
ОТЗЫВ
официального оппонента, доктора биологических наук Лопатиной Екатерины
Валентиновны, на диссертацию Абрамочкина Дениса Валерьевича «Секреция
ацетилхолина в сердце и механизмы холинергической регуляции миокарда»,
представленную на соискание ученой степени доктора биологических наук

по специальности

03.03.01 - физиология

Актуальность диссертационного исследования

Несомненная актуальность исследования Д.В. Абрамочкина обусловлена
необходимостью анализа новых фундаментальных данных о физиологической роли
неквантового ацетилхолина, особенностях формирования и функционирования
холинергической регуляции миокарда на разных этапах онтогенеза. В работе впервые
демонстрируется существование неквантовой секреции АХ в миокарде эволюционно
различных позвоно,чных животных, а также выясняются механизмы регуляции этого
процесса.

В ходе онтогенеза механизмы вегетативной регуляции миокарда претерпевают
существенные изменения. Понимание указанных механизмов позволяет рассматривать
полученные в ходе исследования данные как базу для дальнейшей разработки моделей
для изучения возможности направленной фармакокоррекции сердечно-сосудистой
патологии со стороны холинергических входов. Необходимо отметить, что работа имеет
серьезное социальное значение, поскольку в настоящее время заболевания сердечно-
сосудистой системы занимают первое место в России и во всем мире.

Оценка объема, структуры, содержания работы и полноты изложения материалов
диссертации, опубликованных автором

Работа Дениса Валерьевича Абрамочкина выполнена на кафедре физиологии
человека и животных биологического факультета Федерального государственного
бюджетного образовательного учреждения высшего образования «Московский
государственный университет имени М.В. Ломоносова».

Диссертация представлена в одном томе на 262 страницах машинописного
компьютерного текста. Работа иллюстрирована 81 рисунком. Список литературы
включает 427 источников, основная часть из которых, работы, опубликованные за
рубежом. Работа выполнена на большом экспериментальном материале. В исследовании
использовано 420 взрослых крыс, 48 новорожденных крысят первого дня жизни, 45 3-х
недельных крысят, 28 19-дневных крысиных эмбрионов, полученных от 10 беременных
крыс, 30 мышей, 5 кроликов, 25 лягушек, 27 особей трески.

Диссертация построена по традиционному плану и состоит из введения, обзора
литературы, описания методов, объектов и материалов исследования, изложения
результатов, обсуждения, выводов и списка цитируемой литературы. Текст диссертации
написан достаточно ясно, в работе 8 разделов.

Основные результаты диссертационного исследования опубликованы в 21 статье, в
ведущих отечественных и зарубежных журналах, рекомендованных ВАК, и пред ставлены
на крупных международных и отечественных конференциях, съездах и конгрессах.

В главе 1 «Введение» автор обосновывает актуальность избранной темы
исследования, научную новизну исследования, научное и практическое значение работы,
формулирует цель и задачи работы, а также положения, выносимые на защиту.

В главе 2 «Обзор литературы» дан подробный анализ данных по теме
исследования. Глава состоит из 5 разделов. Тщательно описаны парасимпатическая



иннервация сердца, жизненный цикл АХ, неквантовая секреция АХ, реализация
холинергических эффектов в сердце, особенности холинергической стимуляции при
возникновении патологических состояний в сердце. Этот раздел работы дает общую
характеристику ИЗу'чаемой проблемы, свидетельствует о хорошей эрудиции автора и
раскрывает стоящие перед ним задачи. Глава базируется на описании фундаментальных и
клинических работ середины и конца 20 века и на современных публикациях.

Глава 3 «Методика» отражает общую методологию исследования. Автор дает
подробную характеристику используемых в экспериментах лабораторных животных,
растворов и препаратов, освещает частные вопросы, связанные с подготовительными
этапами экспериментальной работы. Для решения поставленных в работе задач автором
использованы современные, высокотехнологичные методы и подходы, которые
соответствуют поставленным задачам, а именно: внутриклеточная регистрация
биоэлектрической активности; пэтч-кламп метод; иммуногистохимическое исследование
препаратов миокарда; метод РВ-ПЦР; в части исследований осуществлялась оценка
динамики эндо- и экзоцитоза. Сведения об используемых в работе веществах обобщены в
таблице1 автореферата и тщательно описаны в соответствующих подразделах главы.

Достоверность представленных автором данных не вызывает сомнений. Методы
статистической обработки адекватны.

Глава 4 «Результаты». Эта глава является самой важной частью диссертационной
работы и представляет собой описание тщательно проведенных и выверенных
исследований. Глава разделена на 3 общих раздела, каждый из которых поделен на
подразделы. Подобный стиль изложения результатов позволяет анализировать
полученные данные постепенно и облегчает их восприятие.

Раздел 4.1. отражает результаты по изучению неквантового способа секреции АХ в
миокарде, выяснению механизма его действия и способов регуляции. В разделе 4.1.1.
приведены экспериментальные доказательства существования неквантовой секреции АХ в
миокарде млекопитающих. Отдельно, в подразделе 4.1.1.1. представлены данные о том,
что ингибиторы АХЭ параоксон, армин и прозерин видоизменяют электрическую
активность в препаратах правого предсердия крысы. В подразделе 4.1.1.2. описаны
результаты по изучению действия атропина на конфигурацию электрической активности
предсердного миокарда крысы в нормальных условиях. Подраздел 4.1.1.3. содержит
данные по исследованию влияния веществ, блокирующих активность постганглионарных
холинергических нейронов. Обнаружено, что они не влияют на эффект ингибиторов АХЭ.
Отдельная часть работы была посвящена изучению влияния ботулинического токсина на
эффекты ингибитора АХЭ в миокарде. Подраздел 4.1.1.4. описывает полученные
результаты. Автором экспериментально показано, что блокатор экзоцитоза
ботулинический токсин не влияет на эффекты ингибитора АХЭ в миокарде. Основные
эксперименты, позволившие автору подтвердить существование явления неквантовой
секреции АХ в сердце, были выполнены на препаратах предсердного миокарда. В
дальнейших сериях опытов было показано наличие неквантовой секреции и в
желудочковом миокарде крысы, а также первичном пейсмекере сердца, САУ, кролика.
На основании результатов изучения действия параоксона на электрическую активность
желудочкового миокарда крысы (данные подраздела 4.1.1.5.) и данных предыдущих
исследований автор делает справедливое заКЛlOчение о том, что неквантовая секреция
является универсальным феноменом для предсердного и желудочкового миокарда крысы.
Далее было изучено действие параоксона на автоматическую активность синоатриального
узла кролика (результаты представлены в подразделе 4.1.1.6.). Проведенные исследования
показали, что в области первичного пейсмекера сердца АХ способен выделяться
неквантовым путем, также как и в рабочем миокарде. Основываясь на результатах
проведенных экспериментов, автор получил возможность утверждать, что неквантовая
секреция в миокарде присутствует как минимум у 2-х видов млекопитаlOЩИХ. В то же
время возник вопрос, является ли обнаруженное автором явление универсальным для
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миокарда позвоночных других классов. Поэтому следующая часть работы была
выполнена на препаратах миокарда рыб и амфибий.

В разделе 4.1.2. представлены свидетельства широкого распространения феномена
неквантовой секреции АХ в миокарде среди позвоночных животных. Подраздел 4.1.2.1.
описывает результаты экспериментов по изучению действия ингибитора АХЭ параоксона
на электрическую активность предсердного миокарда трески Gadus mOI'/1Uavш. Мш·isаlЬi.
Автор отмечает, что эффекты параоксона в предсердных препаратах трески были крайне
сходны с действием экзогенного АХ (Абрамочкин и др., 2008), за исключением того, что
амплитуда ПД не снижалась. Подраздел 4.1.2.2. описывает результаты исследования
действия ингибитора АХЭ параоксона на электрическую активность предсердного и
желудочкового миокарда лягушки Rana tеmршшiа. Проведенные автором исследования
позволили обнаружить, что параоксон вызывает типичные холинергические эффекты,
подавляемые атрошшом. На данном этапе работы автор выдвинул предположение о том,
что как и у млеко питающих накопление АХ в условиях ингибирования АХЭ связано с его
неквантовой секрецией из окончаний холинергических нейронов. Для подтверждения
этого предположения автором были проведены специальные исследования.

Раздел 4.1.3. тщательно описывает результаты исследования, посвященные
выяснению механизма неквантовой секреции в миокарде на примере предсердного
миокарда крысы. Первая часть работы была посвящена изучению влияния блокатора
СЗХВС гемихолиния III на эффекты ингибиторов АХЭ в предсердном миокарде крысы
(подраздел 4.1.3.1.) Оказалось, что блокатор СЗХВС гемихолиний Ш ослабляет эффекты
ингибиторов АХЭ. ДЛЯ того чтобы выяснить, способен ли гемихолиний Ш подавлять
эффекты экзогенного АХ, автором была проведена специальная серия экспериментов.
Результаты представлены в подразделе 4.1.3.2. Проведенные исследования показали, что
именно СЗХВС непосредственно отвечает за неквантовую секрецию АХ из
постганглионарных 'Парасимпатических нейронов в миокарде млекопитающих. Подраздел
4.1.3.3. описывает результаты экспериментов по оценке влияния везамикола и
гемихолиния III на выраженность эффектов параоксона в миокарде низших позвоночных.
Совокупность данных, полученных в работе на препаратах миокарда рыб и амфибий,
позволяет автору сделать закономерный вывод о том, что как и у млеко питающих АХ,
отвечающий за развитие в миокарде холинергических эффектов в условиях
ингибирования АХЭ, выделяется из интрамуральных парасимпатических нейронов
неквантовым способом посредством СЗХВс.

Раздел 4.1.4. описывает результаты исследования регуляция неквантовой секреции
АХ различными кардиотропными сигнальными соединениями. Автор оценивал действие
исследуемых сигнальных соединений на выраженность холинергических эффектов
параоксона. Подраздел 4.1.4.1. содержит результаты проверки возможности
пуринергической регуляции неквантовой секреции Ах. Проведенные автором
исследования экспериментально доказали, что в миокарде, в отличие от нервно-
мышечных синапсов, процесс неквантовой секреции АХ не регулируется АТФ и,
вероятно, также и аденозином. Подраздел 4.1.4.2. содержит результаты исследований
регуляция неквантовой секреции АХ в миокарде оксидом азота. В ряде работ на нервно-
мышечных препаратах позвоночных была убедительно продемонстрирована способность
NO подавлять неквантовый выброс АХ. Полученные данные позволили автору
предположить, что экзогенный NO способен ингибировать неквантовую секрецию АХ,
как и в нервно-мышечных синапсах. Оказалось, что в отличие от нервно-мышечного
синапса, подавление синтеза эндогенного NO, синтезируемого в миокарде, не влияет на
этот процесс. В подразделе 4.1.4.3. представлены данные по изучению адренергической
регуляции неквантовой секреции АХ и ее механизмов. Проведенные Д.В. Абрамочкиным
исследования показали, что ингибиторное адренергическое воздействие на процесс
неквантовой секреции АХ реализуется через а2-адренорецепторы.
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Раздел 4.2. посвящен исследованию рецепторных механизмов холинергической
регуляции сердца. Использование методов РВ-ПЦР и иммуногистохимического
окрашивания позволило автору показать наличие М3-рецепторов в препаратах миокарда
крысы и мыши. Зарегистрированы изменения электрической активности, возникающие
при избирательной стимуляции М3-рецепторов, раскрыты молекулярные механизмы,
обуславливающие эти изменения в миокарде крысы. Результаты исследований подробно
описаны в разделах 4.2.1. и 4.2.1.1. Белки М2- и М3-холинорецепторов в миокарде крысы
и мыши выявлены с использованием специфических антител (подраздел 4.2.1.2.).
Подраздел 4.2.2. описывает электрофизиологические эффекты стимуляции М3-
холинорецепторов в миокарде млекопитающих. Отдельная часть работы была посвящена
исследованию дейс,ТВИЯизбирательной стимуляции М3-рецепторов на электрическую
активность предсердного миокарда крысы (подраздел 4.2.2.1.). Проведенные
исследования позволили автору доказать, что эффект пилокарпина на фоне 10-7 М
метоктрамина обусловлен активацией именно М3-, а не остаточных незаблокированных
М2-рецепторов. Далее было изучено действие избирательной стимуляции М3-рецепторов
на электрическую активность желудочкового миокарда крысы (подраздел 4.2.2.2).
Оказалось, что М3-рецепторы, присутствующие как в предсердном, так и в желудочковом
рабочем миокарде крысы, являются функционально активными, их стимуляция вызывает
существенные видоизменения конфигурации ПД рабочего миокарда. Подраздел 4.2.2.3.
описывает результаты исследований, посвященных изучению действия М3-стимуляции на
автоматическую активность синоатриального узла мыши. Проведенные исследования
показали, что в САУ мыши избирательная стимуляция М3-рецепторов индуцировала
статистические достоверные изменения электрической активности, которые в целом, были
менее существенными, чем в рабочем миокарде крысы или мыши. Раздел 4.2.3. описывает
молекулярные механизмы электрофизиологических эффектов стимуляции М3-
рецепторов. Объектами исследования в разных сериях экспериментов были препараты
правого предсердия и изолированные предсердные кардиомиоциты крысы.

Подраздел 4.2.3.1. посвящен выяснению роли фосфоинозитольного каскада
внутриклеточной сигнализации в реализации электрофизиологических эффектов
стимуляции М3-рецепторов. Ингибиторный анализ позволил автору выдвинуть
предположение о том, что в миокарде крысы электрофизиологические эффекты активации
М3-рецепторов в значительной степени опосредуются фосфоинозитольным сигнальным
каскадом и РКС. Дальнейшие исследования, проведенные с помощью пэтч-кламп метода,
были посвящены выяснению типа ионных каналов, вовлеченных в реализацию эффектов,
сопровождающих стимуляцию М3-рецепторов. Ранее; как справедливо указывает автор,
эффекты стимуляции М3-рецепторов в миокарде связывали с усилением калиевой
проводимости. Подраздел 4.2.3.2. описывает результаты по изучению действия
стимуляции М3-рецепторов на кальциевый ток L-типа. Результаты по изучению действия
стимуляции М3-рецепторов на калиевые токи описаны в подразделе 4.2.3.3. Проведенные
исследования показали, что основным ионным механизмом реализации обнаруженных
автором электрофизиологических эффектов стимуляции М3-рецепторов у взрослых крыс
является подавление кальциевого тока L-типа. Автором экспериментально доказано, что
описанные эффекты не связаны с изменением калиевой проводимости.

Результаты исследований, посвященных изучению особенностей механизмов
холинергической регуляции миокарда на ранних стадиях онтогенеза, изложены в разделе
4.3. Феномен неквантовой секреции АХ и эффекты АХ, реализуемые посредством М3-
холинорецепторов автор оценивал у крыс на ранних стадиях онтогенеза: у 2 ]-дневных
крысят, новорожденных крысят (первый день жизни) и 19-дневных эмбрионов. В разделе
4.3.1. описаны особенности электрической активности предсердного и желудочкового
миокарда крыс на 'ранних стадиях онтогенеза. Автор сравнил данные, полученные в
контрольнь~ условиях В экспериментах на изолированнь~ препаратах предсердного и
желудочкового миокарда 19-дневных крысинь~ эмбрионов, новорожденных крысят,

4



трехнедельных крысят и взрослых крыс возрастом 4-5 месяцев. Оказалось, что в ходе
онтогенеза для желудочкового миокарда характерно ускорение фазы реполяризации ПД:
длительность ПД в миокарде новорожденных крысят превышала длительность у
взрослого животного более чем в 2 раза, а длительность ПД 19-дневных эмбрионов -
более чем в 5 раз. Обнаружена более чем двукратная разница в длительности ПД между
эмбрионами и новорожденными. Необходимо отметить, что эти возрастные группы
отстоят друг от друга лишь на 3 дня. Далее в разделе 4.3.2. автор приводит
экспериментальные доказательства наличия неквантовой секреции АХ в миокарде крыс на
ранних стадиях онтогенеза. Результаты проведенных исследований свидетельствуют о
существовании неквантовой секреции АХ в эмбриональном периоде развития крыс, когда
вызванная квантовая секреция АХ еще отсутствует. Автор справедливо отмечает, что в
течение 19- и 20-го дня внутриутробного развития весь синтезируемый в
постганглионарах АХ, по-видимому, выделяется неквантовым путем. Таким образом,
значение неквантовой секреции АХ в сердце имеет исключительный характер именно на
завершающих этапах пренатального онтогенеза.

Дальнейшие исследования были посвящены выявлению уровня экспрессии генов
М2- и М3-холинорецепторов в желудочковом и предсердном миокарде крыс на ранних
стадиях онтогенеза; Результаты описаны в подразделе 4.3.3. Обнаружено, что в ходе
онтогенеза доля мРНК М3-рецепторов от общего количества мРНК М-рецепторов
снижается как в желудочковом, так и в предсердном миокарде, последнее позволило
предположить более значительные физиологические эффекты активации М3-рецепторов
именно на ранних стадиях онтогенеза. Дальнейшие электрофизиологические
эксперименты отчасти подтвердили это предположение. В подразделе 4.3.4. изложены
результаты исследования электрофизиологических эффектов стимуляции М2- и М3-
холинорецепторов в желудочковом и предсердном миокарде крыс на ранних стадиях
онтогенеза. В препаратах предсердного миокарда различных возрастных групп эффект
избирательной стимуляции М3-холинорецепторов был выражен приблизительно
одинаково, за исключением трехнедельных крысят, где не было зафиксировано
статистически значимого действия М3-стимуляции. Проведенные исследования
позволили автору сделать вывод о том, что в желудочковом миокарде 19-дневных
эмбрионов и новорожденных крысят М3-холинорецепторы играют доминирующую роль в
реализации холинергических эффектов, однако по мере взросления животного
ослабляется как общая чувствительность желудочкового миокарда к холинергическим
воздействиям, так и, в особенности, роль регуляторного пути, опосредуемого М3-
холинорецепторами.

Глава 5 «Обсуждение результатов» состоит из нескольких подразделов, каждый из
которых посвящен обсуждению конкретного результата и его сопоставлению с данными
литературы по теме диссертации. Всего таких подразделов 8. Доказательства
существования неквантовой секреции АХ в миокарде представлены в разделе 5.1. и
сопоставлены с данными исследований, проведенных на других объектах. Раздел 5.2.
посвящен обсуждению ряда гипотез, характеризующих механизм неквантовой секреции
АХ. Анализ данных позволил автору утверждать, что ВТАХ вряд ли участвует в
опосредовании неквантовой секреции АХ в органах с вегетативной холинергической
иннервацией. По мНению автора, данные опытов с гемихолинием III четко указывают на
роль СЗХВС как основного посредника .неквантовоЙ секреции АХ в миокарде.
Справедливо отмечая, что в концентрации 1о') М гемихолиний III не ингибирует СЗХНС,
автор заключает, что индуцируемое гемихолинием подавление неквантовой секреции
связано с действием именно на СЗХВС. Обсуждая результаты собственных исследований,
сопоставляя их с данными, полученными на других объектах, в частности на нервно-
мышечном синапсе, автор отмечает, что прямое доказательство транспорта АХ СЗХВС
требует применения совершенно иных методов и поэтому выходит за рамки
диссертационного исследования. Подраздел 5.3. посвящен обсуждению регуляции
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неквантовой секреции в миокарде, сопоставлению собственных данных с данными,
полученными на нервно-мышечном синапсе. Полученные автором результаты лишь
частично согласуются с имеющимися данными о регуляторных путях в нервно-мышечных
синапсах. В частности, не было получено экспериментальных подтверждений
существования в миокарде пуринергической модуляции исследуемого процесса. В
подразделе 5.4. сопоставляются собственные данные диссертанта о наличии
функционально активных М3-холинорецепторов в миокарде крысы и мыши с данными
литературы по исследованию этих рецепторов в клетках сердца морской свинки. Новый
молекулярный механизм электрофизиологических эффектов стимуляции М3-рецепторов
анализируется автором в подразделе 5.5. На Рис. 5-1. диссертант представляет механизм
электрофизиологических эффектов стимуляции М3-холинорецепторов в миокарде крысы
в виде схемы. Подраздел 5.6. позволяет проанализировать и оценить становление
холинергической регуляции миокарда в процессе онтогенеза. Автор сопоставляет
литературные данные о времени появления отдельных компонентов холинергической
системы в процесс е эмбрионального развития с результатами собственных исследований.
Подраздел 5.7. посвящен описанию ограничений и возможных (по мнению автора)
недостатков проведенного исследования. Подраздел 5.8. заканчивает главу «Обсуждение»
и описывает перспективы дальнейших исследований.

Глава 6 «Выводы». В работе 1О выводов, которые корректно сформулированы и
полностью соответствуют поставленным задачам и положениям, выносимым на защиту.

Степень обоснованности и достоверность научных положений и выводов
диссертации

Обоснованность и достоверность полученных автором результатов,
подтверждается корректным формулированием рабочих гипотез. Задачи исследования
четко сформулированы, обоснованы и полностью соответствуют цели диссертации.
Представленные в работе экспериментальные данные тщательно описаны и статистически
достоверны. Используемые автором экспериментальные объекты, методические приемы и
подходы являются адекватными для работ такого рода. Выводы диссертационного
исследования основаны на полученных экспериментальных результатах, полностью
отражают суть работы. Результаты диссертационного исследования опубликованы в
рейтинговых научных журналах, пред ставлены на крупных отечественных и
международных конференциях, съездах и конгрессах.

Автореферат представлен . на 38 страницах, иллюстрирован 1 таблицей и 2]
рисунком. Текст автореферата в сжатой форме отражает суть и результаты
диссертационного исследования и позволяет получить о нем полное впечатление.

Диссертация Д.В. Абрамочкина соответствует требованиям, предъявляемым к
диссертациям по специальности 03.03.01 - физиология.

Научная новизна
Ранее неквантовая секреция АХ была описана только для нервно-мышечного

синапса. В работе Д.В. Абрамочкина впервые получены экспериментальные
доказательства наличия неквантовой секреции АХ из интрамуральных парасимпатических
нейронов в миокарде позвоночных. Автором найдены механизмы регуляции неквантовой
секреции АХ в сердце. Впервые показано, что в миокарде, в отличие от нервно-
мышечного синапса, норадреналин способен ингибировать неквантовое выделение АХ,
описаны электрофизиологические эффекты, обусловленные активацией М3-
холинорецепторов в миокарде крысы и мыши. Продемонстрирована экспрессия гена М3-
рецепторов в пейсм<екере сердца млекопитающих, а также показано действие активации
М3-рецепторов на автоматическую активность. Необходимо отметить, что ранее было
показано лишь участие М2-рецепторов в регуляции сердечной автоматии. Диссертантом
получены экспериментальные доказательства участия фосфоинозитольного сигнального
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каскада в реализации электрофизиологических эффектов М3-стимуляции в миокарде,
показано, что эти эффекты опосредованы ингибированием кальциевого тока L-типа и не
связаны с активацией калиевых токов. Проведен анализ экспериментальных данных о
наличии некваНТОВGЙсекреции АХ в миокарде крыс на различных стадиях онтогенеза.
Обнаружено, что у 19-дневных эмбрионов крыс АХ секретируется только неквантовым
путем. Представлены экспериментальные доказательства уменьшения экспрессии М3-
рецепторов и изменения их физиологической роли в регуляции желудочкового миокарда в
ходе постнатального онтогенеза.

Теоретическая и практическая значимость работы
Теоретическая и практическая значимость диссертационного исследования не

вызывает сомнений, поскольку полученные Д.В. Абрамочкиным данные существенно
меняют классические взгляды на механизм холинергической регуляции миокарда. Работа
доказывает существование принципиально нового (неквантового) способа выделения АХ
в миокарде. Обнаружен новый механизм модуляции электрической активности,
связанный с ингибированием кальциевого тока L-типа посредством активации М3-
холинорецепторов, 'не опосредованный изменениями в калиевых токах. На основании
полученных в работе фактов автором выдвигается гипотеза о возможном использовании
естественного кардиопротекторного действия холинергической иннервации сердца в
терапевтических целях, в частности, за счет создания лекарственных средств,
ориентированных на М3-рецепторы в качестве мишени.

Согласно статистическим данным IIоказатель смертности от сердечно-сосудистых
заболеваний в России составляет около 60%. Около 8% всех граждан России страдает от
патологии сосудов или сердца, при этом смертность от заболеваний сердца и кровеносной
системы составляет 53% от всех летальных исходов. В связи с вышеизложенным, работа
имеет большое практическое значение.

Полученные в диссертационном исследовании данные должны быть учтены при
доклиническом изучении безопасности и фармакологической активности новых
лекарственных преr,rаратов, используемых для лечения сердечно-сосудистой патологии
различного генеза.

Результаты исследования могут быть использованы при чтении курсов лекций
ВУЗов медицинского и биологического профиля.

в качестве замечаний и вопросов по диссертации необходимо отметить следующее:

Замечания:
В тексте диссертации и автореферата встречаются опечатки (стр. 13,14,18,202,203,209)
Отсутствует нумерация списка цитируемых работ в Главе 7 «Список литературы».
Общее впечатление о работе положительное.

в плане дискуссии.хотелось бы задать следующие вопросы:

1.Какова, по Вашему мнению, физиологическая роль неквантового АХ на разных этапах
онтогенеза?

2. Почему эффекты катехоламинов в отношении регуляции квантового инеквантового
выброса АХ различаются?

3. В связи с чем может меняться роль М3-холинорецепторов сердца на разных этапах
онтогенеза?
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Заключение

Диссертация Абрамочкина Дениса Валерьевича «Секреция ацетилхолина в сердце
и механизмы холинергической регуляции миокарда», представленная к защите на
соискание ученой степени доктора биологических наук, является законченной научно-
квалификационной работой, в которой сформулированы и обоснованы научные
положения, совокупность которых можно квалифицировать как крупное научное
достижение, имеющее большое значение для физиологии.

Принимая во внимание актуальность выполненной работы, обоснованность и
научную новизну сделанных обобщений и выводов, а также ее существенную
теоретическую и практическую значимость, можно заключить, что диссертация Дениса
Валерьевича Абрамочкина «Секреция ацетилхолина в сердце и механизмы
холинергической регуляции миокарда» полностью соответствует критериям, указанным в
пункте 9 Положения о порядке присуждения ученых степеней (Постановление
Правительства РФ от 24 сентября 2013 года N2842), предъявляемым к диссертациям на
соискание ученой степени доктора наук, а соискатель Денис Валерьевич Абрамочкин
заслуживает при суждения ученой степени доктора биологических наук по специальности
03.03.01 - физиология.
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отзыв
официального оппонента на диссертационную работу 

Абрамочкина Дениса Валерьевича
«Секреция ацетилхолина в сердце и механизмы холинергической 

регуляции миокарда»,
представленную на соискание ученой степени доктора биологических наук по 

специальности 03.03.01 -  физиология

Общая характеристика работы

Работа Д.В.Абрамочкина выполнена на кафедре физиологии человека и 
животных биологического факультета Федерального государственного 
бюджетного образовательного учреждения высшего образования «Московский 
государственный университет имени М.В.Ломоносова». Диссертация изложена 
на 262 страницах машинописного текста по традиционному плану, состоит из 
разделов: введение, обзор литературы, методика, результаты, обсуждение 
результатов, выводы, список литературы, благодарности. Результаты 
диссертационного исследования опубликованы в 21 журнальной статье, 
примерно половина публикаций -  в зарубежных изданиях, индексируемых в 
базе данных Web of Science. Материалы работы апробированы на крупных 
международных и всероссийских научных форумах.

Актуальность диссертационного исследования

Диссертационная работа Д.В.Абрамочкина «Секреция ацетилхолина в 
сердце и механизмы холинергической регуляции миокарда» посвящена 
изучению и подробной характеристике ранее не описанного для сердечной 
мышцы явления неквантовой секреции ацетилхолина и подробному описанию 
механизма трансдукции сигнала через МЗ-холинорецепторы кардиомиоцитов. 
Исследование сигнальных путей в организме традиционно представляет собой 
важнейшую задачу физиологии. Выявление новых таких путей, с одной 
стороны, расширяет представления о регуляции физиологических функций, с 
другой стороны, дает новые возможности для управления этими функциями с 
помощью фармакологических препаратов, показывает неизвестные ранее 
уязвимые точки, от которых могут начать развиваться патологические процессы 
и на которые возможны терапевтические воздействия. Несмотря на то, что 
изучение холинергических влияний на сердце имеет давнюю историю и 
возможно является наиболее длительно изучаемым вопросом в современной 
физиологии, остаются многочисленные относительно слабо изученные аспекты 
холинергической регуляции, например, в части действия парасимпатической 
системы на миокард желудочков.



В работе исследуются сравнительно слабые эффекты, способные легко 
маскироваться более мощными, уже хорошо известными явлениями. В связи с 
этим возникала необходимость создавать особые условия для успешного 
изучения интересующих физиологических эффектов. Например, при 
исследовании неквантовой секреции ацетилхолина, следовало контролировать 
процесс классического экзоцитоза медиатора, а при исследовании 
функционирования М3-рецепторов, следовало контролировать М2-рецепторы. 
Необходимость соблюдения этих условий делает задачи, поставленные в 
диссертации, особенно сложными. Вышеперечисленные соображения 
позволяют считать исследование Д.В.Абрамочкина несомненно актуальным.

Новизна полученных результатов

На основании проведенных исследований, Д.В.Абрамочкиным 
сформулирован ряд принципиально новых положений, которые можно 
сгруппировать в три основные «кластера».

1. Впервые в миокарде описано явление неквантовой секреции 
ацетилхолина. Хотя аналогичное явление было ранее описано в скелетной 
мускулатуре, в сердечной мышце ранее подобных эффектов не наблюдали. 
Следует подчеркнуть, что описание неквантовой секреции медиатора в сердце 
означает не просто расширение области, где данное явление наблюдается. 
Хорошо известно, что в скелетных мышцах и в миокарде холинергическая 
иннервация организована совершенно по-разному, и ее функциональное 
значение также принципиально различно.

2. Впервые в кардиомиоцитах детально охарактеризован путь 
трансдукции сигнала, начинающийся от МЗ-холинорецепторов. Установлены 
основные звенья этого внутриклеточного пути: фосфоинозитольный каскад и 
протеинкиназа С. Важно, что другая «ветвь» фосфоинозитольного каскада, 
работающая через инозитолтрифосфат, была также проверена и на основании 
полученных результатов исключена из числа внутриклеточных посредников 
МЗ-холинорецепторов. Было также показано, что электрофизиологическими 
внутриклеточными «эффекторами» М3-холинергического пути являются не 
калиевые, как ранее считалось, а кальциевые токи L-типа.

3. Обнаружено, что электрофизиологические эффекты стимуляции МЗ- 
холинорецепторов в миокарде желудочков новорожденных животных 
выражены намного сильнее по сравнению со взрослыми особями. По сути дела, 
это наблюдение означает, что выявлено еще одно проявление т.н. фетального 
фенотипа. Важность этого факта связана с тем, что при развитии хронической 
сердечной недостаточности происходит возврат к фетальному фенотипу. 
Следовательно, можно ожидать, что у пациентов, страдающих хроническими 
сердечно-сосудистыми заболеваниями, эффекты МЗ-агонистов будут выражены



сильнее, чем у здоровых людей. Это может дать ряд возможностей для создания 
новых подходов фармакотерапии в кардиологии.

Теоретическая и практическая значимость работы

Теоретическое значение рецензируемой работы очевидно. Оно 
обусловлено подробнейшей характеристикой нового сигнального пути в 
миокарде, начинающегося с неквантовой секреции ацетилхолина
холинергическими нейронами интрамуральных парасимпатических ганглиев в 
миокарде и реализующегося через стимуляцию МЗ-холинорецепторов, 
обуславливающих, в свою очередь, уменьшение кальциевого тока L-типа 
кардиомиоцитов.

В работе изучаются механизмы неквантовой секреции ацетилхолина. 
Понятно, что закономерности выделения медиатора с помощью классических 
(квантовых) и неквантовых путей будут существенно различаться. В частности, 
автором доказано, что неквантовая секреция ацетилхолина может происходить 
независимо от активности волокон блуждающего нерва и нейронов 
интрамуральных парасимпатических ганглиев. В диссертации
Д.В.Абрамочкина не только установлено наличие данного способа секреции 
ацетилхолина, но и продемонстрированы некоторые особенности регуляции 
этого процесса с помощью норадреналина и оксида азота. Все эти наблюдения 
открывают новую область исследований и ряд новых теоретических вопросов, 
связанных, например, с функциональным значением неквантовой секреции.

МЗ-холинорецепторы являются наиболее распространенными за 
пределами ЦНС холинорецепторами, однако в сердце холинергические 
эффекты обуславливаются в основном М2-холинорецепторами. Автором 
убедительно показано, что действие ацетилхолина может быть также 
опосредовано МЗ-холинорецепторами. Сигнальный путь через МЗ- 
холинорецепторы детально охарактеризован в рецензируемой работе, описаны 
последствия их стимуляции в разных камерах сердца, у разных видов животных 
и на разных этапах онтогенеза. Обнаружение новой мишени ацетилхолина в 
миокарде важно не только теоретически. Эти мишени можно рассматривать как 
потенциальные точки приложения лекарственных средств. Особенно важно, что 
автору удалось продемонстрировать тот факт, что эффект стимуляции МЗ- 
холинорецепторов по-разному выражен в разных областях сердца. Это 
наблюдение показывает возможность избирательно действовать на тот или иной 
отдел сердца с помощью лекарства, стимулирующего либо блокирующего эти 
рецепторы.

Рецензируемая работа открывает ряд новых направлений исследований. 
Сравнительно-физиологические работы должны в дальнейшем показать 
особенности данного сигнального пути у животных разных систематических



групп, в частности, различающихся выраженностью парасимпатических 
влияний на сердце. Патофизиологические исследования должны показать 
значение стимуляции МЗ-холинорецепторов в больном сердце, например, в 
ишемизированном миокарде или в ходе развития хронической сердечной 
недостаточности, характеризующейся, в частности, возвратом к фетальному 
фенотипу.

Обоснованность положений диссертации

Достоверность полученных в диссертационном исследовании результатов 
подтверждается в первую очередь тщательно разработанным дизайном 
экспериментов. По ходу чтения работы, читатель получает ответы практически 
на все потенциально возникающие вопросы, касающиеся интерпретации 
полученных результатов и верификации предварительных выводов. Автором 
проверяется каждое возникающее сомнение, и проходится каждая логическая 
«развилка». Так, например, для исключения возможности квантового 
экзоцитоза ацетилхолина, управляющегося активностью парасимпатических 
постганглионарных нейронов, использовались гексаметоний, блокирующий 
передачу возбуждения в ганглиях, тетродотоксин, блокирующий возбуждение в 
волокнах постганглионарных нейронов, ботулинический токсин, блокирующий 
непосредственно экзоцитоз медиатора, контролировалось попадание токсина 
путем эндоцитоза в нервные терминали, а также то, что эти терминали именно 
парасимпатические, и т. д. Такая скрупулезность в проведении исследования 
заслуживает всяческого подражания.

В работе использованы современные электрофизиологические, 
молекулярно-биологические и морфологические методики. Важно, что разными 
методами протестированы различные звенья изучаемых сигнальных путей, и в 
ходе этих экспериментов получены согласующиеся результаты.

В конце раздела «Обсуждение результатов» приведен анализ ограничений 
работы, который лишний раз показывает критический подход автора к 
полученным данным и повышает уровень доверия к положениям диссертации. 
Дополнительной гарантией является тот факт, что значительная часть 
результатов работы опубликована в журналах с высоким Impact Factor’oM и, 
следовательно, прошла процедуру строгого анонимного рецензирования.

Замечания по диссертации

Принципиальных недостатков в работе не усматриваю. Приведенные 
ниже замечания либо носят дискуссионный характер, либо проистекают из 
вполне понятных ограничений, имеющихся во всякой работе, либо касаются 
формы изложения материала.



1. Представляется неудачной формулировка некоторых задач работы. 
Например, задача 2 сформулирована очень широко, а задача 9, возможно, 
наоборот, - излишне детализирована.

2. В отдельных разделах работы наблюдается некоторая избыточность. Не 
ясно, например, с какой целью использовалось несколько блокаторов 
ацетилхолинэстеразы, два вида грызунов? На первой же странице текста 
диссертации и автореферата несколько раз упоминаются ишемические 
повреждения миокарда. Это затрудняет понимание читателем постановки 
задач исследования. Поскольку эти вопросы не поднимались 
непосредственно в диссертации, было бы, на мой взгляд, правильно 
перенести эти и подобные рассуждения в соответствующий раздел 
обсуждения результатов, посвященный перспективам исследования.

3. В раздел «Результаты» включены элементы их обсуждения, которые иногда 
затрудняют восприятие.

4. Функциональные проявления изучаемого сигнального пути оценивались 
только электрофизиологически — как степень изменения длительности 
потенциала действия в ответ на приложение того или иного вещества. В 
работе не изучалось сократительной активности миокарда и/или 
кардиомиоцитов. Это нужно рассматривать как одно из ограничений работы, 
которое следовало бы отметить в соответствующем разделе.

5. В качестве дискуссии хочется предложить следующий вопрос: чем 
отличается механизм неквантовой секреции у взрослых особей и у животных 
на ранних стадиях онтогенеза?

Заключение

Таким образом, диссертация Д.В.Абрамочкина в целом представляет 
собой законченный труд, завершающий важный этап по изучению 
закономерностей холинергической регуляции миокарда. В диссертации на 
основании выполненных автором исследований детально разработана научная 
концепция неквантовой секреции ацетилхолина и трансдукции сигнала через 
стимуляцию М3-холинорецепторов. Теоретическая значимость исследования 
обоснована тем, что раскрыт и детально охарактеризован ранее не изученный 
сигнальный путь, что существенно расширяет понятийный аппарат физиологии. 
Практическое значение полученных соискателем результатов подтверждается 
тем, что определены потенциальные точки приложения для кардиотропных 
препаратов и намечены направления дальнейшего изучения описанного 
сигнального пути, в частности, в патологически измененном миокарде. 
Результаты работы используются в учебном процессе в вузах. Оценка 
достоверности данных выявила, что они получены современными методами, 
адекватными задачам работы, в исследовании с грамотным дизайном



минимизирующем систематические ошибки; результаты, полученные в разных 
разделах работы, согласуются друг с другом и с данными других авторов, 
прошли процедуру рецензирования и опубликованы в периодических изданиях 
с высоким импакт-фактором. Личный вклад соискателя состоит в разработке 
плана исследования, проведении экспериментов совместно с коллегами, анализе 
и интерпретации полученных данных.

Завершая рассмотрение диссертации Абрамочкина Дениса Валерьевича 
«Секреция ацетилхолина в сердце и механизмы холинергической регуляции 
миокарда», представленной на соискание ученой степени доктора 
биологических наук по специальности 03.03.01 -  физиология, можно 
заключить, что представленная диссертационная работа является законченной 
научно-квалификационной работой, в которой на основании выполненных 
автором исследований разработаны теоретические положения, совокупность 
которых можно квалифицировать как научное достижение в области 
физиологии. Диссертация Абрамочкина Дениса Валерьевича полностью 
отвечает требованиям п. 9 «Положения о порядке присуждения ученых 
степеней» [от 24.09.2013 N 842 (ред. от 02.08.2016)], предъявляемым к 
диссертациям на соискание ученой степени доктора наук, а ее автор 
заслуживает присуждения ученой степени доктора биологических наук по 
специальности 03.03.01 -  физиология.

Заведующий лабораторией 
физиологии сердца 
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отзыв
официального оппонента Зефирова Тимура Львовича 

на диссертацию Абрамочкина Дениса Валерьевича на тему 

«Секреция ацетилхолина в сердце и механизмы холинергической регуляции миокарда», 

представленную к защите на соискание ученой степени доктора биологических наук по 

специальности 03.03.01 -  физиология.

Актуальность работы

Заболевания сердечно-сосудистой системы продолжают оставаться одной из 

важнейших проблем современного общества. В связи с этим большое значение имеет 

детальное выяснение механизмов регуляции сердечной деятельности. Парасимпатическая 

регуляция сердца, опосредованная главным образом нейромедиатором ацетилхолином 

(АХ), критически важна для его нормального функционирования в соответствии с 

потребностями организма. В конце прошлого века в ряде работ была убедительно 

продемонстрирована кардиопротекторная роль парасимпатической регуляции, в 

частности, в модели экспериментального инфаркта миокарда. Было предложено 

применение ряда обратимых ингибиторов ацетилхолинэстеразы (АХЭ), позволяющих 

продлить действие выделившегося в сердце АХ и таким образом усилить холинергическое 

воздействие на миокард, в терапии постинфарктных состояний. Вместе с тем, ряд 

появившихся за последние 20 лет экспериментальных фактов указывает на необходимость 

существенного пересмотра классических фундаментальных представлений о жизненном 

цикле АХ как регулятора сердечной деятельности и механизмах его воздействия на 

кардиомиоциты.

Диссертационная работа Абрамочкина Д.В. посвящена изучению новых 

механизмов секреции АХ из окончаний постганглионарных парасимпатических нейронов 

в сердце позвоночных, а также его воздействия на кардиомиоциты. До настоящего 

времени считалось, что АХ выделяется из постганглионаров за счет 

экзоцитозасинаптических везикул, то есть хорошо известным квантовым способом. В то 

же время в нервно-мышечных синапсах еще в 1977 году был описан альтернативный, 

неквантовый способ секреции АХ не сопряженный с экзоцитозом везикул и 

возбуждением нервного окончания. Работа Абрамочкина Д.В. -  первое исследование 

неквантового выделения АХ в сердце и вообще в органах с вегетативной иннервацией. 

Вторая часть диссертационной работы посвящена изучению роли новой мишени АХ, а 

именно мускариновых рецепторов третьего типа (МЗ-холинорецепторов) в регуляции



электрической активности миокарда. За последние годы в миокарде были обнаружены все 

5 известных типов мускариновых рецепторов, хотя их функциональная значимость 

остается под вопросом. В ряде работ было продемонстрировано наличие функционально 

активных МЗ-холинорецепторов в кардиомиоцитах млекопитающих, в частности показана 

способность МЗ-рецепторов модулировать электрическую активность миокарда собаки и 

морской свинки. При этом, возможная роль МЗ-рецепторов в регуляции электрической 

активности миокарда основных лабораторных животных, крыс и мышей, остается 

неясной. Не раскрыт также ионный механизм эффектов активации МЗ-рецепторов. 

Наконец, третья часть работы Абрамочкина Д.В. касается выяснения вклада показанного 

нового способа секреции АХ и новой мишени АХ в регуляцию работы сердца у крысят на 

ранних стадиях онтогенеза. Этот раздел исследования представляется актуальным в 

особенности, поскольку механизмы вегетативной и, в частности, холинергической 

регуляции миокарда претерпевают существенные изменения в течение онтогенеза, при 

этом молекулярные и клеточные механизмы этих изменений изучены довольно слабо.

Все сказанное свидетельствует о высокой актуальности диссертационной работы 

Абрамочкина Д.В. на тему «Секреция ацетилхолина в сердце и механизмы 

холинергической регуляции миокарда».

С труктура и объем диссертации

Представленная к защите работа изложена на 262 страницах машинописного 

текста и включает введение, обзор литературы, описание материалов и методов 

исследования, изложение полученных результатов и их обсуждение, выводы и список 

использованной литературы. Работа иллюстрирована 3 таблицами и 81 рисунком.

В главе «Введение» приведено обоснование актуальности темы диссертации 

сформулированы цель и задачи исследования, основные положения, выносимые на 

защиту, а также приведены сведения о новизне и научно-практической значимости 

проведенного исследования. Обзор литературы полноценный, основан на анализе 427 

источников. Обзор содержит основные данные о парасимпатической иннервации сердца, 

синтезе, распаде АХ в организме и способах его секреции, особое внимание уделено 

имеющимся сведениям о неквантовой секреции АХ в скелетной мускулатуре. Подробно 

рассмотрены рецепторные механизмы реализации кардиотропных эффектов АХ, в 

особенности экспериментальные факты, указывающие на наличие функционально 

значимых МЗ-холинорецепторов в миокарде некоторых млекопитающих. Также 

приведены современные данные об особенностях холинергической регуляции сердца в 

патологических условиях. Отдельный раздел посвящен рассмотрению становления



холинергической регуляции сердца в онтогенезе. Обзор литературы логически подводит к 

собственным исследованиям автора.

В разделе «Материалы и методы» подробно описаны методики, использованные 

в работе. Большая часть экспериментов была выполнена на крысах, хотя для решения 

специфических задач были использованы мыши, кролики и низшие позвоночные (рыбы и 

амфибии). Для достижения поставленных задач автор применил целый комплекс 

адекватных и наиболее современных электрофизиологических, молекулярно

биологических и иммуногистохимических методов. Следует особо отметить, что техника 

регистрации ионных токов в кардиомиоцитах методом пэтч-кламп была освоена Д.В. 

Абрамочкиным за рубежом, после чего воспроизведена на базе, как биологического 

факультета, так и Беломорской биостанции МГУ.

Описание результатов исследования начинается с экспериментов, позволивших 

показать существование в сердце неквантового способа секреции АХ. В этих 

экспериментах, проведенных на многоклеточных препаратах миокарда крысы было 

обнаружено развитие типичных холинергических эффектов, а именно уменьшения 

длительности потенциалов действия (ПД)и замедления ритма их следования, под 

действием ингибиторов ацетилхолинэстеразы (АХЭ). Данные эффекты обусловлены 

накоплением АХ в миокарде в условиях неактивной АХЭ. Используя различные способы 

фармакологической блокады квантовой (везикулярной) секреции медиатора, автор 

показывает, что накопление АХ в препаратах миокарда не связано с этим процессом и 

может быть обусловлено только альтернативным, неквантовым способом выделения АХ. 

Затем автор показывает, что механизм неквантовой секреции АХ в сердце, как и в нервно- 

мышечном синапсе, включает перенос медиатора во внешнюю среду посредством 

системы обратного захвата холина высокого сродства. Таким образом, в диссертационной 

работе Абрамочкина Д.В. показано наличие в сердце неквантового способа выделения 

АХ, ранее известного только в скелетных мышцах. Данные последующих 

многочисленных экспериментов позволяют автору утверждать, что неквантовая секреция 

АХ представлена в миокарде широкого спектра позвоночных животных, а в сердце 

млекопитающих обнаруживается как в предсердном и желудочковом рабочем миокарде, 

так и в пейсмекере сердца. Помимо этого, автор приводит данные о регуляции 

неквантовой секреции АХ с помощью оксида азота и норадреналина.

Во второй части работы автор, используя молекулярно-биологические и 

иммунохимические методы, показывает наличие в сердце крысы и мыши МЗ- 

холинорецепторов, а затем подробно исследует электрофизиологические эффекты 

избирательной активации этих рецепторов в рабочем и пейсмекерном миокарде.



эффектов стимуляции МЗ-холинорецепторов в миокарде. Впервые покачано наличие 

неквантовой секреции АХ в миокарде не только у взрослых крыс, но и на ранних стадиях 

онтогенеза, причем у 19-дневных эмбрионов АХ секретируется только неквантовым 

путем. Наконец, автором обнаружено уменьшение экспрессии МЗ-рецепторов и их 

физиологической роли в регуляции желудочкового миокарда в течение постнатального 

онтогенеза.

Практическая и теоретическая значимость

В первую очередь, работа Абрамочкина Д.В. имеет несомненное фундаментальное 

значение. Наиболее ценным открытием представляется обнаружение неквантового способа 

секреции АХ в сердце в дополнение к хорошо известному квантовому, а также раскрытие 

его молекулярного механизма. Особую ценность представляют сведения, полученные в 

экспериментах на миокарде крысят на ранних стадиях онтогенеза. Ранее отсутствовали 

данные не только относительно особенностей регуляции миокарда у новорожденных и 

эмбрионов, но и какие-либо сведения о конфигурации нормальной электрической 

активности сердца в таком возрасте. Полученные в работе сведения о физиологической роли 

МЗ-рсцспторов в миокарде делают их перспективной мишенью для разработки новых 

лекарственных препаратов, особенно с учетом их важного карднопротекторного значения, 

что, безусловно, говорит о практической ценности проведенного Д.В. Абрамочкиным 

исследования.

Результаты диссертационной работы могут быть использованы в работе 

специализированных научно-исследовательских учреждений, работающих в области 

кардиологии. Кроме того, полученные данные могут быть использованы в учебном процессе 

в биологических и медицинских высших учебных заведениях.

Автореферат адекватно отражает содержание диссертации.

Результаты диссертационного исследования хорошо освещены автором в 

периодической печати. По теме работы опубликована 21 статья в рецензируемых 

журналах, из которых 11 в высокорейтинговых международных жу рналах, а остальные 

10 -  в журналах, рекомендованных ВАК РФ. Также результаты работы были 

представлены автором на российских и международных конференциях.



Используя ингибиторный анализ, Абрамочкин Д.В. приходит к выводу о решающей роли 

фосфоинозитидного пути внутриклеточной сигнализации в реализации данных эффектов, 

а данные, полученные с помощью техники пэтч-кламп, позволили определить конечную 

мишень сигнального каскада кальциевые каналы L-типа. В то же время полученные 

данные позволяют отвергнуть представленную в ранней литературе гипотезу о наличии 

специфического калиевого тока, зависимого от активации МЗ-реиепторов.

Наконец, в третьей части работы автор показывает, что наиболее важное 

физиологическое значение описанные новые элементы жизненного цикла АХ в сердце 

имеют не у взрослых животных, а на ранних стадиях онтогенеза: у новорожденных крысят 

и 19-дневных крысиных эмбрионов. Во-первых, в сердцах новорожденных и 19-дневных 

эмбрионов идет процесс неквантовой секреции АХ, причемв последнем случае весь АХ. 

воздействующий на миокард через мускариновые рецепторы, имеет неквантовое 

происхождение. Во-вторых, методом РВ-ПЦР было показало, что относительное 

количество мРНК МЗ-ренепторов в желудочках 19-дневных эмбрионов и новорожденных 

крысят в несколько раз выше, чем у трехнедельных крысят и взрослых крыс. В отличие от 

взрослых животных. МЗ-рецепторы вносят решающий вклад в холинергическую 

регуляцию желудочкового миокарда у новорожденных крысят и 19-дневных эмбрионов, 

поскольку действие избирательной стимуляции МЗ-рсцспторов на электрическую 

активность в препаратах желудочкового миокардакрыс этих возрастов выражено 

многократно сильнее, чем у взрослых крыс.

Результаты исследования тщательно проанализированы автором и сопоставлены 

с имеющимися в литературе данными в главе «Обсуждение результатов». На основании 

полученных результатов автор делает обоснованные выводы, логично завершающие 

работу. Выводы соответствуют поставленным задачам.

Научная новизна полученных результатов

Новизна экспериментальных фактов, полученных Д.В. Абрамочкиным. не 

вызывает сомнений. Впервые было показано наличие неквантовой секреции АХ из 

интрамуральных парасимпатических нейронов в миокарде позвоночных, а также найдены 

механизмы регуляции этого процесса. Впервые описаны электрофизиологические 

эффекты, обусловленные активацией МЗ-холинорецепторов в миокарде крысы и мыши 

Впервые продемонстрирована экспрессия гена МЗ-рсцепторов в пейсмекере сердца 

млекопитающего, а также показано действие активации МЗ-рсцспторов па 

автоматическую активность. Д.В. Абрамочкиным доказано участие фосфоинозигольного 

сигнального каскада и кальциевых каналов L-типа п реализации шектрофи шологических



Степень обоснованности и достоверность полученных результатов

Диссертационная работа выполнена на высоком научном и методическом уровне 

с применением современных методов исследования и статистического анализа. Научные 

выводы вытекают непосредственно из экспериментальных данных, полученных 

диссертантом, и в полной мере отражают результаты. Таким образом, достоверность 

результатов работы не вызывает сомнений.

Замечания но диссертационной работе

При знакомстве с работой возник ряд замечаний и вопросов. В качестве 

замечаний хотелось бы обратить внимание на количество и объем положений, выносимых 

на защиту. Полагаю, что основных положений в данной работе два. Первое касается 

неквантового высвобождения ацетилхолина, а второе роли МЗ-холинорецепторов в 

регуляции работы сердца. Обычно положения бывают достаточно лаконичными, поэтому, 

пятое положение выглядит особенно громоздким.

В качестве первого вопроса хотелось бы узнать, каково взаимоотношение 

активности двух вторичных посредников инозитолтрифосфата и диацилглицерола при 

активации МЗ-холинорсцепторов? Изменяются ли они всегда параллельно или их 

активность может меняться независимо друг от друга?

Второй вопрос -  в выводе № 4 автор пишет, что норадреналин подавляет 

неквантовую секрецию ацетилхолина посредством активации a l -и а2-адрснорецепторов. 

Насколько адекватно подобное заявление на основании результатов экспериментов с 

блокатором р-адренорепенторов пропранололом?

Замечания и вопросы ничуть нс умаляют ценности диссертационной работы 

Дениса Валерьевича.

Заключение

Диссертация Абрамочкина Дениса Валерьевича является научно- 

квалификационной работой, в которой на основании выполненных автором исследований 

разработаны теоретические положения, совокупность которых можно квалифицировать 

как новое крупное научное достижение в области физиологии: показаны принципиально 

новые механизмы секреции ацетилхолина в миокарде и его воздействия на 
кардиомиоциты.

Диссертационная работа Дениса Валерьевича Абрамочкина «Секреция 

ацетилхолина в сердце и механизмы холинергической регуляции миокарда» является 

самостоятельным, успешно выполненным фундаменталь.... ..  исследованием, которое но



актуальности, новизне, научному и методическому уровню, теоретической и 

практической значимости, достоверности полученных результатов полностью 

соответствует требованиям п.9 «Положения о порядке присуждения ученых степеней», 

утвержденного постановлением Правительства РФ от 24 сентября 2013 г. № 842, а 

диссертант заслуживает присуждения искомой ученой степени доктора биологических 

наук по специальности 03.03.01 физиология.

Официальный оппонент
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