterior semicircular canal. SIN-1 (0.1–100 μM) increased the level of background impulse activity of
the afferent fibers. SIN-1 (1 and 10 μM) reduced the amplitude of the evoked response of the agonist of me-
tabotropic glutamate receptors (±)-1-aminocyclopentane-trans-1,3-dicarboxylic acid (ACPD). The inhibi-
tory effect was reversible and did not depend on the concentration of SIN-1. The results indicate that NO can
modulate the function of metabotropic glutamate receptors, modifying the afferent f low from the vestibular
apparatus to the central nervous system.

Keywords: nitric oxide, NO synthase, metabotropic glutamate receptors, vestibular apparatus, synaptic plasticity
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