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Ôóíêöèîíàëüíûé òåñò — ÷àñòîòà ñåðäå÷íûõ ñîêðàùåíèé (×ÑÑ) áûë ïðåäëîæåí äëÿ

èññëåäîâàíèÿ ðîëè ìåæìåäèàòîðíûõ âçàèìîîòíîøåíèé â ðåãóëÿöèè ñåðäå÷íîãî ðèòìà

ñ èñïîëüçîâàíèåì ãèäðîáèîíòîâ Daphnia magna Straus. Ïîêàçàíî, ÷òî ì-õîëèíîìèìå-

òèê êàðáàìèëõîëèí â òå÷åíèå äâóõ ÷àñîâ ïîâûøàåò, à ÷åðåç ñóòêè ñíèæàåò ×ÑÑ ó äàô-

íèé. Íåñïåöèôè÷åñêèé àíòàãîíèñò àäåíîçèíîâûõ ðåöåïòîðîâ êîôåèí â òå÷åíèå ïåðâî-

ãî ÷àñà óñèëèâàåò, à â äàëüíåéøåì íå âëèÿåò íà äåéñòâèå êàðáàìèëõîëèíà. Êîôåèí

íîðìàëèçóåò ñíèæåíèå ×ÑÑ ó äàôíèé, âûçâàííîå õîëèíîáëîêàòîðîì àòðîïèíîì è

�-àäðåíîáëîêàòîðîì àòåíîëîëîì. Îáñóæäàåòñÿ âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ òåñòà ×ÑÑ

àëüòåðíàòèâíîãî áèîîáúåêòà Daphnia magna Straus äëÿ èçó÷åíèÿ ìåæìåäèàòîðíûõ

âçàèìîîòíîøåíèé, ýêñïðåññ-îöåíêè êàðäèîòðîïíîãî äåéñòâèÿ êñåíîáèîòèêîâ è ïåð-

âè÷íîãî îòáîðà ñðåäñòâ ôàðìàêîëîãè÷åñêîé êîððåêöèè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ÷àñòîòà ñåðäå÷íûõ ñîêðàùåíèé, ñèñòåìà õîëèíåðãè÷åñêàÿ, àäðåíåð-

ãè÷åñêàÿ, àäåíîçèíåðãè÷åñêàÿ, ìåæìåäèàòîðíûå âçàèìîîòíîøåíèÿ, Daphnia magna

Straus

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Daphnia magna Straus ÿâëÿþòñÿ îáùåïðèçíàííûì è

øèðîêî èñïîëüçóåìûì áèîîáúåêòîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ

òîêñè÷íîñòè êñåíîáèîòèêîâ [1, 2, 4, 6]. Ãèäðîáèîíòû

îáëàäàþò ðÿäîì ïðåèìóùåñòâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ìëåêî-

ïèòàþùèìè ïðè ïðîâåäåíèè òîêñèêîìåòðè÷åñêîãî

àíàëèçà è ñðàâíèòåëüíîé îöåíêè òîêñè÷íîñòè õèìè÷å-

ñêèõ ïðåïàðàòîâ [5]. Ïðè ýòîì â ýêñïåðèìåíòàõ íà

äàôíèÿõ ïðèìåíÿåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî æåñòêèé êðèòåðèé

äåéñòâèÿ òîêñèêàíòà — ãèáåëü ãèäðîáèîíòîâ, à çàùèò-

íûé ýôôåêò ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ îöåíèâàåòñÿ ïî

ïðåäîòâðàùåíèþ ãèáåëè. Èñïîëüçîâàíèå äëÿ îöåíêè

ïîâðåæäàþùåãî äåéñòâèÿ õèìè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ ó

äàôíèé ôóíêöèîíàëüíîãî ïàðàìåòðà — ÷àñòîòû ñåð-

äå÷íûõ ñîêðàùåíèé (×ÑÑ) ïîçâîëÿåò çíà÷èòåëüíî ðàñ-

øèðèòü ïîèñê ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ êîððåêòîðîâ íàðó-

øåíèé, âûçûâàåìûõ ñïåöèôè÷åñêèìè êàðäèîòðîïíû-

ìè ïðåïàðàòàìè, èëè ÿâëÿþùèõñÿ ñëåäñòâèåì

îáùåòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ êñåíîáèîòèêîâ. Çàäà÷åé

íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëàñü îöåíêà âîçìîæíî-

ñòè êîððåêöèè íàðóøåíèé ñåðäå÷íîãî ðèòìà ó äàôíèé,

âûçâàííûõ ëèãàíäàìè õîëèíåðãè÷åñêîé è àäðåíåðãè÷å-

ñêîé ìåäèàòîðíûõ ñèñòåì, ïóòåì ìîäóëÿöèè èõ âçàèìî-

îòíîøåíèé ñ àäåíîçèíåðãè÷åñêîé ñèñòåìîé. Â êà÷åñòâå

ëèãàíäà àäåíîçèíåðãè÷åñêîé ñèñòåìû èñïîëüçîâàëè àí-

òàãîíèñò àäåíîçèíîâûõ ðåöåïòîðîâ êîôåèí.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Îïûòû ïîñòàâëåíû íà ãèäðîáèîíòàõ Daphnia mag-

na Straus â âîçðàñòå 7 ñóòîê, âûðàùåííûõ â ëàáîðàòîð-

íûõ óñëîâèÿõ â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè

ìåæäóíàðîäíîãî ñòàíäàðòà ïî áèîòåñòèðîâàíèþ âîäû

[7].

Èçìåðåíèå ×ÑÑ ó äàôíèé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ

ðàíåå ðàçðàáîòàííîãî ìåòîäà [4], â îñíîâó êîòîðîãî

ïîëîæåí ñòðîáîñêîïè÷åñêèé ýôôåêò ñîâìåùåíèé ×ÑÑ

ñ ÷àñòîòîé âñïûøåê ñâåòîäèîäà ïîâûøåííîé ÿðêîñòè.

Óïðàâëåíèå ñâåòîäèîäîì è ðåãèñòðàöèÿ ðåçóëüòàòîâ

èçìåðåíèÿ îñóùåñòâëÿëèñü ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðà ïî

ñïåöèàëüíî ðàçðàáîòàííîé ïðîãðàììå, ïîçâîëÿþùåé â

øèðîêîì äèàïàçîíå ðåãóëèðîâàòü ÷àñòîòó è äëèòåëü-

íîñòü ïîäàâàåìîãî íà ñâåòîäèîä èìïóëüñà.

Äëÿ èçìåðåíèé ×ÑÑ ó îòäåëüíûõ îñîáåé äàôíèþ â

êàïëå êóëüòèâàöèîííîé ñðåäû ïîìåùàëè â ÿ÷åéêó äèà-

ìåòðîì 5 ìì ïëàñòèêîâîé ïîäëîæêè, ðàñïîëîæåííîé

íà ïðåäìåòíîì ñòîëèêå áèíîêóëÿðíîãî ìèêðîñêîïà

HG 315873 (îêóëÿð 10, îáúåêòèâ 60). Ñðåäó îòñàñûâà-

ëè ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãîé, èçìåðåíèÿ ×ÑÑ ïðîâîäè-

ëè â îáåçäâèæåííîì ñîñòîÿíèè ãèäðîáèîíòà.

Ïóëüñèðóþùåå èçëó÷åíèå ñâåòîäèîäà îðèåíòèðîâà-

ëè íà ñîêðàùàþùååñÿ ñåðäöå äàôíèè è, èçìåðÿÿ åãî

÷àñòîòó, äîáèâàëèñü âîçíèêíîâåíèÿ ñòðîáîñêîïè÷å-

ñêîãî ýôôåêòà, îòðàæàþùåãî ñîâïàäåíèå ÷àñòîòû ïó-

ëüñàöèè ñâåòîäèîäà ñ ×ÑÑ. Ïîñëå èçìåðåíèÿ ×ÑÑ

äàôíèé ïîìåùàëè ïî îäíîé îñîáè â ñòàêàí÷èêè ñ

10 ìë êóëüòèâàöèîííîé âîäû èëè èññëåäóåìûõ ïðåïà-

ðàòîâ, ðàñòâîðåííûõ â ýòîé âîäå. ×åðåç óêàçàííûå ïðî-

ìåæóòêè âðåìåíè ïðîâîäèëè ïîâòîðíîå èçìåðåíèå

×ÑÑ. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè äåñÿòü ðàç.

Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî òîêñè÷íîñòü íåêîòîðûõ ïðåïàðà-

òîâ â êóëüòèâàöèîííîé âîäå áûëà çíà÷èòåëüíî íèæå,

÷åì â äèñòèëëèðîâàííîé, îíà ìîãëà ñóùåñòâåííî ðàç-

ëè÷àòüñÿ â îòäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ è â êàæäîì ñëó-

÷àå îïðåäåëÿëàñü ïåðåä ïðîâåäåíèåì îïûòà. Î÷åâèä-
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íî, ýòîò ôàêò ñâÿçàí ñ ïðèñóòñòâèåì â êóëüòèâàöèîí-

íîé âîäå âîäîðîñëåé, èñïîëüçóåìûõ äëÿ êîðìëåíèÿ

äàôíèé è ñïîñîáíûõ ñîðáèðîâàòü ýêîòîêñèêàíòû.

Âñëåäñòâèå èçëîæåííîãî çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèé òåñ-

òèðóåìûõ ïðåïàðàòîâ â òàáëèöàõ ïðèâåäåíû â äîëÿõ

LÑ50. Â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå âåëè÷èíà LC50 ñîñòàâ-

ëÿëà äëÿ êàðáàìèëõîëèíà 2,86 � 0,75 ìã�ë, àòðîïèíà

— 107,3 � 13 ìã�ë, àòåíîëîëà 478 � 44,1 ìã�ë, êîôåèíà

— 195,2 � 34,1 ìã�ë.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Âëèÿíèå êîôåèíà íà ñåðäå÷íûé ðèòì äàôíèé îöå-

íèâàëè â òå÷åíèå ñóòîê â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò

0,01 äî 0,1 LC50. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1.

Êàê ñëåäóåò èç òàáëèöû, êîôåèí â çàâèñèìîñòè îò

êîíöåíòðàöèè ïîâûøàë ×ÑÑ íà ïðîòÿæåíèè îò îäíîãî

äî òðåõ ÷àñîâ íàáëþäåíèÿ. Ïðè ýêñïîçèöèè ñ êîôåè-

íîì â êîíöåíòðàöèè, íå ïðåâûøàþùåé 0,1 LC50, â òå-

÷åíèå ñóòîê íàáëþäàëàñü íîðìàëèçàöèÿ ñåðäå÷íîãî

ðèòìà (òàáë. 1).

Â òàáë. 2 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ

äåéñòâèÿ êîôåèíà íà èçìåíåíèÿ ñåðäå÷íîãî ðèòìà, âû-

çâàííûå ì-õîëèíîìèìåòèêîì êàðáàìèëõîëèíîì è

ì-õîëèíîáëîêàòîðîì àòðîïèíîì, à òàêæå ëèãàíäîì àä-

ðåíåðãè÷åñêîé ìåäèàòîðíîé ñèñòåìû — �-àäðåíîáëî-

êàòîðîì àòåíîëîëîì. Â ðàíåå îïóáëèêîâàííîì èññëå-

äîâàíèè áûëî ðàññìîòðåíî âëèÿíèå êàðáàìèëõîëèíà è

àòðîïèíà íà ñåðäå÷íûé ðèòì äàôíèé â çàâèñèìîñòè îò

êîíöåíòðàöèè è âðåìåíè èõ äåéñòâèÿ, ïîêàçàíû ñïî-

ñîáíîñòü õîëèíåðãè÷åñêèõ ëèãàíäîâ ïðîÿâëÿòü àíòà-

ãîíèçì ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè è îòëè÷èÿ

ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè õîëèíåðãè-

÷åñêîé ðåãóëÿöèè ñåðäå÷íîãî ðèòìà, âûÿâëåííûå ó

äàôíèé ïî ñðàâíåíèþ ñ ìëåêîïèòàþùèìè [3]. Â íà-

ñòîÿùåé ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ïîäîáðàííûå ðàíåå êîí-

öåíòðàöèè ëèãàíäîâ, íå âûçûâàþùèå íåîáðàòèìûõ

ýôôåêòîâ è äîñòàòî÷íûå äëÿ ðåàëèçàöèè êàðäèîòðîï-

íîãî äåéñòâèÿ.

Êàê ñëåäóåò èç ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ, êàðáàìèë-

õîëèí â êîíöåíòðàöèè 0,05 LC50 äîñòîâåðíî óâåëè÷è-

âàë ×ÑÑ â òå÷åíèå ïåðâûõ äâóõ ÷àñîâ íàáëþäåíèÿ è

ñíèæàë åå ÷åðåç 24 ÷. Êîôåèí ïðè ñîâìåñòíîé ýêñïî-

çèöèè ñ êàðáàìèëõîëèíîì â òå÷åíèå ïåðâîãî ÷àñà ïî-

âûøàë ×ÑÑ ïî ñðàâíåíèþ ñ îäíèì êàðáàìèëõîëèíîì,

à â äàëüíåéøåì íå îêàçûâàë âëèÿíèÿ íà èçìåíåíèå

ñåðäå÷íîãî ðèòìà ïîä äåéñòâèåì õîëèíîìèìåòèêà.

Àòðîïèí â êîíöåíòðàöèè 0,1 LC50 è 0,5 LC50 âî âñå

ñðîêè íàáëþäåíèÿ ñíèæàë ×ÑÑ ó äàôíèé. Êîôåèí

íåéòðàëèçîâàë äåéñòâèå àòðîïèíà, âçÿòîãî â êîíöåíò-

ðàöèè 0,1 èëè 0,5 LC50, ÷åðåç 1 è 3 ÷ îò íà÷àëà ñîâìå-

ñòíîé èíêóáàöèè.

Àòåíîëîë â êîíöåíòðàöèè 0,1 LC50 âûçûâàë êðàòêî-

âðåìåííîå (íà ïðîòÿæåíèè äâóõ ÷àñîâ) ñíèæåíèå ×ÑÑ

ó äàôíèé. Êîôåèí ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ñ àòåíî-

ëîëîì íîðìàëèçîâàë ñåðäå÷íûé ðèòì âî âñå ñðîêè íà-

áëþäåíèÿ.

Îáíàðóæåííûå ýôôåêòû êîôåèíà, ÿâëÿþùåãîñÿ àí-

òàãîíèñòîì àäåíîçèíåðãè÷åñêîé ìåäèàòîðíîé ñèñòå-

ìû, ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü åå ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè

ñåðäå÷íîãî ðèòìà ó äàôíèé.

50 Í. Ï. Ïîäîñèíîâèêîâà è äð.

������� �	 !"#	�#� ��<�#�� �� 977 5 �
����
 �
��
 ���
�� )� � �- ���$��"� 
 �O=-O � ��-� 5�>�#�*

Êîíöåíòðàöèÿ êîôåèíà
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Ïðåïàðàò
Âðåìÿ ýêñïîçèöèè, ÷

1 2 3 24

Êàðáàìèëõîëèí, 0,05 LC50 286,4 � 17,2* 286,4 � 20,1* 281,2 � 25,3 203,1 � 18,3*

Êàðáàìèëõîëèí, 0,05 LC50 + êîôåèí 322,9 � 29,1* ^ 302,1 � 24,2* 296,9 � 17,8* 190,1 � 17,1 *

Àòðîïèí, 0,1 LC50 221,3 � 15,5* 208,3 � 18,7* 203,1 � 18,3* 190,1 � 17,4 *

Àòðîïèí, 0,1 LC50 + êîôåèí 270,8 � 24,4^ 264,3 � 21,1^ 261,7 � 20,9^ 257,8 � 20,6 ^

Àòðîïèí, 0,5 LC50 158,8 � 14,3* 156,2 � 14,1* 156,2 � 13,9* 151,0 � 15,1 *

Àòðîïèí, 0,5 LC50 + êîôåèí 214,8 � 15,0*^ 223,9 � 17,9*^ 240,9 � 21,7^ 255,2 � 23,0 ^

Àòåíîëîë, 0,1 LC50 198,9 � 17,9* 231,8 � 13,9* 242,9 � 19,4 263,0 � 21,0

Àòåíîëîë, 0,1 LC50 + êîôåèí 251,3 � 17,6^ 256,5 � 20,5^ 257,8 � 23,2 260,5 � 23,4

* Îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíî ïðè p < 0,05; ^ îòëè÷èå îò äåéñòâèÿ îäíîãî ïðåïàðàòà (áåç êîôåèíà) äîñòîâåðíî ïðè p < 0,05.



Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,

÷òî ëèãàíäû ðàçëè÷íûõ ìåäèàòîðíûõ ñèñòåì ïóòåì

ìîäóëÿöèè ìåæìåäèàòîðíûõ âçàèìîäåéñòâèé ñïîñîá-

íû âëèÿòü íà ñåðäå÷íûé ðèòì ó äàôíèé, à ôóíêöèîíà-

ëüíûé òåñò ×ÑÑ ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ èññëåäîâà-

íèÿ ìåæìåäèàòîðíûõ îòíîøåíèé. Ðåãèñòðàöèÿ íàðó-

øåíèé ñåðäå÷íîãî ðèòìà ó äàôíèé òàêæå ìîæåò áûòü

èñïîëüçîâàíà äëÿ ýêñïðåññ-îöåíêè êàðäèîòðîïíîãî

äåéñòâèÿ õèìè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ è ïåðâè÷íîãî îòáîðà

ñðåäñòâ ôàðìàêîëîãè÷åñêîé êîððåêöèè.

ÂÛÂÎÄÛ

1. Êàðáàìèëõîëèí â êîíöåíòðàöèè 0,05 LC50 â ïåð-

âûå äâà ÷àñà íàáëþäåíèÿ ïîâûøàåò, à ÷åðåç ñóòêè ñíè-

æàåò ×ÑÑ ó äàôíèé. Êîôåèí â òå÷åíèå ïåðâîãî ÷àñà

óñèëèâàåò äåéñòâèå êàðáàìèëõîëèíà, à â äàëüíåéøåì

íå âëèÿåò íà íåãî.

2. Àòðîïèí â òå÷åíèå ñóòîê ñíèæàåò ×ÑÑ ó äàôíèé.

Êîôåèí, â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè àòðîïèíà,

íîðìàëèçóåò ñåðäå÷íûé ðèòì ÷åðåç 1 – 3 ÷ íàáëþäå-

íèÿ.

3. Àòåíîëîë âûçûâàåò êðàòêîâðåìåííîå, â òå÷åíèå

äâóõ ÷àñîâ, ñíèæåíèå ×ÑÑ ó äàôíèé. Êîôåèí íîðìà-

ëèçóåò ñåðäå÷íûé ðèòì â òå÷åíèå 1 ÷.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ïîääåðæêå ãðàíòà

ÐÔÔÈ (¹06-0-4-48639).
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STUDYING INTERMEDIATORY REGULATION OF HEART RHYTHM
USING DAPHNIA MAGNA AS THE ALTERNATIVE TEST OBJECT

N. P. Podosinovikova, V. A. Belyaev, and V. B. Dolgo-Saburov

Institute of Toxicology, Ministry of Public Health of the Russian Federation, ul. Bekhtereva 1,

St. Petersburg, 192019, Russia

A functional test using Daphnia magna Straus hydrobionts is proposed for studying the role of intermediatory relationships in the heart rate (HR) regulation. It
is established that the M-cholinomimetic carbamylcholine increases for two hours and decreases after 24 hours the HR in D. magna. Caffeine (a nonselective
antagonist of adenosine receptors) potentiates the action of carbamylcholine during the first hour and then ceases to influence the drug effect. Caffeine normali-

zes the HR rate D magna, which was decreased by the cholinolytic atropine and the �-adrenolytic atenolol. The possibilities of using the proposed test for the
investigation of intermediatory relationships in the HR regulation, rapid analysis of the cardiothropic action of xenobiotics, and the primary screening of drugs
for the pharmacological correction of HR disturbances are discussed.

Key words: Heart rate, cholinergic system, adrenergic system, adenosinergic system, intermediatory relationships, Daphnia magna Straus
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